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Systemy uwalniania lekow oparte na nanowtéknach
Pawet Nakielski

Instytut Podstawowych Probleméw Techniki, Polskiej Akademii Nauk

Abstrakt

W pracy podjeto sie zadania stworzenia systemu uwalniania lekéw opartego
na zastosowaniu biodegradowalnych materialéw polimerowych wytworzonych
z nanowlokien otrzymywanych metoda elektroprzedzenia. Bezposrednim celem
tej pracy bylo stworzenie aktywnego opatrunku wspomagajacego operacje neu-
rochirurgiczne.

Praca zawiera eksperymentalng i numeryczna analize procesu uwalniania
i transportu leku do typowego plynu buforowego oraz analogu tkanki majaca
na celu znalezienie optymalnych warunkéw kontrolowania w czasie i przestrzeni
rozktadu stezenia leku. Uwalnianie leku w zaproponowanym modelu matema-
tycznym opisano za pomocg réwnan adsorpcji-desorpcji, za$ transport w po-
rowatym materiale z wykorzystaniem réwnania dyfuzji. Przedstawiona anali-
za parametréow materialow z nanowldkien majacych wplyw na szybkosé uwal-
niania lekdéw, opis matematyczny procesu lokalnego uwalniania lekéw z ma-
terialow polimerowych, jak réwniez transportu substancji aktywnych w orga-
nizmie w szczegdlnosci w tkance mézgowej, pozwolily na zbudowanie modelu
numerycznego umozliwiajacego parametryczng ocene wplywu czynnikéw geo-
metrycznych, struktury materiatu, metody enkapsulacji leku we wtéknach, jak
i wlasnosci nanowldkien na profile uwalniania lekdw.

W rezultacie przeprowadzonych badan stworzono materiaty do operacji chi-
rurgicznych oparte na trzech lekach neuroprotektycznych: lipofilowego alfa-to-
koferolu, oraz hydrofilowych czynnikéw wzrostu NGF (Nerve Growth Factor)
i BDNF (Brain Derived Neurotrophic Factor). Jako no$nikéw lekéw uzyto bio-
degradowalnych i biokompatybilnych polimeréw poli(L-laktydu-co-kaprolakto-
nu) PLC, poli(L-laktydu) PLLA, poli(DL-laktydu-co-glikolidu) PDLG.

Przeprowadzone we wspélpracy z Instytutem Medycyny Doswiadczalnej
i Klinicznej PAN operacje neurochirurgiczne wykonane na modelu zwierzecym
potwierdzily pozytywny wplyw wytworzonych z nanowldkien materialéw na
proces regeneracji tkanki nerwowej, zapobiegajac jednoczesnie szkodliwemu dla
tego procesu bliznowaceniu tkanki.



Drug delivery systems based on nanofibers
Pawet Nakielski

Institute of Fundamental Technological Research, Polish Academy of Sciences

Abstract

In this work the task of preparation of drug release system based on the bio-
degradable polymeric materials made from nanofibers obtained by electrospin-
ning is presented. The main goal of this work was to create an active dressing
for the use in neurosurgery.

The work includes experimental and numerical analysis of the release pro-
cess and transport of the drug to the typical buffer fluid and tissue simulator
aimed at finding the optimal conditions to control in time and space the drug
concentration distribution. The drug release in proposed mathematical model
was described by the adsorption-desorption equation while transport in the
porous material by the diffusion equation. Presented analysis of nanofibrous
material parameters affecting drug release rate, the mathematical description
of the process of local drug release from polymeric materials as well as the
transport of active substances in the body, in particular in brain tissue, ena-
bled the construction of a numerical model allowing a parametric evaluation
of geometric factors, structure of the material, the drug encapsulation in the
fibers, as well as the properties of nanofibers on the drug release profiles.

In order to calibrate and validate the numerical model, the experimental
system have been proposed to assess transport of the drug analog (rhodamine B
and the protein BSA) from the material located in a tissue simulating medium.

As a result materials for surgical operations based on three neuroprotective
drugs: lipophilic alpha-tocopherol and hydrophilic growth factors NGF (Nerve
Growth Factor) and BDNF (Brain Derived Neurotrophic Factor) were develo-
ped. As a drug carriers biocompatible biodegradable polymers poly(L-lactide-
co-caprolactone) PLCL, poly(L-lactide) PLLA, poly(DL-lactide-co-glycolide)
PDLG were used.

Conducted in collaboration with the Mossakowski Medical Research Centre
PAS neurosurgeries performed on an animal model confirmed positive impact of
nanofibrous materials on the process of regeneration of nerve tissue, preventing
at the same time improper process of tissue scarring.
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powierzchnia wlasciwa widkien

powierzchnia kontaktu materiatu ze skoéra

stezenie poczatkowe leku w materiale przeliczone na mase
polimeru

stezenie leku w materiale polimerowym

maksymalne stezenie leku w materiale polimerowym
stezenie masowe leku w plynie otaczajacym widkna
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wspotczynnik dyfuzji

liczba kryterialna Damkohlera

porowatos¢ materialu z nanowltdkien definiowana jako sto-
sunek objetosci porow do objetosci materiatu

czestotliwosé pulsacji pltynu zwigzana z czestoscig akcji serca
lub skorygowany utamek objetosciowy

oznaczenie brzegu domeny obliczeniowej
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BDNF

BMP2

znormalizowana intensywnos¢ fluorescencji

wspotczynnik uwalniania lub przepuszczalno$é hydrauliczna
materiatu

wspotezynnik adsorpcji

wspotczynnik transportu masy

wspoélczynnik transportu masy do plynu otaczajacego ma-
teriat

wspdlezynnik desorpcji

wspotczynnik reakcji eliminacji

stata Henry’ego

dhugosé fali Swiatta

grubos$¢ materiatu lub grubos$é¢ widkna

dynamiczny wspoélczynnik lepkosci ptynu

masa leku uwolniona z materialu po nieskonczenie dlugim
czasie

masa substancji zawarta w materiale w chwili poczatkowej
masa substancji uwolniona po czasie t

ci$nienie atmosferyczne

liczba kryterialna Pecleta

oznaczenie domeny obliczeniowej

natezenie objetosciowe przeplywu roztworu polimeru
gestosé plynu moézgowo-rdzeniowego

gestoé¢ wlasciwa matrycy polimerowej

stala gazowa

promien dyfundujacej czastki

napiecie powierzchniowe

liczba kryterialna Sherwooda

kat zwilzania

temperatura bezwzgledna

wektor predkosci ptynu

predkos¢ maksymalna przepltywu plynu mézgowo-rdzenio-
wego

napiecie zasilania

wspdbirzedne w kartezjanskim uktadzie wspoétrzednych

neurotropowy czynnik pochodzenia moézgowego (Brain De-
rived Neurotrophic Factor)
czynnik morfogenetyczny kosci (Bone Morphogenic Protein)



BSA
CEED
DCM
DMF
DMOG
EEP
FDA

FRAP
HFIP
NGF
PAN
PBS
PCL
PDLG
PDLLA
PEG
PEI
PEO
PHB
PLCL
PLGA
PLLA
PMMA
PPO
PU
PVA
PVB
SBI
SDS
SEM
TAIC
TBI
TFE
VEGF

biatko surowicy wotowej (Bovine Serum Albumin)
Convenction Enhanced Drug Delivery

dichlorometan

N,N-dimetyloformamid

dimetylooksoalliloglicyna

fosforan trietylu (ethyl ethylene phosphate)

Amerykanski Urzad ds. Zywnoéci i Lekéw (Food and Drug
Administration)

Fluorescence Recovery After Photobleaching
1,1,1,3,3,3-hexafluoroizopropanol

czynnik wzrostu nerwéw (Nerve Growth Factor)
poli(akrylo nitryl)

bufor fosforanowy (Phosphate Buffered Saline)
poli(e-kaprolakton)

poli(DL-laktyd-co-kwas glikolowy)
poli(DL-laktyd)
poli(tlenek etylenu)
poli(etylenoimina)
poli(tlenek etylenu)
poli(hydroksymaslan)
poli(laktyd- co-kaprolakton)

poli(laktyd-co-kwas glikolowy)

poli(L-laktyd)

poli(metakrylan metylenu)

poli(tlenek fenylenu)

poliuretan

poli(alkohol winylowy)

poli(winylobutyral)

chirurgiczne uszkodzenie moézgu (Surgical Brain Injury)
laurylosiarczan sodu (sodium deodecyl sulfate)

mikroskop skaningowy (Scanning Electron Microscope)
izocyjanuran triallilowy (triaryl isocyanurate)

urazowe uszkodzenie mézgu (Traumatic Brain Injury)

2,2 2-trifluoroetanol

czynnik wzrostu naczyn krwionoénych (Vascular Endothelial
Growth Factor)
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Wprowadzenie

1.1 Systemy uwalniania lekéw

Pierwsze zapisy traktujace o zazywaniu substancji celem poprawy stanu
zdrowia ludzkiego, czy tez w celach psychoterapeutycznych, siegaja czasow sta-
rozytnego Egiptu (6000-3000 lat temu) [1]. Egipscy medycy aplikowali $rodki
uspokajajace i przeciwbdlowe, a do leczenia bardzo czesto stosowali wino, olej
rycynowy oraz opium [1-3]. Préby zmian w formulacji lekéw i/lub miejsca ich
podania, celem osiggniecia produktéw o przewidywalnym rezultacie ich dostar-
czania, dotycza gtownie wprowadzenia powlekania tabletek oraz podskérnego
implantowania lekéw w postaci tabletek [4]. Powlekanie pigutek keratyna za-
stosowane przez dr. Paula Unna, pozwolilo na ominiecie etapu rozpuszczania
i wchlaniania leku w zotadku i dotarcie pigutki w niezmienionej postaci do
jelit [4]. W latach czterdziestych XIX w. opisano metode podskérnego wpro-
wadzania morfiny stosowang przez dr Lafargue’a, ktéra polegata na zanurzeniu
nakluwacza w morfinie, wprowadzeniu go na kilka sekund pod skore i wyje-
ciu, co po kilku nakluciach doprowadzato do stanu sennosci. W pézniejszym
czasie dr Lafargue za pomocy igly wprowadzil podskoérnie implant zawieraja-
cy morfine. Blisko sto lat pdzniej w 1937 roku Deanesly i Parkes przebadali
efekty podskérnego wprowadzenia tabletek z hormonami [4]. Zwiazki uwalnia-
no z krysztatéw wprowadzonych w postaci sypkiej lub sprasowanych tabletek.
Po otrzymaniu pozytywnych wynikéw na zwierzetach, rok pézniej Bishop wy-
korzystal te technike podania hormonéw w eksperymentach klinicznych [5].

Wspélczesna historia systemoéw kontrolowanego uwalniania lekéw sigga lat
szesédziesiatych XX w., kiedy Judah Folkman (National Naval Medical Center,
USA) zastosowal kapsulki z gumy silikonowej (Silastic®) zawierajace miedzy
innymi digitoksyne (substancja z grupy lekéw nasercowych) w badaniach na
zwierzetach [6]. Kapsulki o przedluzonym uwalnianiu leku zostaly zaimplan-
towane w mieéniu sercowym lewej komory, w ktérym wczesniej wywotano chi-
rurgicznie arytmie serca. Wyniki elektrokardiogramu wykazaly réwnomierna
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prace serca, jednakze zauwazono degeneracje i zwldoknienie mie$nia sercowego
w miejscu implantacji. Jednocze$nie za sprawa Alejandro Zaffaroniego (Alza,
USA) zrodzila sie koncepcja systeméw kontrolowanego podawania lekéw o stalej
szybkosci uwalniania (niezaleznej od stezenia). Zalozyl on firme Alza, ktéra jako
pierwsza zaprojektowala, a nastepnie wprowadzila na rynek w 1974 r. produkt
Ocusert® Pilo, wkladke do oka uwalniajaca przez siedem dni lek przeciw jaskrze
— pilokarping [7, 8]. W ramach dzialalnosci firmy opatentowano wiele platform
uwalniania lekéw (ALZAMER® Depot — technologia zastosowania biodegrado-
walnych polimeréw do uwalniania lekéw, OROS® — osmotycznie kontrolowane
uwalnianie lekéw z tabletek podawanych doustnie). W 1976 r. Robert Langer
i Judah Folkman [9] opublikowali wazne wyniki prezentujace mozliwo$¢ kon-
trolowanego uwalniania lekow wielkoczasteczkowych z niedegradowalnych poli-
merdéw. Okazalo sie, ze podczas uwalniania albuminy surowicy bydlecej (BSA)
bialko, ktore znajdowato sie blisko powierzchni rozpuszczalo sie tworzac pory,
ktére nastepnie penetrowat rozpuszczalnik, w konsekwencji wymywajac biatko
z polimerowego nosnika. Zastosowanie biodegradowalnych polimeréw opartych
na kwasie mlekowym, pozwolilo na stworzenie szeregu produktéw, w tym na-
no i mikroczastek zawierajacych leki. Pierwszym produktem wprowadzonym
na rynek zawierajacym mikroczastki byt Lupron Depot® (Abbott), stosowany
w leczeniu raka prostaty i terapii hormonalnej. Jest to preparat domiesniowy,
zawierajacy mikroczastki polimeru PLGA (poli(laktyd-co-glikolid)) z octanem
leuprolidu (nasladujacym hormon gonadotropowy LH stymulujacy produkcje
testosteronu), o czasie uwalniania wynoszacym od jednego do czterech miesiecy.
W 1996 r. Amerykariski Urzad ds. Zywnosci i Lekéw (FDA) wydal pozwolenie
na uzycie produktu Gliadel™ stosowanego do wypelniania przestrzeni poope-
racyjnej powstalej po wycieciu glejaka wielopostaciowego. Produkt, w ktérym
nosnikiem leku jest polimer z grupy polibezwodnikéw o kontrolowanej szybkosci
powierzchniowej degradacji, uwalnia karmustyne (chemioterapeutyk) o bardzo
krétkim czasie péltrwania w organizmie. Dzigki zastosowaniu ww. produktu,
obecno$¢ toksycznej karmustyny jest zlokalizowana jedynie w okolicach usunie-
tego guza, minimalizujac skutki uboczne.

W wyniku podania leku jego stezenie w ustroju poczatkowo wzrasta. Efekt
terapeutyczny uzyskuje sie w przypadku przekroczenia minimalnego stezenia
i w trakcie pdzniejszego jego utrzymania w okredlonym przedziale zwanym
oknem terapeutycznym, przez okreslony czas terapii. Przekroczenie dawki leku
powoduje wkroczenie w obszar stezenia toksycznego i zwigzanych z tym za-
burzen czy tez $mierci komérek. Nalezy mie¢ na uwadze, iz duza ilo$¢ lekow
posiada bardzo waskie okno terapeutyczne, co sprawia, ze zbyt wczesne przyje-
cie kolejnej dawki leku moze prowadzi¢ do przedawkowania.
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W przypadku potrzeby szybkiego wywotania efektu terapeutycznego, stosu-
je sie dozylne podanie leku w postaci iniekcji lub infuzji, co zapewnia bardzo
szybka dystrybucje leku w calym organizmie. Po podaniu dozylnym nastepuje
gwaltowny wzrost stezenia leku w ustroju (rys. 1.1a), a nastepnie eksponencjal-
ny spadek zwiazany z eliminacjg sktadnika leczniczego. Podanie leku w postaci
pozanaczyniowej, np. potkniecie tabletki z substancja czynna, powoduje stop-
niowy wzrost stezenia leku w ustroju, a nastepnie jego spadek. Aby utrzymacé
stezenie leku w oknie terapeutycznym konieczne jest ponowne podanie leku.

A

Minimalne stezenie toksyczne

Stezenie leku

Podanie Podanie Czas
leku leku

Rysunek 1.1. Wykres przedstawiajacy przebieg stezenia leku w ustroju w czasie po podaniu
leku: a) dozylnie, b) doustnie w postaci tabletek.

Podawanie lekow z systeméw terapeutycznych o kontrolowanej szybkosci
uwalniania, niesie ze soba wiele korzysci dla pacjenta. Dopasowanie terapii
umozliwiajacej pozostanie przez caly czas w oknie terapeutycznym oraz zmniej-
szenie dawkowania leku, przektada sie na ulzenie trudom pacjenta zwiazanym
z przyjmowaniem lekéw w formie zastrzykéw. Bardzo czesto mozliwe jest wpro-
wadzenie leku w takich noénikach, ktére docieraja do miejsca choroby i uwal-
niaja lek miejscowo.

Wybér nosnika leku uzalezniony jest od wielu czynnikéw i stanowi duze
wyzwanie projektowe. Material, z ktérego wykonany jest nosnik leku musi by¢
biozgodny, czyli posiada¢ zdolnoé¢ do prawidlowego zachowania w kontakcie
z tkanka w okreslonym zastosowaniu, biodegradowalny — inaczej zdolny do re-
sorpcji bez powstania szkodliwych produktéw degradacji. Zdolnosé do enkap-
sulacji/uwiezienia duzej ilodci leku w matrycy oraz zachowanie stabilnosci leku
(struktury i aktywnosci) w warunkach fizjologicznych przez dlugi okres czasu
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jest jednym z kryteriéw wyboru leku i materiatlu. Nosnik nie moze wywolywaé
reakcji zapalnej oraz, jesli jest wykorzystywany w inzynierii tkankowej, powi-
nien posiada¢ odpowiednie wlasnosci mechaniczne [10]. Korzystnym wyborem,
z punktu widzenia inzynierii regeneracyjnej i jednoczesnego uwalniania lekéw,
sa biodegradowalne materialy polimerowe (syntetyczne i naturalne), przetwa-
rzane w dowolne postaci: nano i mikroczastek oraz nanowltdkien, jak réwniez
formy makroskopowe: rurki, powierzchnie ptaskie i inne tréojwymiarowe struktu-
ry. Biodegradowalne polimery syntetyczne stosowane w systemach uwalniania
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Rysunek 1.2. a) Przyktadowy profil kontrolowanego uwalniania leku. Chwilowa szybkos$¢ uwal-
niania jest réwna tangensowi kata nachylenia stycznej w danym punkcie. b) Wyidealizowany
przebieg stezenia leku w ustroju w czasie po podaniu leku z systemu kontrolowanego uwalnia-
nia.
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to gléwnie poliestry poli(kwas mlekowy), poli(kwas glikolowy), polihydroksy-
alkanolany lub polikaprolakton, polibezwodniki, poliamidy i inne [11]. Czesto
wykorzystywane sa kopolimery lub mieszaniny polimeréw, dzieki czemu istnieje
mozliwo$¢ kontroli czasu degradacji matrycy polimerowej. Zwigkszona biozgod-
nos¢ materialu mozna osiagnaé¢ poprzez jednoczesne wykorzystanie polimerdw
syntetycznych z polimerami naturalnymi: kolagenem, albuming czy tez zela-
tyna. Zwigkszenie hydrofilowosci poli(kwasu mlekowego) mozna uzyskaé przez
zastosowanie kopolimeru z poli(tlenkiem etylenu) [10]. Sprzezenie bialek z po-
li(kwasem mlekowym) i lepsza funkcjonalizacja materiatu jest mozliwa dzieki
zastosowaniu kopolimeru z L-lizyna [12]. Zmiany wlasnosci fizycznych i chemicz-
nych polimeréw, a takze polaczenie ze skladnikami pozwalajacymi na celowane
uwalnianie lekéw, pozwoli na skuteczniejsze podanie szerokiej gamy lekow.

Najpowszechniej stosowanymi noénikami lekow, sa nano i mikroczastki wy-
konane gltéwnie z biodegradowalnych polimeréw i biatek. Srednica nanoczastek
moze wynosi¢ 10-250 nm, jednak jedynie no$niki mniejsze niz 100 nm moga
swobodnie wnikaé¢ w glab komorek [13]. W przypadku nano i mikroczastek lek
moze byé¢ rozpuszczony w matrycy, uwieziony pomiedzy duzymi czasteczkami
polimeru, zakapsutkowany w membranie polimerowej lub zwiazany z powierzch-
nig wigzaniami chemicznymi. Istnieje réowniez szereg technik modyfikowania
powierzchni nanoczastek celem ukrycia ich przed komoérkami uktadu odpor-
nosciowego (stealth) poprzez np.: doczepienie polimeru o krétkich tancuchach
poli(glikolu etylenowego) PEG lub surfaktantu (Tween® 80) czy tez zmniejsze-
nie szybkosci adsorpcji bialek z krwi na powierzchni nanoczastek [14]. Dola-
czenie do powierzchni nanoczastki przeciwciala moze zaowocowaé powstaniem
czastki specyficznej wzgledem danego antygenu i stuzyé w terapii celowanej
[15]. Czastki otrzymuje si¢ gléwnie metoda wytracania w plynie nadkrytycz-
nym oraz metoda inwersji faz. Otrzymane czastki powinny réwniez wykazywacé
bioadhezje, co zwigkszy zdolnosci absorpcyjne komodrek (endocytoza) oraz za-
pewni dluzszy czas przebywania w organizmie [16]. Inna metoda otrzymywania
mikroczastek jest polimeryzacja emulsji, gdzie z wodnego roztworu biatka oraz
oleju tworzy sie emulsje, a nastepnie poprzez dodanie glutaraldehydu dochodzi
do usieciowania bialka i stworzenia mikroczasteczek [17]. Te metode stosowano
do uwiezienia lekéw przeciwzapalnych (ketoprofen, diklofenak). Czas uwalniania
lekéw z nanoczastek jest krotki. W zaleznosci od metody oraz uzytego polimeru
wynosi on od kilkudziesigciu minut (chitozan, alginian) do kilku dni (PLGA)
[18, 19]. Wydluzenie czasu uwalniania leku mozliwe jest dzieki kowalencyjne-
mu polaczeniu leku z polimerem. Pozwolito to na osiagniecie czasu uwalniania
rzedu 25 dni [14].
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Liposomy to pecherzyki zbudowane z podwojnej warstwy lipidowej, o Sred-
nicy 10-2000 nm [20], wypelnione wodnym roztworem leku lub — w niekt6rych
przypadkach — krysztatami leku. Ich otoczka jest zbudowana analogicznie do
blon biologicznych. Liposomy chronia zakapsutkowany lek przed zbyt wczesnym
usunieciem z ustroju. Dodatkowo dzieki pokryciu powierzchni zewnetrznej poli-
merem poli(glikolem etylenowym) PEG lub surfaktantem, jest mozliwa ochrona
przed opsoninami — biatkami rozpoznajacymi antygen i dajacymi sygnal ma-
krofagom do ich usuniecia. Koncepcja zwiekszajaca czas cyrkulacji liposomu
w ukladzie krazenia polega na ciasnym upakowaniu elastycznych tancuchéw
polimeru PEG, ktore nie pozwalajg innym makroczasteczkom na dostanie sie
do powierzchni liposoméw przez zelowa warstewke polimeru. Wydtuzenie cza-
su pottrwania skutkuje akumulacja no$nikéw leku w guzach nowotworowych,
gtéwnie z powodu duzej przepuszczalnosci pomiedzy komérkami nabtonka oraz
braku odprowadzenia limfy z nowotworu [21]. Problemem w przypadku liposo-
mow bez warstwy ochronnej jest ich niestabilno$é¢ w obliczu kontaktu z lipopro-
teinami, skutkujaca przerwaniem podwdjnej warstwy lipidowej i uwolnieniem
calej zawartosci leku do krwi [22].

Hydrozele tworza tréjwymiarowa sie¢ swobodnie rozmieszczonych tancu-
chéw polimerowych, zawierajaca w wielu przypadkach przewazajacag ilosé wo-
dy. W systemach podawania lekow stosowane sg jako preparaty do iniekcji lub
zastosowan zewnetrznych. Duza zawarto$é wody i luzna struktura tancuchéw
polimeru w stosunkowo niewielkim stopniu hamuje dyfuzyjny transport masy.
Kontrola uwalniania moze odbywacé sie poprzez zmiane: struktury sieci induko-
wang zmiang pH, temperatury, stopnia usieciowania tancuchéw polimeréw oraz
poprzez polaczenie leku z taricuchem polimeru. Dzieki zmniejszeniu odlegtosci
pomiedzy tancuchami polimeru, zmniejsza sie wspétczynnik dyfuzji efektyw-
nej wydtuzajac czas transportu lekow. Czas uwalniania lekow z hydrozeli waha
sie od kilku godzin dla maloczasteczkowych lekéw, do kilku dni w przypad-
ku uwalniania duzych czasteczek biatek. Interesujaca grupe stanowia hydrozele
typu ,smart”, w ktérych dochodzi do zmian szybkosci uwalniania lekéw pod
wplywem czynnikéw otoczenia, np. temperatury, pH czy tez obecnosci gluko-
zy [23].

Inne nosniki to wirusopodobne czasteczki (tzw. wektory) zbudowane z bial-
ka adenowirusa i zdolne do przenoszenia materialu biologicznego do komorek.
Wektory stosowane sg jako nosniki antygenow szczepionek oraz czynnikéw tera-
peutycznych do tkanek nowotworowych. ,,Przyczepienie” sktadnikéow aktywnych
do powierzchni wektora moze nastapi¢ za pomocg wigzania kowalencyjnego lub
poprzez utworzenie kompleksu. Podanie leku w formie kompleksu z wektorem
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znaczaco zwigksza biodostepnosdc leku, dzieki czemu mozliwe jest nawet 100-
krotne zmniejszenie dawki leku [24].

1.2 Nanowtdkna

W ostatnich kilku latach pojawily sie systemy uwalniania lekéw oparte
na nanowldéknach powstalych w procesie elektroprzedzenia roztworu polime-
ru lub jego rozdmuchu [25-28]. Dzieki swojej budowie przypominajacej ma-
cierz zewnatrzkomoérkows, duzej porowatoéci umozliwiajacej transport czynni-
kéw wzrostu komérek, substancji odzywczych i produktéw metabolizmu ko-
morek, nanowtékna sa dobrym materiatem stosowanym w inzynierii tkankowej
jako tréjwymiarowe rusztowania dla komérek. W przeciwienstwie do hydrozeli,
sie¢ nanowldkien ma dobre witasnosci mechaniczne.

Wytwarzanie nanowlékien metoda elektroprzedzenia jest zwiazane z oddzia-
lywaniem silnego pola elektrycznego ze struga ptynu. Pierwsze do$wiadczenia
z tym zwiazane znalezé mozna w pracach z 1600 r., kiedy to podejmowano pro-
by zrozumienia zjawisk elektrostatycznych [29]. W tym czasie William Gilbert
(nadworny fizyk krélowej Elzbiety 1) zauwazyl, ze naladowany kawalek bursz-
tynu bedacy w odpowiedniej odleglosci od lezacej na suchej powierzchni kropli
wody, przyciaga kropelki i wyciaga je na ksztalt stozka [30]. Wraz z mozliwo-
Scig zastosowania techniki elektroprzedzenia w przemysle, John Francis Cooley
(USA) uzyskal patenty na metody elektroprzedzenia przy uzyciu réznego ro-
dzaju dysz: konwencjonalnej, typu wspotosiowego, wspomaganej przeptywem
powietrza oraz dyszy przedzalniczej z obrotowym dystrybutorem. Metody réw-
nolegtego przedzenia wielu widkien z jednoczesnym tworzeniem przedzy byly
przedmiotem zainteresowania Antona Formhalsa (Niemca), co dodatkowo za-
owocowalto opatentowaniem wielu rozwiazan w dziedzinie budowy dysz prze-
dzalniczych, jak réwniez procesu formowania i odbierania wlékien [31].

Matematycznego opisu i préby zrozumienia formowania wiékien w polu elek-
trycznym podjal sie Sir Geoffrey I. Taylor (W. Brytania). Opisal on charakte-
rystyczny ksztalt kropli tworzacy sie u nasady dyszy przedzalniczej w warun-
kach statycznych, tzn. w momencie kiedy nie nastepuje wyrzut strugi polimeru
z kropli, ktéry nazwano w pézniejszym czasie stozkiem Taylora. Doktadny opis
ksztattu formowanego podczas elektroprzedzenia stozka oraz wplyw najwaz-
niejszych parametréw na proces formowania widkien mozna znalezé w pracach
Yarina i in. [32-34].

W ciggu ostatnich dwudziestu lat nanowtdkna przyciagnety znaczne zainte-
resowanie z uwagi na potencjalne zastosowanie w wielu dziedzinach: poczawszy
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od przemystu i zastosowan we wlokiennictwie, procesach filtracji i rolnictwie, po
zastosowania medyczne jako materialy opatrunkowe, jak i systemy kontrolowa-
nego uwalniania lekéw. Liczba prac naukowych dotyczacych elektroprzedzenia
rosnie kazdego roku, osiagajac w 2013 okoto 8200 artykuléw naukowych i 1900
patentéw [35].

1.2.1 Aparatura

Typowe urzadzenie do formowania nanowtdkien metoda elektroprzedzenia
sklada sie ze strzykawki wypelnionej roztworem polimeru z dotaczong metalo-
wa dysza, pompy strzykawkowej, uziemionego kolektora (walec obrotowy, tarcza
szybkoobrotowa) oraz zrédla wysokiego napiecia o zakresie 1-30 kV podlaczo-
nego do dyszy. W celu zwickszenia wydajnosci procesu, elektroprzedzenie moz-
na prowadzi¢ w uktadzie wielodyszowym. W przypadku niestabilnoéci procesu
i formowania si¢ zbyt duzych kropel polimeru pod dysza, wystepuje ryzyko ode-
rwania si¢ kropel z rozpuszczalnikiem i zniszczenia produkowanego materiatu.
W tym celu proces mozna prowadzi¢ w uktadzie poziomym badZ konieczna jest
optymalizacja sktadu roztworu polimeru lub parametréw prowadzenia procesu.
Majac na uwadze niestabilnosci w procesie elektroprzedzenia, pod wplywem
zmian temperatury zewnetrznej lub wilgotnosci, proces nalezy prowadzi¢ w ko-
morze zapewniajacej kontrolowane warunki otoczenia (rys. 1.3, 1.4).

dysza

oswietlenie
/

wysokie
napiecie

uziemiony
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Rysunek 1.3. Schemat uktadu do elektroprzedzenia nanowldkien [36].
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Rysunek 1.4. Zdjecie stanowiska do produkcji nanowltdkien w warunkach kontrolowanej at-
mosfery (IPPT PAN).

1.2.2 Prowadzenie procesu

Podczas elektroprzedzenia roztworu polimeru, do kropli roztworu zawieszo-
nej pod metalowa dysza doprowadzony jest tadunek, co prowadzi do odpychania
sie jednoimiennych tadunkéw w kropli. Po przekroczeniu granicznej wartosci
tadunku w kropli, zostaja przezwyciezone sily napiecia powierzchniowego do-
prowadzajac w efekcie do wyrzutu strugi polimeru (rys. 1.5a). W momencie
rozpoczecia formowania sie strugi polimeru z kropli, przyjmuje ona charakte-
rystyczny ksztalt zwany w literaturze stozkiem Taylora [37] (rys. 1.5b). Jesli
lepko$¢ roztworu jest zbyt niska, struga polimeru bedzie miala tendencje do
rozrywania si¢ i tworzenia kropel (elektrospray). Jednoimienne tadunki odpy-
chaja sie powodujac wirowanie i rozciaganie strugi polimeru, jednoczeénie si-
ly lepko-sprezyste nie pozwalaja na rozerwanie pocienianej strugi. Na drodze
pomiedzy dysza a kolektorem z rozciaganej strugi odparowuje rozpuszczalnik
doprowadzajac do zestalenia widkna, ktére jest zbierane na uziemionym kolek-
torze w formie wiékniny. Rodzaj kolektora zalezy od przeznaczenia materiatu.
Dzieki zastosowaniu odpowiednich ksztaltow kolektora, mozliwe jest tworze-
nie rurek lub plaskich materialéw o duzej powierzchni z wldknami utozonymi
przypadkowo badz tez w sposéb ukierunkowany.
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Rysunek 1.5. Zdjecie stanowiska do produkcji nanowtdkien w warunkach kontrolowanej at-
mosfery (IPPT PAN).

1.2.3 Parametry materiatowe i procesowe wptywajace na morfologie wtdkniny

Waznym parametrem wplywajacym na proces elektroprzedzenia materiatu
jest stezenie polimeru i zwigzana z tym lepkos¢ roztworu. Zbyt niskie stezenie
polimeru powoduje brak przednosci roztworu lub powstawanie kropel, zbyt wy-
sokie prowadzi natomiast do wzrostu lepkoéci roztworu i trudnosci w przeptywie
przez dysze oraz ewentualnego wysychania kropli pod dysza przed rozpoczeciem
elektroprzedzenia. Dla niskich stezen polimeru, otrzymane widkna sa cienkie
i moga zawiera¢ duza liczbe tzw. koralikéw czyli zgrubieni [38]. Dalszy wzrost
stezenia prowadzi do rozciggniecia koralikéw i otrzymania wldkien o bardziej
jednolitej grubosci. Doshi i in. [39] zbadali wplyw lepkosci na elektroprzedzenie
wodnego roztworu poli(tlenku etylenu) PEO. Zauwazyli, ze nanowlékna tworzy-
ly sie z roztwordéw o lepkosci pomiedzy 800-4000 cP. Ponizej dolnej wartosci,
struga polimeru rozpadala si¢ i powstawaly krople. Powyzej goérnej wartosci,
tworzenie widkien byto uniemozliwione ze wzgledu na wyschniegcie kropli roz-
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tworu pod dysza. Na reologie roztworu ma réwniez wptyw masa molowa polime-
ru. Zbyt niska masa molowa polimeréw uzytych do elektroprzedzenia prowadzi
do powstania koralikéw na wldoknach. Z tego powodu w procesie elektroprze-
dzenia sa uzywane na ogél polimery o wiekszej masie molowej (okoto 60 kDa),
zapewniajace wlasciwg lepkosé. Znalezienie optymalnej lepkoéci roztworu po-
prawiajacej stabilnos$é procesu elektroprzedzenia i otrzymanie pozadanej struk-
tury wldkien jest zwiazane ze zlozonym procesem préb i bltedow.

Napiecie powierzchniowe roztworu zwiazane jest z zastosowanym rozpusz-
czalnikiem i rozpuszczonym polimerem, pelni kluczowa role w procesie tworze-
nia nano i mikrowlékien. Zmniejszenie napiecia powierzchniowego sprawia, ze
mniejsza ilos¢ tadunku potrzebna jest do zainicjowania wyrzutu strugi z kropli
roztworu i formowania widkien. W przypadku duzego napiecia powierzchniowe-
go, proces elektroprzedzenia jest utrudniony i mozliwe jest jedynie tworzenie sie
spreju. Duzy wplyw na strukture widékniny ma odpowiednio dobrany rozpusz-
czalnik, ktéry powinien charakteryzowaé sie duza lotnoscia (niska temperatu-
ra wrzenia rozpuszczalnika). Rozpuszczalniki o malej lotnosci nie odparowuja
z wldkien w calosci podczas elektroprzedzenia. Po osiagnieciu kolektora widkna
sklejaja sie lub rozplaszczaja przybierajac ksztalt wstazki. W przypadku elek-
troprzedzenia roztworu polimeru z lekiem istotne jest, aby rozpuszczalnik nie
wchodzit w interakcje z substancja aktywna, np. nie powodowal denaturacji
biatek.

Istotne jest réwniez przewodnictwo elektryczne roztworu. Fong i in. [38] ba-
dali wptyw dodatku chlorku sodu do roztworu PEO w wodzie. Autorzy stwier-
dzili wzrost gestosci tadunku w strudze polimeru po dodaniu soli. Zaobserwo-
wano to w postaci zmniejszenia wartosci przytozonego potencjatu elektryczne-
go, przy ktérym wyrzucana byla struga polimeru z kropli. Kolejng obserwacja
potwierdzajaca wzrost gestosci tadunku byta morfologia wiékien, ktére byty
gtadkie i znacznie ciensze od widkien bez dodatku soli.

Wraz ze wzrostem réznicy potencjatéw pomiedzy dysza a kolektorem docho-
dzi do stopniowej zmiany ksztattu kropli ze sferycznego na stozkowy i wyrzutu
strugi polimeru z kropli. Krytyczna wartos¢ napiecia, przy ktérym rozpoczy-
na sie elektroprzedzenie jest rézna dla réznych typéw roztwordéw polimerdw.
W ogdlnosci wzrost roznicy potencjatu prowadzi do zmniejszenia gruboéci otrzy-
mywanych wiékien, lecz po przekroczeniu okreslonego punktu bardzo czesto
obserwowany jest wzrost ich grubosci. Zbyt duza warto$¢ napiecia powoduje
zmiane ksztattu kropli, prowadzac czesto do jej zaniku i wyrzutu strugi poli-
meru tuz przy dyszy. Dodatkowym problemem jest duza niestabilnos¢ procesu
objawiajaca sie czestym przerywaniem przedzenia i zatykaniem igty.
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Do zachowania stozkowego ksztaltu kropli (rys. 1.5b) niezbedne jest zna-
lezienie optymalnego objetosciowego natezenia przepltywu roztworu polimeru
przez dysze. Przy zbyt malym natezeniu przeplywu roztworu wzrost réznicy
potencjatléw prowadzi do zmniejszania kropli pod dysza z powodu porywania
wiekszej iloéci polimeru w kierunku kolektora. Podniesienie wartosci natezenia
przeptywu polimeru wplywa na wzrost grubosci nanowtdkien, ktéry spowodo-
wany jest zwiekszeniem objetoéci kropli i tym samym poczatkowej grubosci
wyrzucanej strugi. Dalsze zwickszanie natezenia przeptywu polimeru zaburza
proces i powoduje gromadzenie na kolektorze wldkien z nieodparowanym roz-
puszczalnikiem, przyczyniajac sie do ich sklejenia. Zwickszenie odlegtosci po-
miedzy metalowa dysza a kolektorem zwieksza droge jaka ma do pokonania
nanowlokno, prowadzac do zmniejszania jego grubosci i dtuzszego odparowy-
wania rozpuszczalnika.

1.3 Metody wprowadzania lekéw do nanowtékien

W zaleznosci od oczekiwanego czasu uwalniania i wymagan w stosunku do
polimeru, niektére z metod zamkniecia leku we wldknie pozwalaja na uwolnie-
nie caltej dawki leku w czasie od kilku godzin, az do kilkudziesieciu dni. Wybor
metody zamkniecia leku jest szczegdlnie istotny w przypadku lekow biatkowych.
Zachowanie stabilnosci biatka (jego przestrzennej struktury) po procesie elek-
troprzedzenia oraz w trakcie przechowywania, moze pomdc uniknaé zjawiska
immunogennos$ci uwalnianego sktadnika w organizmie.

Podstawowe metody wprowadzania lekéw do polimerowych nanowldkien to:

e rozpuszczenie leku w polimerze,
e rozpuszczenie leku w rdzeniu otoczonym polimerows otoczka,

o zawieszenie w postaci wiekszych czastek np. krysztatéw lub kropelek fazy
wodnej (elektroprzedzenie emulsji),

e przylaczenie leku do powierzchni nanowlékna.

1.3.1 Nanowtdékna z homogenicznie rozmieszczonym lekiem

Substancja aktywna moze by¢ rozpuszczona w roztworze polimeru tuz przed
procesem elektroprzedzenia. Technika ta jest czesto stosowana w konstrukcji
rusztowan komoérkowych celem stlumienia reakcji zapalnej tkanki lub infekcji
[41]. Wiekszo$¢ lekéw wykazuje homogeniczne rozprowadzanie wewnatrz wiok-
na, jednakze leki jonowe podczas elektroprzedzenia majg tendencje do poda-
zania ku powierzchni strugi polimeru. Wzbogacenie powierzchni lekiem moze



1.8 Metody wprowadzania lekéw do nanowldokien 27

doprowadzi¢ do jego szybkiego uwolnienia i przekroczenia granicy stezenia tok-
sycznego w poblizu komérek.

Jiang i in. [42] elektroprzedli lek z grupy niesteroidowych lekéw przeciwza-
palnych — ibuprofen. Jako matrycy polimerowej uzyli biokompatybilnego kopo-
limeru PLGA oraz mieszaniny (blendy) polimeréw PLGA i PEG-g-chitozanu.
Zauwazono, ze material PLGA z ibuprofenem skurczyt si¢ po zanurzeniu w roz-
tworze PBS (bufor fosforanowy) (37°C) do okoto 20% swojej poczatkowej wiel-
kosci. Dodatek PEG-g-chitozanu do PLGA sprawil, ze materiat pochtonat wode
uniemozliwiajac kompresje. Material zawierajacy ibuprofen (5% wag.) rozpusz-
czony w matrycy PLGA uwolnit cala dawke leku w przeciagu 12 dni, z czego
85% w 4 dni. Zmieszanie PEG-g-chitozanu z PLGA w stosunku 30:70, znaczaco
zmniejszylo szybko$é uwalniania, osiggajac 70% uwolnionego leku w 16 dni.

Zeng i in. badali uwalnianie rifampiny (lek przeciwgruzliczy) [43] oraz pa-
klitakselu (leku przeciwnowotworowego) [44] z wiékien poli(L-laktydu) PLLA
w obecnosci enzymu proteinazy K. W obu przypadkach leki rozpuszczono w roz-
tworze PLLA (3,9% wag.) w mieszaninie chloroform/aceton (2:1 obj.). Dodatko-
wo do roztworu rifampiny (15% wag. wzgl. polimeru) dodano surfaktant: katio-
nowy (5% wag. chlorku trietyloamoniowego), anionowy (5% wag. dodecylosulfo-
nianu sodowego) oraz niejonowy (5% wag. PEO-PPO) (PPO — poli(tlenek pro-
pylenu)). Dodatek chlorku trietyloamoniowego spowodowal najwickszy spadek
grubodci i polidyspersyjnosci wiékien w poréwnaniu do widkien bez surfaktantu.
Nie zaobserwowano uwalniania rifampiny bez udzialu enzymu hydrolizujacego
polimerowy material. Dodanie proteinazy K spowodowalo liniowe uwolnienie
50% poczatkowej dawki leku w czasie 7 godzin. Jednakowy przebieg profilu
uzyskano dla paklitakselu (15% wag. wzgl. polimeru) uwalnianego w obecnosci
enzymu, gdzie 100% leku uwolniono w czasie 55 godzin. Wspomniany lek prze-
ciwnowotworowy elektroprzedzono réowniez z 30% wag. roztworu PLGA w di-
chlorometanie/N,N-dimetyloformamidzie (70:30) [45]. Sporzadzone materialy
badano in witro i wykazano stopniowe uwalnianie paklitakselu przez 80 dni,
co wedlug autoréw stanowi istotna przewage nad konwencjonalnym podawa-
niem leku. Dodatkowo materialy zbadano na modelu zwierzecym i dowiedziono
zmniejszenia guza po 24 i 32 dniach od implantacji w poréwnaniu do grupy
kontrolnej bez materiatu i po podaniu systemowym Taxolu®.

Kenawy i in. [46] wykonali materialy z nanowldkien i plaskiego filmu uwal-
niajace ketoprofen. W tym celu sporzadzili trzy roztwory: biodegradowalne-
go poli(kaprolaktonu) PCL (10% wag.), niebiodegradowalnego poliuretanu PU
(10%) oraz mieszaniny 25:75 PCL/PU (10% wag.) w chloroformie. Do kazdego
z roztworow dodano ketoprofen rozpuszczony w metanolu, uzyskujac roztwory
o stezeniu 5% wag. wzgledem polimeru. Kazdy z materialéw charakteryzowal
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sie wyrzutem leku (inaczej niekontrolowane uwolnienie znacznej ilosci substancji
w krétkim czasie po rozpoczeciu uwalniania) wynoszacym od 20% w przypad-
ku uwalniania z filmu PCL do 80% dla nanowldkien PCL i PU. W wiekszosci
przypadkéw, po poczatkowym wyrzucie leku, zaobserwowano stopniowy wzrost
uwalnianego leku, osiagajac 100% uwolnionej dawki w przypadku nanowltdékien
PCL i PU. Proces uwalniania przeprowadzano w dwoch temperaturach 20°C
i 37°C. Dla temperatury 37°C uzyskano wyzszy koncowy procent uwolnienia
leku.

Uwalnianie antybiotykéw: chlorowodorku tetracykliny oraz amfoterycyny B
z widkien PCL i PLA poli(laktydu) badata grupa Buschle-Diller [47]. Roztwory
polimeréw (9-15% wag.) z lekiem o stezeniu 2% wag. (1% wag. w przypadku
amfoterycyny B) elektroprzedzono z roztworu chloroformu i uzyskano porowate
nanowlékna. Materialy wykonane z PCL uwolnilty okoto 40-50% chlorowodor-
ku tetracykliny w przeciagu pierwszych kilku godzin, osiagajac po 170 minu-
tach 90% uwolnienia poczatkowej masy leku. Widknina z PLA w tym samym
czasie zachowala okoto 90% leku w nanowléknach. Uwalnianie leku z mieszani-
ny PCL/PLA wygladalo identycznie jak w przypadku oméwionego uwalniania
z PCL i PLA w zaleznosci od dominujacego udziatu jednego z polimeréw w ma-
teriale.

1.3.2 Nanowtékna typu rdzen-otoczka

Enkapsulacja lekow w rdzeniu nanowtdékna poprzez otoczenie otoczka poli-
meru bez leku pozwala na zmniejszenie ryzyka wystapienia wyrzutu sktadni-
ka aktywnego. Proces ten wykonuje sie przy uzyciu koncentrycznych dysz, do
ktorych doprowadzone sa elektroprzedzone roztwory (core-shell). Stosunek pro-
mienia rdzenia do promienia otoczki mozna regulowa¢ przez zmiane przeptywu
obu roztworéw. Dzieki tej technice mozliwe jest wprowadzanie do nanowltékien
zaréwno lekéw lipofilowych, jak i hydrofilowych, pozwalajac zachowaé aktyw-
nos¢ leku przez dlugi czas. Uwalnianie lekéw z widkien typu rdzen-otoczka,
przebiega gltdéwnie poprzez nanopory otoczki i moze byé¢ regulowane przez do-
danie maloczasteczkowych polimeréw, ktére po szybkim wyptukaniu z otoczki
ulatwiaja dyfuzyjny transport lekdw.

Wu i in. [27] elektroprzedli nanowlékna zawierajace w rdzeniu antyoksy-
danty: witamine E (5% wag. w stos. do polimeru) oraz stabilna pochodna
witaminy C (0,5% wag. w stos. do polimeru), rozpuszczone w mieszaninie
N,N-dimetyloacetamidu i wody (5:1). Otoczke nanowlékna stanowil roztwor
poli(akrylonitrylu) PAN (6%-10% wag.) w N,N-dimetyloacetamidzie. Pierw-
szym przeprowadzonym eksperymentem bylo wyprzedzenie mieszaniny obu an-
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tyoksydantéw w roztworze polimeru i sprawdzenie morfologii widkien dla réz-
nych stezen polimeru. Zauwazono wzrost liczby defektow w postaci kropel na
wléknach w przypadku elektroprzedzenia roztworu o stezeniu 6% wag. PAN
oraz elektroprzedzenia typu rdzen-otoczka o tym samym stezeniu roztworu po-
limeru w otoczce. Profile uwalniania witamin E i C z nanowldkien typu rdzen-
otoczka i nanowtdkien powstalych z mieszaniny roztworu polimeru i witamin
byly jednakowe. Material rdzen-otoczka charakteryzowat si¢ brakiem wyrzutu
lek6w i stopniowym (zblizonym do liniowego) uwalnianiem witamin, osiagajac
okoto 70% calkowicie uwolnionej masy po 175 godzinach. Drugi material uwol-
nit okolo 40% leku przez pierwsze 6 godzin, za$ 75% leku po 175 godzinach.

Jednoczesne uwalnianie dwéch sktadnikéw z widkna rdzen-otoczka bylo
przedmiotem zainteresowania Su i in. [48]. Badacze przeanalizowali wplyw wiel-
kosci czasteczek uwalnianych sktadnikéw na szybko$¢ uwalniania z poszczegdl-
nych struktur nanowlékna. W tym celu wykorzystali czynnik fluorescencyjny:
Rodamine B i albumine surowicy woltowej BSA (sktadnik bedacy substytutem
lekéw biatkowych). Analogi lekéw uwalniano z 4,7% wag. roztworu poli(L-lak-
tydu-co-kaprolaktonu) PLCL w heksafluoro-2-propanolu zastosowanego jako
otoczka. Wyniki uwalniania z materialu zawierajacego wodny roztwér biatka
BSA w rdzeniu i Rodamine B w otoczce pokazaly 20% wyrzut bialka i 63%
wyrzut Rodaminy B. Dalsze uwalnianie biatka przebiegalo stopniowo, osiaga-
jac po 800 godzinach 50% uwolnienia, za§ w przypadku Rodaminy B uwolniono
80% w czasie 200 godzin bez wyraznego wzrostu uwolnionej masy do 800 godzin.
Zamiana rozmieszczenia analogéw leku w poszczegdlnych strukturach data po-
dobne profile uwalniania. Profil uwalniania biatka BSA z otoczki byl podobny
do profilu Rodaminy B umieszczonej w otoczce z réznicg widoczng w wysokosci
wyrzutu leku, zmniejszona o 10 punktéw procentowych. Rodamina B z rdzenia
uwalniata si¢ stopniowo, osiggajac 40% uwolnienia po 800 godzinach.

Srikar i in. [49] badali uwalnianie Rodaminy 610 (0,138% wag. wzgl. poli-
meru) z polimerowego rdzenia poli(matakrylanu metylu) PMMA (15% lub 24%
wag. polimeru w mieszaninie N,N-dmietyloformamid/aceton 60:40) przez otocz-
ke z polimeru PCL (12% wag. polimeru w N,N-dimetyloformamidzie). Srednica
otrzymanych wiékien wynosita okoto 4000 nm, zas Srednica rdzenia od 400 do
1000 nm. W obu przypadkach (materialy réznity sie stezeniem PMMA w rdze-
niu) uwalnianie barwnika przebiegalo podobnie. Zaobserwowano brak wyrzutu
rodaminy oraz stopniowe, trwajace 550 godzin uwalnianie 20% poczatkowej ma-
sy barwnika.

Wang i in. [50] zbadali uwalnianie leku dimetylooksoalliloglicyny, (DMOG,
stosowanego jako czynnik proangiogenny, imitujacy hipoksje poprzez hamowa-
nie aktywnosci hydroksylaz prolinowych). Najlepszy profil uwalniania leku (20%
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wyrzut leku i dalsze liniowe uwalnianie przez 30 dni) uzyskali dzieki zastosowa-
niu w rdzeniu wiékna, polimeru poli(DL-laktydu) PDLLA elektroprzedzonego
z N,N-dmietyloformamidu, za$ jako otoczke nanowlékna polimeru poli(hydro-
ksymaslanu) PHB elektroprzedzonego z chloroformu. Stosujac polimer PHB
jako otoczke wiékna i lek w rdzeniu PDLLA, uzyskano 30% wyrzut leku i stop-
niowe uwalnianie do poziomu 70% poczatkowe;j ilosci leku.

W literaturze obecne sa informacje o zastosowaniu wickszej liczby warstw
otaczajacych rdzen nanowldkna [51]. Han i in. elektroprzedli nanowtékna z rdze-
nia polimeru poli(winylo pirolidonu) PVP w wodzie z dwoma otoczkami z po-
limeru PCL rozpuszczonego w mieszaninie chloroform/trifluoroetanol (pierw-
sza otoczka) oraz trifluoroetanolu (druga otoczka). Materialy uwalnialy dwa
zwiazki fluorescencyjne (pochodne ksantenu): Keyacid™ Blue (rdzer), Key-
acin™ Uranine (zewnetrzna otoczka). Otrzymane materialy uwalnialy barwnik
z rdzenia przez dwie warstwy otoczki okolo 24 razy wolniej niz z rdzenia ma-
terialu wykonanego technika rdzen-otoczka. Uwolnienie catej dawki barwnika
z zewnetrznej otoczki trwalo okoto 25-50 godzin, jednakze zauwazalny byt bar-
dzo duzy wyrzut skladnika, wynoszacy 70-90% poczatkowej masy barwnika
dostepnej we widknie. Uwalnianie barwnika z rdzenia nanowlékna rozpoczeto
sie 20-40% uwolnieniem leku i dalszym stopniowym uwolnieniem 100% poczat-
kowej masy barwnika w przeciagu 50 godzin. Ten typ materialtu wg autoréow
oferuje szerokie mozliwosci doboru polimeréw i mieszanin rozpuszczalnikow,
dzieki czemu osiagalna jest pelna kontrola nad uwalnianiem lekéw.

Umieszczenie warstwy materiatu z lekiem pomiedzy dwoma warstwami bez
leku pozwala na zmniejszenie szybkosci uwalniania sktadnika [52-54]. Kim i in.
[53, 54| elektroprzedli zewnetrzne warstwy materiatu z polimeru PCL rozpusz-
czonego w mieszaninie DCM/DMF. Warstwe wewnetrzna stanowil hydrofilowy
PEO z rodamina (w kazdym materiale grubo$¢ warstwy z barwnikiem byta
taka sama). Wytworzenie materialéw wielowarstwowych polegalo na elektro-
przedzeniu kolejnych warstw polimeréw: PCL, PEO z rodaming, PCL. Gru-
bos¢ warstw zewnetrznych regulowano poprzez zwigkszenie/zmniejszenie czasu
elektroprzedzenia. Material o catkowitej grubosci 68,5 pm charakteryzowat sie
60% wyrzutem barwnika i dalszym liniowym uwalnianiem, osiagajac 90% po
20 dniach uwalniania. Materialy o grubosci 176 pm oraz 242 pm w pierwszych
szes$ciu godzinach uwolnily odpowiednio 20% i 8% barwnika. Zaobserwowano
liniowy przebieg uwalniania do poziomu 40% i 20% dla materialéw o grubosci
odpowiednio 176 pm oraz 242 pm. Wg autoréw liniowa zalezno$é¢ uwalniania
w funkcji grubosci materialéw moze byé¢ wyttumaczona przez wzrost oporéw
przeptywu wody absorbujacej barwnik przez material o wiekszej grubosci.
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1.3.3 Nanowtdkna z elektroprzedzenia emulsji

Wprowadzenie lekéw hydrofilowych z lipofilowych roztworéw polimerdw,
umozliwia elektroprzedzenie emulsji typu woda w oleju. W przypadku prze-
dzenia lekéw wrazliwych na obecno$é rozpuszczalnikow organicznych lub sur-
faktantow, korzystniejsze jest zastosowanie metody typu rdzen-otoczka. W me-
todzie tej do roztworu polimeru dodawany jest $rodek powierzchniowo czynny,
a nastepnie wkraplana jest faza wodna. Podczas mieszania i/lub stosowania ul-
tradzwiekow, wymiar kropel fazy wodnej ulega zmniejszeniu do rozmiaru kilku
lub kilkuset mikrometréw. Waznym aspektem jest dobér odpowiedniego sur-
faktantu stabilizujacego emulsje, ktéry nie doprowadzi do separacji faz podczas
elektroprzedzenia. W trakcie procesu tworzenia witékien, kropelki fazy wodnej
mogg rownomiernie zdyspergowa¢ w nanowldknie, umiejscowié¢ sie blisko po-
wierzchni nanowlékien lub w przypadku stosunkowo lepkiej fazy wodnej, moz-
liwe jest uzyskanie struktury typu rdzen w otoczce. Innym parametrem wpty-
wajacym na morfologie widkien i uwalnianie lekow jest stosunek faz wodnej do
olejowej. Im wiekszy udzial fazy wodnej, tym mniej jednorodne otrzymywano
wlékna oraz tym czesciej sie one sklejaly [55].

Tian i in. [56] wytworzyli materialy zawierajace czynnik wzrostu srédblonka
naczyniowego (Vascular Endothelial Growth Factor VEGF'). Emulsje wykona-
no poprzez zmieszanie roztworu polimeru PLCL (8% wag./obj. chloroformu)
z surfaktantem SPAN-80 i zakroplenie fazy wodnej (stosunek fazy wodnej do
organicznej 1:20) zawierajacej 1 pg czynnika VEGF i 5% wag. biatka BSA lub
dekstran. Roztwory mieszano przez dobe, uzyskujac jednorodng emulsje. Szyb-
ko$é uwalniania z materiatu zawierajacego BSA lub dekstran byta jednakowa.
Material z biatkiem BSA uwolnil w poczatkowej fazie eksperymentu 10% po-
czatkowej masy czynnika VEGF obecnego w materiale, osiagajac po 672 godzi-
nach uwalniania 21% uwolnionej masy. Material z dekstranem w fazie wodnej
charakteryzowal sie liniowa kinetyka, uwalniajac 13% czynnika wzrostu. R6z-
nice w szybkosci uwalniania badacze argumentowali zmiana lepkosci rdzenia,
a tym samym jego Srednicy.

Uwalniany czynnik wzrostu NGF (Nerve Growth Factor) z nanowltdkien po-
limeru PLCL w obecnos$ci biatka BSA zachowal swojg aktywnos$é biochemiczng
i zdolno$é¢ do réznicowania komorek linii PC12 [57]. Nanowlékna przygotowa-
no przez rozpuszczenie polimeru w dichlorometanie (6% wag.), dodanie 40 mg
surfaktantu SPAN-80 i wkroplenie (z jednoczesnym mieszaniem) fazy wodnej
zawierajacej NGF i BSA. Oszacowanie uwolnienia biatka NGF wykonano meto-
da posrednig poprzez oznaczenie uwolnionego BSA. Szybko$é uwalniania biatka
BSA z nanowldkien, wykonanych metoda elektroprzedzenia emulsji, po poczat-
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kowym wyrzucie biatka rzedu 20% byla stala. Po 12 dniach uwolniono okoto
65% bialka zawartego w materiale. Wynik poréwnano z materialem wykona-
nym technika elektroprzedzenia zawiesiny BSA w roztworze polimeru. Material
uwolnil 60% biatka w pierwszych kilku godzinach od rozpoczecia uwalniania,
za$ po 12 dniach uwolnit 70% BSA. Zauwazono, ze dodatek BSA nieznacznie
wplynat na grubosé otrzymywanych nanowtékien.

Ten sam czynnik wzrostu uwalniano z nanowldékien kopolimeru PCL z EEP
(fosforan etylu) (12% wag.) rozpuszczonego w dichlorometanie [58]. Réwniez
w tym przypadku wykorzystano biatko BSA do stabilizacji NGF. Podczas elek-
troprzedzenia zauwazono koalescencje fazy wodnej w kropli pod dysza, skutku-
jaca oderwaniem kropli polimeru z zamknieta fazg wodna. Srednica otrzyma-
nych witdkien wynosita okolo 5 pm. W pierwszych godzinach uwalniania ma-
terial opuscilo 20% poczatkowej masy NGF, za$ po 95 dniach uwolniono cala
dawke czynnika wzrostu. Aby oceni¢ w jakiej formie zamknieto czynnik wzrostu
we wléknie, podczas przygotowania emulsji dodano niewielkg ilos¢ biatka BSA
sprzezonego z FITC (izotiocyjanian fluoresceiny). Zdjecia mikroskopii konfokal-
nej wykazaly obecnos¢ duzych kropel we widknie.

Maretschek i in. [59] przebadali uwalnianie hydrofilowego biatka cytochro-
mu C z hydrofobowego materiatu z nanowltdkien PLLA rozpuszczonego w chlo-
roformie (1-3% wag. wzgledem polimeru). Materialy wykazywaly liniowa cha-
rakterystyke uwalniania i jednoczeénie zauwazono, ze szybkos¢ uwalniania biat-
ka malala wraz ze wzrostem stezenia polimeru. Badacze zaobserwowali znaczny
wzrost uwalnianego sktadnika po dodaniu surfaktantu do plynu z analizowa-
nymi materiatami. Wedlug autoréw wiekszo$é cytochromu C znalazla sie na
powierzchni nanowtékien w postaci krysztalow i zmniejszenie hydrofobowosci
materialu poskutkowalo jednorazowym wyrzutem duzej dawki biatka. Szyb-
ko$¢ uwalniania biatka regulowano przez zmniejszenie hydrofobowosci materia-
tu, dzieki dodaniu do fazy wodnej hydrofilowych polimeréw: poli(L-lizyny) oraz
poli(etylenoiminy). Dodatek obu polimeréw przyspieszyl uwalnianie biatka oraz
wplynatl na wzrost grubosci widkien w materiale.

1.4 Charakterystyczne parametry nanowtdkien
wptywajace na szybko$¢ uwalniania lekéw

W niniejszej czesci przedstawiono najwazniejsze parametry elektroprzedzo-
nego materialu, majace wplyw na przebieg uwalniania lekoéw. Liczba czynnikdéw
majacych wplyw na szybko$¢ uwalniania jest znaczna, dlatego autor skoncen-
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trowal uwage na parametrach doktadnie opisanych w literaturze oraz tych, ktére
analizowano eksperymentalnie w niniejszej pracy.

1.4.1 Skfad nanowtékien

Najwazniejszym parametrem determinujacym szybkos¢ uwalniania leku z na-
nowldkien jest typ uzytego polimeru. Oddziatywania pomiedzy polimerem a le-
kiem pelnia zasadnicza role w procesie desorpcji leku z powierzchni nanowlo-
kien. Jednoczesnie czas i sposéb degradacji polimeru moze wptynaé na szybkosé
uwalniania lekéw. Peng i in. [60] zaobserwowali, ze polimer PLCL w wigkszosci
przypadkéw degradujacy objetosciowo (degradacja zachodzi w calym materiale
jednoczesnie, prowadzac do rozkladu tancuch6w na mniejsze fragmenty), zasto-
sowany jako opatrunek na oku, wykazal powierzchniowy typ erozji (utrata masy
materialu przez hydrolize wierzchniej czesci materiatu). Wybér lotnego (nisko
wrzacego) rozpuszczalnika jest kluczowy dla tworzenia nanoporéw we widk-
nie, ktére znaczaco zwiekszaja powierzchnie wlasciwa materiatu, przyspieszajac
uwalnianie leku. W przedstawionych pracach zatozono catkowite odparowanie
rozpuszczalnika w trakcie elektroprzedzenia, za$ powstale polimerowe nanow-
lokna zawieraja wylacznie lek lub jego analog i dodatkowe nielotne sktadniki
(surfaktant, polimerowe roztwory rdzenia w strukturze rdzen-otoczka).

Srikar i in. [49] badali szybko$¢ uwalniania Rodaminy 610 (substancja fluore-
scencyjna) z roztworéw réznych polimeréw. Nanowlékna z PCL przygotowano
z roztworéw o stezeniu 11%, 13%, 15% wag. w mieszaninie DCM/DMF (40:60).
Stezenie sktadnika fluorescencyjnego w kazdym roztworze polimeru byto jedna-
kowe i wynosilo 0,25% wag. wzgledem polimeru. Profile uwalniania Rodaminy
610 z nanowtdkien PCL wykazaly duza zaleznos¢ ilosci uwolnionego sktadnika
od stezenia polimeru w roztworze. Materialy o coraz wyzszym stezeniu poli-
meru w roztworze charakteryzowaly sie coraz nizszym wyrzutem leku i nizsza
wartoscig uwolnionej substancji. Po 50 godzinach dla materialéw powstatych
z roztworéw o stezeniach polimeru: 11%, 13%, 15% poziom uwalniania osiagnie-
to na odpowiednio: 67%, 50% i 31% poczatkowej dawki. Autorzy stwierdzili, ze
wraz ze wzrostem stezenia polimeru w roztworze, i tym samym lepkoéci roz-
tworu, zahamowany zostaje proces powstawania nanoporowatosci w nanowldék-
nie, i tym samym zmniejszeniu ulega powierzchnia wymiany masy. Z danych
na temat gruboéci nanowldkien mozna zauwazyé, ze wraz ze wzrostem stezenia
polimeru PCL (11%, 13%, 15%) rosla réwniez grubos$é otrzymywanych widkien,
odpowiednio 500, 650 i 700 nm. Czynnik ten mogt sie réwniez przyczynié¢ do
zmniejszenia iloci uwolnionej substancji. Wyniki po kolejnych 170 godzinach
nie wykazaly dalszego uwalniania Rodaminy 610 z materiatéw. Nanowtokna
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z polimeru PMMA o réznych masach molowych: 120, 350, 996 kDa rozpusz-
czonych w N,N-dimetyloformamidzie, przygotowano ze stezenia odpowiednio:
24%, 15%, 15%. Wzrost stezenia dla PMMA o masie molowej 120 kDa po-
dyktowany byl koniecznoscia zwickszenia lepkosci roztworu. Z uwagi na niska
szybko$¢ uwalniania z polimeru PMMA stezenie Rodaminy 610 wynosito okoto
3% wag. wzgledem polimeru. Dla zadnego z materialéw nie zauwazono wyrzu-
tu, jednakze po okolo 200 godzinach szybkos¢ uwalniania zwigkszyla sie, co
mogto by¢ spowodowane specznieniem zewnetrznej warstwy polimeru i powiek-
szeniem poréw, z ktérych uwalniana byta substancja. Uwalnianie z nanowtékien
PMMA o nizszej masie molowej (120kDa) bylto znacznie szybsze w poréwnaniu
do uwalniania z nanowldékien PMMA o wyzsze] masie molowej. Po 1400 go-
dzinach eksperymentu, utamek uwolnionej substancji wynosit 1,4% (120kDa),
0,7% (350kDa) oraz 0,5% (996 kDa). Zaobserwowana réznice w szybkosci uwal-
niania z nanowlékien PMMA i PCL o zblizonych masach molowych, autorzy
ttumaczg wiekszg energia wiazania czasteczki leku z czasteczka PMMA. Kon-
trole uwalniania z nanowlékien zrealizowano przez zmieszanie obu polimeréw.
W pracy wykazano, ze procesem ograniczajacym szybkosé uwalniania substan-
cji jest desorpcja z powierzchni nanowtdkien. Roznice w poziomach uwolnione-
go fluorochromu dla obu polimerdw i ich stezen w roztworze wynikaly z réznic
w otrzymanych powierzchniach wymiany masy poszczegélnych materialow oraz
réznych wigzaniach pomiedzy rodamina a polimerem.

Jednakowa obserwacje dotyczaca spadku szybkosci uwalniania lekéw ze wzro-
stem stezenia polimeru PLLA w roztworze (5, 8, 10% wag.) dla widkien typu
rdzen-otoczka poczynit He i in. [61]. Polimer PLLA rozpuszczono w mieszani-
nie chloroform/aceton (2:1) oraz dodano niewielka ilos¢ czynnika sieciujacego
izocyjanuranu triallilowego (TAIC). W rdzeniu enkapsulowano chlorowodorek
tetracykliny (5% wag.) rozpuszczony w mieszaninie metanol/chloroform (2:1)
z dodatkiem PLLA (1% wag.). Badacze uzyskali materialy o stalej szybkosci
uwalniania przez 30 dni z najnizsza szybkodcia dla materiatu o najwyzszym
stezeniu polimeru. Zaobserwowano, ze nanowldkna wyprzedzione z roztworu
o nizszym stezeniu PLLA byly bardziej jednorodne i mialy mniejszy rozrzut
grubosci wiokien.

1.4.2 Rozmiar nanowtékien

Parametrem decydujacym o skali procesu dyfuzji jest droga jaka musi po-
kona¢ skladnik aktywny, aby przejs¢ do plynu wypelniajacego pory materia-
tu. Wzrost grubosci widkien powoduje spadek stosunku powierzchni wiasciwej
do objetosci nanowldkien. Wskutek zmniejszenia powierzchni wymiany masy,
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szybko$¢ uwalniania z mikrowldkien jest znacznie mniejsza niz z nanowltdkien.
Rozmiar wiékien jest réwniez Scidle powiazany z szybkoscia hydrolitycznej de-
gradacji nanowlékien [62]. Widkna o mniejszej Srednicy degraduja szybciej, po-
wodujac catkowite uwolnienie leku w krétszym czasie [63]. Zwiekszenie grubosci
nanowtdkien mozna kontrolowa¢ poprzez podniesienie objetosciowego natezenia
przeptywu roztworu polimeru, zmniejszenie napiecia przytozonego do dyszy lub
podniesienie lepkosci elektroprzedzonego roztworu polimeru.

Cui i in. [64] wytworzyli nanowlékna z roztworu PDLLA rozpuszczonego
w mieszaninie aceton/chloroform 3:1. Réznorodny rozmiar nanowlékien otrzy-
mano przez wyprzedzenie roztworéw o stezeniu polimeru wynoszacym 18%,
23%, 30%, otrzymujac nanowldkna o $rednim rozmiarze odpowiednio: 211, 550
i 1309 nm. Zawarto$é paracetanolu w kazdym z materialéw wynosila 5% wag.
Paracetanol uwalniano do roztworu PBS z 0,02% zawartoscia azydku sodu,
utrzymywanego w temperaturze 37°C i stale mieszanego. Metoda odparowania
rozpuszczalnika wytworzono film polimerowy, zawierajacy taka sama iloéé¢ para-
cetanolu jak we widknach. Grubos¢ filmu wynosita 100 pm. Widkna o Srednicy
212 nm uwolnity cala dawke leku w przeciagu pierwszych 50 godzin. Grubsze
witdkna réwniez wykazaly poczatkowy wyrzut leku, jednakze w przypadku wié-
kien o érednicy 551 nm uwalnianie leku po czasie 25 godzin zakonczyto sie na
poziomie 50%. Dalszy stopniowy proces uwalniania po 350 godzinach doprowa-
dzil do uwolnienia 80% poczatkowej dawki leku. Najgrubsze widkna o $rednicy
1310 nm, przez 100 godzin uwalnialy lek ze stalg szybkoscig do poziomu 82%. Po
tym czasie znaczaco spadta szybkos¢ uwalniania leku, prowadzac do uwolnienia
83% po 350 godzinach prowadzenia eksperymentu. Material polimerowy o gru-
bosci 100 pm przez pierwszych 6 godzin uwolnit 38% dawki leku, prowadzac do
uwolnienia 40% po 350 godzinach. Dalsze uwolnienie pozostalej zawartosci leku
z materialéw mozliwe bedzie na drodze degradacji polimeru.

Badania nad wplywem rozmiaru wtékien elektroprzedzonych z emulsji PCL-
EEP (12% wag. w dichlorometanie) i uwalnianie czynnika wzrostu NGF z do-
datkiem biatka BSA bylo przedmiotem badan Chew i in. [58]. Emulsja zawiera-
jaca NGF i BSA byta przedzona ze zwigkszonym przeplywem roztworu polimeru
przez dysze (8,5 ml/h). W rezultacie otrzymano wiékna o rednicy 2,8 pm. Ma-
terial przez pierwsze 6 godzin uwolnil 20% zawartosci czynnika wzrostu. Po
tym czasie przez 90 dni obserwowano bliski liniowemu wzrost uwalniania NGF
do poziomu 90%.

Wplyw rozmiaru nanowltdkien na szybko$¢ uwalniania 5-fluorouracylu ba-
dala grupa Chen i in. [65]. Uwalnianie prowadzono z nanowlékien PLA elektro-
przedzonych z mieszaniny chloroform/DMF (PLA 10% wag.) oraz HFIP/DMF
(PLA 15% wag.). Stezenie 5-fluorouracylu wynosito w kazdym przypadku 3%
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wag. wzgledem polimeru. Rézna grubo$¢ nanowldkien uzyskano dzieki zmianie
objetosciowego natezenia przeplywu roztworu polimeru z dyszy oraz zmianie
rozpuszczalnika. Dla kazdego z czterech materialéw osiggnieto podobny po-
czatkowy wyrzut leku wynoszacy 20%. Dalsze uwalnianie 5-fluorouracylu prze-
biegalo z rézna szybkodcia, zalezna od grubosci widkien. Po okoto 75 godzi-
nach eksperymentu materiaty uwalniaty lek z jednakowa szybkoscia. Materiat
o najgrubszych wiéknach 1020 nm (PLA 10%, Q = 0,5 ml/h) charakteryzo-
watl sie najmniejsza szybkoscig uwalniania. Po okoto 350 dniach uwolnit okoto
53% poczatkowej ilosci leku. Materialy o grubosci widkien 730 nm (PLA 10%,
Q = 0,3 ml/h), 530 nm (PLA 15%, Q = 0,5 ml/h) oraz 350 nm (PLA 15%,
Q = 0,3 ml/h), po tym samym czasie uwolnily odpowiednio 55, 60 i 65% po-
czatkowej dawki leku. W przypadku witdkien elektroprzedzonych z mieszani-
ny rozpuszczalnikéw HFIP/DMF zaobserwowano metoda mikroskopii elektro-
nowej obecnos¢ krysztalow na powierzchni nanowtékien. Szybko rozpuszczony
5-fluorouracyl w formie krysztatéw mogt przyczynié sie do zaobserwowania du-
zego wyrzutu leku z tych materialow.

Ranganath i in. [45] uwalniali paklitaksel jako czynnik wspomagajacy w po-
operacyjnej chemioterapii. W tym celu uzyli polimeru PLGA (85:15 i 50:50,
Mw = 40-75 kDa) rozpuszczony w mieszaninie DCM/DMF odpowiednio 70:30
i 80:20. Roztwor polimeru o stezeniu 30% wag. /obj. wymieszano z paklitakselem,
otrzymujac stezenie 8,9% wag. Widkna o érednicy 3,5 pm wykonano z roztworu
PLGA (85:15) (DCM/DMF 80:20), ustanawiajac przeptyw polimeru przez dy-
sze na poziomie 6 ml/h. Nanowlékna o érednicy 930 nm wykonano z roztworu
polimeru PLGA (50:50) (DCM/DFM 70:30), ustanawiajac przepltyw polimeru
przez dysze na poziomie 0,3 ml/h. Dodatkowo, materialy przebadano z dwéch
roznych formulacji materialéw: trzech potaczonych dyskéw o srednicy 1 mm
i ptaskich opatrunkéw. Cienszy material, w postaci opatrunku o wiéknach sred-
nicy 930 nm, charakteryzowal sie 7,5% wyrzutem leku i duzg szybkoscig uwal-
niania do 9 dnia eksperymentu. Po tym czasie material uwalnial paklitaksel
ze staly szybkoScia, osiggajac 45% uwolnionej masy po 80 dniach. Ten sam
material w postaci sprasowanego dysku uwolnit ze stalg szybkoscig 35% leku
przez 80 dni. Material z widknami o grubosci 3,5 pm, uwalniany w postaci
plaskiego opatrunku uwolnit 10% leku w przeciagu 8 dni, a nastepnie ze stala
szybko$cig uwolnit 15% przez 72 dni. Material w postaci sprasowanych dyskéw
przez caly czas trwania eksperymentu uwalnial lek ze stala szybkoscia, osiaga-
jac 25% ubytku leku po 72 dniach. Materialy badano in vivo na malym modelu
zwierzecym. Wyniki zmniejszenia objetosci guza dzieki zastosowaniu materia-
16w z nano- i mikrowldkien poréwnano z komercyjnie dostepnym roztworem
paklitakselu (Taxol®) oraz placebo.
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1.4.3 Porowato$¢ materiatu i nanoporowatos¢ wtékien

Zwiazana z rozmiarem wldkien porowatos¢ materiatu, ma istotny wplyw na
szybkos¢ uwalniania lekow. Wzrost odlegtosci pomiedzy wldknami umozliwia
wiekszy dostep wody, przyspieszajac uwalnianie. W literaturze obserwowana
jest zalezno$¢ méwiaca, iz wraz ze spadkiem Sredniej gruboéci nanowldkien,
wzrasta porowato$¢ materialu i maleje $rednia wielko$¢ poréw [66—68]. Jedna
z metod zwigkszenia porowatosci materiatu jest jednoczesne przedzenie dwoch
strug polimeru, jednej z lekiem drugiej za$ z maloczasteczkowym polimerem,
ktéry wymywa sie odpowiednim rozpuszczalnikiem [66]. W badaniach wielu
autoréw zauwazalne jest skupienie uwagi na zwigkszeniu porowatosci, umozli-
wiajac zasiedlenie materiatlu z nanowldkien przez komérki [68, 69]. Odnotowano
nieliczne prace analizujace wplyw porowatosci materialu na proces uwalniania
lekéw [47, 65]. Sirc i in. [70] zauwazyli, ze uwalnianie z materialéw o nizszej
porowatosci (wiekszej grubosci widkien) jest znacznie wolniejsze niz w przy-
padku materiatéw bardziej porowatych. Wedtug autoréow jest to spowodowane
utrudnionym transportem leku w porach materiatu, spowodowanym zwiekszo-
na obecnoscia wldkien. Jednoczesnie autorzy poczynili uwage dotyczaca metod
pomiaru grubosci materialéw z nanowtdkien. Wedlug badaczy, grubosé mate-
riatéw powinna by¢ mierzona w takich samych warunkach, w jakich bedzie on
stosowany (np. w stanie nasigkniecia woda). Pomiar grubosci materialéw ze
zdje¢ mikroskopii SEM moze daé¢ zafalszowane wyniki nt. porowatosci mate-
riatu oraz rozkladu wielkosci poréw z uwagi na préoznie i w konsekwencji brak
wody w porach.

Srikar i in. [49] zaobserwowali wzrost ilo$ci uwolnionej substancji ze wzro-
stem porowatosci materialu. Wedlug autoréw jest to spowodowane zwigkszona
penetracjg nanoporéw przez wode i utatwieniem desorpcji leku z powierzch-
ni nanowldkien. Inng istotna kwestia jest nanoporowatos¢ nanowldkien, ktora
mozna opisaé jako wewnetrzng sie¢ poréw w nano-, mikrowléknie, o niejed-
norodnej Srednicy i kreto$ci poréw, tworzona przez odparowujacy w trakcie
elektroprzedzenia rozpuszczalnik. Badania powierzchni wldkien za pomoca ska-
ningowego mikroskopu elektronowego przedstawiaja bardzo duze rozwiniecie
powierzchni wlasciwej wldkien. Jednym z proceséw prowadzacych do powsta-
nia nanoporéw jest nukleacja i wzrost pecherzykow rozpuszczalnika oraz dalsze
penetrowanie zastygajacej matrycy polimerowej [49]. Opér transportu powsta-
jacych pecherzykow stawiany jest przez lepkosé roztworu. Wigksze stezenie lub
masa molowa uzytego polimeru prowadzi do powstania wiekszych oporéw i tym
samym nanoporowatos¢ powinna by¢ mniejsza. Druga metoda polega na doda-
niu do roztworu polimeru matoczasteczkowego polimeru np. PEO, ktéry tuz
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po kontakcie z woda rozpuszcza sie tworzac pory. Wymienione metody zwiek-
szania nanoporowatosci pozwalajg na uwolnienie calej dawki leku w czasie od
kilkudziesigciu minut do kilkudziesigciu dni [47, 71, 72].

Srouji i in. [71] badali uwalnianie z widkien typu rdzen-otoczka. W rdzeniu
nanowlékna enkapsulowano rekombinowane biatko morfogenetyczne kosci (Bo-
ne Morphogenic Protein 2 — BMP2), jednoczesnie zwigkszono lepko$é rdzenia
przez dodanie PEO 4% wag. (Mw = 600 kDa). Otoczke wldkna tworzyl poli-
mer PCL 9% wag. z dodatkiem PEG 2,1-3,0% (Mw = 6 kDa) elektroprzedzony
z mieszaniny chloroform/DMF 9:1. Obrazy mikroskopii elektronowej wykazaty
wyrazny wzrost iloéci i wielkoéci poréw wraz ze wzrostem ilosci porofora. Na-
nowlékna zawierajace 2,1% i 2,4% porofora w otoczce, po 27 dniach uwolnity
odpowiednio 10% i 13% bialka. Material zawierajacy 2,7% porofora ostatecz-
nie uwolnit 26% BMP-2, wykazujac po okoto 12 dniach wyrazne spowolnienie
uwalniania. W przypadku materialu o najwiekszej zawartosci porofora zaobser-
wowano 60% wyrzut leku oraz zatrzymanie uwalniania bialka po 14 dniach na
poziomie 75%. Omawiane materialy badano in vivo na malym modelu zwierze-
cym z modelowym uszkodzeniem kosci czaszki. Przy uzyciu mikro-tomografii
komputerowej zaobserwowano dwukrotny wzrost powierzchni nowo tworzonej
kosci w poréwnaniu do materiatu nie zwierajacego biatka. Wedtug autoréw wy-
niki przedstawionych badan wskazuja na mozliwo$¢ kontrolowania uwalniania
przez zmiane nanoporowatosci nanowldkien. Jednoczesnie podkreélono znacza-
cy wplyw desorpcji leku z poréw nanowltdkien na szybko$é¢ uwalniania.

Song i in. [72] enkapsulowali porowate nanoczastki ditlenku krzemu zawie-
rajace Rodamine B, w nanowtéknach PLGA. Nanowl6kna przygotowano przez
zdyspergowanie réznej iloéci nanoczastek z Rodamina B (5, 15, 25% w sto-
sunku do PLGA) w mieszaninie N,N-dimetyloformamid/tetrahydrofuran (3:1).
Nastepnie w mieszaninie rozpuszczono PLGA (27% wag./obj.) i dodano fluore-
sceing (5% wag. w stosunku do PLGA). Powstaly system z dwoma czynnika-
mi fluorescencyjnymi badano w roztworze PBS pod katem uwalniania. Obrazy
mikroskopii elektronowej i transmisyjnej wykazaly znaczny wzrost iloéci nano-
czastek przy powierzchni nanowldkien wraz ze wzrostem stezenia nanoczastek.
Wyniki uwalniania fluoresceiny z nanowldkien PLGA o stezeniu nanoczastek
0-25% (w stos. do PLGA) wykazaly niewielka zaleznosé od stezenia nanocza-
stek. W kazdym przypadku materialy uwolnity okoto 40-50% dawki fluoresceiny
w przeciagu pierwszych 6 godzin. Dalsze stopniowe uwalnianie doprowadzito do
uwolnienia okoto 80-85% fluoresceiny po 13 dniach. Uwalnianie Rodaminy B
z samych nanoczastek charakteryzowato sie¢ 50% wyrzutem leku i stopniowym
uwolnieniem przez 13 dni 80% barwnika. Nanowl6kna zawierajace 5% nanocza-
stek cechowaly si¢ najwolniejszym uwalnianiem Rodaminy B z wldkien, osiaga-



1.4 Charakterystyczne parametry nanowltdkien wplywajoce na szybkosé uwalniania lekéw 39

jac po 13 dniach 8% catkowitego ubytku barwnika. Nanowldkna zawierajace 15
i 25% nanoczastek uwolnily bez poczatkowego wyrzutu odpowiednio 18 i 35%
rodaminy. W materiatlach po uwalnianiu zaobserwowano metoda mikroskopii
elektronowej znaczny wzrost nanoporéw we wiéknach, jednakze nie zaobserwo-
wano znaczacego wzrostu poréw ze wzrostem stezenia nanoczastek we wioknie.

1.4.4 Hydrofobowos$¢ materiatu

Dodanie érodka powierzchniowo czynnego do roztworu polimeru lub ply-
nu, w ktorym uwalniany jest lek, znaczaco przyspiesza transport wody do po-
wierzchni nanowtdékien i w konsekwencji desorpcje leku. Pomiar hydrofobowosci
materiatu przeprowadza si¢ metoda goniometryczng. W tym badaniu wykonuje
sie pomiar kata zwilzania kropli umieszczonej na badanych materiatach z na-
nowlodkien, jak réwniez polimerowych filmach, powstatych przez odparowanie
rozpuszczalnika z roztworu. Obecno$é powietrza w porach materiatléw z na-
nowldkien czyni material super-hydrofobowym, a wartos¢ kata zwilzania takich
materialéw wynosi do 140°.

Maretschek i in. [59] badali uwalnianie Cytochromu C z nanowlékien PLLA
do buforu PBS oraz do buforu zawierajacego od 0,001% do 0,01% Tween 20. Za-
uwazono, ze po dodaniu niewielkiej ilosci surfaktantu do buforu, material gwat-
townie wyrzuca lek. Obserwowane zjawisko wyttumaczono obecnoécia wiekszo-
sci Cytochromu C na powierzchni widkien. Zastosowanie w roztworze polimeru
jonowych surfaktantéw zwieksza przewodnictwo roztworu powodujac zmniej-
szenie rozmiaru nanowlékien. W miejsce srodkéw powierzchniowo czynnych
zwiekszajacych hydrofilowos¢ materiatu, stosowane sg hydrofilowe polimery.
Do hydrofobowego polimeru PLLA dodano polimery hydrofilowe PEI lub PLL
[59] i zaobserwowano uwolnienie calej zawartosci biatka w przeciagu 10 godzin
po zmieszaniu PEI z PLLA w stosunku 1:1. Zmieszanie roztworéw polimeru
PLL z roztworem PLLA w stosunku 1:1 spowodowalo zwigkszenie wyrzutu le-
ku i tym samym trzykrotny wzrost uwolnionej dawki. Dodatek naturalnego
sktadnika macierzy zewnatrzkomoérkowej — kolagenu we wiéknach PLGA, spo-
wodowal wzrost hydrofilowosci materiatu [73]. W tym celu opracowano mate-
rial warstwowy z wiéknami PLGA /kolagen na wierzchnich czesciach materiatu
i nanowldknami z trzema antybiotykami w wewnetrznej warstwie materiatu.
Obecnosé kolagenu miata za zadanie zwiekszenie biokompatybilnosci rusztowa-
nia dla komérek odbudowujacych zainfekowana rane. W przypadku uwalniania
kazdego z lekow: wankomycyny, gentamycyny, lidokainy nie zauwazono znacz-
nych réznic pomiedzy materiatami o ré6znych grubosciach warstwy zewnetrzne;j.
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Stezenie uwalnianych substancji znaczaco przewyzszalo minimalne stezenie in-
hibicji przez czas okoto 4 tygodni.

Xu i in. [74] zaproponowali kontrole uwalniania przez zmiane nanoporowa-
tosci wldkien umieszczonych na powierzchni polimerowego filmu zawierajacego
paracetamol (10% wag.) lub 5-fluorouracyl (2,5% wag.). Rézne pokrycia z na-
nowlokien poli(winylopirolidonu) PVB generowano przez zmiane gestosci (cza-
su przedzenia) i wzoru widkien na powierzchni filmu z polimeru PVB. Zmiana
gestodci i aranzacji nanowtdkien data mozliwosé kontroli hydrofobowoéci mate-
rialu w zakresie od 80° do 153°. Szybko$¢ uwalniania lekéw z filmu PVB uleglta
zmniejszeniu wraz ze wzrostem gesto$ci nanowltdkien na powierzchni. Material
bez nanowldkien (kat zwilzania 83,2°) uwolnil stopniowo okolo 72% paraceta-
molu w czasie 10 dni. Material z nanowldknami przedzonymi przez godzing
(kat zwilzania 145,4°) uwolnil w tym samym czasie 45%. Identyczna zaleznosé
zaobserwowano dla 5-fluorouracylu, gdzie ostatecznie uwolniona po 10 dniach
masa spadia z 41 do 25%.

1.4.5 Ukierunkowanie nanowtdkien

W ostatnich dwéch latach ukazaty sie pierwsze prace, w ktérych badano
wplyw ukierunkowania nanowtdkien na uwalnianie lekéw. Ukierunkowanie i wy-
nikajaca z tego niewielka odlegtos¢ pomiedzy nanowldknami hamuja dyfuzje
w porach materiatu. Uporzadkowanie nanowtdkien w okreslonym kierunku re-
alizowane jest przy uzyciu szybkoobrotowego bebna lub talerza jako kolektora.
Ukierunkowane wldkna otrzymywano gléwnie na potrzeby inzynierii tkanko-
wej, badajac zachowanie komérek nerwowych, srédbtonka lub miotubul mieénia
szkieletowego [75-77]. Stopiefi ukierunkowania nanowlékien mozna okresli¢ na
podstawie zdje¢ mikroskopii elektronowej lub konfokalnej przy uzyciu progra-
méw obrébki obrazéw, np. ImageJ (NIH, USA) [78]. Materialy o ukierunko-
wanych, Scisle do siebie przylegajacych wloknach charakteryzujg siec mniejsza
porowatoscia. Blisko utozone widkna oddzialuja na siebie zmniejszajac gradient
stezenia w porach materialtu. Dodatkowo pozostaje mniej przestrzeni dla pene-
trujacej material wody.

Meng i in. [77] uwalniali z wlékien PLGA i PLGA/zelatyna (9:1) fenbu-
fen (lek z grupy niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych). Dla poréwnania
wyprodukowali metoda odparowania rozpuszczalnika film polimerowy. PDLG
(LA/GA 85/15, Mw = 200 kDa) rozpuszczono w 2,2,2,-trifluoroetanolu, dodano
fenbufen otrzymujac w rezultacie stezenie 0,2% wag. wzgledem polimeru. Wiok-
na ukierunkowano zbierajac na walec obrotowy o $rednicy 50 mm, obracajacy
sie z predkoscia 3000 obr./min. Otrzymane nanowlékna uwalniano w roztworze
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PBS w 37°C. Widékna zawierajace zelatyne z powodu wiekszej hydrofilowosci
uwolnity cata dawke leku w przeciagu 25 godzin. Widékna PLGA oraz film po-
limerowy zawierajacy zelatyne, w tym samym czasie uwolnily okolo 52% leku.
Materiaty o ukierunkowanej strukturze wiékien uwalniaty lek nieco wolniej niz
nanowlokna utozone przypadkowo. Material z dodatkiem zelatyny do 15 godzi-
ny eksperymentu uwalniat o 5 pkt. procentowych mniej fenbufenu niz materiat
o przypadkowo utozonych wtéknach. Ukierunkowane widkna PLGA od 7 godzi-
ny eksperymentu uwalnialy z mniejsza szybkoscia, osiagajac po 25 godzinach
45% caltkowitej uwolnionej masy, w poréwnaniu do 52% uwolnionych z witdkien
ulozonych przypadkowo.

Dla celéw inzynierii tkankowej uwalniano kwas retinowy z ukierunkowanych
oraz ulozonych przypadkowo widékien PCL [79]. Polimer PCL (Mw = 45 kDa)
rozpuszczono w mieszaninie dichlorometan/metanol (8:2), otrzymujac stezenie
10% wag./obj. Do roztworu polimeru dodano nastepnie roztwér kwasu retino-
wego w metanolu, otrzymujac w efekcie roztwory o stezeniu leku réwnym: 0,1;
0,2; 0,3% wag. Materialy uwalniano w roztworze PBS w 37°C. Nanowlékna z le-
kiem (0,2% wag.) ulozone w sposéb przypadkowy uwolnily po 29 dniach okoto
17% poczatkowej dawki leku. Material nie wykazal niekorzystnego poczatko-
wego wyrzutu leku. Material o takim samym skladzie, o wtéknach utozonych
réwnolegle uwolnil okoto 7,5% leku. Réwniez nie zaobserwowano poczatkowego
wyrzutu, a profil uwalniania miat postaé liniowo zalezna od czasu. Zdjecia mi-
kroskopii elektronowej materialéw po uwalnianiu nie wykazaly zadnych zmian
w morfologii nanowlodkien.

1.5 Modele uwalniania lekow

Niewatpliwe korzysci terapii opartej na systemach kontrolowanego uwalnia-
nia lekéw oraz znaczacy postep w dziedzinie technologii informatycznych, skto-
nily badaczy do siegniecia po mozliwoéci projektowania i optymalizacji stoso-
wanych w takich systemach materialéw metodami komputerowymi (in silico).
W roku 1961 ukazala sie praca Higuchiego [80] prezentujaca najczesciej obecnie
wykorzystywane réwnanie do opisu uwalniania lekéw z ptaskich, litych materia-
tow. W pdzZniejszym czasie wprowadzono wiele modyfikacji bioracych pod uwage
porowato$¢ materiatu, jak réwniez inne geometrie. Odtad powstajace modele
matematyczne, uwzgledniajace wiele waznych aspektow transportu lekéw, sta-
ly sie podstawowym narzedziem w projektowaniu systeméw uwalniania lekow.
W roku 1981 Langer i Peppas przedstawili usystematyzowany przeglad rodza-
jow systeméw uwalniania w rozréznieniu na mechanizmy limitujace transport
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sktadnika [80]. Systemy uwalniania podzielono na kontrolowane przez: dyfu-
zje (w samym materiale oraz przez membrane), degradacje nos$nika, pecznienie
materialu oraz cechy $rodowiskowe (zmiana pH lub temperatury). Pelna li-
sta parametréow, ktére nalezy przeanalizowaé podczas poszukiwan potencjalne-
go mechanizmu lub mechanizméw kontrolujacych uwolnienie leku jest znacznie
wigksza [81].
Z punktu widzenia uwalniania leku z nanowlékien istotna jest analiza:
o zwilzalnosci materiatu,
o szybkosci penetracji osrodka (wody) w materiale,
e tworzenia poréw w momencie kontaktu z woda,
o tworzenia peknie¢ materiatu podczas uwalniania,
o wspodlezynnika dyfuzji, ktérego warto$é moze zmieniaé sie w czasie i by¢
zalezna od kierunku uwalniania,
o ewentualnego wystapienia konwekcji (naturalnego lub wymuszonego mie-
szania) w osrodku,

e wielu innych specyficznych aspektéw zwigzanych z procesami chemiczny-
mi i fizycznymi w samym materiale.

7 uwagi na ztozono$¢ zjawisk, liczne efekty sprzezone oraz czesto brak precy-
zyjnych danych fizyko-chemicznych charakteryzujacych konkretny system uwal-
niania leku, kompleksowa analiza wszystkich czynnikéw wptywajacych na dyna-
mike procesu uwalniania leku jest czesto niemozliwa. Mimo to, nawet uproszczo-
ne modele matematyczne daja mozliwo$¢ oszacowania czasowych zmian stezenia
uwalnianego leku w materiale, a w przypadku bardziej skomplikowanych mode-
li, takze przestrzenne zmiany stezenia. Umozliwia to prze$ledzenie transportu
leku, okreslenie mechanizméw limitujacych szybko$é uwalniania, a nastepnie
postulowanie zmian koniecznych do zoptymalizowania tego procesu. Analiza
parametryczna materialu pod katem geometrii, poczatkowego stezenia leku,
a takze wspotczynnikéw transportu w konkretnych tkankach pozwala zoptyma-
lizowa¢ material do okreslonego zastosowania. Prognozowanie szybkosci uwal-
niania substancji aktywnej z systeméw podawania lekéw oszczedza koszty oraz
czas przeprowadzanych eksperymentéw.

1.5.1 Modele empiryczne i pot-empiryczne

Matematyczne modele empiryczne i pot empiryczne oferuja najprostsze i naj-
szybsze podejscie do opisu uwalniania lekéw. W wielu przypadkach nie uwzgled-
niaja zjawisk fizycznych i chemicznych zachodzacych podczas uwalniania z ma-
trycy polimerowej. Nie nadaja sie wobec tego do analizy iloSciowej uwalniania
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z systeméw o réznych parametrach materialowych (stezeniu poczatkowym leku,
porowato$ci materiatu). Réwnania te powstaly w oparciu o Scisle okre$lone za-
lozenia, ktére powinny byé zweryfikowane dla konkretnych poddanych analizie
przypadkéw. Z modeli empirycznych najczesdciej korzysta sie podczas analizy
poréwnawczej profili uwalniania dla pojedynczego parametru, np. stalej szyb-
kosci uwalniania. Ze wzgledu na swoja prostote moga poméc wstepnie okresli¢
mechanizm uwalniania. Zdolno$¢ szacowania szybkosci uwalniania z uzyciem
tego typu modeli jest stosunkowo niska.

W najprostszym przypadku, proces uwalniania leku mozna opisaé¢ kinetyka
zerowego lub pierwszego rzedu. Kinetyka zerowego rzedu przedstawiano réz-
norodne systemy uwalniajace lek ze stala szybko$cia, na przyklad uwalnianie
leku przeciwnowotworowego karmustyny z polimerowych wafli Gliadel® [82-84].
W tym przypadku istotna byla obserwacja proporcjonalnoéci szybkosci erozji
materiatlu do powierzchni uwalniania. Zainspirowalo to Langera [85] do badan
nad nowymi polimerami z grupy bezwodnikéw. W przypadku tych polimeréw
erozja wafli byla procesem kontrolujacym uwalnianie statej ilosci leku prze-
ciwnowotworowego w czasie. Masa uwolniona z materialu po czasie ¢, ze stala
szybkosci zerowego rzedu k, moze by¢ wtedy przedstawiona prostym réwna-
niem:

M, = kt. (1.1)

Kinetyka pierwszego rzedu opisywane sa procesy, ktérych szybkosé zalezy
od stezenia uwalnianej substancji obecnej w materiale. Stata proporcjonalnosci
jest stata szybkosci pierwszego rzedu k, zas M; to catkowita masa substancji
obecna w materiale. Zmodyfikowane réwnanie kinetyki pierwszego rzedu przed-
stawiajace utamek uwolnionej masy mozna wyrazi¢ rownaniem:

M
M—; =1 — exp(—Fkt). (1.2)

Najczesciej stosowanym modelem jest zaproponowane przez Peppasa [86]
réwnanie uwalniania substancji, ktére w ogdlnej postaci mozna przedstawié
wzorem:

M,

— = kt". L.
T (1.3

W zalezno$ci od mechanizmu uwalniania, jak i geometrii nosnika, okreslone
zostaly rézne wartosci wyktadnika n. Wartoéci zaprezentowano w tabeli 1.1.
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Tabela 1.1. Wyktadnik n w modelu Peppasa (1.3) wyznaczony dla réznych geometrii i mecha-
nizméw uwalniania [87].

Wyktadnik n Mechanizm uwalniania
Plyta Cylinder Sfera
0,5 0,45 0,43 Dyfuzja Ficka
0,5<n<1,0 | 0,45<n<0,89 | 0,43<n<0,85 Dyfuzja anomalna
1,0 0,89 0,85 Pecznienie polimeru

Parametr k jest stala uwzgledniajaca strukture nosnika zawierajacego lek. Ter-
min dyfuzja anomalna odnosi sie do sytuacji, w ktérej mechanizm uwalniania
jest kombinacja dyfuzji oraz pecznienia polimeru.

Poréwnanie wyzej wymienionych modeli przy zalozeniu tej samej wartosci
stalej szybkosci uwalniania (k = 1-1072) oraz zastosowaniu wyktadnika potegi
n = 0,5 w modelu Peppasa przedstawiono na rys. 1.6. Zauwazalna jest zmiana
szybkosci uwalniania w przypadku modeli kinetyki zerowego i pierwszego rzedu.
W poczatkowej fazie szybkosci te sa jednakowe, jednakze wraz ze spadkiem ste-
zenia substancji w materiale, szybko$¢ uwalniania maleje w przypadku modelu
kinetyki pierwszorzedowej. Model Peppasa dla tej samej wartosci parametru k,
wykazuje zdecydowanie mniejszy stopien uwolnienia.

Na bazie przedstawionych modeli powstalo wiele modyfikacji uwzglednia-
jacych rézne parametry geometryczne nosnika dla konkretnych mechanizméw
uwalniania. W tej grupie mozna wymieni¢ model Cooneya [88], jak réwniez
Hopfenberga [89]. Z uwagi na prostote, modele te znalazly réwniez szerokie
zastosowanie w modelowaniu uwalniania lekéw z nanowldkien [50, 90-94].

Omawiane modele charakteryzuje szereg powaznych ograniczen. Pierwszym
zalozeniem przy modelowaniu dyfuzji opisanej prawem Ficka jest stezenie leku
w materiale, ktére musi by¢ mniejsze od stezenia nasycenia. Dodatkowe zalo-
zenia dotyczg braku: efektéw brzegowych, stalego wspoélczynnika dyfuzji oraz
braku efektéw pecznienia i rozpuszczania/degradacji materiatu.

1.5.2 Modele mechanistyczne

Modele oparte na analizie zjawisk fizycznych zwigzanych z procesem uwol-
nienia leku, biorace pod uwage m.in. dokladna geometrie no$nika, mozna okre-
§li¢ mianem modeli mechanistycznych. Podstawowymi réwnaniami opisujacymi
uwalnianie leku sa pierwsze i drugie prawo Ficka. Oprécz transportu molekular-
nego, mozna wyrézni¢ inne zgjawiska kontrolujace proces uwalniania: konwekcje
w otaczajacym plynie, pecznienie no$nika, desorpcje leku z powierzchni noéni-
ka, forme rozmieszczenia leku w nosniku i wiele innych.
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Rysunek 1.6. Poréwnanie modeli doswiadczalnych o kinetyce zerowego a) i pierwszego rzedu
b) oraz modelu Peppasa c). W obliczeniach zalozono jednakows stala szybkosdci uwalniania
wynoszaca k = 1-1072 dla kazdego z modeli. Obliczenia wiasne.

Waznym modelem wyprowadzonym dla ukladu transdermalnego z mozli-
wodcia zastosowania w innych systemach uwalniania, jest réwnanie Higuchiego
[95]. Réwnanie wyprowadzono z réwnania Ficka wykorzystujac odpowiednie
warunki brzegowe i uproszczenia:

o etapem limitujacym jest transport w materiale, podczas gdy transport
przez skore jest natychmiastowy i mozna przyja¢ warunek zerowego ste-
zenia na granicy ze skéra (perfect sink conditions),

o poczatkowe stezenie leku w materiale znaczaco przekracza granice roz-
puszczalnosci leku w materiale,

e rownomierne rozmieszczenie krysztatkéow leku w materiale,

o rozpuszczenie leku w materiale jest nieskonczenie szybkie w poréwnaniu
do transportu dyfuzyjnego,

o stata warto$é¢ wspdtezynnika dyfuzji,
o brak efektéw brzegowych,

o noénik leku nie pecznieje oraz nie degraduje podczas uwalniania.
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Wystawiony na kontakt ze skéra rozpuszczony lek, dyfunduje z warstwy
najblizszej skérze zas spadek stezenia jest natychmiastowo uzupelniany przez
rozpuszczenie leku z krysztatkdéw. Stezenie rozpuszczonego leku w materiale po-
zostaje state tak dtugo jak dlugo obecny jest lek w postaci krysztatow. Higuchi
wyprowadzil swoje réwnanie dla warunkéw pseudo ustalonych, co jest prawdzi-
we dla uktadéw zawierajacych duzy nadmiar leku. Pdézniejsze zmiany wprowa-
dzone przez Autora umozliwily obliczenie uwolnionej masy z innych uktadéw
o réznej geometrii. Uwolniona masa leku M; w czasie t z plaskiej plyty (filmu
polimerowego) wyrazona jest réwnaniem:

M,
/T: = /D(Co - Cs)Cst, (1.4)

gdzie M; — kumulatywna masa uwolnionego leku, A; — powierzchnia kontaktu
materiatu ze skora, Cy — stezenie poczatkowe leku, C's — stezenie nasycenia, D —
wspotezynnik dyfuzji.

Podobnie jak w przypadku réwnania Peppasa, réwniez rownanie Higuchie-
go jest czesto blednie wykorzystane w literaturze do opisu uwalniania lekéw
z nanowlokien [87]. Wynika to gléwnie z niespelnienia zalozen przedstawionych
modeli np. koniecznosci wprowadzenia leku do matrycy w formie nasycone;j.
W uzytym réwnaniu Peppasa, z dopasowania modelu (dla systemu uwalniania
w postaci plyty) do danych eksperymentalnych autorzy [90] otrzymali wartosci
wykltadnika n ponizej granicznej wartosci 0,5, co nie miesci sie w zalozeniach
modelu (patrz tabela 1.1).

Chociaz transport dyfuzyjny czesto pelni decydujaca role w procesie uwal-
niania lekow, wystepuja tez inne mechanizmy wptywajace na ogdlny opis trans-
portu leku. Taki rozszerzony opis przedstawiaja ponizsze réwnania wyprowa-
dzone przy nastepujacych zalozeniach [96]:

o transport dyfuzyjny jest najwolniejszym procesem transportu skiadnika,
e wspdélezynnik dyfuzji jest staty,

e w otoczeniu materiatu wystepuja warunki doskonatego wymieszania, gdzie
stezenie sktadnika w ptynie jest réwne zero,

o material z ktérego zbudowany jest no$nik nie pecznieje w czasie uwalnia-
nia lub pecznieje stosunkowo szybko osiggajac stan réwnowagi,

o material z ktérego zbudowany jest nosnik nie eroduje,

e opOr transportu masy wynikajacy z powstania niemieszanej warstewki
granicznej jest do pominiecia.
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W przypadku systeméw kontrolowanych wytacznie przez dyfuzje, zmiane
stezenia w czasie opisuje drugie prawo Ficka [97]:

- (1.5)

oc _ (C oC ocC
ot ox?  oy?2 022 )’

gdzie C — stezenie leku, D — wspélczynnik dyfuzji, z,y, z — wspdirzedne.

Geometria systemu uwalniania lekéw ma znaczacy wplyw na kinetyke uwal-
niania. Rozwiazanie réwnania (1.5) dla materialu w ksztalcie plaskiej plyty
(filmu polimerowego) z poczatkowym stezeniem leku ponizej stezenia nasyce-
nia, mozna przedstawi¢ w postaci réwnania [97]:

M 8 & 1 D(2n + 1)*72t
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gdzie M; — kumulatywna masa uwolnionego leku, M., — catkowita masa za-
mknieta w materiale, L. — grubo$¢ polimerowego filmu, D — wspdlczynnik dy-
fuzji, t — czas.

W przypadku uwalniania z no$nika w ksztalcie cylindra (uwzgledniony ra-
dialny i osiowy transport leku), réwnanie uwalniania ma postaé [98]:
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gdzie g, — pierwiastek funkcji Bessela pierwszego rzedu [Jo(gn) = 0], R — pro-
mien cylindra, H — dlugo$é¢ cylindra.

W zaleznosci od budowy nosnika rozréznia sie tu dwa typy systeméw uwal-
niania: homogeniczny (monolityczny), gdzie lek rozpuszczony jest w calej obje-
tosci nosnika oraz otoczony membrana, w ktérym lek znajdujacy sie w rdzeniu
dyfunduje przez otoczke kontrolujaca szybkos¢ procesu. Uwalnianie z ptaskich
polimerowych filméw ostonietych przepuszczalng dla leku membrang, zwanych
réwniez materialami z rezerwuarem leku (reservoir system), z lekiem o stezeniu
mniejszym od stezenia nasycenia mozna przedstawi¢ réwnaniem [96]:

M, ADKt
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gdzie A — calkowita powierzchnia polimerowego filmu, D — wspélczynnik dyfu-
zji, K — wspolczynnik podzialu masy leku pomiedzy rezerwuarem a polimerowa
membrang, L — grubo$¢ membrany, V — objeto$¢ rezerwuaru.

Uwalnianie z rdzenia materialu w ksztalcie cylindra otoczonego otoczka
mozna przedstawi¢ réwnaniem [96]:

M, (RlH + RoH + 2R1R0) DKt
— =1—exp|— 5 , (1.9)
M RiH (Ry — R1)
gdzie R; — promien rdzenia, Ry — promien catkowity witdkna, H — dlugosé
witdkna.

Powyzsze réwnania wyprowadzono w oparciu o zalozenie staltej wartosci
wspbélezynnika dyfuzji leku w materiale. Czesto obserwowana jest zalezno$cé
wspotczynnika od polozenia np. podczas erozji czy tez pecznienia materiatu.
Dla takich przypadkéw brak jest analitycznych rozwiazan, a proces uwolnienia
leku okredla sie stosujac metody numeryczne.

Pecznienie nosnika leku moze by¢ jedynym mechanizmem kontrolujacym
szybko$é procesu uwalniania. W momencie kontaktu z plynem, penetruje on
nos$nik doprowadzajac do jego specznienia. Wzrasta droga dyfuzji czasteczek
leku przemieszczajacych sie z noénika do otaczajacego plynu, zas zmniejsze-
niu ulega sita napedowa procesu transportu. Wzrasta jednakze ruchliwo$é¢ cza-
steczek w napecznialym noéniku zwigkszajac szybkos¢ uwalniania substancji.
Modelowanie systeméw uwalniania, gdzie gtéwnym mechanizmem limitujacym
szybko$é uwalniania jest pecznienie materialu, mozna przeprowadzié¢ z uzyciem
réwnan kinetyki uwalniania zerowego lub pierwszego rzedu zaproponowanych
przez Peppasa [81].

Innymi mechanizmami kontrolujacymi uwalnianie moga by¢ degradacja lub
ogolniej erozja materiatlu. Degradacja matrycy polimerowej polega na rozpa-
dzie tancuchéw polimeru na mniejsze fragmenty: oligomery i monomery. Erozja
materialu to proces utraty masy z matrycy, opisywany szerzej anizeli degrada-
cja tancucha polimeru. Moze to by¢ rozpad materialu na mniejsze fragmenty,
a takze degradacja tancuchéw polimeréw do monomerdéw. Wyrdznia sie dwa
typy erozji materialu: powierzchniowy oraz objetosciowy. Erozja powierzchnio-
wa wystepuje kiedy penetracja wody w gltagb materiatu jest znacznie wolniejsza
od rozpadu tancuchéw polimeru na mniejsze odcinki. W rezultacie nastepuje
degradacja wierzchniej cze$ci materiatu otoczonej ptynem. W przypadku gdy
penetracja wody jest znacznie szybsza niz rozpad tancuchéw polimeru na frag-
menty, mamy do czynienia z erozjg objetosciowa wystepujaca w calej objetosci
matrycy polimerowej. Najprostszym réwnaniem do opisu erozji powierzchniowej
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jest wyrazenie przez kinetyke pierwszorzedowa, jednakze z uwagi na przypad-
kowos¢ procesu, stworzono modele oparte na metodzie Monte Carlo. Metoda
ta zostala polaczona dyfuzyjnym transportem skladnika z polimerowych nosni-
kéw. Otrzymany model poréwnano z danymi do$wiadczalnymi uzyskujac bardzo
dobra zgodnosé profili uwalniania [81].

Model mechanistyczny procesu desorpcji lekéw z powierzchni poréw nanow-
16kien przedstawil Srikar i in. [49]. Wiekszo$¢ modeli przyjmuje dyfuzje jako
limitujacy etap uwalniania leku, co powinno w kazdym przypadku doprowa-
dzié¢ do calkowitego uwolnienia leku w okreslonym czasie. Autorzy sugeruja, iz
uwalnianie leku nie zalezy od dyfuzji w matrycy polimerowej, ktéra jest bar-
dzo wolna, lecz od desorpcji z poréw obecnych w nanowltéknach i powierzchni
zewnetrznej wlokien. Z powyzszych zalozen wynika, ze uwieziony w matry-
cy polimerowej lek moze byé uwolniony jedynie na drodze degradacji polimeru,
ktora w przypadku dwutygodniowej skali czasowej nie jest obserwowana. Model
uwalniania z poréw nanowlékien zaklada, ze efektywny wspélczynnik dyfuzji
D,y w nanoporze jest znacznie mniejszy od wspoétczynnika dyfuzji D w wodzie
przez co pole stezenia leku w nanoporze jest pseudo stacjonarne. Dla nanowlé-
kien uwolnienie leku z powierzchni nanoporéw mozna okresli¢ réwnaniem [49]:

Gt 7'('2 t
—all— - 1.1
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gdzie G — masa uwolniona po czasie t, Myg — catkowita poczatkowa masa le-
ku, a — wspoélczynnik nanoporowatosci, zalezny od stezenia polimeru i jego
masy molowej, 7, = L?/Deys, gdzie L to dlugo$¢ nanopora. Charakterystycz-
ny czas uwalniania z nanowldékien 7, zalezy od parametréw procesu desorpcji
charakteryzujacych miedzyczasteczkowe wiazanie czasteczek leku do polimeru
w obecnoéci wody. Stad tez parametr ten powinien zalezeé jedynie od chemicz-
nej natury oddzialywan czasteczki leku z polimerem odpowiedzialnej za proces
adsorpcji-desorpcji na powierzchni nanowltdkien.

W przypadku tworzenia sie mikropeknie¢ utatwiajacych uwolnienie leku lub
pojawiania sie nowych nanoporéw na skutek wymywania matoczasteczkowego
polimeru, proces uwalniania leku mozna opisa¢ przez superpozycje dwdch réw-
nan desorpcji (1.10) [28]. Wyr6zni¢ mozna dwa parametry porowatosci oraz
charakterystycznego czasu desorpcji. Pierwszy parametr porowatosci odpowie-
dzialny jest za nanopory powstate w czasie elektroprzedzenia nanowtékien, dru-
gi za$ za pory i mikropekniecia powstate podczas uwalniania leku z materia-
tu [28]:
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Dwustopniowy model desorpcji zastosowano w [28] do oceny uwalniania ro-
daminy B i ryboflawiny z niedegradowalnego polimeru PET i mieszaniny biode-
gradowalnego biatka sojowego z poliamidem (nylon 6) zawierajacych malocza-
steczkowy polimer PEG. W odréznieniu od relatywnie wolnego procesu elek-
troprzedzenia, w tym przypadku zastosowano technike wydmuchu nanowldkien
7 roztworu polimeru.

Model oddzialywania pomiedzy lekiem a matryca nosnika leku zapropono-
wal Zeng i in. [99, 100]. Trojparametrowy model uwzgledniajacy odwracalne
wigzanie lek-nosnik i pierwszorzedowa kinetyke uwalniania wyprowadzono dla
przypadku uwalniania z liposomdéw. Analityczne rozwigzanie ukladu réwnan
zastosowano nastepnie dla innych no$nikéw: nanokapsutek, nanoczastek, na-
nowldkien monolitycznych i typu rdzen-otoczka. Przedstawiony model moze
poshuzy¢ analizie wplywu skladu i formy nanonos$nika (masy molowej polime-
ru, uktadu rdzen-otoczka, obecnosci krysztaléw leku) jak réwniez wilasnosci
materiatu (wielkosci nanoporéw, hydrofobowosci) oraz impulséw zewnetrznych
(zmiana pH, temperatury). Rozwiazanie uktadu réwnan rézniczkowych dla od-
powiednich warunkéw poczatkowych i brzegowych mozna przedstawié¢ w postaci
réwnania kumulatywnego uwolnienia leku [99, 100]:

M, A2 (ks — \2)
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gdzie My — masa leku uwolniona w czasie t, My — catkowita masa leku w nosni-
ku, A1.2 = [ks + kon + kot = \/(ks + kon + koft)? — 4kskosr/2 to wartosci wlasne
rozwigzywanego ukladu réwnan, ks — stala proporcjonalnosci, ko, — wspotczyn-
nik przytaczania leku do powierzchni nosnika, kog — wspdlczynnik odlaczania
leku od powierzchni nosnika.

Dla przypadku kiedy wspodlczynnik odlaczenia (desorpcji) leku od nosénika
jest znacznie wiekszy niz wspolezynnik przylaczenia (adsorpcji) wtedy wiek-
szoS¢ leku znajduje sie w postaci niezwiazanej z polimerem i etapem najwol-
niejszym jest transport dyfuzyjny i konwekcyjny. Réwnanie (1.12) mozna wtedy
uprosci¢ do postaci réwnania kinetyki pierwszego rzedu [99, 100]:

— =1 —exp(—kst). (1.13)
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Jedli etapem limitujacym uwalnianie leku jest desorpcja leku z powierzchni
nos$nika wtedy [99, 100]:

Mt koff
Po_ Bt exp(—kt
MO (kon + koff) [ exp( )] +

kon
(kon + koﬁ)

Autorzy [99, 100] wykorzystali powyzsze réwnania do analizy 60 profili uwal-
niania z 16 typéw nosnikéw lekéw. Dopasowanie modelu do profili uwalniania le-
kéw przeprowadzono dla nanowlékien PLLA z doksorubicyng oraz nanowtdkien
PLCL i PCL-hydrozel z biatkiem BSA. Niecatkowite dopasowanie otrzymano
wytacznie dla nanowldkien PCL-hydrozel, gdzie po czasie 20 dni od rozpocze-
cia uwalniania nastapil wzrost szybkosci uwalniania spowodowany degradacja
hydrozelu.

[1— exp(—kogt)].  (1.14)

1.5.3 Modele numeryczne

Skomplikowana struktura systemow uwalniania lekéw wymaga wykorzysta-
nia obliczen numerycznych dla uktadéw rownan czastkowych opisujacych trans-
port masy. Najczedciej modele te wykorzystywano w rozwazaniach nad uwalnia-
niem lekow z porowatych tabletek, ktorych geometria nie pozwalata na zasto-
sowanie rozwiazan analitycznych. Tzafriri [101] skorzystal z metody elementéw
skorniczonych do opisu uwalniania z degradujacej matrycy. Katalizowany enzy-
matycznie hydrolityczny rozpad polimeru opisano z wykorzystaniem kinetyki
Michaelisa-Mentena. Zalozenie odwracalnego wigzania leku z powierzchniag no-
$nika bylo stosowane w modelach uwalniania lekéw ze stentéw pokrytych poli-
merowym noénikiem z lekiem [102], hydrozelu [103, 104], oraz wldkien [105].

Roézniczkowy bilans masy w cieczy mozna przedstawi¢ rownaniem:
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gdzie Cp — stezenie leku w plynie, € — porowato$¢ materiatu, U - predkosé
plynu, D — wspétczynnik dyfuzji leku w ptynie, C'4 — stezenie leku w nosni-
ku polimerowym, p, — gestos¢ wlasciwa matrycy polimerowej, Rp — szybkos$¢
zaniku leku na skutek reakcji biochemicznej (eliminacja leku).
Zmiana stezenia leku w matrycy polimerowej opisana jest réwnaniem:
0Cy
W - k(zds (C?ax - CA) CB - kdesCA. (116)
Przytoczony powyzej model sorpcji i transportu substancji w materiale po-
rowatym mozna zaadaptowaé¢ do konkretnych przypadkéw uwalniania lekow,
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dobierajac odpowiednio do rozwazanego przypadku i zadanej geometrii uktadu
warunki poczatkowe i brzegowe. Przedstawiony model wykorzystano w dalszej
czesci pracy do opisu uwalniania substancji z nanowtdkien.

1.6 Los leku w ustroju

Po podaniu leku w organizmie zachodzi szereg proceséw, ktére mozna usze-
regowaé w trzy podstawowe fazy: farmaceutyczna, farmakokinetyczng oraz far-
makodynamiczna [3]. W pierwszej fazie, z punktu widzenia niniejszej pracy
najistotniejszej, analizie poddawane jest zjawisko uwalniania substancji leczni-
czej do postaci gotowej do wchloniecia do krwioobiegu lub tkanek. Na szybkosé
i ilo$¢ uwolnionej substancji aktywnej ma wplyw wiele czynnikow. W ogdlnoéci
szybko$¢ uwalniania zalezy od postaci leku i dla przypadku nanowldkien polime-
rowych, czynniki wplywajace na uwolnienie substancji aktywnej przedstawiono
w rozdziale 1.3. Z pierwszg faza uwalniania zwigzany jest termin dostepnosci
farmaceutycznej leku, okreslajacy mierzong w warunkach laboratoryjnych iloéé
uwolnionej substancji aktywnej w stosunku do catkowitej dawki tej substancji.

W kolejnej fazie po podaniu leku w formie stalej, nastepuje szereg naste-
pujacych po sobie procesoéw: wchlanianie, dystrybucja, metabolizm i wydalanie
leku z organizmu. Dwa z ostatnich proceséw moga zachodzi¢ réwnolegle lub mo-
ze wystepowaé tylko jeden z nich. Wchtanianie substancji aktywnej polega na
przejsciu leku od miejsca podania do krwioobiegu i w przypadku ogdlnoustro-
jowego podania leku, wymaga przejscia leku przez blony biologiczne. Szyb-
koé¢ tego procesu zalezy m.in. od wlasciwosci fizykochemicznych leku. Dzieki
otrzymanym wynikom z przeprowadzonych badan laboratoryjnych dotyczacych
szybkoéci uwalniania i wchlaniania mozna obliczy¢ dostepnosé biologicznag, czyli
ilos¢ substancji aktywnej jaka z podanej dawki dostata sie do krwioobiegu. Pod-
stawowym parametrem opisujacym farmakokinetyke leku jest AUC (area under
the curve) stanowigcy warto$é pola powierzchni pod krzywa stezenia leku w oso-
czu. Dodatkowymi parametrami kinetycznymi sa: stezenie maksymalne i czas
po jakim zostato ono osiggniete. Kolejnym procesem jest dystrybucja leku w or-
ganizmie poprzez transport z krwia i osoczem do miejsca dzialania leku. Z uwagi
na rézna ilosé i szybkoéé¢ przeptywu krwi przez poszczegoélne tkanki, rozmiesz-
czenie leku w organizmie moze by¢ nieréwnomierne. Etapem towarzyszacym
moze byé¢ magazynowanie leku. Pierwszorzednym celem organizmu po podaniu
leku jest wydalenie go z ustroju. Metabolizm leku przebiega gltéwnie w watrobie,
w ktorej zachodza reakcje enzymatyczne prowadzace do zmian w dziataniu leku:
przeksztatcenia do postaci toksycznej, przeksztalcenia z postaci nieaktywnej do
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aktywnej (podawanie proleku) lub dezaktywacji leku i jego usuniecia. Metabo-
lizm wiekszosci lekéw sktada sie z dwéch etapdw. W pierwszym etapie dochodzi
do utlenienia (cytochromy CYP 450), redukcji, dealkilacji lub hydrolizy leku,
stuzacym przygotowaniu substancji do etapu drugiego. W kolejnym etapie en-
zymy sprzegajace, pomagaja wytworzy¢ z substancji metabolizowanej latwo
rozpuszczalne w wodzie koniugaty eliminowane przez nerki. Waznym z punktu
widzenia farmakologii terminem jest czas péttrwania leku w organizmie, wyra-
zony jako czas, po ktérym stezenie leku we krwi spadnie o potowe. Dzieki jego
wartosci mozna okresli¢ czy zmiana we wlasnosciach leku spowodowala zmiane
w jego dystrybucji i eliminacji z organizmu.

W fazie farmakodynamicznej opisywany jest molekularny mechanizm dzia-
tania leku czyli jego wplyw na funkcjonowanie komoérek i tkanek. Celem mo-
lekularnym dziatania lekéw moze by¢ dzialanie specyficzne lub niespecyficzne
na receptory btonowe, kanaty jonowe umieszczone w btonach, kwasy nukleino-
we czy tez enzymy katalizujace metabolizm. Istotnym elementem tej fazy jest
réwniez okreélenie molekularnych podstaw efektow toksycznych towarzyszacych
terapii. W fazie farmakodynamicznej obserwowana jest odpowiedZ farmakolo-
giczna na podany lek. Przy spelnieniu pewnych zalozen, odpowiedz farmakolo-
giczna moze by¢ wykorzystana do pomiaru dostepnosci biologicznej tam, gdzie
nie ma mozliwosci okreslenia stezenia produktu leczniczego.

Waznym aspektem z punktu widzenia badan klinicznych jest korelacja uwal-
niania w warunkach in vitro i in vivo. Idealnym rozwiazaniem jest opracowanie
metody eksperymentalnej symulujacej warunki panujace w zywym organizmie.
Korelacja na poziomie ,A” to relacja punkt do punktu pomiedzy wskaZnika-
mi (np. profilami uwalniania leku w czasie) w warunkach in vivo i in wvitro.
Pokrywanie sie profili uwalniania daje liniowa korelacje, dzieki czemu stosujac
metody konwolucji z danych in vitro mozna przewidzie¢ stezenie leku w osoczu,
pole powierzchni pod krzywa AUC czy tez stezenie maksymalne. W przypad-
ku systeméw uwalniania lekéw dziatajacych miejscowo, standardowe metody
okredlania korelacji sa odpowiednio modyfikowane.

1.7 Podanie lekéw do mézgu

Gléwnym celem obecnej pracy jest stworzenie aktywnych opatrunkéw dla
osrodkowego uktadu nerwowego. Dostarczenie lekéw do osrodkowego ukiladu
nerwowego (central nervous system) na drodze ogélnoustrojowego podania jest
zadaniem trudnym z uwagi na obecno$¢ bariery krew-mozg. Jedynie leki ma-
toczasteczkowe, rozpuszczalne w ttuszczach i niektére biatka moga swobodnie
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przechodzi¢ ta bariere. W wielu przypadkach stosowane sa inwazyjne meto-
dy podania lekéw uniemozliwiajace chemiczne rozerwanie bariery krew-moézg
lub implantacje materiatéw dozujacych leki. Duze zainteresowanie naukowcow
skupilo sie na systemach podawania lekéw przez kaniule dozujaca (Convection
Enhanced Drug Delivery). Zastosowanie tej metody wymaga przeprowadzenia
badan np. obrazujacych poltozenie guza mézgu, doprowadzenia kaniuli i infuzje
leku w miejscu wystepowania guza. Metoda ta jest nadal w fazie eksperymen-
tow lecz przewiduje sie jej duza przydatno$é w leczeniu pacjentéw z glejakiem
wielopostaciowym czy tez chorobg Alzheimera.

Osrodkowy uklad nerwowy wspéttworzy jednostka centralna — moézgowie
oraz rdzen kregowy. Moézgowie mozna dalej podzieli¢ na kresomézgowie (dwie
pétkule dzielace sie na platy), miedzymozgowie, srédmobzgowie, tylomodzgowie
oraz rdzen przedluzony. Osrodek ten zbudowany jest z istoty szarej (komorki
nerwowe i glejowe, naczynia krwionosne i tkanka laczna) oraz bialej (komor-
ki glejowe oraz wlékna nerwowe — neuryty). Funkcje ochronna dla osrodkowego
ukladu nerwowego pelnia kosci czaszki oraz kregostup, a takze trzy blony pokry-
wajace OUN (wymieniane od zewnatrz): opona twarda (dura mater), pajeczy-
néwka (arachnoidea) oraz opona miekka rdzenia przylegajaca bezposrednio do
tkanki moézgowej (pia mater). Pomiedzy opona pajecza a opona miekka wyste-
puje przestrzen podpajeczyndéwkowa wypelniona ptynem mézgowo-rdzeniowym.
Ptyn ten cyrkuluje w komorach i przestrzeni podpajeczynéwkowej amortyzujac
moézgowie. Pelni réwniez funkcje transportujaca przede wszystkim dla hormo-
néw, a takze usuwa metabolity. Wydzielany jest w splotach naczyniéwkowych
komér bocznych i komory trzeciej z szybkoscia okolo 24 ml/h, catkowita obje-
tos¢ pltynu u dorostego cztowieka wynosi od 100 do 250 ml. Wchloniecie ptynu
mozgowo-rdzeniowego z jamy podpajeczynéwkowej do uktadu krwionosnego na-
stepuje w strukturze ziarnistosci pajeczynéwki wzdluz zatok opony twardej.

Rozbudowana sie¢ naczyn krwionoénych przenika oérodkowy uktad nerwo-
wy, aby dostarczy¢ odpowiednig ilo$é¢ glukozy oraz tlenu i odebraé¢ produkty
przemiany materii. Objeto$¢ uktadu krazenia w calej objetosci mozgowia sta-
nowi okoto 3%. Separacje pomiedzy naczyniami krwiono$nymi i pltynem ze-
wnatrzkomérkowym stanowi bariera krew-mozg. Stanowi ona Scisty struktu-
re polaczonych komoérek srédblonka (tight junction) otaczajacych cala Sciane
naczyn krwionosnych. Uniemozliwia ona przedostanie sie do przestrzeni zewna-
trzkomérkowej moézgowia substancji rozpuszczalnych w wodzie (bialek), a takze
bakterii (umozliwia transport glukozy). Identyczna bariera znajduje sie pomie-
dzy naczyniami krwionoénymi a plynem moézgowo rdzeniowym.

Centralny uktad nerwowy zbudowany jest z dwoch gtéwnych typdw komod-
rek: neuronéw i komorek glejowych. Neuron zbudowany jest z ciala komoérki
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oraz odchodzacych od niego wypustek (neurytéw): dlugiego aksonu i krétkich
dendrytow. Sie¢ neuronéw komunikuje sie ze soba poprzez synapsy. Dendry-
ty stanowig silnie rozgaleziona czes¢ komorki nerwowej zakonczong synapsami
i przenosza informacje od innych komoérek nerwowych w kierunku ciata komérki.
Aksony przenoszg informacje z ciala komérki w kierunku synapsy i dla szyb-
szego przewodzenia impulsu moga by¢ pokryte otoczka mielinowa, tworzong
przez oligodendrocyty. Ze wzgledu na pelnione funkcje i strukture mozna je
sklasyfikowaé na rézne sposoby. Rozmiar ciata komoérkowego ludzkiego neuronu
ma $rednice okoto 20 pm, zas dlugos$é¢ aksonu wynosi od okoto 0,2 pm do kilku
metrow dla neuronéw sensorycznych.

Komorki glejowe (neuroglej) nie pelnia bezposrednio funkcji przekazywania
informacji, lecz okreslone typy tych komoérek sa wyspecjalizowane w konkret-
nych dziataniach umozliwiajacych funkcjonowanie komérek nerwowych. Wspot-
tworza one bariere krew-moézg, tworza otoczki mielinowe aksonéw, wytwarzaja
oraz wychwytuja neuroprzekazniki oraz petnia istotna role w przenoszeniu sub-
stancji odzywczych do komérek nerwowych. Komérki gleju mozna podzielié¢ na:
mikroglej i makroglej. Mikroglej odpowiada na infekcje i uszkodzenie tkanki
nerwowej. Przechodzi on z formy spoczynkowej do aktywnej, czemu towarzyszy
proliferacja i migracja mikrogleju w obreb uszkodzonej tkanki. Na makroglej
skladaja sie cztery gléwne typy komorek: astrocyty, oligodendrocyty, glej ra-
dialny oraz komérki ependymalne. Rola i funkcjonowanie komoérek makrogleju
w centralnym osrodku jest duzo bardziej ztozona, szczegdtowe informacje mozna
znalezé w literaturze [106, 107].

1.7.1 Uszkodzenie mézgu

Jedng z najbardziej istotnych przyczyn zagrozen zdrowia i zycia wspotcze-
snych ludzi na calym $wiecie, po chorobach naczyniowych i nowotworach, staja
si¢ uszkodzenia moézgowo-czaszkowe w wyniku urazéw. Czesto$¢ wystepowania
urazéw wynosi okolo 1,7 mln rocznie w USA [108]. Okolo 50 tys. oséb umie-
ra, za$ 275 tys. wymaga hospitalizacji. Wymagaja oni réwniez dlugotrwalego
leczenia farmakologicznego, podwyzszajac koszty Swiadczen spotecznych i ob-
ciazajac system opieki zdrowotnej. Pacjentéw po ciezkich i rozlegtych urazach
glowy w wyniku wypadkéw, czesto nie udaje sie uratowaé z powodu poraze-
nia o$rodkéw pnia moézgu regulujacych podstawowe czynnosci zyciowe, za$ ci
ktorzy przezyli sa w wiekszosci skazani na trwale inwalidztwo w konsekwencji
tak pierwotnych, jak i wtérnych urazéw moézgu. Stan pacjentéw ulega zazwy-
czaj poprawie w pierwszych 6-12 miesiacach po zdarzeniu, jednak u wielu oséb
utrzymuja sie dlugotrwale negatywne nastepstwa wynikte z uszkodzenia tkanek
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Rysunek 1.7. Rysunek komérki nerwowej Purkiniego i komérek ziarnistych z mézdzku gotebia,
przedstawiony przez Santiago Ramoén y Cajal 1899 r. Instytut Cajal, Madryt, Hiszpania.

mozgu, np. uszkodzenie nerwéw czaszkowych, porazenia i niedowtady, zaburze-
nia mowy oraz nastepstwa powodujace chorobe Alzheimera, chorobe Parkinsona
czy tez padaczke [109, 110]. W wyniku uszkodzenia tkanki nerwowej wskutek
zdarzen mechanicznych lub chirurgicznych dochodzi do uruchomienia kaska-
dy zmian prowadzacych do neurodegeneracji i atrofii mézgu [106]. Obserwacja
zmian w tkance mézgowej wystepujacych w dlugim czasie po urazie ma zasadni-
czy wplyw na poznanie proceséw odpowiedzialnych za wtérne uszkodzenie mé-
zgu. Badania prowadzone na modelu zwierzecym z chirurgicznym uszkodzeniem
mozgu (Surgical Brain Injury — SBI) pozwalaja na obserwacje zmian na pozio-
mie komoérkowym i subkomérkowym. Wskutek uszkodzenia przerwana zostaje
integralno$é¢ osrodkowego ukladu nerwowego i bariery krew-moézg pozwalajac
na przedostanie sie albumin, fibronektyny i fibrynogenu do parenchymy [106].



1.7 Podanie lekow do mdzgu 57

Przerwanie integralnosci bariery krew-modzg nastepuje z powodu mechanicznych
uszkodzen naczyn krwionos$nych i dziatania wolnych rodnikéw. W kilka godzin
po urazie, obreb mézgu infiltruja leukocyty, monocyty oraz makrofagi. Komorki
mikrogleju i astrocyty migruja w obreb uszkodzenia lub tez proliferuja w miej-
scu uszkodzenia, nastepuje produkcja cytokin a takze fagocytoza uszkodzonych
czedci tkanki. Astrocyty tworzg blizne glejowa, po ktérej rozpadzie dochodzi
do wtornej neurodegeneracji i $mierci komoérek nerwowych. Po 24 godzinach od
uszkodzenia kory moézgowej obserwowana byla nekroza komérek nerwowych,
za$ w poOzniejszym czasie Slady apoptozy neuronéw [106]. Obserwacja tkan-
ki mézgowej po 6 i 12 miesigcach wykazata, ze defekty powstawania nowych
naczyn krwiono$nych i destabilizacja blizny glejowej doprowadzily do utraty
znacznej czedci tkanki mézgowej [106]. Zapobieganie tego typu procesom
jest gléwnym celem obecnej pracy.

1.7.2 Transport leku w mézgu

Przestrzen miedzykomérkowa wypetniona ptynem srédmiazszowym to wza-
jemnie przenikajace sie waskie kanaly pomiedzy komérkami umozliwiajace trans-
port wielu sktadnikéw w obrebie mézgowia. Pomimo maltych rozmiaréw kana-
16w rzedu 20-60 nm, zajmuje ona okolo 20% objetosci mézgu [111, 112]. Posred-
niczy w komunikacji komoérkowej jak réwniez transporcie sktadnikéw odzyw-
czych i metabolitéw. W wielu pracach dotyczacych dyfuzji substancji w prze-
strzeni zewnatrzkomoérkowej, przestrzen tag traktuje sie jako o$rodek porowaty.
Wyr6znié mozna struktury state (komoérki nerwowe i glejowe) oraz przestrzen,
w ktorej nastepuje przepltyw skladnika. Heterogeniczna struktura mézgu rézni
sie w zaleznodci od lokalizacji. Istota szara ma matg przenikalnosé lecz jedno-
czesnie jest bardziej jednorodna i izotropowa. Istota biata, w ktorej znajduja
sie wiékna nerwowe jest anizotropowa, ale jednocze$nie ma duzg przenikalnosé.
Wskutek urazu tkanki mézgowej czesto obserwowany jest wzrost ilosci ptynu
w tych strukturach i pojawienie si¢ obrzeku mézgu. Transport leku w obrebie
tkanki mézgowej jest procesem zlozonym i ma na niego wplyw wiele czynnikéw
fizycznych i chemicznych [113]:

o dyfuzja w przestrzeni miedzykomoérkowej,

o odwracalne i nieodwracalne wiazanie z matryca zewnatrzkomoérkowa,

o degradacja przez enzymy,

o aktywny lub pasywny transport do komérek osrodkowego uktadu nerwo-
wego,

o dyfuzja i konwekcja wewnatrz cytozolu komérkowego,
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wychwyt leku do jadra komoérkowego,
eliminacja w krwioobiegu,

przepltyw leku w przestrzeni miedzykomorkowej wskutek pojawienia sie
obrzeku,

anizotropia tkanki.

W literaturze znane sa dwa rézne podejécia do opisu transportu w tkance
mozgowej: model sztywny oraz poroelastyczny. Pierwszy z nich zaklada izotro-
pie i homogeniczno$¢ tkanki i dotyczy gltéwnie transportu dyfuzyjnego. Wsku-
tek zlozonosci struktury modelowanie infuzji ptynu do tkanki mézgowej i po-
jawienia sie przeplywu w tkance wymaga stosowania metod numerycznych dla
rozwigzania réwnan transportu leku [111]. W drugim przypadku do opisu trans-
portu leku uwzglednia si¢ elastyczno$é tkanki mézgowej. Taki opis stosowany
jest gléwnie w przypadku wystapienia deformacji tkanki moézgowej wskutek
pojawienia sie obrzeku mézgu lub infuzji ptynu z lekiem metoda CEDD [114].
W niniejszej pracy ograniczono si¢ do modelu sztywnego w ktérym analizowano
dyfuzje i eliminacje uwalnianego sktadnika.
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2.1 Polimery i rozpuszczalniki

Do przygotowania nanowlékien wykorzystano nastepujace polimery:

« poli(L-laktyd-co-karolakton) (PLCL, zawierajacy 70% L-laktydu i 30%
kaprolaktonu) Purasorb PLC7015, Corbion Purac, Biochem BV, Holan-
dia,

 poli(DL-laktyd-co-glikolid) (PDLG, zawierajacy 50% DL-laktydu i 50%
glikolidu) Purasorb PDLG5010, Corbion Purac, Biochem BV, Holandia,

o poli(L-laktyd) (PLLA), Purasorb PL18, Corbion Purac, Biochem BV,
Holandia,

« poli(tlenek etylenu) (PEO, Mw = 400 000) Sigma Aldrich, Polska.

W kazdym przypadku polimery rozpuszczane byly w mieszaninie chlorofor-
mu (CHCl3, POCh, Polska) i N,N-dimetyloformamidu (DMF, POCh, Polska).
Jako punkt wyjsciowy stosowano roztwory o stezeniu 9% wag. polimeru w mie-
szaninie DMF:CHCl3 9:1.W celu optymalizacji jakosci elektroprzedzenia zmie-
niano wzajemny stosunek obu rozpuszczalnikéw. Do stworzenia emulsji uzyto
nastepujacych surfaktantéw: SPAN-80 (Sigma Aldrich, Polska), Triton-X (Sig-
ma Aldrich, Polska) oraz dodecylosiarczanu sodu (SDS, POCh, Polska).

2.2 Formowanie nanowtdkien

Elektroprzedzenie prowadzono w komorze o objetosci ok. 1 m?, z uzyciem za-
silacza wysokiego napiecia umozliwiajacego prowadzenie procesu przy napieciu
do 30 kV. Objetosciowe natezenie przeptywu roztwordéw polimeréw regulowano
systemem pomp strzykawkowych. Jako kolektora uzywano bebnéw (1, 3, 9 cm
$rednicy) wykonujacych ruch obrotowy z predkoscia do 3000 obr./min. Bebny
wykonano z polipropylenu, material zbierany byl na uziemiony pasek folii alu-
miniowej o powierzchni okoto 10 cm?. W wyniku elektroprzedzenia uzycie 0,8 ml
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roztworu polimeru pozwolilo na utworzenie na podanej powierzchni materiatu
o grubosci od 25 do 150 pm. Material pozostawiano na bebnie do nastepne-
go dnia dla catkowitego odparowania resztek rozpuszczalnika i zrelaksowania
naprezen, unikano w ten sposob zwijania materiatu.

2.3 Zastosowane leki i ich analogi

W niniejszej pracy w badaniach biomedycznych zostaly uzyte trzy typo-
we leki neuroprotekcyjne: alfa-tokoferol, NGF (Nerve Growth Factor), BDNF
(Brain Derived Neurotrophic Factor). Wybér lekéw podyktowany byl miejscem
zastosowania i rola jaks mialy one spetni¢ w regeneracji tkanki mézgowej. Po-
wstaly na skutek urazu stres oksydacyjny moze przyczynic sie do $mierci komor-
ki [115]. Przeciwutleniacz (alfa-tokoferol) uwalniany w mézgu moze pelnié¢ role
neuroprotekcyjna z uwagi na hamowanie produkcji wolnych rodnikéw. Czynnik
wzrostu nerwéw NGF i neurotropowy czynnik pochodzenia mézgowego BDNF
to biatka sygnalizujace, odpowiedzialne za przezycie i rozwéj komorki nerwowe;j.
W wielu badaniach medycznych zaobserwowano pozytywny wplyw zewnetrznie
podanego NGF na przezycie neuronéw cholinergicznych [116]. Podanie BDNF
in vivo stymulowalo i kontrolowalo neurogeneze [117]. Dobdr lekéw zostal skon-
sultowany w ramach projektu wykonywanego wraz z Instytutem Medycyny Do-
swiadczalnej i Klinicznej Polskiej Akademii Nauk. Z uwagi na duzy koszt tych
lekow jak i trudnoéci w doktadnej detekcji ich stezenia, do badan modelowych
uzyto ich analogéw, substancji o podobnej masie molowej i wlasnosciach fizyko-
chemicznych.

2.3.1 Leki lipofilowe

Przeciwutleniacz alfa-tokoferol (#T3251, Sigma Aldrich, Polska) o masie
molowej 430,69 (g/mol) dodano do roztworu polimeru, aby w rezultacie otrzy-
mac 5, 10 1 15% wag. stezenie alfa-tokoferolu wzgledem masy polimeru.

Jako analog leku o bardzo podobnej masie molowej zastosowano barwnik flu-
orescencyjny Rodamine B (#234141, Sigma Aldrich, Polska, wzbudzenie/emisja
540/625 nm), ktérej masa molowa wynosi 479 g/mol i jest o 11% wieksza od
docelowego skladnika. Zastosowanie substancji o podobnej masie molowej po-
zwolito na zachowanie podobnego wspoétczynnika dyfuzji w badanym materiale.
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Tabela 2.1. Stosowane leki i ich analogi.

Lek docelowy Analog
Lipofilowe — wlékna monolityczne, rdzen-otoczka
Alfa-tokoferol Rodamina B
430 Da, rp, = 0,9 nm 479 Da, r, = 0,9 nm

Hydrofilowe — rdzen-otoczka, elektroprzedzenie emulsji
Czynnik wzrostu nerwéw NGF
13,4 kDa, r, = 2,8 nm
Czynnik neurotropowy pochodzenia
moézgowego BDNF
13,6 kDa, r;, = 2,8 nm

Bialko surowicy bydlecej zwiazane

7z izotiocyjanianem fluoresceiny
BSA-FITC 66 kDa, r;, = 4,8 nm

2.3.2 Leki hydrofilowe

Rekombinowane biatko NGF (#556-NG-100) i BDNF (#248-BD-025) za-
kupiono w firmie R&D Systems. Oba biatka rekonstytuowano zgodnie z pro-
tokotem dostawcy, podzielono na czesci i zamrozono w cieklym azocie. Oba
biatka maja mase okoto 13,4 kDa. Jako analog neurotrofin wybrano powszech-
nie stosowana albumine surowicy wolowej (BSA, Sigma Aldrich, Polska) oraz
BSA zwiazane z izotiocyjanianem fluoresceiny (BSA-FITC, wzbudzenie/emisja
490/525 nm; #A9771, Sigma Aldrich, Polska). Masa albumin wynosi okoto
66 kDa.

2.4 Metody wprowadzenia lekéw do materiatu

Istnieje szereg metod umieszczania lekéw wewnatrz czy tez na powierzchni
nanowlokien. Wigkszo$¢ z nich oméwiono w rozdziale 1.3. Ponizej przedstawiono
jedynie zastosowane metody wprowadzania lekéw do wnetrza nanowlékien.

2.4.1 Uwiezienie lekéw w nanowtéknie
2.4.1.1 Witbkna homogeniczne (monolityczne)

Uzywano pojedynczej iglty jednorazowej o rozmiarze 26G, ktérg przycinano
na dtugosé okoto 4 mm i dokltadnie wyréwnywano odciete brzegi dyszy. Igle
umieszczano na strzykawce jednorazowej zawierajacej roztwor polimeru z le-
kiem. Strzykawka podtaczona byla do ukladu hydraulicznego z pompa strzy-
kawkowa. Przygotowanie roztworu polimeru z lekiem lub analogiem polegato
na rozpuszczeniu leku lub analogu w roztworze polimeru, a nastepnie homo-
genizacji w wytrzasarce przez okoto 30 minut. Warunki wejSciowe, dobrane
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metoda prob i bledéw, od ktérych rozpoczynano elektroprzedzenie materiatow
z lekiem: natezenie przepltywu 800 pl/h, napiecie 15 kV oraz odleglo$¢ dysza-
kolektor 15 cm. W zaleznoéci od przebiegu procesu elektroprzedzenia tj. sta-
bilnosci przedzenia lub urywania si¢ kropel spod dyszy, powyzsze parametry
zmieniano, aby ustabilizowaé proces.

2.4.1.2 Wibkna elektroprzedzone z emulsji

Do przygotowania nanowtdkien z emulsji wykorzystano taki sam zestaw jak
w przypadku elektroprzedzenia widkien homogenicznych. Emulsje przygotowy-
wano w okreslonej kolejnosci. Na poczatku do roztworu polimeru dodano sur-
faktantu i dokladnie wymieszano. Nastepnie do roztworu z surfaktantem za-
kraplano roztwér fazy wodnej z lekiem. Podczas kazdorazowego dodania fazy
wodnej, catos¢ intensywnie mieszano w wytrzasarce. Po 15 minutach od dodania
ostatniej czesci fazy wodnej, krople emulsji rozbijano w myjce ultradzwiekowej
przez 15 minut. Krople gotowej emulsji przenoszono na szkietko mikroskopowe
do obserwacji wielkoéci kropel. Elektroprzedzenie emulsji rozpoczynano od pa-
rametréow wejsciowych: 500 pl/h, napiecie 20 kV oraz odleglosé dysza-kolektor
15 cm.

2.4.1.3 Struktura typu rdzen-otoczka

Do elektroprzedzenia w tym ukladzie wykorzystano wspotosiowa dysze wy-
konang z dwéch igiet strzykawkowych: wewnetrznej o rozmiarze 27G i zewnetrz-
nej 20G. Igla zewnetrzna byta przycieta na dtugo$é¢ 5 mm, iglta wewnetrzna byta
Scieta tak, aby wystawata 0,5 mm z igly zewnetrznej. Obydwie iglty byly pota-
czone ze strzykawkami zawierajacymi roztwory do elektroprzedzenia dozowane
za pomoca pomp strzykawkowych. Obie pompy znajdowaly si¢ poza komora.
Igta zewnetrzna podlaczona byta do ukladu hydraulicznego, igla wewnetrzna
polaczona byla z pompa za pomoca weza teflonowego, czeSciowo wypelnione-
go woda dejonizowana lub heksanem. Roztwor dozowany z igly zewnetrznej
tworzyl otoczke widkna. Roztwér dozowany z igly wewnetrznej tworzyl rdzen
wlékna. Schemat elektroprzedzenia przedstawiono na rys. 2.1. Typowe objeto-
Sciowe natezenie przeplywu roztworu otoczki wynosito 1500 pl/h, za$ rdzenia
500 pl/h. Jezeli zauwazalna byta niestabilno$é kropli i nieprawidlowe tworzenie
sie wldkien typu rdzen-otoczka, regulowano odpowiednio stosunek przeptywdw.
Odleglosé pomiedzy dysza a kolektorem wynosita 20 cm. Napigcie regulowano
w zakresie 19-24 kV.
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Rysunek 2.1. Schemat elektroprzedzenia typu rdzeii w otoczce.

2.4.2 Przestrzenne metody uwigzienia lekéw

Proces elektroprzedzenia nanowtdkien dla materialéw wielowarstwowych jest
identyczny jak w przypadku przedzenia z pojedynczej dyszy. W pierwszym eta-
pie na uziemiony kolektor zbierano nanowtdkna tworzace bariere dla substancji
leczniczej. Nastepnie, po zmianie strzykawki z polimerem, w takich samych wa-
runkach elektroprzedzono nanowtdkna z lekiem. Na koniec ponownie przedzono
roztwér polimeru stanowiacy drugag bariere. Zmiane grubosci poszczegdlnych
warstw realizowano przez zmiane objetosci elektroprzedzonego roztworu.

2.5 Srodowisko uwalniania lekéw
(krzywe wzorcowe i profile uwalniania)

Uwalnianie lekéw i ich analogéw prowadzono w 0,01 M buforze fosforano-
wym o pH = 7,4 (Phosphate Buffered Saline — PBS, Sigma Aldrich, Polska)
w temperaturze 37°C imitujac warunki fizjologiczne. Po elektroprzedzeniu wy-
cinano fragment materiatu o powierzchni okoto 1 cm? i wazono w celu okreslenia,
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zawartosci uwalnianej substancji. W przypadku, gdy zawarto$¢ uwalnianej sub-
stancji w materiale byta mniejsza niz 1% i zachodzita ewentualno$¢ oznaczania
na granicy progu wykrywalnosci, przyktadano uwage, aby masa materiatéw nie
byta nizsza niz 10 mg. Uwalnianie prowadzono w plastikowych fiolkach eppen-
dorfa (Carl Roth, Polska), zanurzajac materialy w 1 ml buforu PBS. Fiolki za-
bezpieczono przed wplywem Swiatla. Przesacz z uwolnionym lekiem wymienia-
no w zaplanowanych odstepach czasu, a material ponownie zalewano s$wiezym
buforem. Zebrany ptyn zamrazano do czasu przeprowadzenia oznaczen stezenia
uwalnianej substancji.

Druga metoda oceny uwalniania substancji z nanowtdkien byla analiza trans-
portu substancji w hydrozelu metoda optyczna (rozdzial 4.2). Pierwsze ekspe-
rymenty wykonano w hydrozelu z agarozy. Material charakteryzowal sie du-
zym rozpraszaniem wiazki lasera. Kolejne eksperymenty prowadzono w hy-
drozelu Pythagel™ (Sigma Aldrich, Polska), starajac sie dopasowaé stezenie
substancji zelujacej. Zaobserwowano rozpraszanie wigzki lasera, uniemozliwia-
jace prowadzenie dalszych badan. W kolejnym etapie wykonano hydrozel PVA.
Hydrozel poli(alkoholu winylowego) (PVA, Mw = 72 kDa, stopienn hydroli-
zy < 89%, POCh, Polska) usieciowany boraksem przygotowano przez rozpusz-
czenie 3,2 g polimeru PVA w 60 ml wody dejonizowanej o temperaturze 85°C.
Rozpuszczanie przeprowadzano na plycie grzejnej z zachowaniem temperatury
mieszanego roztworu ponizej 90°C. Po catkowitym rozpuszczeniu polimeru, do
roztworu dodano 7 ml 0,1M roztworu boraksu i mieszano przez 15 minut. Gora-
cy hydrozel przeniesiono do poliweglanowej kuwety o rozmiarze 5 x 4 x 3 cm.
Pecherze powietrza obecne w hydrozelu usunieto w eksykatorze pod zmniejszo-
nym ci$nieniem. Po wystygnieciu, kuwete z hydrozelem zabezpieczono przed wy-
schnieciem oklejajac Parafilmem® (Sigma Aldrich, Polska) i umieszczono w lo-
déwce w 4°C na 24 godziny. Tak przygotowany hydrozel, po wyjeciu z lodowki
i wyréwnaniu temperatury zachowal odpowiednie wlasciwosci mechaniczne, nie
wykazujac ptyniecia po przechyleniu kuwety o 90°. Hydrozel byt transparentny
dla niebieskiej i zielonej wiazki lasera, nie zaobserwowano rozpraszania Swiatla
lasera na tancuchach polimeru.

2.5.1 Leki lipofilowe

Uwalnianie lekéw lipofilowych prowadzono w buforze 0,01 M PBS zawie-
rajacym 0,25% dodecylosiarczanu sodu (SDS, POCh, Polska). Tak utworzony
roztwér micelarny absorbowal uwalniane leki.

Do oznaczenia zawartosci alfa-tokoferolu wykorzystano spektrofotometrycz-
na metode Emmeri-Engela [118]. Analizowane prébki przed oznaczaniem roz-
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Tabela 2.2. Stezenia sktadnikéw do oznaczenia alfa-tokoferolu.

Masa Stezenie
Roztwory w etanolu absolut. molowa molowe Objetos¢ (ml)
(g/mol) | (mM)
Batofenantrolina 332,0 6 0,25
Chlorek zelaza (IIT) 162,2 1 0,25
Kwas ortofosforowy 98,9 40 0,25

mrozono i do kazdej dodano 1 ml alkoholu etylowego, aby zniszczy¢ mice-
le. Nastepnie przeprowadzono ekstrakcje alfa-tokoferolu przez dodanie 2 ml
rozpuszczalnika organicznego (heksan) do kazdej z prébek. Po intensywnym
mieszaniu, a nastepnie rozdzieleniu faz, faze organiczng przenoszono do szkla-
nych fiolek i dodawano do kazdej 0,25 ml roztworu batofenantroliny (Sigma
Aldrich, Polska) w etanolu absolutnym (99,9%) (POCh, Polska). Nastepnie
dodano 0,25 ml chlorku zelaza (Sigma Aldrich, Polska) w roztworze etanolu
absolutnego i mieszano przez minute. Na koniec dodano 0,25 ml kwasu orto-
fosforowego (Sigma Aldrich, Polska) w roztworze etanolu absolutnego. Obje-
to$¢ 140 nl (na dolek) wymieszanego roztworu przeniesiono do sze$ciu dotkéw
plytki 96-dotkowej. Absorbancje mierzono w spektrofotometrze (Multiskan™
GO Microplate Spectrophotometer, Thermo Scientific, USA) dla dlugosci fa-
li Ay = 539 nm. Stezenie alfa-tokoferolu w prébkach okreslano wykorzystujac
krzywa wzorcowa (rys. 2.2a).
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Rysunek 2.2. Krzywa wzorcowa: a) alfa-tokoferolu i b) Rodaminy B.
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Analog alfa-tokoferolu — Rodamine B oznaczano fluorymetrycznie (Fluoro-
skan Ascent™ Microplate Fluor., Thermo Scientific, USA). Objeto$¢ 150 ul na
dotek przeniesiono do trzech dotkéw i oznaczano przy ditugosci fali wzbudzenia
Aw = 485 nm i emisji A\ = 538 nm. Stezenie uwolnionej substancji odczytano
z krzywej wzorcowej (rys. 2.2b).

2.5.2 Leki hydrofilowe

Uwalnianie czynnikow wzrostu prowadzono w buforze 0,01 M PBS zawiera-
jacym 1% BSA. Dodatek bialka blokowal powierzchni¢ fiolek i uniemozliwial
adsorpcje czynnikow wzrostu.

Uwalniane biatka NGF i BDNF oznaczano metoda immunoenzymatyczna
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay — ELISA). Prébki z przesaczem rozmro-
zono i poddano analizie z wykorzystaniem kitéw do oznaczania biatek NGF lub
BDNF DuoSet ELISA kit (#DY556, #DBD00, R&D Systems, USA). Anali-
z¢ przeprowadzono zgodnie z protokotami wytworcy. W przypadku oznaczania
biatka NGF, 96-dotkowe plytki (Nunc-Immuno™ Microwell™, Sigma Aldrich,
Polska) pokryto przeciwcialem wychwytujacym, a nastepnie niezwiazane miej-
sca zablokowano roztworem 1% BSA. Tak przygotowane prébki przeplukano,
a nastepnie wypelniono roztworami standardowymi oraz prébkami ekspery-
mentalnymi. Plytke pozostawiono na 30 minut inkubacji. Przeptukane dotki
plytki wypelniono przeciwcialem wykrywajacym, a po przeplukaniu, wypel-
niono roztworem peroksydazy chrzanowej z zestawu ELISA. Do wywolania
barwnego produktu, plytki wypelniono roztworem TMB (#7T14444-100, Sig-
ma Adrich, Polska), a nastepnie reakcje zablokowano przez dodanie 2N kwasu
siarkowego (Sigma Adrich, Polska). Absorbancje plytek odczytano przy uzyciu
spektrofotometru. Stezenie obliczono przez odjecie absorbancji dla dtugosci fali
A1 = 540 nm od absorbancji dla ditugosci fali Ay = 450 nm. Stezenie ozna-
czanego biatka wyznaczano z krzywej wzorcowej wykonanej kazdorazowo dla
nowej ptytki. Oznaczanie biatka BDNF wykonano na ptytce 96-dotkowej z na-
niesionym przeciwcialem wychwytujacym. Kolejne kroki procedury oznaczania
biatka byty identyczne jak w przypadku NGF. Krzywe wzorcowe NGF i BDNF
dla jednej z analizowanych plytek przedstawiono na rys. 2.3a i 2.3b.

Dla BSA, analogu czynnikéw wzrostu, stezenie oznaczano metods OPA
[119]. W metodzie tej do dotka zawierajacego 150 nl przesaczu z BSA, dodano
150 pl mieszaniny roztworéw o-ftaladehydu (Sigma Aldrich, Polska) i 2-merka-
ptoetanolu (Sigma Aldrich, Polska) w etanolu oraz buforu boranowego (POCh,
Polska). Oznaczanie fluorymetryczne prowadzono przy dlugosci fali wzbudzenia
A2 = 355 nm i emisji Ae = 460 nm. Stezenie uwolnionej substancji odczytano
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Rysunek 2.3. Krzywa wzorcowa: a) NGF i b) BDNF.

z krzywej wzorcowej (rys. 2.4a). Drugi z analogéw BSA-FITC oznaczano me-
toda fluorymetryczna. Objetosé 150 ul/dolek przeniesiono do trzech dotkéw
i oznaczano przy dtugoéci fali A\, = 485 nm i emisji A. = 538 nm. Stezenie
uwolnionej substancji odczytano z krzywej wzorcowej (rys. 2.4b).
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2.6 Metody obrazowania nanowtdkien

2.6.1 Mikroskopia optyczna i fluorescencyjna

Podczas procesu elektroprzedzenia na szkietka mikroskopowe w odstepnie
kilku minut zbierano prébki nanowtdkien. Obserwacja widkien na mikrosko-
pie epifluorescencyjnym (Nikon Eclipse E-50i, DMI3000B, Leica Microsystems,
Niemcy) pozwalala na sprawdzenie obecnosci fluorescencyjnych analogéw leku
we widknie i biezace korygowanie parametréw elektroprzedzenia. Dodatkowo
stuzyla do wstepnej oceny morfologii widkien. Brano pod uwage grubo$é¢ wité-
kien, czy tez ewentualne wystepowanie koralikow na witdknie.

Na etapie tworzenia emulsji do fazy wodnej zamiast czynnikéw wzrostu do-
dano BSA-FITC. Mialo to na celu okreslenie wielkosci kropel tworzonej emulsji.
Mikroskop epifluorescencyjny z kamera (Manta G-201C, Allied Vision Techno-
logies, Niemcy) zostal uzyty do oceny wielkosci kropel wody w zaleznosci od
ilosci uzytej fazy wodnej i typu surfaktantu.

2.6.2 Mikroskopia konfokalna

Cze$¢ probek charakteryzowano przy uzyciu mikroskopu konfokalnego (TCS
SP5, Leica Microsystems, Niemcy). Umozliwilo to precyzyjne okreslenie obec-
noéci struktury rdzenia w nanowtdknie.

2.6.3 Mikroskopia elektronowa

Morfologie nanowlékien w materiale obrazowano przy uzyciu skaningowego
mikroskopu elektronowego (Scanning Electron Microscope — SEM, Jeol, JSM
6390 LV, Japonia). Przed obrazowaniem, materialy z nanowtdkien umieszczo-
no na metalowym stoliku i pokryto warstewka zlota (napylarka Polaron, SC
7620, W. Brytania). Materialy badano przy napigciu przyspieszajacym od 10
do 20 kV.

2.6.3.1 Pomiar rozktadu grubosci wtdkien

Grubo$é nanowldkien mierzono na podstawie zdje¢ mikroskopii elektrono-
wej, stosujac w tym celu program graficzny ImageJ (National Institutes of He-
alth, USA). Pierwszym krokiem bylo zmierzenie liczby pikseli ze skali zdje-
cia i kalibracja dlugosci przypadajacej na jeden piksel. Nanowtékna mierzo-
no z trzech zdje¢ uzyskujac okolo stu pomiaréw grubosci widkien. Pojedyncze
witokno mierzono jednokrotnie.
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2.6.3.2 Pomiar ukierunkowania witdkien

Ukierunkowanie nanowtdkien okreslano w programie ImageJ postugujac sie
dodatkiem OrientationJ [78]. W przypadku przedstawionego obrazu (rys. 2.5),
orientacja nanowlékien (zgodnie z przyjetym oznaczeniem kierunkéw na legen-
dzie) wynosi —15,35°, za$ odchylenie standardowe wynosi 22,1°.
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Rysunek 2.5. Kolejne etapy pomiaru ukierunkowania nanowldkien: a) obraz nanowlékien SEM,
b) graficzny wynik dzialania algorytmu do okreslania kierunku wiékien wraz z legenda, c) ozna-

czenia koloréw odpowiadajace odpowiedniemu kierunkowi, d) histogram przedstawiajacy do-
minujace kierunki utozenia nanowldkien.

2.7 Metoda pomiaru kata zwilzania materiatéow

Pomiar kata zwilzania przeprowadzono w skonstruowanym przez autora
ukladzie wyposazonym w stolik przesuwany $ruba mikrometryczna, o$wietle-
nie halogenowe oraz kamere. Prébki materiatu o powierzchni 1 cm? umocowa-
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no tasma dwustronna do stolika. Na powierzchnie materialu naniesiono krople
wody dejonizowanej i niezwlocznie wykonano zdjecie. Kat zwilzania zmierzono
w programie ImageJ postugujac sie dodatkiem Contact Angle [120]. Pomia-
ru dokonano zaznaczajac na poczatku plaszczyzne, na ktorej znajdowala sie
kropla. W tym celu zmieniano prég czerni tak aby uzyska¢ wyrazny punkt kon-
taktu kropli z podtozem. Nastepnie na obwiedni kropli zaznaczano od trzech
do dziesieciu punktéw, ktore program wykorzystat do obliczenia ksztattu kropli
i kata zwilzenia materialu. Na rys. 2.6 przedstawiono dwa przyktadowe zwil-
zalnodci materialéw z nanowldkien. Pierwszy to material hydrofilowy, gdzie kat
zwilzania wynosi 78°. Drugi material wykazuje cechy superhydrofobowe, zas
wyznaczony kat zwilzania wynosi 148°.

Rysunek 2.6. Kat zwilzania materialéw z nanowlékien PLCL. Hydrofilowy material: a) elek-
troprzedzony z emulsji oraz hydrofobowy material, b) z monolitycznych nanowldkien.

2.8 Metoda pomiaru napiecia powierzchniowego

Napiecie powierzchniowe na granicy faz kropla-powietrze i kropla-rozpusz-
czalnik zbadano metoda pomiaru ksztaltu zwisajacej kropli. Badania wykonano
w skonstruowanym przez autora uktadzie. W metodzie tej do obliczenia napie-
cia powierzchniowego wykorzystuje sie zmierzona szerokos¢ i przewezenie kropli.
Poziom przewezenia znajduje sie odmierzajac pionowo szerokosé kropli od najni-
zej polozonego jej punktu (rys. 2.7). W celu dokonania pomiaréw wykorzystano
kamere, oswietlenie punktowe z matéwka oraz ukltad strzykawki z igla zawie-
rajacy analizowany roztwér. W ukladzie dozujacym krople, koncéwke obcietej
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na plasko igly umieszczono w transparentnej kuwecie o objetosci 3 ml. W przy-
padku badan napiecia powierzchniowego na granicy kropla-powietrze, odsepa-
rowanie kropli od warunkéw zewnetrznych pozwolito na unikniecie poruszenia
kropli spowodowane ruchem powietrza. W badaniach napiecia powierzchnio-
wego pomiedzy kropla a rozpuszczalnikiem, kuwete wypetlniano wybrang ciecza
i wykonano zdjecia do analizy. Obrazy przycinano do obszaru kropli i analizowa-
no w programie Matlab® [121]. Doktadne obliczenia napiecia powierzchniowego
z wykorzystaniem wspolczynnikéw Juza [122] wykonano w skrypcie autorstwa
Piotra Korczyka (IPPT PAN).

Napiecie
powierzchniowe

(miedzyfazowe):

v = 13,4 0,45 (mN/m)

Rysunek 2.7. Ksztalt kropli roztworu polimeru PLCL w otoczeniu wody.

2.9 Metoda pomiaru porowatosci nanowtékien

Porowatos¢ materialéw z nanowtdkien obliczano na podstawie pordéwna-
nia gestosci wytworzonego materiatu i tabelarycznej gestosci uzytego polime-
ru. Dziurkaczem do papieru wycieto fragment materiatu, a nastepnie zwazono.
Fragment przecigto skalpelem na dwie réwne czesci, a nastepnie pod mikrosko-
pem optycznym w dziesieciu punktach zmierzono grubosé¢ przecietej krawedzi.

2.10 Wyznaczanie wspétczynnika dyfuzji w hydrozelu PVA
metodgy FRAP

Metoda FRAP (Fluorescence Recovery After Photobleaching) polega na lo-
kalnym wygaszeniu fluorescencji badanego materiatu przy pomocy silnego im-
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pulsu lasera skupionego na niewielkim obszarze, a nastepnie na przeanalizo-
waniu procesu powrotu fluorescencji zawiazanej z procesem dyfuzji czasteczek
czynnika fluorescencyjnego do oswietlonego obszaru. Badania prowadzono na
mikroskopie konfokalnym (TCS SP5, Leica Microsystems, Niemcy) z dolaczo-
nym oprogramowaniem do analizy FRAP. W pierwszym kroku ustawiono pa-
rametry wzbudzenia i emisji badanej substancji (Rodamina B lub BSA-FITC)
oraz czuto$¢ detekcji. W nastepnym kroku wybrano obszar, na ktéorym wy-
gaszano fluorescencje (Region Of Interest — rys. 2.8a) oraz metode Zoom In,
ktoéra kierowala calg moc lasera na zaznaczonym obszarze do wy$wiecenia. Na-
stepnie ustawiono moc lasera na warto$¢ maksymalng dla wyswiecania (uzyto
wszystkich linii lasera argonowego) oraz 3-5% intensywnosci lasera dla obser-
wacji powrotu fluorescencji. W ostatnim kroku ustawiono liczbe zdjeé, ktére
program ma wykonaé przed wyswieceniem (do okreslenia intensywnosci fluore-
scencji odniesienia), czas potrzebny do wy$wiecenia zaznaczonego obszaru oraz
liczbe zdjeé¢ po wyswieceniu (do obserwacji powrotu fluorescencji w wybranym
obszarze ROI). Czas wyswiecania powinien by¢ jak najkrétszy (aby nie zaobser-
wowa¢ powrotu fluorescencji w czasie wygaszania) i jednoczesnie wystarczajacy
do wyswiecenia wybranego obszaru. W przyktadzie ponizej zaprezentowano wy-
niki wy$wiecania Rodaminy B w hydrozelu poli(alkoholu winylowego). Mozna
zauwazy¢, ze pomimo dlugiego czasu wyswiecania (okolo 12 sekund) intensyw-
no$¢ fluorescencji spadla jedynie o 35%.

Dane na temat intensywnosci fluorescencji w punkcie ROI, znormalizowano
zgodnie z réwnaniem:

_ Ifrap(t) - Iback(t)

Inorm (t) If o
rap

, (2.1)

gdzie Inorm(t) — znormalizowana intensywno$¢, Igap(t) — $rednia intensywnosé
wewnatrz wys$wiecanego obszaru, I, (t) — $rednia intensywnosé tla (region
poza wy$wiecanym obszarem), Ig,po — Srednia intensywnosé fluorescencji przed
wysSwieceniem obszaru ROI.

Do dopasowania parametréw modelu (dla okragtego obszaru ROI) do da-
nych eksperymentalnych wykorzystano réwnanie Soumpasisa [123]:

t
Thorm(t) = ag + a1 ex <>
e ( ) P 2. (t - tbleach)

1o () 1 )

gdzie ag, a1 — parametry normalizacyjne uwzgledniajace niecalkowite wyswiece-
nie obszaru ROI oraz niepelny powrdt fluorescencji, tpieach — Czas wy$wiecania,
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Rysunek 2.8. Poszczegdlne etapy eksperymentu FRAP: a) wybranie obszaru do wyswiecenia
i wyznaczenie intensywnosci fluorescencji, b) fluorescencja w obszarze ROI po wy$wieceniu,
¢) powrdt fluorescencji zwiazany z dyfuzja czasteczek do wySwieconego obszaru, d) przebieg
intensywnosci fluorescencji w obszarze ROI w czasie.

Iyp(x) i I1(z) — zmodyfikowane funkcje Bessela, 7 — czas dyfuzji zdefiniowany
wzorem:

(2.3)

gdzie w — Srednica wyswiecanego obszaru, D — wspoélczynnik dyfuzji.
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2.11 Uktad eksperymentalny do oceny procesu uwalniania leku
z wybranych materiatéw

Na potrzeby walidacji modelu numerycznego oraz oszacowania stezenia le-
kéw w tkance mozgowej, skonstruowano uktad eksperymentalny w ktérym uwal-
niano analogi lekéw z materialéw polimerowych uzyskanych, w procesie elektro-
przedzenia. Informacja o lokalnym stezeniu leku jest pomocna w oszacowaniu
efektu terapeutycznego i ewentualnego przekroczenia toksycznej wartodci steze-
nia. Przedstawiony ponizej uktad eksperymentalny, dzieki zastosowaniu ptaskiej
wiazki lasera (tzw. noza Swietlnego) wzbudzajacej dyfundujaca substancje flu-
orescencyjna pozwala na przedstawienie pola stezenia w wybranym polozeniu
w kuwecie pomiarowej wypelnionej hydrozelem. Zastosowanie takiego oswie-
tlenia pozwolilo na bezposérednia obserwacje lokalnego stezenia analogu leku
w danym punkcie kuwety, bez koniecznosci wykonywania transformacji rozkla-
du stezenia, jak to ma miejsce w przypadku oswietlania ukladu swiattem wzbu-
dzajacym fluorofor w calej objetosci ukladu [124]. W przypadku rejestracji Swia-
tla emitowanego przez fluorofor z catej objetoéci uktadu lub rejestracji absor-
bancji barwnika rejestrowana jest usredniona informacja o stezeniu barwnika.
Wyznaczenie lokalnego stezenia na podstawie sumarycznych wartosci intensyw-
nosci swiatta otrzymywanych przy o$wietleniu objetosci obarczone jest duzym
bledem wynikajacym z koniecznych zalozen symetrii osiowej uktadu. Podejscie
takie komplikuje znalezienie wartosci stezenia i jest Zrédlem bledéw [124].

Opis stanowiska

Rysunek 2.9a przedstawia schemat ukladu eksperymentalnego. Wiazka la-
sera o dlugoéci fali 532 nm lub 472 nm przechodzi przez przystone sterowana
komputerem. Swiatlo lasera przeksztalcane jest w plaska wiazke dzieki uklado-
wi dwéch soczewek: plasko-wkleslej oraz dwuwypuklej. Swiatlo przechodzace
przez kuwete pomiarowa wypelniona hydrozelem, wzbudza sktadnik fluorescen-
cyjny dyfundujacy z materialu umieszczonego na powierzchni hydrozelu. Emi-
towane $wiatlo przechodzi przez filtr emisyjny (Rodamina B — 602 £+ 15 nm,
BSA-FITC - 540 + 12 nm) i jest rejestrowane przez kamere cyfrowa w postaci
obrazéw formatu TIFF. Ustawienia kamery: czas ekspozycji 400 ms, wzmocnie-
nie sygnatu pieciokrotne. Dla utrzymania statych warunkéw oswietlenia zrodto
Swiatta (laser) zostalo wlaczone przez caly wielodniowy okres eksperymentu.
Aby uniknaé wyé$wiecania skladnika fluorescencyjnego prébke naswietlano pe-
riodycznie jedynie kréotkimi (0,5 s) impulsami $wiatla generowanymi przestona
sterowang komputerem. Niewielka ilo$é $wiatla ok. 5% skierowano na fotodiode
w celu zmierzenia aktualnej intensywnosci Swiecenia lasera. Dane z fotodiody
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rejestrowano w trakcie eksperymentu w celu dokonania ewentualnych korekt
w przebiegu stezenia rejestrowanego w czasie. Otwarcie przystony sprzezono
z ukladem rejestrujacym obraz i kontrolowano przy uzyciu skryptu napisanego
w programie MATLAB®. Uklad eksperymentalny izolowano od zewnetrznych
zrodet swiatta mogacych wprowadzaé zaktdcenia.

Obrazy rejestrowane podczas eksperymentu przycinano do badanego obsza-
ru, a informacje o intensywnosci Swiecenia w danej odleglo$ci od materiatu,
zbierano do dalszej obrobki. Stwierdzono, ze podczas przeprowadzanych do-
Swiadczen, material umieszczony w hydrozelu nie zmienial potozenia. Najwiek-
sze zaobserwowane przemieszczenie w jednym z eksperymentéw wynosito 1 mm
i moze byé¢ pominiete. W celu okreslenia stezenia obu skladnikéw fluorescen-
cyjnych, sporzadzono krzywe wzorcowe (rys. 2.10). Czas naswietlania wybrano
taki aby otrzymane warto$ci maksymalnej intensywnosci pikseli dla przypadku
uzycia Rodaminy B jako analogu leku, byty bliskie wartosci 255 dla 8 bitowej
kamery.

Uzyskane wyniki pomiaréw, w szczegdlnosci warto$é stezenia w punkcie P
w funkcji czasu, wykorzystano do walidacji modelu numerycznego procesu uwal-
niania lekéw. Przykladowy przebieg profilu stezenia rejestrowanego w czasie
eksperymentu przedstawiono na rys. 2.11. Zbierane co 5 minut dane stezenia
w punkcie P przedstawiono w postaci punktéw (szare trojkaty). W przebiegu
profilu stezenia zauwazalne sa etapy, w ktérych stezenie gwaltownie spada pod
wplywem fluktuacji natezenia $wiatla lasera. Aby skorygowaé przebieg profi-
lu stezenia wykorzystano dane napiecia na fotodiodzie i zarejestrowane dane
stezenia przemnozono przez wspétczynnik korekcyjny. Skorygowane wartosci
stezenia w punkcie P przedstawiono czerwong linig na rys. 2.11.

Dzieki wykorzystaniu oméwionego uktadu eksperymentalnego otrzymano in-
formacje na temat stezenia analogu leku, mogace postuzyé¢ do walidacji mode-
lu numerycznego uwzgledniajacego desorpcje leku z powierzchni nanowltoékien.
Przedstawiona metoda wykorzystujaca hydrozel jako fantom tkanki moézgo-
wej, pozwala na oszacowanie efektu terapeutycznego i ewentualnego przekro-
czenia stezenia toksycznego. Wygodna i szybka metoda przygotowania hydro-
zelu i brak efektu rozpraszania $wiatla na tancuchach polimeru pozwalaja na
zastosowanie wybranego hydrozelu w analizach uwalniania lekow z materialéw
opartych na nanowléknach.



76 2. Materialy i metody
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Rysunek 2.9. a) Uklad eksperymentalny do oceny uwalniania analogu leku z elektroprzedzo-
nych materialéw, b) kontury stezenia Rodaminy B otrzymane podczas eksperymentu. Punkt P
odpowiadajacy obszarowi 3 X 3 piksele w ktérym obliczano $rednia warto$é stezenia dla po-
szczegdlnych czaséw eksperymentu. Wartosci stezenia postuzyly do znalezienia parametréw
kinetycznych modelu numerycznego, c) kontury stezenia uzyskane po dopasowaniu wspétczyn-
nikéw w modelu numerycznym.
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Rysunek 2.10. Krzywa wzorcowa rodaminy B (l) i BSA-FITC (A) w hydrozelu PVA.

12
Stezenie przed
A

korekta - 43
= 10 - = Stezenie po s
£ korekcie 41 o
)] L. " —
EA e Napiecie _Bl
=] \ ____ Srednie 38 9
= \ napiecie S
— -t
S 6 - 36 0
[Pl
14 ©
o 3 c
[ [ 3,3 o
& 4 )
‘g a — 3,1 .a
o - a CZU

P - 2,8

2
%]
O T T T 2,6
0 1 2 3 4
Czas (dni)

Rysunek 2.11. Zmiana w czasie stezenia Rodaminy B (szare tréjkaty) w punkcie P1 oraz
zmierzona wartosé napiecia na fotodiodzie (gruba czarna linia). Szara pozioma linia to $rednia
warto$¢ napiecia na fotodiodzie. Linia czerwona przedstawia skorygowang wartos¢ stezenia
Rodaminy B po uwzglednieniu zmian natezenia lasera [125].






Analiza numeryczna

3.1 Model numeryczny i program obliczeniowy

Rozwiazania analityczne zagadnien uwalniania lekow sa dostepne jedynie dla
waskiej grupy systeméw uwalniania lekéw, charakteryzujacych sie prosta budo-
wa np. ptaskie hydrozelowe opatrunki lub sferyczne czastki z lekiem. Analize
numeryczng uwalniania i transportu substancji w skomplikowanych geometriach
mozna przeprowadzi¢ metodami elementéw skonczonych lub objetosci skonczo-
nych (MES, MOS). Metody te polegaja na sformutowaniu odpowiedniego opisu
matematycznego, a nastepnie podzieleniu domeny (analizowanej geometrii) na
elementy skonczone np. tréjkatne lub czworoécienne elementy w przypadku od-
powiednio dwuwymiarowej lub trojwymiarowej geometrii. W wezlach elemen-
téw sa znajdowane przyblizone rozwiazania analizowanego zjawiska fizycznego
lub procesu.

W niniejszej pracy, dyskretyzacje uktadow geometrycznych ciaglych i row-
nan rézniczkowych dyfuzji, desorpcji i konwekcji wykonano metoda elementéw
skoriczonych. Jest to jedna z szerzej stosowanych metod numerycznych, umoz-
liwiajaca rozwigzanie ukladu réwnan rézniczkowych czastkowych, w ztozonych
geometriach o niestrukturalnej siatce obliczeniowej. Metoda ta ma najlepsze
wlasnosci przyblizania rozwiazania do dokladnego w zagadnieniach wykorzy-
stujacych rownania eliptyczne i paraboliczne np. réwnania dyfuzji, gdzie infor-
magcja o stezeniu jest dyfuzyjnie przekazywana do wszystkich sasiadujacych ele-
mentéw. Rozwigzanie uktadéw rownan roézniczkowych przeprowadzono w pro-
gramie COMSOL Multiphysics® [126]. Jest to program komercyjny, oparty na
metodzie elementéw skonczonych, z modutem umozliwiajacym wprowadzenie
przez uzytkownika wlasnego modelu matematycznego z odpowiednimi warun-
kami brzegowymi i poczatkowymi. Metoda elementéw skonczonych opiera sie
na sformutowaniu réwnania catkowego i przestrzeni funkcji aproksymujacych
(funkcja ksztaltu dla elementu i funkcje bazowe dla catego obszaru obliczenio-
wego). Na przykladzie réwnania konwekcji i dyfuzji wyrazonego w postaci:
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oC
gdzie C' — stezenie sktadnika, v — wektor predkoéci ptynu, D — wspélczynnik dy-
fuzji, S — Zzrédto lub upust sktadnika. Dla ptynu niescisliwego V-v = 0. Metoda
residuéw wazonych, réwnanie (3.1) mozna sprowadzi¢ do postaci sformutowania
stabego [127, 128]:

/w<%§+ViiﬂWWUN@ymgdx:/wMéﬁMm (3.2)
Q Q

Réwnanie musi by¢ spelnione dla funkcji testowej w zanikajacej na brze-
gu domeny I'. C - poszukiwana funkcja stezenia skladnika, 7 — poszukiwana
funkcja wektora predkosci, & — wektor wspotrzednych, 2 — objeto$¢ domeny.
Po scatkowaniu residuum i przemnozeniu przez funkcje wagowa (lub testowa)
otrzymujemy [127, 128]:

/wmdmm:o (3.3)
Q

Dalsze rozwiniecie sformulowania stabego (3.2) i scalkowanie przez czesci
prowadzi do postaci [127, 128]:

/ (waaf +wV - (176’ - DV@) - wS) dx = / w (176 - DV@) -nds, (3.4)
Q I'n

gdzie n — wektor normalny. Catka po powierzchni I'y jest calkowitym stru-
mieniem konwekcyjnym i dyfuzyjnym, w ktérym mozna wprowadzi¢ warunek
brzegowy Neumanna.

Funkcje aproksymacyjne rozwiazania dla stezenia i predkosci w elementach
skoniczonych mozna zdefiniowaé¢ jako kombinacje liniows, przedstawionych funk-
cji bazowych [127, 128]:

Ch =2 Cjos, (3.5)
J

vh =) nu;jp;, (3.6)
j

gdzie ¢ — funkcja bazowa w postaci wielomianu dla danego odcinka obsza-
ru. Wartoéci parametréw w weztach j sa aproksymowane pomiedzy weztami za
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pomoca funkcji ksztattu. Przedstawiona metoda aproksymacji rozwiazania daje
mozliwo$¢ wygodnej separacji zmiennych w ten sposob, ze czasowa i przestrzen-
na zmiana funkeji C}, i vy, jest zwigzana ze zmiang odpowiednio C}(t), v;(t) oraz
p; ().

Aproksymacje odpowiednich czlonéw réwnania (3.4) przy uzyciu réwnan
(3.5), (3.6) mozna dokonaé¢ nastepujaco [127, 128]:

VCh = ZCJ‘VQOJ', (3.7)
j
(v0), = Z ¥ C5) @i (3.8)
J
V- (v0), = Ci(vj- V). (3.9)

J
Dla przedstawionego sformutowania stabego (3.4) po podstawieniu funkcji
aproksymujacych otrzymujemy [127, 128]:
/ wn SR / WV - (vC), — DVCy) da

(3.10)
= /whSda: — / wy, ((vC);,, — DVC}) - nds.

W stosowanej w programie Comsol® metodzie Galerkina [126], wykorzystu-
jemy zaltozenie, ze funkcje testowe sg takie same jak funkcje bazowe. Podstawie-
nie réwnan (3.7)—(3.9) do réwnania (3.10) z zalozeniem wy, = ¢; dla wartosci
w wezle u; daje réwnanie [127, 128]:

> L ¢i¢jdm] Bac,:j +Z L/sON [(vj - Vj) = (DVg;)] dz | C;

:/%Sda:— /%hds,

Q I'n

(3.11)

gdzie h = (vC' — DVC(C). Uklad réwnan (3.11) dla wszystkich wezléw oblicze-
niowych mozna zapisa¢ w postaci macierzowej [127, 128]:
dcC

A— =1B 12
i C+r, (3.12)
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gdzie A = a;; jest macierza, B = b;;,r = r; i moze by¢ réwniez oznaczone
jako [127, 128]:

Q I'n

Poszczegblne wyrazy macierzy mozna obliczyé z réwnan [127, 128]:

aij = /gpitpjd:c, (3.14)

Q
bij = Cji . I/j — Ddij, (315)

gdzie

Cjz' = /(ij(pidx, (3.16)

Q
dji = /V(pi -Vyjdx. (3.17)

Q

Przeprowadzenie rownan do postaci stabej jest wykonywane automatycznie
w programie, jednakze istnieje mozliwosé wprowadzania wlasnych réwnan. Au-
torzy programu Comsol® jako pierwsi wprowadzili sprzezenie wielu zagadnieri
opisywanych wedtug réznych modeli matematycznych. Program w sposéb auto-
matyczny tworzy siatke obliczeniowa z mozliwoscia doktadniejszej dyskretyzacji
w miejscach o przewidywanych duzych gradientach danej wielkosci. W oblicze-
niach wybrano funkcje ksztaltu elementéw opisane wielomianami Lagrange’a
rzedu drugiego. Ustawienia solvera obliczeniowego pozostawiono w wersji do-
myslnej z solverem MUMPS (M Ultifrontal Massively Parallel sparse direct So-
lver). Siatke obliczeniowa zageszczano w miejscach o duzych gradientach ste-
zenia. Liczba stopni swobody dla poszczegdlnych modeli wynosita okoto stu
tysiecy dla modeli dwuwymiarowych do miliona w przypadku modeli trojwy-
miarowych.

3.2 Dyfuzja w materiatach porowatych

Zastosowany model procesu dyfuzji opiera si¢ na pracach [129, 130] i za-
ktada, ze spowolnienie transportu dyfuzyjnego w otoczeniu widkien zalezy od
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porowatosci materiatu, w ktorym proces transportu ma miejsce, stosunku roz-
miaréw dyfundujacej czasteczki i widkien. Przyjmujemy, ze interakcje hydrody-
namiczne czasteczki z wtéknem w roztworach polimeréw oraz w zelu, traktujac
tancuchy polimeru jako wiékna, zmniejszaja objetosé dostepna dla dyfunduja-
cych czasteczek.

Dwa efekty maja najwiekszy wplyw na szybko$é dyfuzji w materiale: hy-
drodynamiczny F' — odpowiedzialny za oddzialywania dyfundujacej czasteczki
z widéknem oraz steryczny S(f) — zwiazany ze zmniejszeniem objetosci wyni-
kajacym z obecnosci wldkien. Ich wzajemny wplyw na zmniejszenie szybkosci
dyfuzji mozemy wyrazi¢ wzorem [130, 131]:

D ros, (3.18)
Dy
gdzie D /Dy — stosunek wspélezynnikéw dyfuzji w ptynie z widéknami i bez wio-
kien, f = (1 — €)(1 + A\)? — skorygowany utamek objetoéciowy wyrazony przez
porowato$¢ materialu — ¢ i A = ry/r — stosunek promienia dyfundujacej cza-
steczki leku (rs = kT /6muDy), kp — stala Boltzmana (J/K), T' — temperatura
bezwzgledna (K), u — lepkosé ptynu (Pas) do promienia wiékna r.

Efekt hydrodynamiczny — zwiekszajacy opor tarcia dyfundujacej czasteczki
w zwigzku z obecnoscia widkien — mozna opisa¢ réwnaniem Brinkmana wyko-
rzystujacym przepuszczalno$é hydrauliczna materiatu &k [129]:

—1
s 1r?
F= <1+\7}%+3:’j> . (3.19)

Dodatkowe informacje na temat zalezno$ci opisujacych przepuszczalnosé
w strukturach o ukierunkowanej wiazce widkien oraz przypadkowo utozonych
wléknach, czytelnik moze znalezé w pracy Stylianopoulosa i in. [132].

Dla przypadku dyfuzji prostopadiej do wigzki réwnolegle ulozonych wiédkien,
Perrins wyprowadzil empiryczng zalezno$é efektu sterycznego S(f) wyrazona
wzorem [133]:

0, 305827 f4

1 _
Ay 1,402958 3

S() = 1= [1—2f

-1
—0,013362f81 ] (3.20)

Efekt steryczny pomiedzy przypadkowo utozonymi prostymi wtéknami moze
by¢ wyrazony réwnaniem [134]:

S(f) = exp(—0,84f%%), (3.21)
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gdzie wspélezynniki a i b zostaly dobrane przez Amsdena [135] i wynosza: a = ,
b=0,174 In(59,6/\).

Poélempiryczna zaleznos¢ wspotczynnika dyfuzji w plynie od porowatosci
wldknistego materiatu, ktéra wykorzystano w obliczeniach numerycznych w ni-
niejszej pracy, mozna przedstawi¢ rownaniem zaproponowanym przez Clague
i Phillipsa [131]. Wymienieni autorzy wyprowadzili zalezno$¢ na hydrodyna-
miczne oddziatywania dyfundujacej czasteczki z wldoknem — F', za$ efekt ste-
ryczny wynikajacy z obecnosci wlékien wykorzystano z pracy [134] (réwnanie
(3.21)). W rezultacie otrzymano pélempiryczna zaleznosé opisujaca dyfuzje sub-
stancji we wléknistej strukturze [131]:

50 =F-S(f)=exp(—a(l—e)") -exp (-0,84f1) . (3.22)

Dzigki wykorzystaniu w niniejszej pracy przedstawionej zaleznosci (3.22),
uniknieto ztozonych badan koniecznych do wyznaczenia parametru przepusz-
czalnodci hydraulicznej materialu — k, wykorzystywanego w réwnaniu (3.19).
Przykladowe wartosci parametréw réwnania (3.22) dla stosowanych w doswiad-
czeniach czasteczek analogéw lekéw: Rodaminy B (r; = 0,9 nm) i biatka BSA
(rs = 3,4 nm) oraz otrzymywanych w wyniku elektroprzedzenia widkien o roz-
miarach od 0,2 do 2,5 pm zawieraja si¢ w granicach A = 0,0003 + 0,017,

= 1,42 =+ 2,12.

Na rys. 3.1 przedstawiono wpltyw porowatosci i rozmiaréw dyfundujacej cza-
steczki oraz wtdkna na proces dyfuzji. W wiekszosci przypadkéw omawianych
w niniejszej pracy zakres stosunku rozmiaréw A = 0,0003 + 0,017 jest bliski
zeru, stad tez obserwujemy mniejsze spowolnienie dyfuzji wynikajace z obec-
noéci wiékien niz w przypadku dyfuzji utrudnionej (hindered diffusion), gdzie
rozmiar dyfundujacej czasteczki jest zblizony lub wiekszy od rozmiaréw wié-
kien pomiedzy ktérymi odbywa sie transport. Z przebiegu krzywej na rys. 3.1b,
zauwazalny jest wplyw porowatoéci materialu, gdzie ze zwiekszeniem objetosci
wlékien (zmniejszeniem porowatosci €) znaczaco ulega zmniejszeniu wspélczyn-
nik dyfuzji czasteczki w materiale.

W niniejszej pracy dla dopasowywania parametrow modeli numerycznych
do danych eksperymentalnych (gdzie zmianie podlegaly jedynie stale szybko-
Sci adsorpcji i desorpcji), wspdtezynnik dyfuzji analizowanej czasteczki leku lub
analogu leku w materiale o wyznaczonej eksperymentalnie porowatosci, oblicza-
no z réwnania (3.22) wedlug zaleznoéci D = Dy-F-S(f). Wartos¢ wspo6lczynnika
dyfuzji w roztworze bez widkien — Dy, wyznaczono eksperymentalnie opisana
w rozdziale 2.10 metoda FRAP.
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Rysunek 3.1. a) Zalezno$é wspoétczynnika dyfuzji w materiale w funkcji stosunku rozmiaréw
czasteczki leku i widkna dla réznych porowatoéci materiatu porowatosci obliczona na podsta-
wie réwnania (3.22), b) zaleznos¢ wspdlczynnika dyfuzji w materiale w funkcji jego porowa-
tosci obliczona na podstawie réwnania (3.22) dla podanych parametréw: a = m, b = 2,002,
rs = 0,9 nm, » = 1,5 pm, A = 0,0003.

3.3 Modelowanie uwalniania lekéw z nanowtdkien

Opis procesu uwalniania leku w podejéciu modeli mechanistycznych, w od-
roznieniu od modeli empirycznych, opiera sie¢ na analizie fizycznych zjawisk
powodujacych uwolnienie leku z matrycy polimerowej i jego transporcie w po-
rach materiatu. Jak wspomniano we wprowadzeniu, rozwiniecie powierzchni
wlasciwej nanowldkien moze byé zwiekszone na skutek pojawienia si¢ nanopo-
rowatosci we widknie. Tak duze rozwiniecie powierzchni wlasciwej sprawia, ze
uwolniona moze by¢ cala dawka leku obecna we wnetrzu nanowtdkien. Catko-
wite uwolnienie leku z takiego materialu moze sugerowaé, ze dominujacym me-
chanizmem uwalniania lekéw z nanowtdkien jest dyfuzja leku w polimerze oraz
dalsza dyfuzja z konwekcja w porach materialu. W wigkszosci obserwowanych
przypadkéw, mamy do czynienia z desorpcja leku z zewnetrznej powierzchni
nanowlékien (w polimerach peczniejacych pod wplywem wody, dyfuzja leku
pomiedzy tancuchami polimeru moze by¢ kilka rzedéw wielkosci szybsza niz
w niepeczniejacym polimerze, dlatego w pewnych warunkach uzasadnione jest
skorzystanie z modelu dyfuzji w polimerze).

Desorpcja leku z powierzchni nanowtdkien i dyfuzja w porach materiatu
sg kluczowymi procesami prowadzacymi do uwolnienia substancji aktywnej do
otaczajacego $rodowiska [49, 136]. Immobilizacja skladnika w polimerze moze
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® Lek w matrycy polimerowej
® ek w plynie
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Rysunek 3.2. Mechanizm uwalniania leku z nanowtékien. Na rysunku wyodrebniono pojedyn-
czy nanopor we wléknie, w ktérym zachodzi proces desorpcji i dyfuzji.

zachodzi¢ przez chemiczne przylaczenie czasteczki leku do tancucha polimeru
lub przez fizyczne uwiezienie leku pomiedzy tancuchami polimeru. W przypad-
ku materialéow elektroprzedzonych z roztworéw polimeru z lekiem, sktadnik jest
immobilizowany w nano- lub mikrowtéknie gléwnie na skutek fizycznego zablo-
kowania pomiedzy tancuchami polimeru, zas jego catkowite uwolnienie nastapi
w czasie powierzchniowej lub objeto$ciowej degradacji materiatu. Stosowane
w niniejszej pracy polimery cechuja sie wydluzonym (w stosunku do badanego
czasu uwalniania rzedu 2—4 tygodni) czasem degradacji wynoszacym do dwo6ch
lat. Dodatkowy wplyw procesu formowania wlokna metoda elektroprzedzenia
na zmniejszenie masy czasteczkowej tancuchéw polimeru, nie powinien znacza-
co wplynaé na proces uwalniania lekéw, przez co w dalszych rozwazaniach nad
modelem uwalniania lekéw pominieto analize procesu degradacji materiatu.

3.3.1 Gtéwne zatozenia modelu numerycznego

W momencie zanurzenia materiatu, ciecz wypetnia pory widkniny i rozpo-
czyna sie proces desorpcji i dyfuzji leku z wnetrza materialu do plynu.

Przyblizony czas 7 wypelniania nanoporéw przelotowych, przez ktére prze-
plyw mozna wyznaczyé¢ w przyblizeniu z réwnan Poiseuille’a i Laplace’a ja-
ko [137]:

2uL?
T

~ 3.23
rocosf’ ( )
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gdzie p — dynamiczny wspélezynnik lepkosci ptynu (Pa-s), L — dlugo$é nano-
pora (m), r — promien nanopora (m), o — napiecie powierzchniowe (mN/m),
0 — kat zwilzania (°). Szacowany czas wypelnienia typowych poréw o dlugosci
L = 2,5 pm i promieniu r» = 100 nm ciecza o lepkosci ¢t = 0,89 - 1073 Pa-s i na-
pieciu powierzchniowym ¢ = 72 - 1072 N/m, przy zalozeniu cosf = 1 wynosi
7 = 1,6 ps.

Czas wypelnienia nanoporéw jednostronnie zamknietych w poczatkowej fa-
zie przebiega z takg sama szybkoécia, jak wypelnianie nanoporéw przelotowych
[138]. W jednostronnie zamknietych nanoporach ciecz zamyka pecherzyk gazu
w nanoporze i ogranicza wypelniong objeto$¢ czynna. Jesli pominaé absorp-
cje gazu do cieczy i dyfuzje gazu w cieczy, czas wypelniania nanopora mozna
obliczy¢ ze zmodyfikowanego réwnania Washburna [138].

B AplL? 22 ax
~ hocosf |2L2(1+a) (1+a)

T ~In {1 1+ a)iﬂ , (3.24)
gdzie p — dynamiczny wspdlezynnik lepkosci pltynu (Pa-s), L — dlugosé po-
réw (m), h — $rednica nanopora (m), o — napiecie powierzchniowe (mN/m),
0 — kat zwilzania (°), x — dlugo$¢ odcinka pltynu wypelniajacego nanopor (m),
a = hpg/20cosl, py — cisnienie atmosferyczne (Pa). W tym modelu zalozono
niecatkowite wypelnienie nanopora plynem z uwagi na obecnosé¢ gazu. Z tego
powodu w koncowym etapie dtugo$é¢ odcinka wypelnionego ciecza — x, mozna
obliczyé ze wzoru: x = L/(14«). Czas wypelnienia nanoporéw o jednakowej
szerokoéci i dlugosci, jak przyjeto w réwnaniu (3.24), lecz jednostronnie za-
mknietych obliczono na 7 = 2,4 ps. Wspdélczynnik wyrazony przez stosunek
ci$nienia atmosferycznego oraz Laplace’a wynosi o = 0,145, za§ maksymalne
wypelienie nanopora o dtugosci L = 2,5 pm wynosi Lyax = 2,18 pm. Czas ten
jest pottora razy wickszy niz w przypadku wypelniania nanoporéw przeloto-
wych, jednakze nalezy zauwazy¢, iz cze$¢ nanopora (L — Lyax) jest wypelniona
gazem, ktéry uniemozliwia dostep cieczy [138].

Rozwazajac absorpcje uwiezionego w nanoporze gazu do cieczy, podczas
ktérej nastepuje powolne usuwanie gazu z nanopora i dalsze jego wypelnianie
ciecza, Phan i in. [138] zaproponowali rozwiazanie uktadu réwnan do wyznacze-
nia zmiany masy gazu w ukladzie eksperymentalnym, zawierajacym nanopory
o przekroju prostokatnym:

d—x: h 20008«9—RT( m _moﬂ
dt  12ux Mw\L—-2 L )]’
dm DyRTky,

E:m[mL—mo(L—x)],

(3.25)
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gdzie h — wysoko$¢ nanopora (m), w — szeroko$é nanopora (m), z — dtugosé od-
cinka plynu wypeliajacego nanopor (m), u — dynamiczny wspétczynnik lep-
kosci pltynu (Pa-s), 0 — napiecie powierzchniowe (mN/m), R — stala gazowa
(J/mol-K), T — temperatura bezwzgledna (K), m — masa gazu obecna w na-
noporze (kg), L — dlugo$é nanopora (m), moy — masa poczatkowa gazu (kg);
mo = poMhwL/RT, py — ci$nienie atmosferyczne (Pa), M — masa molowa
gazu (kg/mol), Dy — wspétezynnik dyfuzji gazu w cieczy (m?/s), ky — stala
Henry’ego (Pa).

Obliczony w niniejszej pracy czas wypelniania porow materiatu i nanoporéw
we wloknie ciecza 7 = 1,6-2,4 ps jest znacznie krétszy od czasu uwalniania
leku i z uwagi na brak wplywu na profil uwalniania leku, mozna go pominaé
w modelu numerycznym.

Po procesie wypelniania nanoporéw ciecza, nastepuje proces desorpcji leku
z powierzchni nano- i mikrowtdkien, dyfuzji w nanoporach i porach materiatu.
W zalozeniach pominieto wplyw stezenia leku na wspdlczynnik dyfuzji leku
w plynie. W niniejszym modelu przyjeto tez dodatkowe zatozenia:

o niezmienny w czasie ksztalt geometrii maty (brak efektéw degradacji

i pecznienia w analizowanym czasie uwalniania),

o stala porowato$é¢ maty,
¢ homogeniczne rozmieszczenie leku na powierzchni widkien,

o maksymalne stezenie leku na powierzchni odpowiada catkowitemu po-
kryciu powierzchni materialu monowarstwa leku,

o wspolezynnik dyfuzji w plynie zalezy od porowatosci maty (wyznaczany
z réwnania (3.22) dla geometrii o zadanej porowatosci),

e dyfuzja opisana prawem Ficka.

Dodatkowe zalozenia i uproszczenia oméwiono ponizej podczas dokladniejsze-
go opisu modeli mikroskopowych (uproszczonego i rozszerzonego) oraz modelu
makroskopowego.

3.3.2 Model mikroskopowy — podstawowy

W ponizszym modelu rozwazany jest nieustalony proces desorpcji z po-
wierzchni nano- lub mikrowlékien — I' i dyfuzji w porach materialu — Q. Do-
mena obliczeniowa modelu wykorzystuje geometrie szescienng o wymiarze bo-
ku L = 100 pm, w ktérej umieszczono 225 prostych wiékien w charaktery-
stycznych konfiguracjach: regularnej (wiékna rozstawione réwnolegle wzgledem
siebie, w réwnych odstepach), nieregularnej (wlékna umieszczone w geometrii
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pod réznym katem, w réznorodnych odstepach). W celu przedstawienia mo-
delu mikroskopowego dla wybranych parametréw, w tym rozdziale pokazano
jedynie geometrie o regularnie ulozonych 225 wléknach (rys. 3.3). Zaklada-
my, ze przedstawiona geometria, bedaca komérka elementarna, posiada iden-
tyczna charakterystyke widkien (rozmiar, ukierunkowanie) w pozostalej czesci
materiatu. Komérka obliczeniowa stanowi element reprezentujacy nieskonczony
material o stalej grubosci. Wymiar boku szescianu obliczeniowego odpowiada
sredniej grubosci rzeczywistych materiatéw otrzymywanych w procesie elektro-
przedzenia. W podstawowym mikroskopowym modelu uwalniania, pominieto
procesy zachodzace we wnetrzu nano- lub mikrowldkna przyjmujac, iz proces
sorpcji zachodzi wylacznie na zewnetrznej powierzchni wiékien.

3.3.2.1 Zatozenia podstawowego modelu mikroskopowego

Zmiang stezenia skladnika zaadsorbowanego na powierzchni wiékien opisa-
no réwnaniem rézniczkowym zawierajacym czton adsorpcji i desorpcji (3.26).
Adsorpcje wyrazono jako dwuczasteczkowa reakcje pomiedzy wolnym centrum
adsorpcji na powierzchni materiatu C%}'** —Cy i wolna czasteczka sktadnika Cp
(gdzie C}** to maksymalne stezenie skladnika na powierzchni materiatu, dla
ktorego powierzchnia poréw pokryta jest monowarstwa skladnika). Wspélczyn-
nikiem proporcjonalnosci jest wspétczynnik adsorpcji k, (m?/kg-s). Desorpcje
wyrazono jako jednoczasteczkowa reakcje o wspolezynniku desorpcji kg (1/s).
Ostatecznie, zmiane stezenia na powierzchni wilékien opisano réwnaniem [103,
104, 139-141]:

% = koCp (CF*™ — Ca) — kgCap. (3.26)

Czasoprzestrzenny rozklad stezenia sktadnika w plynie otaczajacym widk-
na jest opisany II prawem Ficka z czlonem zrédtowym bedacym strumieniem
substancji z powierzchni wiékien:

oCp 0’Cp  0°Cp  0°Cp

—=D —pp [kaC (CF¥*—Ca)—kyqC 3.27
gdzie Dp — wspolczynnik dyfuzji substancji w plynie otaczajacym nanowtékna,
pp — gestosé wlasciwa polimeru (wartosé dla polimeru PLCL wynosi 1170 kg/m?).
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Naprzeciwlegle
$cianki z
warunkiem
brzegowym
wyrazonym
roOwnaniem
3.29)

(b)

Rysunek 3.3. a) Geometria komoérki elementarnej z regularnie utozonymi wiéknami. Powiek-
szenie przedstawiajgce powierzchni¢ nanowlékien — T'; z ktérej uwalniany jest lek. Czarnymi
strzatkami zaznaczono Scianki domeny z warunkiem brzegowym kontaktu z ptynem odbiera-
jacym substancje aktywna. Na pozostalych czterech zewnetrznych $ciankach domeny zastoso-
wano warunek brzegowy symetrii. b) Objeto$é poréw migdzy wtéknami komérki elementarnej
— Q. ¢) Widok z gbry komérki elementarnej przedstawiajacy geometrie po wycieciu widkien
z domeny obliczeniowej.
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3.3.2.2 Warunki brzegowe i poczatkowe

Na czterech Sciankach zewnetrznych sze$cianu, graniczacych z jednakowy-
mi komérkami elementarnymi reprezentujacymi material, zastosowano warunek
symetrii w kierunku normalnym do powierzchni Scianek:

DpVCp i = 0. (3.28)

W przedstawionym modelu zastosowano warunek brzegowy dyfuzyjnego
transportu masy z materiatu do otaczajacego ptynu. Na dwoch przeciwleglych
Sciankach sze$cianu warunek brzegowy kontaktu z pltynem przedstawiono réw-
naniem:

Ng = k" (Cp - C"), (3.29)

gdzie k2" — wspdtezynnik transportu masy do plynu otaczajacego material,
C%" — stezenie w plynie otaczajacym material wynoszace C%" = 0 kg/ m?.

Wspétezynnik transportu masy wyrazono jako k%" = Dpg /6, gdzie § to gru-
bos¢ hipotetycznej warstewki dyfuzyjnej. Z uwagi na brak metod eksperymen-
talnych pozwalajacych zmierzyé grubosé tejze warstewki, jej wartos¢ umow-
nie przyjeto jako § = 0,001 m. Dla typowych wartoéci wspotczynnika dyfuzji
Dp wynoszacych Dg = 1-107'! m?/s, wspoélczynnik transportu masy wynie-
sie k9" = 1.1078 m/s. Niska warto$¢ wspélezynnika transportu masy przez
bariere dyfuzyjna oznacza zwiekszony opér transportu skiladnika przez gra-
nice material-ptyn i akumulacje niezwiazanej postaci sktadnika w materiale.
Warunek ten mozna réwniez zastosowaé¢ w przypadku kontaktu materiatu z po-
wierzchnig tkanki, gdzie przenikanie substancji przez powierzchnie styku, z uwa-
gi na opdr transportu masy, moze by¢ wolniejsze niz bierny transport dyfuzyjny.

Przyjeto, ze stezenie poczatkowe sktadnika w ptynie wynosi Cgg = 1 kg/m?,
za$ na powierzchni wldkien stezenie odniesione do masy materiatu polimerowego
wynosi Cyp =0,01 kg skladnika/kg materiatu, co jest standardowa wartoscia
uzywang w eksperymentach.

Mase sktadnika obecnego w materiale w czasie t obliczono z réwnania:

M, = / P2 ydr + / Cpd, (3.30)

a
r Q

gdzie I' — catkowita powierzchnia widkien, Q2 — objeto$¢ ptynu pomiedzy wiok-

nami, p, — gestos¢ polimeru, a — powierzchnia wlasciwa widkien obliczona dla

wytworzonej geometrii (m?/m?).
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Kumulatywna mase uwolnionego sktadnika po czasie ¢, odniesiong do po-
czatkowej masy sktadnika w materiale, obliczono ze wzoru:

My — M

R(t) = ==

(3.31)
gdzie My — masa skladnika w materiale w chwili poczatkowej t = 0 s.

3.3.2.3 Analiza bezwymiarowa

Dla utatwienia analizy procesu uwalniania, wprowadzono parametry bezwy-
miarowe. Stezenia sktadnika w postaci zaadsorbowanej i niezwiazanej odniesio-
no do stezen poczatkowych sktadnika:

Ca B Ca

A=—*— = —.
C40’ Cg0

(3.32)

Wspoélrzedne w kartezjanskim ukladzie wspétrzednych odniesiono do sred-
nicy widkna L:
x Y z

X=2, Y =Z.
L L L

I
\
N
|
\

(3.33)

Czas dyfuzji sktadnika w plynie wybrano jako skale czasu, dzieki czemu
bezwymiarowy czas wyrazono wzorem:

Dpt

Po wstawieniu parametréw bezwymiarowych do réwnan (3.26)—(3.27) otrzy-
mujemy zmodyfikowany uktad réwnan zmiany bezwymiarowego stezenia sktad-
nikow:

DA kgL?

k(l max __ _
5 = D, [CBO(A A)B A], (3.35)

kq

0B 9B 9B 9B Cakal? [/g

or aX?2 + oY 2 + 072 + ppCBO Dp |y Cho (A - A) B — A] . (3.36)

Warunek symetrii na czterech Sciankach w postaci bezwymiarowej sprowa-
dzono do postaci:

VB =0. (3.37)
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Warunek brzegowy kontaktu z ptynem otaczajacym material dany jest wzo-
rem:

kout L
Ng = ¢
S DB

(B - B"“t) , (3.38)

gdzie B = 0.

Bezwymiarowe stezenie poczatkowe sktadnika na wiéknach wynosi A(T = 0)
= A™® = 1, zad bezwymiarowe stezenie poczatkowe sktadnika w porach ma-
terialu B(7 = 0) = 0.

W powyzszych réwnaniach wyrézniono bezwymiarowe liczby kryterialne.
Liczba Damkohlera (Da) wyraza stosunek czasu dyfuzji do czasu desorpcji, zas
liczba Sherwooda (Sh) wyraza stosunek konwekcyjnego i dyfuzyjnego transpor-
tu sktadnika:

kqL?

Da = ) 3.39

o (339)
kout L

Sh=-—~*-—. 3.40

o (3.40)

Stata réwnowagi procesu adsorpcji-desorpcji wyrazono w postaci:

kq

K=Cpo—. (3.41)
kq

Dodatkowo, w réwnaniu (3.36) wyrézniono parametr uwzgledniajacy stosu-
nek poczatkowych stezen sktadnika i gestodci:

Po podstawieniu do réwnan (3.35)—(3.36) otrzymujemy ostatecznie uprosz-
czony uklad réwnan:

04 _p, [K (A™™ — A) B — A], (3.43)
or
9B 9B  9’B  9’B

max __ _
5 = o3 T gyz T gz + CoDalK (4 A)B — A]. (3.44)
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3.3.2.4 Rozwiazanie modelu matematycznego

Analize numeryczna wplywu poszczegllnych parametréw na szybko$é uwal-
niania sktadnika z materialtu wykonano dla zakreséw parametréw przedstawio-
nych w tabeli 3.1. Wartosci parametréw zostaly przyjete na podstawie danych
do$wiadczalnych i literaturowych.

Tabela 3.1. Zakresy parametréw zastosowane w obliczeniach.

Da Sh Co K
510=% ~ 5.10° | 1.10~7 — 11073 | 1,17 - 5,85-10' | 1-10~2 — 1.10"

Na rys. 3.4a przedstawiono wplyw liczby Damkohlera na szybko$é uwalnia-
nia substancji. Wzrost liczby Damkohlera, a tym samym szybkosci desorpcji
sktadnika z powierzchni powoduje znaczacy wzrost szybkosci uwalniania i osig-
gniecie catkowitego uwolnienia sktadnika w krétszym czasie. Wyniki symulacji
numerycznych przedstawiajace wptyw liczby Sherwooda na szybko$é¢ uwalniania
substancji przedstawiono na rys. 3.4b. Wzrost oporu transportu przez bariere
material-ptyn, odwrotnie proporcjonalnego do wspoélczynnika transportu ma-
sy, powoduje zahamowanie uwalniania sktadnika z materiatu i jego akumulacje
w materiale.

Na rys. 3.5a zaprezentowano wplyw réwnowagi sorpcyjnej na szybkosé uwal-
niania substancji. Wzrost szybkosci adsorpcji sktadnika na powierzchni powo-
duje spadek szybkosci uwalniania. Przyktadowo dla K =1 i K = 10, po tym sa-
mym czasie zanotowano dwukrotny spadek iloéci uwolnionej substancji. Wptyw
stezenia poczatkowego substancji na szybkos¢ uwalniania przedstawiono na rys.
3.5b. Mozna zaobserwowaé, iz dwukrotne zwigkszenie stezenia sktadnika na po-
wierzchni wlékien spowodowalo 50% poczatkowy wzrost uwalnianej substancji.

Przedstawiony model zostatl wykorzystany w dalszej czesci pracy do oblicze-
nia wspotezynnikéw kinetycznych dla danych eksperymentalnych. Otrzymany
eksperymentalnie profil uwalniania sktadnika zostal wprowadzony do progra-
mu obliczeniowego. Nastepnie dobierano wspétczynniki k, i kg w ten sposob,
aby réznica w przebiegu profilu eksperymentalnego i numerycznego byla jak
najmniejsza.

Model zostal réwniez uzyty w badaniu wplywu konfiguracji wtokien na szyb-
ko$¢ uwalniania substancji z powierzchni wiékien. Wyniki tych badan przedsta-
wiono w podrozdziale 4.3.3.
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Rysunek 3.4. a) Wplyw liczby Damkohlera na szybko$é uwalniania sktadnika z komoérki ele-
mentarnej. Wartoéci pozostalych parametréw nie objetych zmiang: Sh = 1.107%, Co = 1,17,
K = 1-107*. b) Wplyw liczby Sherwooda na szybkoéé uwalniania sktadnika z materiatu. War-
tosci pozostalych parametréw nie objetych zmiana: Da = 5.1077, Co = 1,17, K = 1.
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Rysunek 3.5. a) Wplyw réwnowagi sorpcji na szybko$é uwalniania sktadnika z komérki ele-
mentarnej. Wartoéci pozostatych parametréw nie objetych zmiang: Da = 5-1077, Sh = 1.1074,
Co = 1,17. b) Wplyw stezenia poczatkowego Cp na szybko$é¢ uwalniania sktadnika z materiatu.
Wartosci pozostatych parametréw nie objetych zmiana: Da = 51077, Sh = 1.107% K = 1.
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3.3.3 Model mikroskopowy — rozszerzony

W ramach udoskonalania modelu uwalniania leku z wtdkien, zapropono-
wano bardziej szczegdtowe podejscie do opisu procesu adsorpcji-desorpcji na
powierzchni widkien i dyfuzji w plynie otaczajacym wtékna. W pierwszym mo-
delu (podstawowym) przyjeto zalozenie, ze procesy sorpcji sktadnika zachodza
wylacznie na zewnetrznej powierzchni widkien (we wnetrzu widkien nie wyste-
powaly procesy transportu i wymiany masy). Zaproponowany model podsta-
wowy jest uzasadniony dla wielu przypadkow, w ktérych otrzymano materiaty
nie posiadajace nanoporéw w nano- lub mikrowléknie. Wyniki badan mikro-
skopii elektronowej nanowtékien moga wskazywaé na koniecznosé rozwiniecia
powierzchni wlaéciwej procesu adsorpcji-desorpcji z racji obecnosci nanoporéw
we wnetrzu wldkien [47, 49]. Z tego powodu postanowiono rozszerzy¢ istniejacy
model uwzgledniajac nanoporowato$¢ wiékien i procesy zachodzace we wne-
trzu nanoporéw. Nanopory we widknach majg niejednorodny rozmiar i dodat-
kowo moga mieé r6zng strukture, wyrazong przez kretos¢ nanoporéw. Duzg role
w transporcie sktadnika moze zatem odgrywaé¢ spowolniona dyfuzja czasteczek
substancji w ich wnetrzu. Rozszerzenie modelu o dyfuzje w nanoporach wtok-
na oraz przenikanie substancji z objetosci nanoporéw do plynu otaczajacego
wlékno, moze poméc w doktadniejszym opisie uwalniania lekéw. W poréwna-
niu do modelu podstawowego uwzglednienie rzeczywistej geometrii nanoporéw,
istotnie zwigksza stopien komplikacji modelu numerycznego. Stad tez jedynie
rozszerzono model o dyfuzje skladnika we wnetrzu wildkien opierajac sie na
efektywnych parametrach transportu sktadnika.

3.3.3.1 Zatozenia rozszerzonego modelu mikroskopowego

W ponizszym modelu analizowany skltadnik wystepujacy w réznych posta-
ciach (zaadsorbowanej oraz niezwiazanej) oznaczono odpowiednimi symbolami.
Stezenie skladnika zaadsorbowanego na $ciankach nanoporéw wewnatrz na-
nowldékien oznaczono symbolem Cy (kg skladnika/kg polimeru). Ten niemo-
bilny sktadnik zwiazany jest z polimerem, a jego uwolnienie do plynu naste-
puje z szybkoscia kg (réwnanie (3.45)). Stezenie zaadsorbowanego skladnika
wyrazono w jednostkach masy sktadnika na mase polimeru. Stezenie sktad-
nika w postaci niezwiazanej, mogacej dyfundowa¢ w nanoporach oznaczono
jako Cp (kg/m3). Warto$¢ wspétezynnika dyfuzji w nanoporach dobrana zo-
stala z danych literaturowych dla czasteczek o podobnej masie molowej [18].
Dla odroéznienia niezwigzanej postaci sktadnika we wltoknie, stezenie skladnika
w plynie otaczajacym widkna wyrazono symbolem Cpy (kg/m?).
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(a) (b)

Rysunek 3.6. Komoérka elementarna sktadajaca si¢ z dwéch domen: a) widkien Q1 i b) prze-
strzeni miedzy wiéknami .

Roéwnanie opisujace proces sorpcji na powierzchni nanoporéw (domena wté-
kien §21) wyrazone przez odpowiednie stale szybkosci adsorpcji i desorpcji [103,
104, 139-141]:

% = koCp (CF™ — Ca) — kqgCay, (3.45)
gdzie kg, kg — wspolczynnik adsorpcji i desorpcji sktadnika na powierzchni wiék-
na (odpowiednio 1/s, m3/kg-s), CH2* — stezenie maksymalne sktadnika, przy

ktorym nastepuje wysycenie centrow adsorpcji i nie nastepuje dalszy proces
zapelniania powierzchni substancja aktywna (kg sktadnika/kg polimeru).

Proces dyfuzji wewnatrz nanoporéw wlékna (domena €21) wraz z czlonem
zrodtowym adsorpcji — desorpcji opisano rownaniem:

9C
g T o )‘pp(l_E“’) ot

Ew—— = EuwDp

2 2 2
a;B (a Cp acB+acB (3.46)

gdzie g,, — porowato$¢ wewnetrzna wldkna (warto$é estymowana), Dp — wspél-
czynnik dyfuzji efektywnej w nanoporach wiékien (warto$é¢ przyjeta z literatu-
ry) (m2/s), x,y, z — wspéhrzedne w kartezjanskim ukltadzie wspétrzednych (m),
pp — gestoéé polimeru (kg/m?).
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Dyfuzja sktadnika w plynie otaczajacym widkna (domena €29) wyrazona jest
réwnaniem Ficka:

8CBf — Dy <82C'Bf n 8203f n 82CBf> . (3.47)

ot 0x2 Oy? 022

3.3.3.2 Warunki brzegowe i poczatkowe

Strumient masy sktadnika z wlokien do objetosci poréw przez powierzchnie
graniczng wiokno-ptyn wynosi:

Np = Npj = —ke (C¥™ — Cp) = k. (Cg‘}w —Cjp f) , (3.48)

gdzie CB™, Cg}w to stezenia skladnika na powierzchni (kg/m?), k. — wspol-
czynnik transportu masy przez powierzchnie wiékno-plyn (m/s).

Na czterech $ciankach zewnetrznych sze$cianu, graniczacych z jednakowy-
mi komoérkami elementarnymi reprezentujacymi material, zastosowano warunek
symetrii w kierunku normalnym do powierzchni $cianek:

DpyVCpgys -1 =0. (3.49)

Na dwoch przeciwleglych Sciankach szescianu warunek brzegowy kontaktu
z pltynem przedstawiono rownaniem:

Ng = kout (CB ;- cg;}) , (3.50)

gdzie k2" — wspolezynnik transportu masy z komoérki elementarnej (m/s),
O} — stezenie w plynie otaczajacym material wynoszace Cg} = 0 kg/ m?.

Warunek poczatkowy stezenia niezwigzanej postaci sktadnika w ptynie wy-
pelniajagcym nanopory oraz pory materiatu wynosi Cpg = Cpso = 1 kg/ m3, za$
stezenie poczatkowe zaadsorbowanej postaci sktadnika na powierzchni wiékien
Ca0 = 0,01 kg sktadnika/kg polimeru.

Mase sktadnika obecnego w materiale w czasie t do wyznaczenia kumula-
tywnej masy skladnika (3.31), obliczono z réwnania:

M, = / ppCadS + / CpdQ + / poCi 7S, (3.51)
Q1 Q1 QQ

gdzie €)1 — objetos¢ widkien, (2o — objeto$¢ ptynu pomiedzy widknami.
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3.3.3.3 Analiza bezwymiarowa

Podobnie jak w poprzednim przypadku, stezenia sktadnika w postaci zaad-
sorbowanej i niezwiazanej odniesiono do stezen poczatkowych (3.32). Wspél-
rzedne w kartezjanskim uktadzie wspétrzednych odniesiono do srednicy wiok-
na L, za$ czas dyfuzji sktadnika w porach materiatu odniesiono jako skale czasu
dla rozpatrywanego procesu.

Po podstawieniu parametréw do réwnan (3.45)—(3.47) otrzymujemy uktad
rownan:

A kaL?
or N DBf

%C’BO (A™ _ A) B — A] , (3.52)
d

OB _ Dp 9’B N 9’B N 9’B
or  DppdX?% 9Y?  0Z2

(3.53)
CAO 1-— Ew de ka :|
—Cpo (A" —A)B—A|,
+ppC Ew DB k:d BO ( )
OBy 9*By 0°By 0By
= . 3.54
ar _ oxz T av: Tz (3:54)
Warunek brzegowy strumienia przez powierzchnie witdkna:
kCL kCL pow—B
Np = Npy=———Cpo(B— B"v) = Cgyo (B . 3.55
5= Nog = =5 Can )= D Crno (B ). (359)
Warunek symetrii na czterech Sciankach komorki elementarne;j:
VBy -1 =0. (3.56)
Warunek brzegowy kontaktu z plynem otaczajacym material:
_ kML out
Ng = D (Bf - B? ) . (3.57)

Bezwymiarowe stezenie poczatkowe sktadnika we wldknach wynosi A = 1,
za$ bezwymiarowe stezenie poczatkowe sktadnika w porach materiatu B = 0.

Podobnie jak w modelu podstawowym, w powyzszych réwnaniach wyrdz-
niono liczbe kryterialng Damkohlera, liczbe Sherwooda dla przejscia sktadnika
z domeny wtdkna do otaczajacego go ptynu — Sh; oraz z ptynu w porach koméor-
ki elementarnej do otoczenia — Sho. Wyrdzniono takze staty rownowagi procesu
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adsorpcji-desorpcji — K, parametr uwzgledniajacy porowatosé¢ wewnetrzng na-
nowlékna — E = (1 — &,)/ey; oraz parametr uwzgledniajacy stosunek poczat-
kowych stezen i gestosci nosnika leku — Cq (3.42). Bezwymiarowy wspétczynnik
dyfuzji sktadnika wyrazono wzorem:

D
D— B

=— 3.58
P (358)

Po podstawieniu do réwnan (3.52)—(3.54) otrzymujemy zmodyfikowany uklad
réwnan:
0A
92 _ Da[K (A™* — A)B — 4], (3.59)
or
0B _D(92B n 0’B n 0’B
or T O0X%* oy? 072
OBy 0By N 9’By  0°By
or  0X?2 oY? 072"

+ CoEDa[K (A™* — A)B— 4],  (3.60)

(3.61)

3.3.3.4 Rozwiazanie modelu matematycznego

Obliczenia wplywu poszczegdlnych parametréw na szybkosé uwalniania sktad-
nika z materialtu wykonano dla parametrow przedstawionych w tabeli 3.2.

Tabela 3.2. Zakresy parametrow zastosowane w obliczeniach.

Da Sh, Shy D
1-107% - 1.107° | 1-107 ~ 1-10~* | 1-1077 ~ 1-10=% | 5-107° — 5-10~2
K E Co -

1-10=2 - 1-10* 851073 -3 |1,17-10' — 1,75-10 -

Zwiekszenie szybkosci desorpcji powoduje zwiekszenie szybkosci uwalnia-
nia skladnika z materiatu. Dla liczby Damkohlera réwnej 1-10~8 zaobserwo-
wano szybkie przejécie zaadsorbowanej postaci leku w posta¢ wolna i uwolnie-
nie z objetosci materialu (rys. 3.7a). Akumulacja niezwiazanej postaci sktadni-
ka we widéknach spowodowana zwickszeniem oporéw przenikania przez granice
wlékno-otaczajacy plyn zahamowala proces desorpcji z wldkien (rys. 3.7b).

Zwiekszenie wartosci wspolczynnika dyfuzji skladnika w porach wldkniny,
moze przyspieszy¢ uwolnienie substancji z materialu (rys. 3.8a). Tym samym
zwiekszenie np. temperatury w jakiej uwalniana jest substancja przyspieszy
transport sktadnika w nanoporach witdkien oraz porach witdkniny, sumarycznie
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Rysunek 3.7. a) Wplyw liczby Damkohlera na szybko$é uwalniania skladnika z komor-
ki elementarnej. Wartoéci pozostalych parametréw nie objetych zmiana: Sh; = 1.1073,
Shy = 11073, D =5107*, K = 110", E = 1,7.1072, Co = 1,17-10" b) Wplyw oporu prze-
nikania sktadnika z wldékna do otaczajacego ptynu na szybko$¢ uwalniania sktadnika z ko-
mérki elementarnej. Wartoéci pozostatych parametréw nie objetych zmiang: Da = 1-1077,
Shy =11073, D=510"% K=110"", E = 1,7.1072, Co = 1,17-10".

prowadzac do mozliwego wyrzutu substancji z materiatu. Do podobnej sytuacji
moze doj$¢ w wyniku zastosowania innego nos$nika leku lub konwekcji wymu-
szonej w osrodku z zanurzonym materiatem, utatwiajac desorpcje z powierzchni
witdkien i w konsekwencji prowadzac do szybszego uwolnienia substancji z ma-
terialu (rys. 3.8b).

Dla warunku, w ktérym transport skladnika przez powierzchnie wtdkno-
plyn jest utrudniony (Sh = 1-10~7), porowato$¢ wewnetrzna wiékna moze spo-
wodowaé przesuniecie poziomu uwolnienia leku (rys. 3.9a). Dla struktur o matlej
porowato$ci wewnetrznej (¢, = 0,1; E = 3) uwalnianie znaczaco zmniejszyto
szybko$¢ przy poziomie 40% poczatkowej masy substancji.

Model zakladajacy wystepowanie oporéw transportu we widknach, poma-
ga dokladniej opisaé rzeczywiste procesy zachodzace na granicy wildkno-ptyn.
Jednakze koszty obliczeniowe przedstawionego modelu sa znacznie wieksze niz
modelu uproszczonego, co stanowito gléwne kryterium wyboru modelu uprosz-
czonego w dalszych badaniach nad mechanizmami uwalniania z nanowldkien.
W poréwnaniu do modelu uproszczonego, przedstawiony model charakteryzuje
sie réwniez niska wrazliwoécig charakterystyki uwalniania w zaleznosci od ste-
zenia poczatkowego substancji (rys. 3.9b). Z danych eksperymentalnych wynika
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Rysunek 3.9. a) Wply\(iv %)orowatoéci na szybkos¢ uwalniania skladnigqa)z materiatu przy zwiek-
szonych oporach przenikania skladnika z wtékna do otaczajacego ptynu. Wartosci pozostatych
parametréw nie objetych zmiang: Da = 11077, Shy = 11077, Shy = 1-1073, D = 5-107%,
K = 11071, Cy = 1,17-10! b) Wplyw stezenia poczatkowego na szybko$é uwalniania sktad-
nika z materialu. Wartosci pozostalych parametréw nie objetych zmiang: Da = 1.1077,
Sh; = 1.107%, Sh, = 11073, D =5107% K = 110", E = 1,710 2.
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(rozdzial 4.1), iz zmiana poczatkowego stezenia substancji w nanowléknach
ma wplyw na profil uwalniania substancji, co wskazuje na pewne braki tego
elementu modelu dla podanych parametréw procesu uwalniania. Dokladniejsza
analiza przyczyn tej rozbieznosci wykracza poza zakres obecnej pracy.

3.3.4 Makroskopowy, dwuwymiarowy model uwalniania leku z nanomateriatu
do hydrozelu

Celem tej czesci pracy bylo stworzenie dwuwymiarowego modelu opisujace-
go uwalnianie lekow z makroskopowego materiatu zawierajacego nanowtdkna,
jak rowniez dyfuzje sktadnika w hydrozelu odtwarzajacym warunki srodowiska

panujace w tkance moézgowej.
/ Materiat

—

Stezenie

Rysunek 3.10. Schemat przedstawiajacy miejsce zastosowania opatrunku i efekt jego dziatania
w postaci wzrostu stezenia leku w obszarze mézgu.

W przedstawionym modelu makroskopowym wprowadzono wiele uproszczen
(w poréwnaniu do modelu mikroskopowego). Przede wszystkim, zastosowano
podejscie, w ktérym nie uwzgledniono bezposrednio geometrii widkien (grubosci
i ukierunkowania), a jedynie posrednio poprzez zmiane efektywnego wspdlczyn-
nika dyfuzji, oszacowanego na podstawie obliczenn mikroskopowych modelu.

3.3.4.1 Zatozenia podstawowego modelu makroskopowego

W przedstawionym modelu procesu uwalniania sktadnika rozwaza si¢ nie-
ustalony proces desorpcji z wtdkna i dyfuzji w materiale polimerowym. W mo-
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delu zaktadamy homogeniczny rozktad substancji w matrycy polimerowej. Wy-
miary modelowanego materiatu wynosza: promieii r = 2,5-107% m oraz gruboéé
d = 100-107% m. W momencie kontaktu materiatu z zelem rozpoczyna sie de-
sorpcja sktadnika z nanowldkien. Zaktadamy, ze czas wypelnienia poréw zelem
mozna zaniedba¢. Dodatkowo nie rozpatrujemy procesu degradacji, gdyz czas
rozpadu w przypadku uzytych polimeréw wynosi od roku do dwéch lat, zas ana-
lizowany czas uwalniania lekéw wynosi okoto trzech tygodni. Dyfuzje sktadnika
w domenie €y oraz €29 opisano réwnaniem Ficka. Wymiar domeny o: wysokos¢
3-1072 m, szeroko$é¢ 3-1072 m

I

18

e
I

Rysunek 3.11. Dwuwymiarowa domena obliczeniowa przedstawiajaca modelowany materiat
(©21) oraz subdomena hydrozelu imitujacego tkanke nerwowa (Q2). Wymiary modelowanego
materialu wynosza: promiefi 7 = 2,5-107% m oraz gruboéé¢ d = 100-10~° m. Wymiar domeny
Qa: wysokosé 3.1072 m, szeroko$é 31072 m

Zmiana stezenia skladnika zaadsorbowanego na powierzchni nanowtékien
(domena 27) jest wyrazona przez izoterme¢ Langmuira z czlonami adsorpcji-
desorpcji:

0C 4

W = kaCB (CEB'X - CA) - deA, (362)

gdzie C4 — stezenie skladnika zaadsorbowanego na powierzchni nanowldkien,
w przeliczeniu na mase polimerowego opatrunku (kg/kg), C'}'** — stezenie mak-
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symalne sktadnika na powierzchni materiatu polimerowego (kg/kg), Cp — steze-
nie sktadnika w ptynie wypetniajacym material (domene 1) (kg/m?), kq, kg —
state szybkoéci odpowiednio adsorpcji (m?/kg s) i desorpcji (1/s).
Czasoprzestrzenna zmiane stezenia sktadnika w domenie €21, w ktorej naste-
puje proces adsorpcji-desorpcji substancji na powierzchni materialu oraz dyfuzji
niezwigzanej postaci sktadnika w domenie €y, opisano ponizszym réwnaniem:

0Cg 9’Cp  0%*Cp 0Cy
BB (1—e) A .
( 92 + a2 pp(1—¢) 5 (3.63)

gdzie e — porowatos¢ materiatu (-), Dp — wspélczynnik dyfuzji efektywnej sub-
stancji w domenie Qo (m?/s), p, — gestoéé polimeru (kg/m?).

Dyfuzja niezwiazanej postaci substancji w domenie 2 (tkanka lub jej fan-
tom) wyrazona jest réwnaniem Ficka:

2 2
OCbys _ Dpy (8 Cpr , 9 CBf) : (3.64)

ot Ox? Oy?

gdzie Cpy — stezenie substancji w domenie Qs (kg/m?), Dpy — wspolezynnik
dyfuzji w domenie Qs (m?/s).

3.3.4.2 Warunki brzegowe i poczatkowe

Na powierzchni kontaktu domen € i Q29 — I'y przyjeto warunek brzegowy
transportu sktadnika przez bariere materiatl-tkanka:

Np = Nps = —he (C}™ — C) = ke (Cr — C3Y) (3.65)

gdzie k. — wspélezynnik transportu masy przez granice material-tkanka (m/s),
cyY, Cg}w — stezenia sktadnika na powierzchni granicznej (kg/m?).

Na $ciankach domeny — I's ustanowiono warunek brzegowy kontaktu z ply-
nem o nieskonczonej objetodci:

N = k2" (Cpy — C3Y) (3.66)

gdzie k2" — wspoélezynnik transportu masy (m/s), C%‘}t

— stezenie w plynie
otaczajacym material wynoszace C%‘}P = 0 kg/m3.

Stezenia poczatkowe niezwiazanej postaci sktadnika w materiale oraz tkance
wynosza Cgy = Cpyro = 1kg/ m?, za$ stezenie zaadsorbowanej postaci sktadnika

na powierzchni wiékien w materiale C'yg = 0,01 kg sktadnika/kg polimeru.
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Mase sktadnika obecnego w materiale w czasie t obliczono z réwnania:

M, = /,opcAdle +/ch91, (3.67)
Q1 Ql

gdzie p, — gestosé wlasciwa polimeru (kg/m?), Q; — domena materiatu z wiék-
nami.

3.3.4.3 Model bezwymiarowy

Podobnie jak w poprzednich przypadkach, stezenia sktadnika w postaci za-
adsorbowanej i niezwiazanej odniesiono do stezen poczatkowych, za$ wspot-
rzedne w kartezjanskim ukladzie wspotrzednych, odniesiono do grubosci mate-
rialu L. Jako skale czasowa procesu ponownie wybrano czas dyfuzji sktadnika
w materiale z nanowldkien (3.32).

Po podstawieniu do réwnan (3.62)—(3.64) otrzymujemy:

OA  kaL? [k, ax
0B Dgp 0°B 0°B Caol —ekyl? [kqy
— = 2 Cho (A™™>_A) B— A 3.69
9r " Dy 0X2 T av? PGy & Dy kg ) } (3.69)

0By  Dgy (82Bf 82Bf> (3.70)

or _ Dp \0X2  ov?
Warunek brzegowy strumienia sktadnika przez powierzchnie graniczna do-
men 27 i Qy:

koL
Dp

koL
Dp

Cpo (B — BP®Y) =

Np = Npj=— Crpo (BY™ = By).  (3.71)

Warunek brzegowy kontaktu z plynem otaczajacym domeng €s:

_ kML out
Ng = D (By - By™). (3.72)

Podobnie jak w poprzednich modelach matematycznych, w powyzszych row-
naniach wyrézniono liczbe kryterialna Damkohlera, wyrazajaca stosunek czasu
dyfuzji do czasu desorpcji, liczbe Sherwooda dla przenikania sktadnika z ma-
terialu do tkanki — Sh; oraz z tkanki do nieskonczonej objetosci — She. Dodat-
kowo, wyr6zniono stata réwnowagi procesu adsorpcji-desorpcji — K, bezwymia-
rowy wspoOtczynnik dyfuzji sktadnika — D, parametr zwiazany z porowatoscia
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materialu — E = (1 — ¢)/e; stosunek poczatkowych stezen i gestosci noénika
polimerowego — Cy (3.42).
Po podstawieniu do réwnan (3.68)—(3.70) otrzymujemy uproszczony uktad
réwnan:
0A
or
OB 9°B  0°B

Da [K (A™>* — A)B — A], (3.73)

S = G+ oy + CoBDa[K (4™ — 4) B - 4], (3.74)
OB, B, 9°B;
o P <8X2 T ave ) (8.75)

3.3.4.4 Rozwigzanie modelu matematycznego

Obliczenia wplywu poszczegdlnych parametréw na szybkosé uwalniania sktad-
nika z materialtu wykonano dla parametréow przedstawionych w tabeli 3.3.

Tabela 3.3. Zakresy parametréw zastosowane w obliczeniach.

Da Sh, Sh D
1-1072 - 2.107' [ 1:107°-1.1072| 1.1077 -1.10~% |1.1072 - 1.102
K E Co -

11072 - 1.10* | 85103 -3 |1,17-10' — 1,75-102 -

W przedstawionej homogenicznej makrostrukturze niewielki wzrost stalej
desorpcji (por. Da = 0,01 i Da = 0,02) prowadzi do znacznego przyspieszenia
uwalniania substancji z materiatu (rys. 3.12a). Akumulacja niezwiazanej postaci
sktadnika w materiale spowodowana zwiekszeniem oporéw przenikania przez
granice material-tkanka (domeny €7 i Q2) (Sh; = 1-107%) zahamowala proces
desorpcji z wiékien (rys. 3.12b).

Zwiekszenie wartosci wspotczynnika dyfuzji sktadnika w porach materia-
tu, w przypadku materiatu makroskopowego jedynie nieznacznie przyspieszyto
uwolnienie substancji z materiatu (por. D = 11D = 10; rys. 3.13a). Ulatwienie
desorpcji lub zahamowanie adsorpcji na powierzchni widkien przez zmiane no-
$nika leku lub samego leku, moze prowadzi¢ do szybszego uwolnienia substancji
z materiatu.

Dla warunku w ktérym transport sktadnika przez powierzchnie materiat-
tkanka jest utrudniony (Sh; = 1-10'), porowatos$é¢ materiatu powoduje przesu-
niecie poziomu uwolnienia leku (rys. 3.14a). Mozna to uzasadni¢ w ten sposéb,



108 8. Analiza numeryczna
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Rysunek 3.12. a) Wplyw liczby Damkohlera na szybko$é uwalniania skladnika z materiatu.
Wartoéci pozostalych parametréw nie objetych zmiana: Shy = 1.1072, Shy = 1.1072, D = 10,
K=110""E=1,710"2, Co = 1,17-10" b) Wplyw oporu przenikania sktadnika z materiatu do
hydrozelu na szybkos¢ uwalniania sktadnika. Wartoéci pozostatych parametréow nie objetych
zmiana: Da = 11072, Shy = 1-1072, D = 10, K = 1-107}, E = 1,7.1072, Cp = 1,17-10"
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Rysunek 3.13. a) Wplyw ilorazu wspétczynnikéw dyfuzji na szybko$é uwalniania sktad-
nika z materialu. Wartosci pozostalych parametréw nie objetych zmiana: Da = 1.1072,
Shy = 11072, Shy = 1-1072, K = 1.107}, E = 1,7-1072, Cp = 1,17-10' b) Wplyw réwnowagi
sorpcji na szybkos$¢ uwalniania sktadnika z komérki elementarnej. Wartosci pozostatych para-
metréw nie objetych zmiang: Da = 1.1072, Shy = 1-1072, Sh, = 1-1072,D =10, E=1,7-10" 2,
Co = 1,17-10.
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ze im wiekszy jest udzial fazy stalej z lekiem w materiale, tym uwalnianie
substancji z jej wnetrza jest bardziej utrudnione. Zmniejszona jest objeto$é
poréw w materiale dla dyfuzji substancji oraz wiekszos¢ substancji pozostanie
w polimerowych wtéknach. Wplyw stezenia poczatkowego na charakterysty-
ke uwalniania przedstawiono na rys. 3.14b. Zauwazalny jest wzrost szybkosci
uwalniania w poczatkowej fazie, ktory dla ilodci leku w materiale przekracza-
jacej 15% moze doprowadzi¢ do niekorzystnego zjawiska wyrzutu duzej dawki
leku.

= 10 Z 1.0
:g. :g,
E 0,8 4 P AAMAIDAAIAAANNNNAINN E '0,8 - évgg :
F —e—E =0,0085 F ‘96
3 , a 0,96
T ——E = 0,085 T 0% S
S 0,6 1 S 0,6 9.92 1
20 —0-E=085 £ 090 +———
g g’ 1,00E+06  1,10E+06
> 04 2 04
£ 0 41
2 s —A—Cg=175,5
£ £ —e—C=117,0
= 0,2 1 = 0,2 0=
g g —0—C( =585
3 5 ——Cg =117
0,0 4 T T T T ! 0,0 & - .
0 500 1000 1500 2000 2500 0,00E+00 1,00E+06 2,00E+06
Czas bezwymiarowy Czas bezwymiarowy
(a) (b)

Rysunek 3.14. a) Wplyw porowatosci na szybko$é uwalniania skladnika z materialu przy
zwiekszonych oporach przenikania skladnika z widékna do otaczajacego plynu. Wartosci po-
zostalych parametréw nie objetych zmiang: Da = 1.1072, Shy = 1.1072, Shy = 1.1075,
D =10, K =1.10"", Co = 1,17-10' b) Wplyw stezenia poczatkowego na szybkos$¢ uwalniania
sktadnika z materiatu. Wartosci pozostatych parametréw nie objetych zmiana: Da = 51077,
Sh; = 11072, Shy = 11072, D =10, E = 1,7-107%2, K = 1.107'.
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3.3.5 Rozszerzony, dwuwymiarowy model uwalniania lekéw
z materiatu do hydrozelu i ptynu

7 uwagi na umiejscowienie opatrunku neuroprotekcyjnego w moéozgu, do po-
przednio zaprezentowanego modelu makroskopowego (podrozdzial 3.3.4) wpro-
wadzono dodatkowa domene odzwierciedlajaca przestrzen podpajeczyndéwkowa.
Domena 23 znajdujaca sie nad odpowiednikiem tkanki mézgowej {22 i materia-
tem 2; zostala wprowadzona celem zamodelowania konwekcyjnego transportu
substancji z materiatu przez ptyn omywajacy materiat. Przestrzen podpaje-
czynéwkowa ma skomplikowang budowe i zawiera wiele beleczkowatych struk-
tur umieszczonych w poprzek do kierunku przeptywajacego ptynu, spajajacych
blone migkka i pajecza. Ich zlozona budowa, niejednorodna grubos$é (rzedu
kilkudziesieciu mikrometréw) i przypadkowe ulozenie w przestrzeni jest cze-
sto niemozliwe do bezposredniego wprowadzenia do modelu [142, 143]. Wplyw
struktury i wystepowania beleczek na rozkiad predkosci w przestrzeni pod-
pajeczynéwkowej jest istotny, dlatego wielu badaczy przyjmuje w swoich ob-
liczeniach porowata strukture przestrzeni podpajeczyndéwkowej z anizotropia
przepuszczalnosci [142, 143]:

ki e2(m 42,157 (1 —¢))
r? 48 (1 —¢)?
kt 7T€(]_—\/1—5)2

2 e 77

: (3.76)

gdzie k; — przepuszczalnoéé wzdtuzna (réwnolegla do beleczek) (m?), k; — prze-
puszczalnoéé poprzeczna (m?), € — porowatoéé przestrzeni podpajeczynéwkowej
rzedu 0,98-0,99 (-).

Roéwnanie ruchu pltynu w dwuwymiarowej przestrzeni podpajeczynéwkowej
wykorzystujace powyzsze zaleznosci mozna zapisa¢ réwnaniem:

ou . . uy /Ky
— Vi) =-V Vi — 3.78
p<8t+u u> P+ uVai M(m/h)’ (3.78)

gdzie p — gestoéé pltynu mézgowo-rdzeniowego (kg/m?), @ — wektor predko-
Sci plynu (m/s), Ap — spadek ci$nienia (Pa), pu — lepkosé plynu mézgowo-
rdzeniowego (Pa-s). W niniejszej pracy zdecydowano wykorzysta¢ wylacznie
paraboliczny rozktad predkosci, wprowadzony bezposrednio do réwnania trans-
portu sktadnika. Dzieki temu zabiegowi zmniejszono znaczaco czas obliczen,
jednocze$nie zachowujac zblizony w obu przypadkach charakter przeptywu.
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Dodatkowo, w domenie (2o wprowadzono czton reakcyjny odpowiadajacy za
eliminacje substancji z domeny. Wspétczynnik reakceji eliminacji, ktora jest wy-
padkowa wielu mechanizméw usuwania lekow w tkance zostala dobrana dla
danej substancji na podstawie danych literaturowych [116].

Tak duze uproszczenia polegajace na redukcji modelu do postaci dwuwy-
miarowej i wprowadzenie przeptywu pltynu bez rozwiazywania réwnan Naviera-
Stokesa nie oddaja w istocie pelni zjawisk zachodzacych w przestrzeni podpa-
jeczynéwkowej. Jednak wprowadzenie do modelu numerycznego konwekcyjnego
transportu sktadnika, daje mozliwo$¢ oszacowania wplywu predkosci przeptywu
i czestodci pulsacji ptynu mézgowo-rdzeniowego na szybkos¢ odbierania sktad-
nika z powierzchni porowatego materiatu, a tym samym oszacowanie profilu
uwalniania leku z nanowltékien. Dzicki takiemu podejéciu zredukowany zostaje
réwniez poziom ztozonosci problemu, a takze czas potrzebny na rozwiazanie
wieloparametrycznego modelu matematycznego.

3.3.5.1 Zatozenia rozszerzonego modelu makroskopowego

Zmiane stezenia skladnika zaadsorbowanego na powierzchni nanowldkien
(domena §21) ponownie opisano izoterma Langmuira:

38651 = koCp (C}*™ — Ca) — kqaCa, (3.79)
gdzie Cy — stezenie skladnika zaadsorbowanego na powierzchni nanowldkien,
w przeliczeniu na mase polimerowego opatrunku (kg skladnika/kg polimeru),
O™ — stezenie maksymalne skladnika na powierzchni materiatu (kg/kg), Cp —
stezenie sktadnika w ptynie (kg/m?), k., kg — stale szybkoéci odpowiednio ad-
sorpcji (m?/kg-s) i desorpcji (1/s).

Czasoprzestrzenng zmiane stezenia w materiale, w ktorym nastepuje proces
adsorpcji-desorpcji substancji na powierzchni widkna oraz dyfuzji niezwiaza-
nej postaci substancji w plynie wypelniajacym przestrzen miedzy wiloknami,
opisano ponizszym réwnaniem:

£ (3.80)

90y (8203 a2CB> 00 4
:6DB +

at oz T ) 19

gdzie € — porowato$¢ materiatu (-), Dp — wspdlczynnik dyfuzji efektywnej sktad-
nika w plynie otaczajacym nanowltékna (m?/s), p, — gestosé¢ polimeru (kg/m?).

Dyfuzja w domenie 29 wyrazona jest rownaniem Ficka z czlonem reakcji
eliminacji substancji z domeny:
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0Cpy _ 32C3f 6203f
N —DBf< 022 + 92 — k.Cpy, (3.81)

gdzie Cpy — stezenie w skladnika w domenie Qy (kg/m?), Dy — wspélezynnik
dyfuzji w domenie Q5 (tkanka) (m2/s), k. — wspétczynnik reakeji eliminacji
sktadnika (1/s).

Dyfuzja w plynie (domena 23) wyrazona jest réwnaniem Ficka z czlonem
konwekcyjnym:

aC'Bs
ot

+ V. (CBSI_[ — DBSVCBS) =0, (3.82)

gdzie Cps — stezenie skladnika w plynie omywajacym material (domena 3)
(kg/m3), D, — wspotczynnik dyfuzji w domenie Q3 (m?/s), @ — wektor pred-
kosci ptynu (m/s).

I, % Q, 7 . T,

Rysunek 3.15. Dwuwymiarowa domena obliczeniowa przedstawiajaca modelowany materiat
(€1), subdomene hydrozelu imitujacego tkanke nerwowsa (€2) oraz subdomene reprezentujaca
przestrzen podpajeczynéwkowa, ktéra plynie ptyn mézgowo-rdzeniowy (€23). Wymiary mode-
lowanego materiatu wynosza r = 2,5-107% m oraz gruboéé d — 100-107% m. Wymiar domeny
(£22): wysokoéé 3-1072 m, szerokoéé 3-1072 m.

3.3.5.2 Warunki brzegowe i poczatkowe

Na powierzchni kontaktu materiatu z ptynem I'y, odpowiednio w domenach
materialu i ptynu, przyjeto nastepujace warunki brzegowe:
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Np = Nps =ke (Cp — CFV) = kea (C5)" — Chs) (3.83)

gdzie ke — wspélezynnik transportu masy przez granice material — ptyn (m/s),
CE™, C%™ — stezenia obu skladnikéw na powierzchni granicznej (kg/m3).

Na powierzchni kontaktu materialu z tkanki I'y odpowiednio w domenach
materiatu i ptynu zastosowano nastepujace warunki brzegowe:

Np = Nps = ke (Cp = CJ™) = kea (CB} = Ciy ), (3.84)

gdzie k. — wspélczynnik transportu masy przez granice material-tkanka (m/s),
cyY, C’g}w — stezenia obu sktadnikéw na powierzchni granicznej (kg/m?).

Na Sciankach domeny I'y (tkanki) — I's ustalono warunek brzegowy kontaktu
z plynem o nieskonczonej objetosci, stad tez:

No = kg™ (Cpy - CBT), (3.85)

gdzie k2" — wspélezynnik transportu masy (m/s), C’g}w — stezenie w plynie
otaczajacym material wynoszace Ciy" = 0 kg/ m?.

Na Sciance wlotowej (I'y) do domeny 3 zaproponowano warunek brzegowy
predkosci z parabolicznym profilem zaleznym od wspotrzednej y:

() = Umax ll - (Wﬂ , (3.86)

gdzie § — wysokosé przestrzeni podpajeczynowkowej (jest to wielkosé zmienna,
zalezna od polozenia, na potrzeby symulacji ustalono jej warto$¢ w zakresie
0 = 1,54 mm), y — polozenie (m), umax jest predkoscia maksymalna plynu
mozgowo-rdzeniowego zawierajaca sie pomiedzy 0,00005-0,5 mm/s. Doswiad-
czalnie wyznaczona predkosé maksymalna w czaszkowej czesci przestrzeni pod-
pajeczyndéwkowej nie jest znana, przez co przyjeto tak duzg rozpietosé predko-
Sci ptynu. W ponizszych obliczeniach postuzono sie wartoSciami maksymalnej
predkosci ptynu moézgowo-rdzeniowego z obliczenn numerycznych i badan obra-
zowania metoda rezonansu magnetycznego przeprowadzonych przez Gupte i in.
[143, 144] oraz Linningera i in. [145].

W niniejszej pracy zatozono, ze pulsacje przeptywu pltynu moézgowo-rdze-
niowego sa skorelowane z przeplywem krwi (powstawanie i absorpcja plynu
mozgowo-rdzeniowego) i czestoscia akcji serca. Zmiane predkosci przepltywu
plynu w funkcji polozenia i czasu mozna zatem opisaé¢ réwnaniem [145-147]:

v(y,t) = u(y)|sim (7 f1) |, (3.87)
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gdzie u(y) — predkosé obliczona z réwnania (3.86) (m/s), f — czestotliwosé
pulsacji przeptywu plynu (1/s), t — czas (s).

Tabela 3.4. Zakresy parametrow zastosowane w obliczeniach.

Parametr Symbol Wartosé

Maksymalna predkosé ptynu
moézgowo-rdzeniowego w przestrzeni | Umax (m/s) 0,5-1073 - 0,5-10~8
podpajeczynéwkowej

Czestotliwosé pulsacji pltynu zwigzana 1,2 (72 bpm)
z czestoseia akeji serca (bpm — f(1/s) 2,0 (120 bpm)
uderzenia na minute)

Wysoko$¢ przestrzeni

1073 — 4.1072
podpajeczynéwkowej 0 (m) 1,5-10 4-10

Wspétezynnik eliminacji sktadnika w

104
tkance mézgowej (NGF) [116] ke (1/s) 2,5-10

Na wylocie ptynu z domeny obliczeniowej — I's ustanowiono warunek kon-
wekcyjnego wyptywu. W warunkach rzeczywistych uwolniony skladnik trafia
przez granulacje pajeczynéowki do krwioobiegu, dlatego istotne jest ustalenie
iloéci leku trafiajacej do ustroju i oddzialujacej na caly organizm.

Stezenia poczatkowe niezwigzanej postaci sktadnika w materiale, hydrozelu
oraz ptynie wynosza: Cgo = Cpo = Cpso = 1 kg/m?, za$ stezenie zaadsorbo-
wanej postaci sktadnika na powierzchni widkien w materiale Cy9 = 0,01 kg
sktadnika/kg materiatu.

Mase skladnika obecnego w materiale w czasie t obliczono z réwnania:

M, :/%”CAdQl +/CBdQl, (3.88)
Ql Ql

gdzie p, — gesto§é wladciwa materiatu polimerowego (kg/m?3), Q1 — domena
materiatu z wiéknami.

3.3.5.3 Model bezwymiarowy

Podobnie jak w poprzednich przypadkach, stezenia sktadnika w postaci za-
adsorbowanej i niezwigzanej odniesiono do stezeni poczatkowych (3.32), za$
wspoélrzedne w kartezjanskim uktadzie wspétrzednych odniesiono do grubosci
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materialu L (3.33). Czas dyfuzji skladnika w materiale polimerowym odniesiono
jako skale czasu (3.34).

Lokalng predkos¢ ptynu w domenie €23 odniesiono do predkosci maksymalnej
przeplywu plynu moézgowo-rdzeniowego uy = Umax:

vt = —. (3.89)

Po podstawieniu do réwnan (3.79)—(3.82) otrzymujemy:

OA  kyL? [ka
T8 oY a0 (A — A)B — A .
e ] )B4, (3.90)

9B OB 9B Capl-—ckyl® {k

or ~ox2 T ave TP Cp e Dy Lk CEATT - AB- A} . (391)

0B; _ Dpy (aZBf 623f> N keLZBf (3.02)

ar — Dy \ox2 T av2 ) T D,

(3.93)

Dgs a2BS+aQBS
- X2 = 9y? |-

Warunek brzegowy strumienia masy przez powierzchnie materiat-domena
hydrozelowa (I's) wyrazono réwnaniem:

k.L
Dg

keL
Dp

Np = Npy = ——Cpo (B - B*v) = —CByo (B?OW - Bf) : (3.94)

Warunek brzegowy strumienia masy przez powierzchnie material-ptyn (I'y)
reprezentujacy plyn moézgowo-rdzeniowy (domena 23) wyrazono réwnaniem:
keoL

koo L
Np = Np, = b Cpo (B — BPY) = D2B

Cpso (BYY — By). (3.95)
Warunek brzegowy kontaktu domeny 2o z plynem o stezeniu rownym zero
(I's):

k,outL
Ng = ¢
Dpy

Cpro (By — BY™). (3.96)

Podobnie jak we wczedniejszych rozwazaniach, w powyzszych réwnaniach
mozna wyrozni¢ dwie liczby kryterialne Damkohlera. Pierwsza z nich wyraza
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stosunek czasu dyfuzji sktadnika do czasu desorpcji. Druga za$, wyraza stosu-
nek czasu dyfuzji sktadnika do czasu reakcji eliminacji sktadnika w domenie
Q. W przedstawionych réwnaniach wyrdzniono réwniez liczbe Sherwooda dla
przenikania sktadnika z materialu do domeny Q9 (Sh;), z materialu do domeny
Q3 (Shg) oraz z domeny €22 do objetosci o zerowym stezeniu skladnika — Shs.
Podobnie jak w poprzednich modelach numerycznych, wyrézniono stata réwno-
wagi procesu adsorpcji-desorpcji — K, parametr zwigzany z porowatosciag — E,
stosunek poczatkowych stezen i gestosci polimeru oraz stosunek wspélczynni-
kéw dyfuzji w domenie 25 oraz domenie Q3 wzgledem wspdlczynnika dyfuzji
w materiale — D.

Stosunek konwekcyjnego do dyfuzyjnego transportu masy mozna wyrazié¢
liczba Pecleta:

’U()L
Pe = 22 )
e D, (3.97)

Po podstawieniu do réwnan (3.90)—(3.93) otrzymujemy uproszczony uktad
rownan:

0A

5, = Da [K (A" —A4) B — 4], (3.98)
OB 0°B 0°B max
5 = a5z T gyz + CoEDar [K(A™ — 4) B - 4], (3.99)
an _ 8zBf 82Bf
o D < oxz + gy | TP (3100
0B; 4+ Pev*-VB. =D 0°B, + OB, (3.101)
P W CI 2 '

3.3.5.4 Rozwigzanie modelu numerycznego

Obliczenia wplywu parametréw na szybkos¢ uwalniania sktadnika z materia-
tu wykonano dla parametréw przedstawionych w tabeli 3.5. W tej czesci pracy
tymczasowo przyjeto brak pulsacji predkosci ptynu i przeanalizowano jedynie
wplyw predkosci omywania materialu ptynem na proces uwalniania sktadnika
z nanowltdkien. W przedstawionej makrostrukturze z jednoczesnym transpor-
tem skladnika do plynu (domena 3, plyn mézgowo-rdzeniowy) i hydrozelu
(domena Q9,tkanka) niewielki wzrost desorpcji leku z powierzchni wiékien mo-
ze doprowadzi¢ do znacznego przyspieszenia uwalniania sktadnika z materiatu.
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Zwigkszenie oporéw transportu masy po stronie tkanki nie spowodowato aku-
mulacji niezwiazanej postaci skladnika w materiale (rys. 3.12b) z uwagi na
przejscie jego catosci do ptynu odprowadzanego z uktadu.

Tabela 3.5. Zakresy parametréw zastosowane w obliczeniach.

Da; Dagy Shy Shy, Shs

1-1072 - 2.107*| 11072 - 2.10~* | 1.107% - 1-1072 | 1.1077 - 11078
Dy K E Co

1-1072 - 1.10? | 11072 -1-10* | 8,5-1073 - 2,5 | 1,17-10' — 1,75-102
D, Pe

1-1072 - 1-10% | 5107 - 5-10%
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Rysunek 3.16. a) Wplyw liczby Damkohlera (desorpcji) na szybko$é uwalniania sktadni-
ka z materialu. Wartoéci pozostalych parametréw nie objetych zmiang: Day = 2,5-1071,

Sh; = 1-1072, Shy = 1.1072, Shy = 1-1072, D; = 10, Dy = 10, K = 1.107!, E = 1,7-1072,
Co = 1,17-10', Pe = 5-10. b) Wplyw oporu przenikania sktadnika z materiatu do hydrozelu
na szybkosé¢ uwalniania sktadnika. Wartosci pozostalych parametréw nie objetych zmiana:
Da; = 2-1072, Day =v2,5-1071, Shy = 11072, Shy = 1-:1072, D; = 10, D, = 10, K = 1-107 1,
E =1,710"2, Cp = 1,17-10", Pe = 5-10%.

Warto zauwazyé, ze w badanym zakresie parametréow zwickszenie warto-
Sci wspotczynnika dyfuzji skladnika w porach materialu oraz plynie omywa-
jacym material nie wptyneto zauwazalnie na uwalnianie sktadnika z materia-
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tu (rys. 3.17a). Zwiekszenie adsorpcji, czyli szybkosci przylaczania czasteczek
z plynu do powierzchni wiékien moze spowolni¢ uwalnianie sktadnika z materia-
hu, jednakze mozliwosci kontroli szybkosci tego procesu sa ograniczone i wigza
si¢ z oddzialywaniem na inne procesy transportu skladnika. Natomiast zmiana
ilorazu wspolczynnikéw kinetycznych wyraznie pokazuje ich znaczacy wplyw
(rys. 3.17b).
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Rysunek 3.17. a) Wplyw réwnowagi sorpcji na szybko$é uwalniania sktadnika z komor-
ki elementarnej. Wartosci pozostalych parametréw nie objetych zmiana: Da; = 21077,
Das = 2,5-107%, Shy = 1.107%, Shy = 1.1072, Shs = 1.1072, D; = 10, Dy = 10, E = 1,7-1072,
Co = 1,17-10%, Pe = 5-10%. b) Wplyw ilorazu wspétczynnikéw dyfuzji na szybkosé uwalniania
sktadnika z materialu. W tym przypadku zaobserwowano podobny przebieg profili uwalnia-
nia sktadnika pod wplywem zmiany D, i D2. Z tego powodu przedstawiono wylacznie jeden
wykres uwalniania. Wartoéci pozostatych parametréw nie objetych zmiang: Da; = 2-1072,
Sh; =1.1072,Shy, =1-1072,Sh3 = 1.1072?, Dy = 10, K =1-10"%,E = 1,7-1072, Cp = 1,17-10%,
Pe = 5.10%.

Dla warunku, w ktérym transport sktadnika przez powierzchnie kontaktu
material-ptyn oraz material-tkanka jest utrudniony (Shy, Shy = 1-1077), wplyw
porowatosci materialu moze spowodowaé przesuniecie poziomu uwolnienia leku
(rys. 3.18a). Dla struktur o niskiej porowatosci (¢ = 0,25; E = (1 —¢)/e = 3)
uwalnianie zahamowalo na poziomie 41% poczatkowej masy skladnika za§ dwu-
krotne zwigkszenie porowatosci (¢ = 0,5; E = 1) zwiekszylo ten poziom 1,4-
krotnie do wysoko$ci 59%. Przy braku oporéw transportu do sasiadujacych
domen, wplyw stezenia poczatkowego na profil uwalniania skiadnika jest ma-
lo zauwazalny (rys. 3.18b). Jednakze w poréwnaniu do modelu uproszczonego
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(por. rys. 3.14b i rys. 3.18b) w modelu rozszerzonym o transport do domeny
plynu, szybkosé uwalniania jest wicksza i pelne uwolnienie sktadnika zachodzi
w krotszym czasie.

W przeprowadzonych obliczeniach testowano réwniez wplyw maksymalnej
predkosci, wyrazonej w postaci bezwymiarowej jako liczba Pecleta, przeptywa-
jacego ptynu w domenie {23. Z uwagi na brak danych literaturowych i wynikéw
wtasnych dotyczacych predkosci w czaszkowej czeéci przestrzeni podpajeczy-
néwkowej, przeprowadzono testowe obliczenia zakladajac warto$é tej predkosci
przeplywu pltynu w granicach 0,00005-0,5 mm/s (Pe = 0,5-5000). Okazuje sie,
ze zaobserwowany wplyw predkosci na szybko$é¢ uwalniania jest minimalny. Jed-
nakze, analiza zmian ilosci sktadnika wnikajacej do ptynu i przenoszonej wraz
z plynem mézgowo-rdzeniowym do krwi a nastepnie ustroju moze by¢ istotna
dla oszacowania prawdopodobnych skutkéw ubocznych dziatania leku na ca-
ly organizm. Rozwazania nad wplywem pulsacji, predkosci maksymalnej oraz
wysokosci przestrzeni podpajeczynéwkowej na szybkosé transportu sktadnika
z materiatu do plynu przedstawiono w rozdziale czwartym.

= 10 1 = 10
:5, :L_T
g g
Z 081 Z 08
F F
z &
S 0,6 1 s 06
£ £
[=} =}
s : ——Cp=175,5
= 041 ——E=25 z 04 0=~
8 { ——E=085 8 —0=Co=117.0
g ' g —a—Cp =
o2 0~ E 0,085 o2 07089
g 3 ——Cp=11,7
£ ——E =0,0085 g
=1 =1

0,0 : , . : . 0,0

0O 200 400 600 800 1000 0 100 200 300 400 500
Czas bezwymiarowy Czas bezwymiarowy

(a) (b)

Rysunek 3.18. a) Wplyw porowatosci na szybko$é uwalniania skladnika z materialu przy
zwiekszonych oporach przenikania skladnika z wlékna do otaczajacego pltynu. Wartosci po-
zostalych parametréw nie objetych zmiang: Da; = 2:1072, Dag = 2,5-1072, Sh; = 1-1077,
Shy = 1-1077, Shs = 1-1072, D; = 10, Dy = 10, K = 1-107%, Co = 1,17-10%, Pe = 5-10°
b) Wplyw stezenia poczatkowego na szybko$¢ uwalniania sktadnika z materialu. Wartosci po-
zostalych parametréw nie objetych zmiang: Da; = 2.1072, Day = 2,5-107%, Sh; = 1.1072,
Shy = 1.1072, Shy = 1.1072,D; = 10, D2 = 10, K = 1, E = 1,7.1072, Pe = 5-10°.
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Rysunek 3.19. Wplyw liczby Pecleta na szybkosé¢ uwalniania sktadnika z materialu. Wartosci
pozostalych parametréw nie objetych zmiang: Da; = 2:1072, Shy = 1-107%, D; = 10, D, = 10,
Shy = 11072, Sh3 = 11072, K = 1-107*, E = 1,7.1072, Cp = 1,17-10".

Podsumowanie

Pierwszy z zaprezentowanych modeli numerycznych uwzglednia mikrostruk-
ture materiatlu z nanowltékien. Dzieki podejsciu uwzgledniajacemu uwalnianie
substancji wylacznie z zewnetrznej powierzchni nanowtdkien jest mozliwa szyb-
ka analiza wplywu utozenia wldkien w modelowanym elemencie materialu na
szybkos¢ uwalniania skladnika. Analiza uwalniania sktadnika w modelu rozsze-
rzonym, gdzie uwzgledniono nanoporowato$¢ widkien, jest znacznie kosztow-
niejsza pod wzgledem zwigkszonego czasu symulacji w poréwnaniu do modelu
podstawowego. Jest to zwiazane ze znacznym zwiekszeniem liczby elementow
(komérek obliczeniowych) we wléknach. W obu przypadkach, ztozonoéé przy-
gotowania geometrii obliczeniowej jest zblizona i zalezy od zlozonosci mikro-
struktury. Z przeprowadzonych symulacji numerycznych modelu rozszerzonego
mozna zauwazy¢, iz wplyw stezenia poczatkowego sktadnika we wldknie na
przebieg profilu uwalniania jest niewielki, czego nie potwierdzaja wykonane ba-
dania eksperymentalne (rozdzial 4.1.1, rys. 4.20).



Wyniki badan i dyskusja

4.1 Uwalnianie lekéw do roztworéw wodnych

Standardowa ocena szybkosci uwalniania lekow jest wykonywana poprzez
zanurzenie badanego materialu w plynie o wtasnosciach zblizonych do ptynu
fizjologicznego. Aby odzwierciedli¢ warunki panujace w ludzkim organizmie,
uwalnianie prowadzone jest w temperaturze 37°C. Dodatkowo, podczas uwal-
niania lekéw z materialu, moze byé¢ zastosowane wymuszone mieszanie plynu.
Najczesciej wykorzystywanym plynem jest bufor fosforanowy (Phosphate Buf-
fered Saline — PBS), mogacy dodatkowo zawieraé niewielka ilo$¢ surfaktantu
tworzacego micelle zdolne zabsorbowaé¢ uwalniany lek. Przesacz z uwolnionym
lekiem jest pobierany w odpowiednich odstepach czasu, a nastepnie przeprowa-
dzana jest analiza iloéciowa badanego skladnika. Z uzyskanych danych na temat
stezenia, konstruowany jest profil (kumulatywnie) uwolnionej masy leku. Odnie-
sienie uwolnionej masy do catkowitej ilosci leku zawartej w materiale pozwala
na okreslenie kumulatywnego utamka masy leku uwolnionego w danym czasie.
Otrzymane profile uwalniania stuza do poréwnania szybkosci uwalniania z mate-
rialéw o réznym sktadzie lub morfologii nano- i mikrowlékien. Charakteryzacji
materialéw dokonuje sie pod katem czasu potrzebnego na osiagniecie plate-
au uwalniania i jego wartosci, wystapienia poczatkowego wyrzutu leku (burst
release) oraz szybko$ci uwalniania opisanej jako kat nachylenia stycznej w da-
nym punkcie profilu uwalniania. Stosowanie takiej samej procedury uwalniania
danego skladnika w kazdym z eksperymentéw, pozwolitlo na wzajemne pordw-
nanie otrzymanych wynikéw. Dla kazdego z profili uwalniania lekéw (analogéw
lekéw) przeprowadzono symulacje numeryczne procesu uwalniania. W tréjwy-
miarowym modelu sorpcji i dyfuzji lekéw przedstawionym w rozdziale 3.3.2,
dopasowywano wspotczynniki kinetyczne modelu k, i kg tak, aby uzyskaé jak
najbardziej zblizony przebieg. Wyniki symulacji numerycznych przedstawiono
na wykresach w postaci linii ciagtej.
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4.1.1 Badanie uwalniania lekéw lipofilowych
4.1.1.1 Analog leku — Rodamina B

Wstepne badania uwalniania przeprowadzono z wykorzystaniem czynnika
fluorescencyjnego — Rodaminy B. Jest to substancja o masie molowej zblizonej
do masy molowej alfa-tokoferolu, leku stosowanego w dalszych badaniach na
modelu zwierzecym. Rozmiar czasteczki Rodaminy B wynosi 0,9 nm, za$ alfa-
tokoferolu 0,92 nm. Dzieki takiemu wyborowi analogu alfa-tokoferolu, zapew-
niono podobienstwo wspdétczynnikéow dyfuzji obu substancji. Zaleta korzystania
z analogu leku jest znacznie mniejszy koszt i krétszy czas oznaczania stezenia
Rodaminy B w poréwnaniu do metody oznaczania alfa-tokoferolu. Dodatko-
wo, zastosowanie sktadnika fluorescencyjnego umozliwia bardzo szybka analize
mikroskopows rozmieszczenia sktadnika w nanowltéknach.

Rysunek 4.1. Fragment materialu wytworzonego metoda elektroprzedzenia. Material elektro-
przedzono z roztworu PLCL z Rodaming B.

Do wykonania materialéw wykorzystano trzy polimery rézniace sie czasem
degradacji oraz energia oddzialywania z lekiem lub jego analogiem. Oddziaty-
wania te sa kluczowe w procesie sorpcji leku na powierzchni nanowtékien. Dla
polimeréw, ktoérych tancuchy wykazuja duze powinowactwo do czasteczki leku,
mogga one znaczaco wydtuzy¢ czas uwalniania substancji z nanowtdkien. Cza-
sy degradacji polimerow wedlug danych producenta wynosza: 1-2 miesiecy dla
polimeru PDLG, 12-24 miesi¢ecy dla polimeru PLCL oraz wigcej niz 24 miesia-
ce w przypadku polimeru PLLA. Wybdér najszybciej degradujacego polimeru
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PDLG skutkuje uwolnieniem caltej dawki substancji w czasie dwoch miesiecy
jego degradacji. W przypadku wyboru materialu PLLA, uwolnienie catej dawki
obecnej poza powierzchniag nanowldkna, réwniez w jego objetosci, bedzie moz-
liwe po czasie dtuzszym niz 24 miesiace.

Dla jednego z polimeréw — PLCL, wykonano widékna o mikrostrukturze ty-
pu rdzen w otoczce (rys. 4.8, 4.14c¢). Zamkniecie analogu leku w formie rdzenia
i otoczki wykonano réwniez dla materialu o wielowarstwowej makrostruktu-
rze (rys. 4.14e). Rdzen zawierajacy analog leku znajdowal sie w wewnetrznej
warstwie, zas otoczke stanowily dwie warstwy nanowlékien bez leku (materiat
typu kanapka). Obie struktury dzigki zastosowaniu otoczki bez analogu leku,
mialy za zadanie spowolni¢ proces uwalniania wzgledem materialu o typowej
monolitycznej strukturze leku we widknie. Mikrostrukture materialtu zmieniano
rowniez poprzez ukierunkowanie nanowtékien, dzieki czemu starano si¢ wplynaé
na proces dyfuzji sktadnika w porach materialéw i posrednio na proces sorpcji
na powierzchni nanowlékien (rys. 4.4, 4.14d)

Parametry elektroprzedzenia byty takie same dla kazdego ze standardowych
i warstwowych materialéw, tzn. natezenie objetosciowe przeptywu roztworu po-
limeru przez dysze wynosilo = 800 pl/h. W przypadku elektroprzedzenia
w ukladzie typu rdzen w otoczce, natezenie objetosciowe roztworu rdzenia wy-
nosito Q; = 800 pl/h, zas roztworu otoczki Q2 = 1500 pl/h. Réznica potencjatow
pomiedzy dysza a kolektorem w kazdym z przypadkéw wynosita 1 kV/cm, zas
odlegtos$¢ 15 cm. W zaleznosSci od warunkdéw, nieznacznie zmieniano te parame-
try, aby uzyskac lepsza stabilnos¢ elektroprzedzenia. Uwalnianie prowadzono
w temperaturze 37°C, do roztworu buforu fosforanowego PBS, symulujacego
srodowisko komérkowe.

Analiza mikroskopowa nanowldékien z Rodaming B.

Materiaty z nanowtdkien wykonane standardowa technika elektroprzedzenia
charakteryzowaly sie stosunkowo gestym upakowaniem nanowtdkien w mate-
riale o porowatosci nie przekraczajacej 75%. Nie zaobserwowano defektéw na-
nowldkien w postaci lokalnych zgrubien (koralikow na wléknie). W kazdym
ze standardowych materialéw zaobserwowano prawidlowa morfologie widkni-
ny. Srednig grubo$é otrzymanych nanowlékien w poszczegélnych materialach
przedstawiono w tabeli 4.1. Mozna zaobserwowad, iz w przypadku elektroprze-
dzenia w uktadzie rdzen-otoczka, §rednia grubo$é nanowlédkien jest nawet sze-
Sciokrotnie wieksza niz dla materialéw wykonanych standardows technikg elek-
troprzedzenia. Jest to spowodowane zwickszonym natezeniem objetosciowym
przeplywu roztworéw rdzenia i otoczki Q = Q1 + Qg = 2300 pl/h w stosunku
do standardowej techniki elektroprzedzenia, gdzie Q = 800 pl/h.
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Tabela 4.1. Parametry badanych materiatéw zawierajacych Rodaming B.

Nr | Polimer | Zawartosé¢ Dodatkowe Poro- Kat Grubosc
mat. Rod. B wz. cechy watosé | zwilzania | nanowldkien
polimeru ) ) (1m)
(% wag.)

MR1 | PLLA 2,7 Stand. mat. 0,70 | 134 £ 10| 0,50 = 0,18
o widknach ul.
przypadkowo

MR2 | PLCL 2,8 Stand. mat. 0,60 | 111 £8 | 0,79 + 0,23
o widknach ul.
przypadkowo

MR3 | PDLG 2,8 Ukierunkowane | 0,55 | 117 +8 | 0,55 + 0,15
widkna

MR4 | PDLG 44 Stand. mat. 0,50 | 113 +9 | 0,53 + 0,18
o widknach ul.
przypadkowo

MR5 | PLCL 2,7 Mat. typu 0,40 | 109 £ 8 | 1,42 + 0,47

kanapka
MR6 | PLCL 1,0 Rdzen 0,35 | 119+ 9 | 3,77 = 1,50
w otoczce

MR7 | PLLA 14 Stand. mat. 0,70 | 143 £ 11| 0,92 + 0,30
o widknach ul.
przypadkowo

MRS | PLLA 2,8 Ukierunkowane | 0,60 | 141 + 10| 0,87 £+ 0,40
wldkna

MR9 | PDLG 2,8 Stand. mat. 0,75 | 125+ 8 | 0,92 + 0,44
o widknach ul.
przypadkowo

MRI10 | PDLG 1,1 Stand. mat. 0,75 | 123+ 9 | 0,61 + 0,20
o widknach ul.
przypadkowo

Analiza mikroskopowa nanowlédkien z Rodaming B.

Jedng z wladciwoséci materialéw polimerowych majacych wptyw na proces uwal-
niania lekéw jest ich zwilzalnos$é przez plyn omywajacy nanowldkna. Do oce-
ny oddzialywan woda-material polimerowy zastosowano metode pomiaru kata
zwilzania pomiedzy materialem a kropla wody (rys. 4.13). Materialy wykonane
z polimeru PLLA cechowaly sie najwyzsza wartoscia kata zwilzania (140-150°).
Zwilzalno$¢ materiatéw z PDLG byta nizsza i wynosita okoto 120°, zas najniz-
sza zwilzalno$é wykazywaly materialy z PLCL (110°). Zwilzalno$¢ wszystkich
materialéw malala liniowo, z niemal jednakowa szybko$cia (poréwnaj materia-



4.1 Uwalnianie lekow do roztworéw wodnych 125

10Kk\A X3,000_—~5{im
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Rysunek 4.4. Obraz mikroskopii SEM po-  Rysunek 4.5. Obraz mikroskopii SEM po-

wierzchni ukierunkowanych nanowtékien z ~ wierzchni nanowlékien z polimeru PDLG

polimeru PDLG (MR3). (MR4). Widoczna prawidtowa morfologia
witékniny.

ly MR1-MR10, rys. 4.13). Pomiar kata zwilzania materialéw z nanowlékien
PLLA wskazuje na superhydrofobowo$¢ materialu, jednakze nalezy mie¢ na
uwadze fakt zwiekszenia hydrofobowosci materiatu przez obecne w jego porach
powietrze. Jest to, jak sie uwaza gléwna przyczyna obserwowanej superhydro-
fobowosci w innych materiatach.

Ocena rozmieszczenia Rodaminy B we wiéknach.

Zebrane podczas elektroprzedzenia nanowltdékna obserwowano pod mikroskopa-
mi fluorescencyjnym oraz konfokalnym. Metoda ta pozwalala na wstepne wy-
selekcjonowanie materialéw charakteryzujacych sie wtadciwa jakoscia nanowté-
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Rysunek 4.6. Obraz mikroskopii SEM po-  Rysunek 4.7. Obraz mikroskopii SEM

wierzchni nanowlékien z polimeru PLCL  powierzchni nanowlékien typu rdzen

(MR5). Widoczna prawidtowa morfologia ~ w otoczce (MRG6). Material wykonano

widkniny. z polimeru PLCL. Widoczna obecnosé
znacznie cienszych wtdkien powstatych
podczas wtérnego elektroprzedzenia ze
strugi polimeru.

kien. Do dalszej czesci badan wybierano nanowldkna, ktoére charakteryzowalty
sie jednorodna jasnoscia fluorescencji Rodaminy B na catej dlugosci widkna,
wskazujaca na jej homogeniczne rozmieszczenie wewnatrz oraz na powierzchni
wlékien (rys. 4.14a). W przypadku elektroprzedzenia w uktadzie typu rdzen
w otoczce, gdzie roztwér Rodaminy B w wodzie mial stanowié¢ rdzen nanowtok-
na, nie zaobserwowano tworzenia sie rdzenia w otoczce polimeru PLCL (w ni-
niejszej pracy nie przedstawiono wynikéw uwalniania sktadnika ani analizy
SEM). Podczas elektroprzedzenia, pod dysza zaobserwowano za$ przemiesz-
czajace sie kropelki roztworu rdzenia w duzej kropli roztworu polimeru PLCL.
Obserwowane pod mikroskopem wlékna zawieraly duza liczbe zgrubien (kora-
likéw) na wiéknach, w ktérych znajdowala sie Rodamina B (rys. 4.14b). Nie-
wielki dodatek polimeru PEO (4% wag. wzgledem roztworu rdzenia) zwiekszyt
lepko$¢ roztworu rdzenia oraz zmniejszyl napiecie powierzchniowe pomiedzy
roztworami powodujac tatwiejsze rozciaganie strugi roztworu rdzenia wewnatrz
kropli polimeru. Dla omdéwionego przypadku z dodatkiem zwickszajacego lep-
kos¢ polimeru, w mikroskopii konfokalnej zaobserwowano nieprzerwane widkna
typu rdzenn w otoczce (rys. 4.14c). Te same widkna w mikroskopii elektronowe;
przedstawiono na rys. 4.8.

Wyniki uwalniania Rodaminy B.

Przebieg uwalniania Rodaminy B dla zmierzonych w uktadzie z rozdziatu 2.11
materialow przedstawionych w tabeli 4.1 przedstawiono na rys. 4.16-4.21. Wy-
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Rysunek 4.8. Obraz mikroskopii SEM  Rysunek 4.9. Obraz mikroskopii SEM po-
przekroju  nanowldkien typu rdzenn  wierzchni nanowldkien z polimeru PLLA
w otoczce (MRG6). Zmierzona grubos¢é  (MR7). Widoczna prawidlowa morfologia
otoczki wynosi dot = 1,01 £ 0,25 pm. witékniny.
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Rysunek 4.10. Obraz mikroskopii SEM po-  Rysunek 4.11. Obraz mikroskopii SEM po-
wierzchni nanowldkien z polimeru PLLA  wierzchni nanowlékien z polimeru PDLG
(MRS). Widoczna prawidtowa morfologia  (MR9). Widoczna prawidlowa morfologia
wtékniny. witékniny.

kresy przedstawiaja kumulatywnie uwolniona mase analogu, odniesiona do cal-
kowitej masy Rodaminy B obecnej w materiale, dla réznych parametréw geo-
metrycznych oraz réznego sktadu nanowtdkien. Na rys. 4.15 zaprezentowano
wynik uwalniania analogu leku z trzech materiatéw wykonanych z polimeréw:
PLCL, PDLG, PLLA. Stezenie poczatkowe Rodaminy B w kazdym z materia-
16w bylo takie samo i wynosito okoto 2,7%. Uwalnianie Rodaminy B obecnej
w materiale PLCL (MR2) po 34 dniach osiagnelo plateau, po uwolnieniu bli-
sko potowy poczatkowej zawartosci barwnika w materiale. Dalsze uwalnianie
Rodaminy B przebiegalo ze znacznie mniejszg szybkodcia i jest uzaleznione od
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Rysunek 4.12. Obraz mikroskopii SEM powierzchni nanowtékien z polimeru PDLG (MR10).
Widoczne czegsciowe sklejenie wiékien.

szybkosci degradacji polimeru. Materiatl z rodaming w nanowléknach PDLG
(MR9) wykazal minimalne poczatkowe uwolnienie 5% dawki barwnika w mate-
riale i dalsze bliskie liniowemu uwalnianie sktadnika. Najwolniejsze uwalnianie
Rodaminy B osiagnieto dla materialu z PLLA (MR1). Moze to byé¢ zwiazane
ze stabym zwilzaniem nanowldkien przez penetrujacy pory materialu wodny
roztwor buforu fosforanowego PBS. Dodatkowo efekt ten moze by¢ spotegowa-
ny znacznie mocniejszymi oddziatywaniami Rodamina B — polimer, powodujac
wolniejsza desorpcje leku z powierzchni polimeru. Obserwacje réznic szybko-
Sci uwalniania tego samego barwnika z réznych polimeréw potwierdzajg profile
uwalniania otrzymywane w literaturze, gdzie w przypadku PLLA do przyspie-
szenia uwalniania dowolnych czasteczek lekéw stosowano w buforze enzymy
wspomagajace degradacje tego polimeru [44].

Na rys. 4.16 przedstawiono wplyw struktury nanowtékna na przebieg uwal-
niania Rodaminy B. Zauwazalne jest blisko dziewieciokrotne zmniejszenie wyso-
kosci plateau uwalniania dla nanowldkien typu rdzen w otoczce (MR6) w poréw-
naniu do standardowych nanowlékien (MR2). W przypadku materialéw z we-
wnetrzng strukturg rdzenia, podczas obserwacji mikroskopowych, w niektorych
miejscach zauwazalne bylo wylewanie zawartosci rdzenia wokét widkien. Praw-
dopodobng przyczyna bylo czesciowe pekanie tego typu struktur, umozliwiajace
szybkie wydostanie si¢ zawartosci rdzenia do roztworu, jednakze nie zauwazono
zadnych zmian na powierzchni nanowlékien podczas obserwacji SEM (rys. 4.7).
Zjawisko to dostrzezono rowniez w literaturze, prezentujac modyfikacje row-
nan uwalniania lekéw uwzgledniajace mikropekniecia [28]. Transport sktadnika
przez pory obecne w otoczce polimeru, spowolnil proces uwalniania sktadnika
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Rysunek 4.13. Zmiana kata zwilzania w czasie dla materialéw zawierajacych Rodamine B.
Maksymalny blad pomiaru dla trzech powtérzen wynosit 8%.

do oérodka symulujacego ptyn fizjologiczny. Dzieki temu otrzymany materiat
pozwala na skuteczng kontrole uwalniania i nawet kilkumiesieczne dawkowanie
leku, np. w miejscu uszkodzenia tkanki.

Poréwnanie wynikéw uwalniania ze standardowego materiatu (MR2) z wie-
lowarstwowym (MR5) pokazuje niewielkie op6zZnienie w uwalnianiu Rodami-
ny B oraz zmniejszenie wielko$ci poczatkowego wyrzutu sktadnika z materiatu
(rys. 4.17). Jest to spowodowane wicksza odlegloscia dyfuzji sktadnika przez
warstwy materialu bez rodaminy. Dodatkowo, widoczne jest obnizenie wysoko-
Sci uwalniania, spowodowane w wiekszym stopniu zmiang w morfologii wiékni-
ny, anizeli sama strukturg makroskopowa.

Wyniki uwalniania z materialu o nanowtdéknach utozonych przypadkowo
(MR9) poréwnano z widkning o widknach ukierunkowanych (MR3) (poréwnaj
rys. 4.4 1 4.14d z 4.2). Zaobserwowano poltorakrotny spadek ilosci uwolnionej
substancji po 21 dniach uwalniania z materialu PDLG o wtdknach ukierunko-
wanych (rys. 4.18). W przypadku uwalniania z nanowlékien PLLA (rys. 4.19)
réznice w szybkosciach uwalniania po 21 dniach nie réznity sie tak, jak w przy-
padku nanowtdékien PDLG. W ciagu pierwszych 8 dni material o wtéknach ukie-
runkowanych (MR8) uwolnil mniej Rodaminy B niz material o nanowléknach
ulozonych przypadkowo (MR1), niemniej jednak po okoto 10 dniach szybkosé
uwalniania wzrosta niwelujac réznice.

Dopasowanie krzywej uwalniania w modelu mikroskopowym (uproszczo-
nym) dla danych eksperymentalnych uwalniania z materialu o wtéknach ukie-
runkowanych jest znacznie mniej doktadne z uwagi na brak mozliwosci uwzgled-
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Rysunek 4.14. Mikroskopia fluorescencyjna rodaminy B obecnej w nanowléknach. a) Typowe
obrazy fluorescencji w prawidtowo przygotowanych nanowtéknach. b) Nanowlékna przedzone
w uktadzie rdzeni-otoczka z widocznymi koralikami fazy wodnej. ¢) Mikroskopia konfokalna
rodaminy B w nanowldéknie wytworzonym techniksa rdzen-otoczka. d) Ukierunkowanie na-
nowlékien w materiale. €) Przekrdj tréjwarstwowego materiatu. Srodkowa warstwa zawiera
Rodamine B.

Nanowlékna pokazane na rys. a, b, ¢, d zbierano na szkietka mikroskopowe.
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Rysunek 4.15. Profil uwalniania Rodaminy B z trzech materiatéw sporzadzonych z polimeréw:
PLCL (MR2), PDLG (MR9) oraz PLLA (MR1). Linia ciagla przedstawiono wyniki obliczen
numerycznych modelu mikroskopowego (podstawowego) dopasowujacych profil uwalniania do
danych eksperymentalnych.
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Rysunek 4.16. Profil uwalniania Rodaminy B z materialéw PLCL o strukturze wtdékien mono-
litycznych (MR2) oraz widkien typu rdzen w otoczce (MR6). Linia ciagla przedstawiono wy-
niki obliczen numerycznych modelu mikroskopowego (podstawowego), dopasowujacych profil
uwalniania do danych eksperymentalnych.
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Rysunek 4.17. Profil uwalniania Rodaminy B z materialéw PLCL o réznej budowie makro-
skopowej. Material standardowy (MR2) posiadal substancje fluorescencyjna we wszystkich
wléknach. Material typu kanapka (MR5) (tej samej grubosci co material standardowy) za-
wieral Rodamine B w $rodkowej warstwie materiatu. Linig ciaglta przedstawiono wyniki ob-
liczen numerycznych modelu mikroskopowego, dopasowujacych profil uwalniania do danych
eksperymentalnych.

nienia skokowego wzrostu szybkosci uwalniania w modelu numerycznym. Mate-
rialy o wiéknach ukierunkowanych sg gesciej upakowane niz materiaty z wtok-
nami utozonymi przypadkowo (np. z 0,75 do 0,55 dla PDLG por. tabela 4.1).
7 tego powodu spadek porowatosci tych struktur moze prowadzi¢ do spowol-
nienia uwalniania substancji z materiatu, co zaobserwowaly w ostatnim czasie
réwniez inne grupy badawcze [77].

Ostatnie poréwnanie dotyczyto materiatléw o réznym stezeniu poczatkowym
Rodaminy B w nanowléknach (rys. 4.20). W przypadku materialu z PDLG oraz
PLLA zaobserwowano wzrost szybkosci uwalniania barwnika wraz ze wzrostem
jego zawartosci w nanowtéknach. Jest to spowodowane wzrostem sity napedo-
wej i w konsekwencji wzrostem szybkosci uwalniania. Czterokrotne zwickszenie
stezenia Rodaminy B we wiéknie z 1,1% wag. (MR10) do 4,4% wag. (MR4)
w przypadku materialu z PDLG doprowadzito do pieciokrotnego zwiekszenia
wartosci uwolnionej substancji w poréwnywanych przypadkach. Jednoczesnie,
w przypadku materialu o wyzszym stezeniu zaobserwowano znaczne spowolnie-
nie uwalniania w 13 dniu eksperymentu. Réznica szybkosci uwalniania z mate-
rialéw PLLA o réznym stezeniu Rodaminy B (MR1, MR7), nie byla znaczaca
(rys. 4.21). Nalezy réwniez zauwazy¢, iz po 21 dniach uwalniania, kumulatyw-



4.1 Uwalnianie lekow do roztworéw wodnych 133

Z 0,30 -

m

E 025 ® Widkna ut. przypadkowo

E " ¢ WIi6kna ukierunkowane

B —— Wynik obliczen

X 0,20

)

=

5]

e 0,15

°

3

> 0,10

2

[e]

s

g 005

=

[

£ 0006 : : , .

> 0 5 10 15 20
Czas (dni)

Rysunek 4.18. Profil uwalniania Rodaminy B z materialéw PDLG o strukturze wiékien: utozo-
nych przypadkowo w materiale (MR9) oraz ukierunkowanych (MR3). Linia ciagta przedstawio-
no wyniki obliczei numerycznych modelu mikroskopowego (podstawowego), dopasowujacych
profil uwalniania do danych eksperymentalnych.
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Rysunek 4.19. Profil uwalniania Rodaminy B z materiatéw PLLA o strukturze wiékien: utozo-
nych przypadkowo w materiale (MR1) oraz ukierunkowanych (MRS). Linia ciagta przedstawio-
no wyniki obliczen numerycznych modelu mikroskopowego (podstawowego), dopasowujacych
profil uwalniania do danych eksperymentalnych.
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nie uwolniona masa Rodaminy B z materialéw wynosita jedynie 2% dostepne;j
w materiale dawki skladnika.
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Rysunek 4.20. Profil uwalniania Rodaminy B z materiatéw PDLG zawierajacych rézne steze-
nie substancji fluorescencyjnej: 4,4% wag. (MRA4), 2,8% wag. (MR9) oraz 1,1% wag. (MR10)
wzgledem masy polimeru. Linig ciagta przedstawiono wyniki obliczen numerycznych modelu
mikroskopowego (podstawowego) dopasowujacych profil uwalniania do danych eksperymen-
talnych.

4.1.1.2 Lek hydrofobowy — alfa-tokoferol

Po przeprowadzonej serii eksperymentéw uwalniania Rodaminy B z polime-
row PLCL, PDLG oraz PLLA i rozwazeniu korzys$ci wynikajacych z zastosowa-
nia poszczegélnych struktur (ukierunkowane nanowtékna, rdzen w otoczce, ma-
terial wielowarstwowy), do dalszych badan z alfa-tokoferolem wybrano polimer
PLCL o standardowej strukturze nanowldkien. Wybrany polimer charakteryzu-
je sie najnizsza energia oddziatywan analog leku-polimer (rys. 4.15), dzieki cze-
mu zaobserwowano uwolnienie 45% poczatkowej masy analogu leku zawartego
w materiale w czasie 21 dni eksperymentu. Wybér polimeru PLCL o posredniej
szybkosci degradacji (12-24 miesiace) w stosunku do polimeru PLLA i PDLG
jest korzystny ze wzgledu na nizsze stezenie produktéw degradacji polimeru,
mogace niekorzystnie oddzialtywaé na komérki tkanki nerwowej.

Alfa-tokoferol ma wlasciwosci antyoksydacyjne, a jego rolag w organizmie jest
ochrona komoérek przed czynnikami wywolanymi stresem oksydacyjnym i po-
wodujacymi uszkodzenia ich sktadnikéw. Podczas elektroprzedzenia oraz prze-
chowywania materialu na powietrzu, aktywnos¢ alfa-tokoferolu ulega zmniej-
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Rysunek 4.21. Profil uwalniania Rodaminy B z materialéw PLLA zawierajacych rézne ste-
zenie substancji fluorescencyjnej: 2,7% wag. (MR1) oraz 1,4% wag. (MR7) wzgledem masy
polimeru. Linig ciagla przedstawiono wyniki obliczen numerycznych modelu mikroskopowego
(podstawowego) dopasowujacych profil uwalniania do danych eksperymentalnych.

szeniu. Z tego wzgledu pierwszy wykonany material zawieral 15% wag. leku
wzgledem masy polimeru, co miato zapewni¢ znaczna dawke leku w formie
aktywnej tuz przed aplikacja materialu na tkance modelu zwierzecego. Alfa-
tokoferol w postaci ptynnej dodano do roztworu polimeru i uzyskano homoge-
niczny roztwor polimeru z lekiem o stezeniach przedstawionych w tabeli 4.2.
Wszystkie materiaty z alfa-tokoferolem przygotowano dla takich samych para-
metréw procesowych. Natezenie objetosciowe roztworu polimeru wynosilo Q =
800 pl/h, réznica potencjaléw pomiedzy dysza a kolektorem wynosita 1 kV/cm,
za$ odleglosé 15 ecm. Uwalnianie prowadzono w temperaturze 37°C, do roztworu
micelarnego (0,5% dodecylosulfonianu sodowego SDS) symulujacego srodowisko
komérkowe. IloSciowe pomiary procesu uwalniania wykonano wedtug procedury
opisanej w rozdziale 2.5.

Tabela 4.2. Parametry badanych materialéw zawierajacych alfa-tokoferol.

Nr | Polimer | Zawarto$¢ alfa- Kat Grubosé
mat. tokoferoluwz. | zwilzania | nanowlékien
polimeru () (nm)
(% wag.)
MT1| PLCL 5 124 £ 10| 0,20 £ 0,07
MT2 | PLCL 10 131 £ 8 | 1,21 +£ 0,50
MT3 | PLCL 15 132+ 9 | 1,45 +£ 0,40
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Warto zauwazy¢, ze zwilzalnoéé materialéw z polimeru PLCL zawierajacych
alfa-tokoferol byla wieksza niz w przypadku podobnego materialu z analogiem
leku i nieznacznie rosta ze wzrostem zawartosci alfa-tokoferolu w nanowtéknach
(tabela 4.2).

Analiza mikroskopowa nanowldékien z alfa-tokoferolem.

Na zdjeciach mikroskopii elektronowej przedstawiono powierzchnie nanowlo-
kien (rys. 4.22-4.24). Nie zaobserwowano defektéw widkien w postaci zgrubieri
(koralikéw) lub posklejania. Gruboéé wiékien byla jednolita. Srednia grubosé
wlékien w materiale zawierajacym najnizszg zawarto$é¢ alfa-tokoferolu byla naj-
mniejsza i wynosita 200 + 70 nm.

N2okv  x3,000 £ 5um

Rysunek 4.22. Obraz mikroskopii SEM po-  Rysunek 4.23. Obraz mikroskopii SEM po-
wierzchni nanowtdkien z polimeru PLCL  wierzchni nanowldkien z polimeru PLCL
zawierajacych 5% alfa-tokoferolu (MT1). zawierajacych 10% alfa-tokoferolu (MT2).

Rysunek 4.24. Obraz mikroskopii SEM powierzchni nanowlékien z polimeru PLCL zawieraja-
cych 15% alfa-tokoferolu (MT3).
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Wyniki uwalniania alfa-tokoferolu.

Material o zawartosci 15% wag. alfa-tokoferolu wzgledem polimeru (MT3) uwal-
nial substancje aktywna przez okres trzech tygodni (rys. 4.25). Po tym czasie na-
nowlékna zawieraly nadal okoto 40% wag. alfa-tokoferolu. Szybkosé uwalniania
alfa-tokoferolu malata z czasem z uwagi na spadek sily napedowej procesu. Dla
materialu wykonano dodatkowe badania pod katem powtarzalnosci uwalniania
procesu uwalniania. Material po sterylizacji tlenkiem etylenu zostal przekazany
do Instytutu Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej (IMDiK) celem wstepnych
badan na modelu zwierzecym. Wyniki eksperymentow pilotazowych wskazaly
mozliwo$¢ wystapienia obrzeku tkanki mézgowej. Z tego powodu zdecydowano
sie na zmniejszenie poczatkowej ilosci alfa-tokoferolu w materiale. Wyproduko-
wano kolejne materialy o zawartosci 10% wag. i 5% wag. alfa-tokoferolu wzgle-
dem masy polimeru. Wyniki uwalniania po trzech tygodniach eksperymentéw
wykazaly, iz w przypadku materialu o 10% wag. leku, w materiale pozostato
45% poczatkowej ilodci alfa-tokoferolu, za§ w przypadku materiatu o 5% wag.
—55% (rys. 4.25). Przebieg profili uwalniania dla kazdego z materialéw byt po-
dobny, za$ czas znacznego spowolnienia uwalniania w kazdym przypadku nasta-
pit okoto 11 dnia eksperymentu. Material o zawartosci 10% wag. alfa-tokoferolu
poddano réwniez zmodyfikowanej procedurze uwalniania. Zanurzony w osrodku
symulujacym srodowisko komérkowe material mieszano przez caly czas trwa-
nia eksperymentu. Zaobserwowano przyspieszenie uwalniania tej samej dawki
antyoksydantu w poréwnaniu do materialu uwalnianego w standardowych wa-
runkach, réznica w czasie uwalniania wyniosta okoto 12 dni.

Przeprowadzono dodatkowe eksperymenty majace na celu zbadanie powta-
rzalnosci procesu elektroprzedzenia i wytwarzania materialéw zawierajacych
lek. Badania nad kontrolg powtarzalnosci wynikaty z faktu duzej zmiennoéci
typowej dla procesu elektroprzedzenia, gdzie nieznaczna zmiana warunkoéw oto-
czenia moze mie¢ znaczny wplyw na strukture materialu, a tym samym szybko$é
uwalniania leku. Uzyskane dane pozwolily stwierdzié, ze dla takich samych wa-
runkéw procesowych, a takze materialowych, mozliwe jest uzyskanie zblizonych
profili uwalniania alfa-tokoferolu.
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Rysunek 4.25. Profil uwalniania alfa-tokoferolu z materialéw o réznych poczatkowych zawar-
tosciach leku w materiale: 5% (MT1), 10% (MT2), 5% (MT3). Linig ciaggta przedstawiono wy-
niki obliczei numerycznych modelu mikroskopowego (podstawowego) dopasowujacych profil
uwalniania do danych eksperymentalnych.
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Rysunek 4.26. Wplyw powtarzalnosci elektroprzedzenia na profil uwalniania alfa-tokoferolu.
Poréwnano trzy takie same materialy wytworzone w réznym czasie. Punkty przedstawiaja
usrednione wartosci trzech pomiaréw. Linia ciagta przedstawiono wyniki obliczen numerycz-
nych modelu mikroskopowego (podstawowego) dopasowujacych profil uwalniania do danych
eksperymentalnych.
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Badanie wplywu sterylizacji na proces uwalniania alfa-tokoferolu.

Sprawdzono wplyw sterylizacji materialu polimerowego z alfa-tokoferolem na
proces uwalniania. Material poddano sterylizacji tlenkiem etylenu wedlug pro-
cedur Zaktadu Sterylizacji Szpitala Bielanskiego w Warszawie. Nie wykazano
znaczacych réznic w profilu uwalniania alfa tokoferolu w materiale bez i po
sterylizacji.

0,0 + T T T T 1
0 5 10 15 20 25

Czas (dni)

Utamek masowy uwolnionego alfa-tokoferolu (-)

Rysunek 4.27. Wptyw sterylizacji tlenkiem etylenu na profil uwalniania alfa-tokoferolu. Po-
réwnano dwa fragmenty tego samego materialu. Punkty przedstawiajg usrednione warto$ci
pomiaréw. Linig ciagla przedstawiono wyniki obliczen numerycznych modelu mikroskopowe-
go (podstawowego) dopasowujacych profil uwalniania do danych eksperymentalnych.

‘Whioski.

Otrzymane wyniki badan uwalniania alfa-tokoferolu skonsultowano ze wspot-
pracownikami z IMDIK (prof. M Frontczak-Baniewicz, dr D. Sulejczak) i stwier-
dzono, iz stopniowe uwalnianie dawki leku wedlug otrzymanych profili moze
przyczyni¢ sie do korzystnej odbudowy tkanki nerwowej po uszkodzeniu neu-
rochirurgicznym. Uwolnienie okoto polowy dawki leku zawartego w materiale
przez okres 23 dni i stopniowe wyhamowanie uwalniania zapewnia stale dostar-
czanie alfa-tokoferolu do uszkodzonej tkanki przez wiele miesiecy od implan-
tacji materiatu. Waznym parametrem odpowiedzialnym za procesy naprawcze
w tkance jest stezenie alfa-tokoferolu w materiale, gdzie dla materialu o 15%
wag. zawartosci leku w badaniach pilotazowych zaobserwowano mozliwo$¢ wy-
stapienia niekorzystnego obrzeku tkanki nerwowej. Przeprowadzone badania
powtarzalnosci elektroprzedzenia oraz aktywnosci po sterylizacji wykazaly za-
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chowanie nalezytych parametréw materialu, niezbednych do wytworzenia opa-
trunku stuzacego do neuroprotekcji tkanki nerwowe;j.

4.1.2 Badania nad uwalnianiem lekéw hydrofilowych
4.1.2.1 Analog leku — BSA-FITC

Wstepne badania materialéw zawierajacych substancje biatkowe prowadzo-
no z wiokien otrzymywanych w procesie elektroprzedzenia emulsji oraz z wto-
kien typu rdzen w otoczce polimerowej. Analogiem czynnikéw wzrostu NGF
i BDNF (rozmiar biatka 7, = 2,6 nm), stosowanych w badaniach na malym
modelu zwierzecym, byta albumina surowicy wolowej sprzezona z izotiocyjania-
nem fluoresceiny (BSA-FITC), ktérej rozmiar wynosi okolo 3,6 nm. Docelowo
albumina surowicy wolowej (bez barwnika) moze by¢ uzyta jako érodek osta-
niajacy czynniki wzrostu przed denaturacja.

Podobnie, jak w przypadku Rodaminy B i alfa-tokoferolu, do wykonania
materialéw wykorzystano trzy polimery rézniace sie czasem degradacji. Zawar-
te w nanowloknie krople fazy wodnej moga przyczyni¢ sie w kazdym przypadku
do zwigkszenia szybkosci degradacji materialéw (w poréwnaniu do materialow
z lekami lipofilowymi) z uwagi na utatwienie transportu do wnetrza nanowto-
kien substancji powodujacych degradacje. Przyspieszona degradacja moze mieé
poérednio wplyw na szybko$¢ uwalniania leku.

Podczas elektroprzedzenia emulsji wykorzystujac pojedyncza dysze, przy
zachowaniu odpowiednich warunkéw elektroprzedzenia, mozliwe jest uzyska-
nie struktury nanowlékna przypominajacej strukture typu rdzen w otoczce.
Rdzen nanowlékna w tego typu strukturze nie ma struktury ciaglej, za$ przy-
biera forme blisko sasiadujacych kropli fazy wodnej (rys. 4.28). Mozliwe jest
w tym przypadku osiggniecie wydluzonego w czasie uwalniania substancji ak-
tywnej. Dla jednego z polimeréw — PLCL, wykonano wldokna technika rdzen
w otoczce wykorzystujac uktad dwudyszowy (rys. 4.33). Aby zwigkszy¢ lepkosé
rdzenia i zapewni¢ prawidtowe elektroprzedzenie oraz formowanie sie struktury
rdzen-otoczka, do roztworu rdzenia dodano polimeru PEO uzyskujac zawartosé
4% wag. polimeru w rdzeniu. Zastosowanie techniki rdzen-otoczka pozwolito na
unikniecie stosowania surfaktantu w nanowléknach, ktéry moze mieé dziatanie
toksyczne na komérki tkanki nerwowej.

Badania goniometryczne nanowlékien zawierajacych faze wodna wykazaty
duza zwilzalno$¢ materialu z natychmiastowa absorpcja wody przez material.
W przypadku materiatu z otoczka polimeru PLCL wykonanego technika rdzen
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w otoczce, otrzymany wynik zwilzalnoéci byt podobny, jak w przypadku mate-
rialéw zawierajacych Rodamine B (tabela 4.1) i wynidst 121 + 10°.

Rysunek 4.28. Nanowlékna powstate z elektroprzedzenia emulsji. Zdjecie wykonano na mikro-
skopie fluorescencyjnym, barwnik — fluoresceina.

Parametry elektroprzedzenia byly takie same dla kazdego ze standardo-
wych materialéw elektroprzedzonych z emulsji. Natezenie objetosciowe prze-
plywu roztworu polimeru przez dysze wynositlo Q = 800 pl/h. W przypadku
elektroprzedzenia w ukltadzie typu rdzen w otoczce natezenie objetosciowe roz-
tworu rdzenia wynosito Q; = 500 pl/h, za$ roztworu otoczki Qo = 1500 nl/h.
Réznica potencjaléw pomiedzy dysza a kolektorem w kazdym z przypadkéw
wynosita 1 kV/cm, za$ odleglosé 15 cm. W zaleznoéci od warunkéw nieznacznie
modyfikowano te parametry, aby uzyskaé lepsza stabilnosé elektroprzedzenia.
Uwalnianie prowadzono w temperaturze 37°C, do roztworu buforu fosforanowe-
go PBS.

Badania wplywu skladu roztworu polimeru na napiecie powierzch-
niowe pomiedzy faza wodna i olejows.

Przeprowadzono szereg badan nad wplywem sktadu roztworéw stosowanych
w elektroprzedzeniu emulsji oraz w ukladzie typu rdzen-otoczka, na dynamike
napiecia powierzchniowego pomiedzy fazami (rys. 4.29). W kazdym z przy-
padkéw wykonano roztwory polimeréw PLCL o stezeniu 9% wag. wzgledem
polimeru. Badania kalibracyjne wykonano dla uktadu powietrze-woda, dla kté-
rego napiecie powierzchniowe wedlug danych literaturowych wynosi 72 mN/m.
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W wykonanym na potrzeby niniejszej pracy uktadzie eksperymentalnym, otrzy-
many wynik napiecia powierzchniowego wynosil 67 = 4 mN/m. Dalsze badania
prowadzono w uktadzie dwéch faz ciektych: roztwér polimeru-woda. Napiecie
powierzchniowe w ukladzie roztwér polimeru PLCL 9% wag. w chloroformie-
woda wykazato brak znaczacych zmian wartosci napiecia powierzchniowego
w czasie. Dodatek rozpuszczalnika DMF do roztworu polimeru w stosunku 1:9
(DMF:chloroform) spowodowal nieznaczny wzrost napiecia powierzchniowego
z 25 do 28 mN/m przez pierwsze 30 sekund eksperymentu. Rozpuszczalnik DMF
miesza si¢ z woda, stad tez po rozpoczeciu pomiaru mégt on przechodzi¢ z fazy
organicznej do wodnej powodujac spadek objetosci kropli. Dodatek surfaktantu
(2% wag. SPAN-80) do fazy organicznej spowodowal znaczny spadek napiecia
powierzchniowego pomiedzy dwiema fazami. Zaobserwowano zmiane napiecia
miedzyfazowego w czasie od wartosci okoto 13 do 10 mN/m. Dwukrotny wzrost
zawartosci surfaktantu w roztworze polimeru (4% wag. SPAN-80) spowodowal
nieznaczny spadek poczatkowego napiecia powierzchniowego do 9 mN/m i taka
samg dynamike zmiany napiecia miedzyfazowego w czasie, jak w przypadku
zawartosci 2% wag. surfaktantu w roztworze polimeru. Znajomos$é wartosci pa-
rametru napiecia powierzchniowego jest bardzo wazna z punktu widzenia two-
rzonych wiékien typu rdzen w otoczce, jak réwniez procesu emulsyfikacji. Dla
jak najlepszego rozdrobnienia kropel fazy wodnej w fazie olejowej mozna stoso-
waé rézne surfaktanty (SPAN-80, Triton-X, SDS, lecytyna sojowa) pozwalajace
zachowaé stabilno$¢ emulsji dzieki zahamowaniu koalescencji kropel fazy roz-
proszonej. Na potrzeby niniejszej pracy postanowiono wykorzystac¢ najczesciej
stosowany w literaturze surfaktant SPAN-80.

Badania wplywu skladu roztworu na proces tworzenia emulsji.

W tabeli 4.3 przedstawiono wyniki analizy wielkosci kropel fazy wodnej dla
réznych ilosci poszcezegdlnych skladnikéw. W kazdym z przypadkéw procedu-
ra wytwarzania emulsji byla jednakowa. Zaobserwowano wzrost srednicy kro-
pel w przypadku wigkszej zawartosci fazy wodnej w roztworze polimeru PLCL
o stezeniu 9% wag. dla dwoch zawartosci surfaktantu 2% wag. oraz 4% wag.
Dodatkowo, zauwazono spadek srednicy kropel wraz ze spadkiem zawarto$ci
uzytego surfaktantu w roztworze polimeru PLCL (9% wag.). Parametry elek-
troprzedzonych materialéw przedstawiono w tabeli 4.4.

Analiza mikroskopowa nanowldkien z biatkiem BSA-FITC.
Obrazy mikroskopii elektronowej (rys. 4.30-4.35) wskazuja na poprawna budo-
we materiatu z polimeru PDLG i PLLA oraz sklejenie wtdékien PLCL. W szcze-

gbélnodci material z polimeru PLCL charakteryzowal si¢ odmienna morfologia
wlékniny. Wzrost zawartosci fazy wodnej w emulsji (rys. 4.34) spowodowal
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Rysunek 4.29. Wplyw skladu roztworéw na dynamike napigcia powierzchniowego.

Tabela 4.3. Wyniki pomiaru $rednicy kropel emulsji w roztworze polimeru PLCL 9% wag.
z faza wodna.

Zawartoéé¢ | Zawartoéé fazy | Srednica | Odchylenie
surfaktantu wodnej wz. kropel | standardowe
wz. polimeru polimeru (nm) (nm)

(% wag.) (% wag.)

4 2,5 3,9 1,3
4 1,25 2.4 1,1
2 5 5,2 1,4
2 2,5 2,5 0,7

prawdopodobnie utrudnienia w odparowaniu rozpuszczalnika z widkien. Naj-
wieksze sklejenie wldkien otrzymano dla mniejszej ilodci surfaktantu (rys. 4.35).
Podobne wyniki morfologii posklejanych widkien otrzymano w pracach innych
grup badawczych [148].
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Rysunek 4.30. Obraz SEM powierzchni  Rysunek 4.31. Obraz SEM powierzchni na-
nanowldkien z polimeru PDLG (MBF1). nowlékien z polimeru PLCL (MBF2). Wi-
Prawidlowa morfologia widkniny. doczne czegsciowe posklejanie nanowldkien.

10kV  X3,000 5y

10k\l\3,000 “sum RS - EMP

Rysunek 4.32. Obraz SEM powierzchni na-  Rysunek 4.33. Obraz SEM powierzchni na-
nowldkien z polimeru PLLA (MBF3). Pra-  nowldkien z polimeru PLCL wyk. technika
widlowa morfologia wiékniny. rdzen w otoczce (MBF4).

20kv  X3,000 Spm

Rysunek 4.34. Obraz SEM powierzchni na-  Rysunek 4.35. Obraz SEM powierzchni na-
nowtdkien z polimeru PLCL o zawartosci  nowldkien z polimeru PLCL o zawartosci
2,5% fazy wodnej wzgl. polimeru (MBF5). 5% fazy wodnej wzgl. polimeru (MBF6).
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Wyniki uwalniania biatka BSA-FITC.

Przebieg uwalniania biatka BSA-FITC z materialéw przedstawionych w tabe-
li 4.3 pokazano na rys. 4.36—4.39. Wykresy przedstawiaja kumulatywnie uwol-
niong mase analogu, odniesiona do catkowitej masy bialka obecnego w mate-
riale.

W pierwszej kolejnosci wykonano badania uwalniania biatka BSA-FITC
z nanowtdkien z polimeréw: PLCL, PDLG i PLLA. Podobnie, jak w przypadku
uwalniania Rodaminy B z nanowlékien elektroprzedzonych technika standar-
dowa, najwyzszym stopniem uwolnienia cechuja sie widékna PLCL (rys. 4.36).
Przez pierwsze 3 dni eksperymentu, material ten uwalniat biatko z najwicksza
szybkoscia, po czym w nastepnych dniach zaobserwowano stopniowe spowolnie-
nie uwalniania, w rezultacie osiagajac 70% uwolnionego biatka po 11 dniach.
Materialy z PDLG i PLLA cechowaly sie szybkim wzrostem uwalniania do
pozioméw odpowiednio 9% i 7%.W dalszym etapie uwalniania zaobserwowano
bardzo powolny wzrost iloéci uwolnionego biatka.
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Rysunek 4.36. Profil uwalniania biatka BSA-FITC z trzech materialéw sporzadzonych z poli-
meréw: PLCL (MBF6), PDLG (MBF1) oraz PLLA (MBF3). Linig ciggts przedstawiono wy-
niki obliczei numerycznych modelu mikroskopowego (podstawowego) dopasowujacych profil
uwalniania do danych eksperymentalnych.

Dla materiatu typu rdzen-otoczka (MBF4) widoczny jest poczatkowy wy-
rzut leku (rys. 4.37). Spowodowane jest to najprawdopodobniej czeSciowym
pekaniem nanowldkien, z ktorych wyplywa roztwor leku. Zauwazalne jest to
podczas obserwacji pod mikroskopem fluorescencyjnym nanowtdkien naniesio-
nych na szkietka nakrywkowe. Dalszy wzrost uwolnionej masy z nanowtdkna
z rdzeniem jest hamowany przez membrane ostaniajaca rdzen, co jest typo-
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we w tego typu uktadach. Uwalnianie biatka z widkien sporzadzonych metoda
emulsyjna (MBF2, MBF5) cechuje sie odmiennym przebiegiem procesu. Brak
jest zauwazalnego wyrzutu leku, za$ sam przebieg eksperymentu przypomina
obserwowany wczeéniej profil uwalniania alfa-tokoferolu. Material ten w ciggu
12 dni uwolnil niemal catkowita dawke substancji zawarta w nanowldoknach, co
moze wskazywaé na duza koncentracje kropel emulsji przy powierzchni nanow-
tokien.

R
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A Widkna typu rdzen w osnowie

Utamek masowy uwolnionego biatka
BSA-FITC (-)

0,3
® Widkna z emulsji
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Rysunek 4.37. Profil uwalniania biatka BSA-FITC z materialéw PLCL o strukturze wtdkien
monolitycznych (MBF5) oraz widkien typu rdzen w otoczce (MBF4). Widoczne stopniowe
uwalnianie biatka z widkien wykonanych standardowa technikg elektroprzedzenia emulsji oraz
skokowe uwolnienie biatka z witékien typu rdzen w otoczce. Linig ciagla przedstawiono wy-
niki obliczent numerycznych modelu mikroskopowego (podstawowego) dopasowujacych profil
uwalniania do danych eksperymentalnych.

Poréwnano rowniez wptyw obecnosci surfaktantu w emulsji na proces uwal-
niania biatka (rys. 4.38). Zmniejszenie o polowe ilosci uzytego surfaktantu od
4% wag. (MBF2) do 2% wag. (MBF5) surfaktantu, spowodowalo niewielki
wzrost uwalniania BSA-FITC od 7 dnia eksperymentu. Moze by¢ to zwiaza-
ne z rozbiciem kropel na mniejsze $rednice, a przez to szybszym transportem
leku z kropel do oérodka odbierajacego sktadnik.

Poréwnanie materiatéw o réznej zawartosci fazy wodnej wzgledem masy po-
limeru wskazuje na blisko trzykrotne zwiekszenie uwolnionej masy po 11 dniach
eksperymentu dla materialu o 5% wag. zawartosci fazy rozproszonej (MBFG).
Material ten przez 3 pierwsze dni uwolnil okoto 60% poczatkowej masy sub-
stancji, osiagajac po kolejnych 9 dniach stalego uwalniania 75% masy BSA-
FITC. Material z 2,5% zawartoScig fazy wodnej (MBF5) z uwagi na mniejsza
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Rysunek 4.38. Profil uwalniania biatka BSA-FITC z materialéw PLCL elektroprzedzonych
z emulsji dla réznych zawartoéci surfaktantu w materiale: 4% (MBF2) oraz 2% (MBF5). Linia
ciagla przedstawiono wyniki obliczen numerycznych modelu mikroskopowego (podstawowego)
dopasowujacych profil uwalniania do danych eksperymentalnych.

iloé¢ BSA-FITC w calym materiale, charakteryzowal sie mniejsza szybkoécia
uwalniania. W obu przypadkach nie zaobserwowano negatywnego zjawiska po-
czatkowego wyrzutu duzej dawki substancji (rys. 4.40).

4.1.2.2 Leki hydrofilowe — czynniki wzrostu NGF i BDNF

Po przeprowadzonej serii eksperymentéw uwalniania biatka BSA-FITC z po-
limeréw PLCL, PDLG oraz PLLA, do dalszych badan z czynnikami wzrostu
wybrano polimer PLCL charakteryzujacy sie najwiekszym stopniem uwolnienia
biatka BSA-FITC (rys. 4.36).

Obok badan materialéw wykonanych z uzyciem emulsji, wyprzedzono dwa
materialy z NGF wytworzone technika rdzen-otoczka (rys. 4.40). W pierw-
szym z materialéw do sporzadzenia roztworu rdzenia wykorzystano polimer
PEO 4% wag. wzgledem wody w 0,01M buforze PBS, z odpowiednia iloscia
biatka NGF. Dodatek PEO mial za zadanie zwiekszy¢ lepkosé roztworu i jed-
noczesénie poprawi¢ przednosé rdzenia. Do drugiego materialtu dodano polimer
PEO (4% wag.) oraz gliceryne jako czynnik oslaniajacy bialtko oraz dodatko-
wo zwiekszajacy lepko$é roztworu rdzenia. Roztwor polimeru PLCL 9% wag.
zostal uzyty do utworzenia otoczki nanowldkna. Parametry elektroprzedzenia
bytly takie same dla kazdego ze standardowych materialow elektroprzedzonych
z emulsji. Natezenie objetoéciowe przepltywu roztworu polimeru przez dysze wy-
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Rysunek 4.39. Profil uwalniania BSA-FITC z materialéw PLCL elektroprzedzonych z emulsji
dla réznych zawartosci fazy wodnej w materiale: 5% (MBF6) oraz 2% (MBF5). Linig cia-
gla przedstawiono wyniki obliczeri numerycznych modelu mikroskopowego (podstawowego)
dopasowujacych profil uwalniania do danych eksperymentalnych.

nosito Q = 800 pl/h. W przypadku elektroprzedzenia w ukladzie typu rdzen
w otoczce natezenie objetosciowe roztworu rdzenia wynosilo Q; = 500 pl/h, zas
roztworu otoczki Qo = 2000 pl/h. Réznica potencjaléw w kazdym z przypadkéw
wynosita 1 kV/cm, zas odleglo$¢ 15 cm. W zaleznosci od warunkéw nieznacz-
nie zmieniano te parametry, aby uzyskac¢ lepsza stabilno$é¢ elektroprzedzenia.
Uwalnianie prowadzono w temperaturze 37°C, do roztworu buforu fosforanowe-
go PBS. Dane dotyczace badanych materialéw umieszczono w tabeli 4.5.
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Analiza mikroskopowa nanowldékien z bialkami: NGF i BDNF.

Na rys. 4.40-4.49 przedstawiono zdjecia SEM materialow i wldkien zbiera-
nych na szkietka mikroskopowe. W przypadku materiatléw elektroprzedzonych
z emulsji, widoczne jest zespolenie widkien spowodowane niecatkowitym od-
parowaniem rozpuszczalnika organicznego podczas elektroprzedzenia, zas poz-
niejszym odparowaniem z zebranego na kolektorze materialu. W poréwnaniu
do metody elektroprzedzenia z emulsji, wtékna typu rdzen-otoczka zachowaly
typowa morfologie widkniny. W celu przedstawienia rozktadu grubosci wiokien,
podczas elektroprzedzenia zbierano wlokna na szkietka mikroskopowe w odle-
gtosci od dyszy zblizonej do odleglosci kolektora tak, aby otrzymaé reprezenta-
tywna probke.

20kV  X3,000 5pm
(b)

Rysunek 4.40. Obrazy SEM: a) powierzchni wiékien PLCL zawierajacych czynnik wzrostu
NGF w 4,7% fazy wodnej (MN1), b) pojedynczych widkien na szkietku mikroskopowym.

20kv  X3,000 N5um S -E 20kv  X5,000 5pm

Rysunek 4.41. Obrazy SEM: a) powierzchni wiékien PLCL zawierajacych czynnik wzrostu
NGF w 2,5% fazy wodnej (MN2), b) pojedynczych widkien na szkietku mikroskopowym.
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20kV - X5,000 5um

(a) (b)
Rysunek 4.42. Obrazy SEM: a) powierzchni wiékien PLCL zawierajacych czynnik wzrostu
NGF w 13% fazy wodnej (MN3), b) pojedynczych widkien na szkietku mikroskopowym.

20kV = X5,000 5um

(a) (b)
Rysunek 4.43. Obrazy SEM: a) powierzchni wiékien PLCL zawierajacych czynnik wzrostu
NGF w 4,7% fazy wodnej (MN4), b) pojedynczych widkien na szkietku mikroskopowym.

20kv  X3,000 5pm

(a) (b)
Rysunek 4.44. Obrazy SEM: a) powierzchni wiékien PLCL zawierajacych czynnik wzrostu
NGF w 6% fazy wodnej (MN5), b) pojedynczych wldkien na szkietku mikroskopowym.
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(a) (b)
Rysunek 4.45. Obrazy SEM: a) powierzchni nanowlékien PLCL elektroprzedzonych metoda
rdzen-otoczka (MNG) b) zblizenie na poszczegélne wiékna.

(a) (b)
Rysunek 4.46. Obrazy SEM: a) powierzchni nanowlékien PLCL elektroprzedzonych metoda
rdzen-otoczka (MNT), b) zblizenie na poszczegdlne widkna.

20KV X1,000 10pm RSFENP (™ )20kV  X3,000 5pm"

(a) (b)
Rysunek 4.47. Obrazy SEM: a) powierzchni wiékien PLCL zawierajacych biatko BDNF w 5%
fazy wodnej (MB1), b) zblizenie na poszczegilne widkna.
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20KV~ X300~ 50pm

(a) (b)
Rysunek 4.48. Obrazy SEM: powierzchni wlékien PLCL zawierajacych biatko BDNF w 5%
fazy wodnej (MB2), b) zblizenie na poszczegilne widkna.

20kV  X3,000 5um

(a) (b)
Rysunek 4.49. Obrazy SEM: powierzchni wlékien PLCL zawierajacych biatko BDNF w 7%
fazy wodnej (MB3), b) zblizenie na poszczegélne widkna.

Wyniki uwalniania czynnikéw wzrostu: NGF i BDNF.

Na ponizszych wykresach (rys. 4.50—4.54) przedstawiono profile uwalniania bia-
tek NGF i BDNF otrzymane metoda opisana w rozdziale 2.5.2. Pierwsze porow-
nanie sporzadzono dla materialow wykonanych rézna technika elektroprzedze-
nia (rdzen-otoczka, elektroprzedzenie roztworu emulsji). Charakterystyka uwal-
niania NGF z nanowldékien wytworzonych technika przedzenia emulsji jest taka
sama, jak w przypadku analogu BSA-FITC (poréwnaj rys. 4.50 1 4.37). W prze-
ciagu pierwszych 3-4 dni nastepuje szybsze uwolnienie ilosci biatka bez wyrzutu
leku. W nastepnych dniach zaobserwowano stopniowy wzrost uwolnionej sub-
stancji. Przewidywania modelu mikroskopowego (podstawowego) wskazuja na
hamowanie uwalniania przy poziomie 8%. Podobna charakterystyke uwalnia-
nia czynnika wzrostu $rodblonka naczyniowego zaobserwowano w pracach Tian
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iin. [56]. Uwolnienie biatka z wi6kien typu rdzen-otoczka (MN5) miato podobny
przebieg, jak w przypadku analogu leku (poréwnaj rys. 4.50 i 4.37). Zaobserwo-
wano nieznaczny wzrost ilosci substancji uwolnionej do o$rodka odbierajacego
lek i dalszy powolny wzrost iloéci uwolnionego czynnika wzrostu. Dodanie gli-
ceryny do roztworu rdzenia (MNG6) (wodny roztwér PBS zawierajacy 4% wag.
PEO) spowodowalo obnizenie ilosci uwolnionego biatka NGF.

0,09 -
0,08 -

0,07 -
0,06 -

® \Widkna z emulsji
A Wiokna typu rdzen osnowa

@ Wiodkna typu rdzen osnowa z gliceryng w
rdzeniu
—— Wynik obliczen

0,05 -
0,04 -
0,03

Utamek masowy uwolnionego biatka NGF (-)

0,02
0,01
o 2
0 5 10 15 20
Czas (dni)

Rysunek 4.50. Profile uwalniania biatka NGF z materialéw elektroprzedzonych réznymi meto-
dami (wldkna z emulsji i rdzeri-otoczka), jak réwniez z dodatkiem gliceryny w rdzeniu wiékna
(poréwnanie materiatéw MN1, MN5, MNG6). Linig ciagla przedstawiono wyniki obliczen nu-
merycznych modelu mikroskopowego (podstawowego) dopasowujacych profil uwalniania do
danych eksperymentalnych.

W przypadku biatka NGF podobnie, jak dla analogu BSA-FITC, spadek za-
wartosci surfaktantu skutkowal wzrostem ilosci uwolnionego czynnika wzrostu
(poréwnaj rys. 4.38 i 4.51). Sredni rozmiar nanowlékien z mniejsza zawartoscia
surfaktantu (MN4) byt okoto 100 nm mniejszy, co réwniez mogto mie¢ wplyw na
zwiekszony strumien uwalnianego czynnika wzrostu (rys. 4.51). R6znica uwal-
niania czynnika BDNF nie byla juz tak wyrazna, dajac wynik niejednoznaczny
(rys. 4.52). Jednoczes$nie dla BDNF zaobserwowano dwukrotnie wigkszy sto-
pien uwolnienia po 21 dniach w poréwnania do NGF. Wielko$é czasteczek obu
czynnikéw jest jednakowa.

Wigkszy udzial fazy wodnej (stezenie biatka w roztworze w kazdym przy-
padku bylo takie samo) w materiale skutkowal zwiekszeniem iloéci uwolnionych
czynnikéw wzrostu (rys. 4.53). Przyczyna jest najprawdopodobniej obecnosé
wiekszej iloéci fazy rozproszonej przy powierzchni wiokna i utatwiony trans-
port biatka z kropli poza widkno. Zbyt duza zawarto$é¢ fazy wodnej moze pro-
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wadzi¢ do niekorzystnego poczatkowego wyrzutu substancji czynnej. W przy-
padku biatka BDNF réwniez mozna zauwazy¢ wieksza ilo$¢ uwolnionego biatka
dla materiatu o wickszej zawartosci fazy wodnej (rys. 4.54).
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Rysunek 4.51. Profile uwalniania biatka NGF z materialéw o réznej zawartosci surfaktantu:
2% wag. (MN4) i 4% wag. (MN1).
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Rysunek 4.52. Profile uwalniania biatka BDNF z materialéw o réznej zawartosci surfaktantu
2% wag. (MB1) i 4% wag. (MB2).
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Rysunek 4.53. Profile uwalniania biatka NGF z materialéw o réznej zawartosci fazy wodnej:
13% wag. (MN3), 6% wag. (MN5), 4,7% wag. (MN1), 2,5% wag. (MN2).

o

n

o
)

0,35 A
0,30 A
0,25
0,20
0,15

0,10

0,05

0,00

-

® 7% fazy wodnej
& 5% fazy wodnej
——Wynik obliczen

Utamek masowy uwolnionego biatka BDNF (-)

10 15
Czas (dni)

20

Rysunek 4.54. Profile uwalniania biatka BDNF z materialéw o réznej zawartosci fazy wodnej:

7% wag. (MB3), 5% wag.( MB1).
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‘Wnioski.

Otrzymane wyniki badan uwalniania czynnikéw wzrostu podobnie, jak w po-
przednim przypadku skonsultowano ze wspolpracownikami z IMDiK (prof. M.
Frontczak-Baniewicz, dr D. Sulejczak). Stwierdzono, iz z uwagi na niewielka
réznice pomiedzy profilami uwalniania z materialéw przygotowywanych z 2%
wag. i 4% wag. zawartoScig surfaktantu w materialach z NGF i BDNF, na
modelu zwierzecym nalezy zastosowaé¢ materialy z 2% wag. zawarto$cia SPAN-
80. Uwolnienie okolo 8% (NGF, material MN1) i 23% (BDNF, material MB1)
dawki leku zawartego w materiale przez okres 21 dni i stopniowe wyhamowa-
nie uwalniania zapewnia state dostarczanie czynnikéw wzrostu do uszkodzonej
tkanki przez wiele miesiecy od implantacji materiatu.

4.2 Uwalnianie analogéw leku do hydrozelu PVA

Kontrolowane, dtugotrwalte podawanie lekéw do mézgu po operacjach neuro-
chirurgicznych ma olbrzymie znaczenie w terapii przeciwrakowej oraz chorobach
neurodegeneracyjnych (Parkinsona, Alzheimera). Zmiana skladu nanowlékien
oraz ich ulozenia w materiale pozwala na modyfikacje szybkosci uwalniania
lekéw. Dobranie odpowiedniej porowatosci materiatlu oraz morfologii widkien
wplywa na dyfuzje leku, a zatem daje mozliwos¢ kontroli profilu uwalniania
lekéw z materiatu [125, 149].

W niniejszej czedci pracy przedstawiono wyniki eksperymentalne i nume-
ryczne (model makroskopowy, podstawowy) uwalniania w zelu dwéch substan-
c¢ji modelowych: Rodaminy B i BSA-FITC. Badania mialty na celu ocene wyko-
nanych materialéw z nanowtdkien w osrodku imitujacym wtasnosci dyfuzyjne
tkanki mézgowej. Wybrany oérodek sktadajacy sie z hydrozelu poli(alkoholu wi-
nylowego) usieciowanego boraksem, umozliwil unikniecie rozpraszania $wiatlta
na tancuchach polimeru. Uzycie optycznie transparentnego hydrozelu byto ko-
nieczne do obserwacji niezaburzonej fluorescencji obu uwalnianych substancji
modelowych. Zmierzone podczas eksperymentu pole stezenia uwolnionej sub-
stancji, stanowito dane wejsciowe dla przygotowanego dwuwymiarowego modelu
numerycznego, uwzgledniajacego sktad materiatu, jak réwniez kinetyke uwal-
niania substancji. Tak prowadzone badania pozwolily na optymalizacje sktadu
materiatu, a takze wyznaczenie rozkladu stezenia w funkcji odleglosci od ma-
terialu dla réznych czasoéw eksperymentu. Otrzymane informacje pozwola na
estymacje efektywnosci terapii lub lokalnej toksycznosci uwalnianej substancji.
Metodologia przedstawiona w niniejszej czesci zostata wykorzystana do opty-
malizacji materialéw neuroprotekcyjnych stosowanych w zapobieganiu neuro-
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degeneracji spowodowanej operacjami neurochirurgicznymi, przeprowadzonymi
na modelu zwierzecym [150, 151], oméwionych w rozdziale piatym.

Na potrzeby eksperymentéw w hydrozelu, wykorzystano sze$¢ materialow
zawierajacych Rodamine B (tabela 4.1, materialy MR1-MRG6) oraz dwa mate-
rialy zawierajace BSA-FITC (tabela 4.3, materialy MBF1-MBF2). W momen-
cie umieszczenia wycietych materialéw na hydrozelu PVA, rozpoczynano reje-
stracje intensywno$ci fluorescencji uwalnianych analogéw lekéw. Czas pomie-
dzy dwoma rejestrowanymi obrazami wynosit 5 minut. Zebrane dane poddano
obrébce zgodnie z procedura przedstawiona w rozdziale drugim. Dla wiekszej
przejrzystosci, na ponizszych wykresach przedstawiono co dziesiaty punkt eks-
perymentalny. Wspolczynniki kinetyczne modelu numerycznego (podrozdzial
3.3.4) zostaly dobrane dla danych eksperymentalnych stezenia w funkeji czasu
w punkcie P odleglym od materialu o 1,5 mm. Nastepnie, dla otrzymanych
wartosci wspdélczynnikéw k, i kg porownano profile z obliczen numerycznych
i danych eksperymentalnych stezenia substancji w funkcji odleglosci od im-
plantu wzdluz linii L (rys. 3.11).

Wyznaczanie wspoétczynnika dyfuzji w porach miedzy nanowtéknami
wypelnionymi hydrozelem.

Procedura wyznaczania wspoélczynnika dyfuzji pomiedzy wldknami zebranymi
na szkietku mikroskopowym byta identyczna, jak w przypadku pomiaru w czy-
stym zelu PVA sieciowanym boraksem (rozdzial 2). Wiékna zbierane na szkiel-
ku mikroskopowym wytworzono technika elektroprzedzenia emulsji zawierajacej
biatko BSA-FITC. Umieszczenie biatka BSA-FITC w nanowléknach poshuzyto
do wizualizacji widkien na szkietku oraz Rodaminy B rozpuszczonej w hydro-
zelu w trakcie eksperymentu FRAP. W trakcie prowadzenia badan okazalo sie,
iz obecna w hydrozelu Rodamina B bardzo szybko adsorbowata na powierzch-
ni nanowldkien, dajac informacje na temat potozenia nanowlékien na szkietku
mikroskopowym (rys. 4.55¢-f). Jest to réwniez bezposredni dowdéd wplywu ad-
sorpcji na proces uwalniania substancji z powierzchni nanowldkien. Badania
dyfuzji w hydrozelu PVA bez wldkien poréwnano z nanowtdkning o morfologii
przypadkowej (rys. 4.55c-d) oraz ukierunkowanej (rys. 4.55e-f). Wspo6tezynnik
dyfuzji Rodaminy B w zelu wyniést: Dpya = 6,3 £ 1,1:107'* m?2 /s, pomiedzy
nanowléknami utozonymi przypadkowo Dy = 1,5 £ 0,6-10~* m? /s, za$ po-
miedzy wiéknami ukierunkowanymi Dypier = 5,3 + 0,9-1071 m?/s. Zauwazalny
spadek wartosci wspotczynnika dyfuzji Rodaminy B pomiedzy widéknami moze
mieé istotny wplyw na proces uwalniania i transportu leku z elektroprzedzo-
nych materiatéw i w duzej mierze bedzie zalezal od porowatosci otrzymanego
materiatu.
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pm 250 pm - 250

(e) (f)
Rysunek 4.55. Zdjecia wykonane podczas badan metoda FRAP wykonanego w celu okreélenia
wspdlczynnika dyfuzji Rodaminy B pomiedzy nanowltéknami. a) preparat hydrozelu PVA tuz
po wys$wieceniu, b) ten sam preparat po 100 sekundach badania, ¢) preparat hydrozelu PVA
z nanowt6knami ulozonymi w sposéb przypadkowy tuz po wy$wieceniu, d) ten sam preparat
po 20 sekundach badania, €) preparat hydrozelu PVA z nanowtéknami ulozonymi w spos6b
ukierunkowany tuz po wyswieceniu, f) ten sam preparat po 20 sekundach badania.
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Analiza mikroskopowa nanowldkien.

Materialy (MBF1 i MBF2), wytworzone z dwéch réznych polimeréw, po prze-
prowadzonym eksperymencie uwalniania w hydrozelu PVA-boraks zostaty do-
datkowo badane pod mikroskopem elektronowym. Celem byto zbadanie wptywu
alkalicznego srodowiska hydrozelu na powierzchni¢ nanowtdkien lub morfologie
materialu. Po czterech dniach prowadzenia eksperymentu materialy przeptu-
kano woda destylowana, aby usunaé¢ hydrozel i pozostawiono do wyschniecia.
Obrazy mikroskopowe wykazalty brak zmian w morfologii oraz na powierzchni
nanowldkien w przypadku materialu wykonanego z polimeru PDLG (poréw-
naj rys. 4.56 i 4.58). Zauwazono niewielkie zmiany w postaci mniejszej liczby
cienkich wlékien w przypadku materiatu z polimeru PLCL (poréwnaj rys. 4.57
i4.59).

i

10kV  X3,0007 S5pm

Rysunek 4.56. Obrazy SEM powierzchni  Rysunek 4.57. Obrazy SEM powierzchni
nanowldkien z polimeru PDLG (MBF1). nanowiékien z polimeru PLCL (MBF?2).
Grubos¢ widkien d = 1,08 + 0,35 nm. Grubosé wldkien d = 0,80 + 0,50 nm.

Analiza mikroskopowa nanowldkien.

Material z PLLA zawierajacy Rodamine B (MR1, rys. 4.60) wykazal szybki
wzrost stezenia w punkcie oddalonym od materiatu o odlegtoéé P do poziomu
7 ng/ml, a nastepnie szybki spadek stezenia czynnika fluorescencyjnego do po-
ziomu 1 pg/ml, utrzymujacego sie od 3 do 6 dnia eksperymentu. Otrzymany
pik stezenia rodaminy byl najnizszy w poréwnaniu do materiatéw z polimeréw
PLCL i PDLG. Uzyskano duza zgodno$¢ profili stezenia modelu numerycznego
(makroskopowy, podstawowy) i danych eksperymentalnych.

Na rys. 4.61 przedstawiono poréwnanie profili stezenia w funkcji odlegtosci
od materiatu dla czterech réznych czaséw prowadzenia eksperymentu. Wyniki
porownywano dla czaséw: 1, 6, 24, 48 godzin. W przypadku materiatu MR1
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Rysunek 4.58. Obrazy SEM powierzchni  Rysunek 4.59. Obrazy SEM powierzchni
nanowldkien z polimeru PDLG (MBF1). nanowtdkien z polimeru PLCL (MBF?2).
Material analizowany po czterech dniach  Materiat analizowany po czterech dniach
procesu uwalniania w hydrozelu PVA.  procesu uwalniania w hydrozelu PVA.
Grubosé widkien d = 1,03 + 0,34 nm. Grubosé widkien d = 1,16 + 0,40 nm.

dla kazdego z czaséw uzyskano doktadne dopasowanie krzywych pochodzacych
z modelu makroskopowego. W pierwszej i szostej godzinie eksperymentu, w bli-
skiej odleglosci od materiatu uzyskano stezenie na poziomie 15 i odpowiednio
23 pg/ml. Na tym etapie eksperymentu, odleglo$é wnikania Rodaminy B w hy-
drozelu byta niewielka i wyniosta odpowiednio 2,5 i 4 mm. W dalszym etapie,
dla 24 i 48 godzin prowadzenia eksperymentu, stezenie w bliskiej odlegtosci
materiatu uleglo zmniejszeniu z uwagi na zmniejszenie ilosci uwalnianej Ro-
daminy B z materiatu. Dla czasu 48 godzin odlegto$¢ wnikania Rodaminy B
w gltab hydrozelu bylta wiecksza i wyniosta odpowiednio 6,2 1 9 mm.

Material z PLCL (MR2) spowodowal réwnie szybki wzrost stezenia Roda-
miny B w hydrozelu, jak w przypadku materialu PLLA, a nastepnie gwaltowny
spadek stezenia czynnika fluorescencyjnego do poziomu 1 pg/ml po 8 dniach
trwania eksperymentu (rys. 4.62). Osiagniety pik stezenia byl najwyzszy z po-
rownywanych materiatéw PLLA i PDLG.

Dla materialu MR2 dopasowanie profilu modelu makroskopowego uzyskano
jedynie dla danych z pierwszej i ostatniej godziny eksperymentu (rys. 4.63).
Dla danych z 6 i 24 godziny eksperymentu wynik stezenia rodaminy uzyska-
nych z modelu numerycznego byt niedoszacowany. Dodatkowo, porownanie da-
nych z 6 godziny eksperymentu z wynikami modelu numerycznego wykazaly
znacznie mniejsza gleboko$é¢ dyfuzji Rodaminy B. Prawdopodobna przyczyna
niedoszacowania szybszego uwalniania leku jest bardziej porowata struktura
materialu niz uwzgledniona w modelu numerycznym, umozliwiajaca znacznie
szybsze uwolnienie analogu leku do hydrozelu.
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Rysunek 4.60. Stezenie Rodaminy B w punkcie P w funkcji czasu. Material wykonany z poli-

meru PLLA, zawierajacy 2,7% Rodaminy B (MR1). Linia reprezentuje wynik obliczei nume-
rycznych modelu makroskopowego (podstawowego).
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Rysunek 4.61. Stezenie Rodaminy B w punkcie P w funkcji czasu. Material wykonany z poli-
meru PLLA, zawierajacy 2,7% Rodaminy B (MR1). Linia reprezentuje wynik obliczent nume-
rycznych modelu makroskopowego (podstawowego).
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Rysunek 4.62. Stezenie Rodaminy B w punkcie P w funkcji czasu. Material wykonany z poli-
meru PLCL, zawierajacy 2,8% Rodaminy B (MR2). Linia reprezentuje wynik obliczent nume-
rycznych modelu makroskopowego (podstawowego).
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Rysunek 4.63. Stezenie Rodaminy B w hydrozelu w funkcji odlegtosci od materiatu MR2. Linie
reprezentuja wyniki obliczeni numerycznych modelu makroskopowego (podstawowego).
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Uwalnianie z materialu PDLG (MR3) charakteryzowalo sie mniejsza szyb-
koscia niz w przypadku materialéw z PLLA i PLCL (rys. 4.64). Maksymalna
wysoko$¢ piku stezenia osiggnieto po 10 godzinach uwalniania, jednoczesnie
spadek stezenia w punkcie P byl znacznie tagodniejszy niz dla oméwionych ma-
terialéw. Otrzymano dobra zgodnosé profilu stezenia z symulacji numerycznych
z danymi eksperymentalnymi.
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Rysunek 4.64. Stezenie Rodaminy B w punkcie P w funkcji czasu. Materiat wykonany z po-
limeru PDLG, zawierajacy 2,8% Rodaminy B (MR3). Linia reprezentuje wynik obliczeri nu-
merycznych modelu makroskopowego (podstawowego).

Dane z kazdego z czaséw eksperymentu prezentowaly dobra zgodnosé profili
stezenia modelu makroskopowego i danych eksperymentalnych (rys. 4.65). Jedy-
nie przewidywana gtebokos¢ dyfuzji w gtab hydrozelu dla czaséw 24 i 48 godzin
byla wyzsza w modelu numerycznym niz w uzyskanych danych eksperymen-
talnych. Moze to wynika¢ z uwzglednienia w modelu numerycznym izotropii
dyfuzji w hydrozelu zamiast transportu anizotropowego, wlasciwego dla tego
typu struktur.

Wezrost stezenia Rodaminy B z 2,8 do 4,4% wag. w materiale PDLG (MR4)
spowodowal znacznie gwaltowniejszy wzrost szybkosci uwalniania oraz dwu-
krotnie wyzsze stezenie rodaminy w punkcie P w poréwnaniu do materiatu M3
(rys. 4.66). Jednoczesnie, profil stezenia charakteryzowal sie znacznie gwaltow-
niejszym spadkiem stezenia po osiagnieciu maksimum na wysokosci 23 pg/ml.

Podobnie, jak w przypadku materialu MR3, najwicksze réznice pomiedzy
profilami stezenia wystepuja dla danych eksperymentalnych dla 24 i 48 go-
dzin od rozpoczecia badan (rys. 4.67). Zaobserwowano przeszacowanie stezenia
w funkcji odlegloéci od materialu w hydrozelu w modelu makroskopowym dla
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Rysunek 4.65. Stezenie Rodaminy B w hydrozelu w funkcji odlegtosci od materiatu MR3. Linie
reprezentuja wyniki obliczeit numerycznych modelu makroskopowego (podstawowego).
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Rysunek 4.66. Stezenie Rodaminy B w punkcie P w funkcji czasu. Material wykonany z po-
limeru PDLG, zawierajacy 4,4% Rodaminy B (MR4). Linia reprezentuje wynik obliczet nu-
merycznych modelu makroskopowego (podstawowego).
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obu czasow eksperymentu. Nagly wzrost stezenia Rodaminy B w punkcie P
(rys. 4.66) zostal réwniez zauwazony w przebiegu profili stezenia w funkeji od-
leglosci od materialu (rys. 4.67), gdzie dla danych z 1 godziny eksperymentu
otrzymano wyzsze stezenie maksymalne Rodaminy B w poblizu materiatu.
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Rysunek 4.67. Stezenie Rodaminy B w hydrozelu w funkcji odlegtosci od materiatu MRA4. Linie
reprezentuja wyniki obliczeii numerycznych modelu makroskopowego (podstawowego).

Zastosowanie materialu typu warstwowego (MR5) spowodowalo powolniej-
szy wzrost stezenia w punkcie P niz w przypadku typowego materiatu MR2
(rys. 4.68). Jest to spowodowane opdznieniem transportu Rodaminy B przez
warstwe materialu bez uwalnianej substancji. Dodatkowo zaobserwowano trzy-
krotnie nizsze maksymalne stezenie w punkcie P w poréwnaniu do materiatu
MR2.

Pomimo bardzo dobrego dopasowania wspotczynnikow kinetycznych mode-
lu makroskopowego, zauwazalne sg duze réznice w profilach stezenia dla danych
z 1, 24 i 48 godziny eksperymentu (rys. 4.69). Wynik symulacji numerycznej
znaczaco przeszacowal gtebokosé penetracji hydrozelu przez Rodamine B. Wy-
daje sie, ze zastosowany w modelu jednowymiarowy warunek brzegowy plasz-
czyzny miedzyfazowej wymaga modyfikacji i uwzgledniania réwnania dyfuzji
w kierunku poprzecznym.

Material wytworzony technika rdzen w otoczce (MR6) wykazal si¢ niewiele
mniejsza poczatkowa szybkoscia uwalniania w poréwnaniu do typowego mate-
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Rysunek 4.68. Stezenie Rodaminy B w punkcie P w funkcji czasu. Material warstwowy, wy-
konany z polimeru PLCL, zawierajacy 2,7% Rodaminy B (MR5). Linia reprezentuje wynik
obliczenn numerycznych modelu makroskopowego (podstawowego).
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Rysunek 4.69. Stezenie Rodaminy B w hydrozelu w funkcji odlegtosci od materialu war-
stwowego (MRJ5). Linie reprezentuja wyniki obliczeri numerycznych modelu makroskopowego
(podstawowego).
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rialu MR2 (rys. 4.70). Zaobserwowano pieciokrotny spadek maksymalnego ste-
zenia w punkcie P, spowodowany wolniejszym transportem sktadnika z rdzenia
nanowtdkna do jego powierzchni.
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Rysunek 4.70. Stezenie Rodaminy B w punkcie P w funkcji czasu. Materiat wykonany z poli-
meru PLCL, zawierajacy 1,0% Rodaminy B (MR6). Linia reprezentuje wynik obliczenn nume-
rycznych modelu makroskopowego (podstawowego).

Wynik dopasowania profili stezenia dla materiatu typu rdzen w otoczce dla
danych z 1 i 6 godziny eksperymentu jest zadowalajacy (rys. 4.71). Mozna
zauwazy¢, iz dla czaséw 1, 6 i 24 godziny stezenie sktadnika przy materiale
jest jednakowe, co wskazuje na stalg szybko$¢ uwalniania sktadnika z mate-
rialu i odprowadzania substancji w gltab hydrozelu. Nie uzyskano dopasowania
profili stezenia danych eksperymentalnych i numerycznych dla czaséw 24 i 48
godzin. Jest to najprawdopodobniej spowodowane nie uwzglednieniem w mo-
delu numerycznym dyfuzji Rodaminy B przez nanopory otoczki polimerowej,
ktéry to proces jest najwolniejszym etapem transportu substancji z materiatu.

Wyniki uwalniania analogu leku hydrofilowego — BSA-FITC.

Material wytworzony technika przedzenia z emulsji polimeru PDLG (MBF1)
charakteryzowal sie natychmiastowym wzrostem stezenia BSA-FITC w punk-
cie P, a nastepnie gwaltownym spadkiem do poziomu 1 png/ml (rys. 4.72). Prze-
bieg profilu stezenia wskazuje na zjawisko niekorzystnego wyrzutu substancji
z materiatu, co moze prowadzi¢ do szybkiego przekroczenia wartosci granicz-
nych stezenia toksycznego.

Dla kazdego z analizowanych czaséw eksperymentu, pojawia sie doéé¢ znacza-
ce przeszacowanie stezenia w modelu makroskopowym (rys. 4.73). Dla danych



170 4. Wyniki badan i dyskusja

3,5
¢ Eksperyment, t = 1 godzina
3 B Eksperyment, t =6 godzin
A Eksperyment, t = 24 godziny
25 m ® Eksperyment, t =48 godzin
_ Wynik obliczen, t = 1 godzina
% ) - Wynik obliczen, t = 6 godzin
= Wynik obliczen, t = 24 godziny
d:
s . Wynik obliczen, t = 48 godzin
S 154 @
[
n Po\\m
[ ]
1{ @
o
05{ A N& e &)
* .I ...'..... [ J
0 o 2eese e tunnnnunadndRSSRRAAR

0 0,0025 0,005 0,0075 0,01
Odlegtos¢ od materiatu (m)

Rysunek 4.71. Stezenie Rodaminy B w hydrozelu w funkcji odlegtosci od materiatu MR6. Linie
reprezentuja wyniki obliczeii numerycznych modelu makroskopowego (podstawowego).
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Rysunek 4.72. Stezenie biatka BSA-FITC w punkcie P w funkcji czasu. Material wykonany
z polimeru PDLG, zawierajacy 2,7% BSA-FITC (MBF1). Linia reprezentuje wynik obliczen
numerycznych modelu makroskopowego (podstawowego).
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z 1 godziny, na catej dtugosci odcinka L przewidywane w modelu stezenie znacz-
nie przewyzszalo stezenie z eksperymentu. W pozostatych przypadkach réznica
pomiedzy profilami stezenia przy materiale byta niewielka, natomiast zwieksza-
ta sie w miare oddalania od materialu. Jest to prawdopodobnie spowodowane
obecnoscig wiekszosci kropel z fazg wodna blizej rdzenia widkna i brakiem moz-
liwosci uwzgledniania tego typu mikrostruktury w modelu makroskopowym.
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Rysunek 4.73. Stezenie biatka BSA-FITC w hydrozelu w funkcji odleglo$ci od materiatu
MBF1. Linie reprezentuja wyniki obliczeri numerycznych modelu makroskopowego (podsta-
wowego).

Zastosowanie materialu wykonanego z polimeru PLCL (MBF2), réwniez
spowodowalo gwaltowny wyrzutem substancji z powierzchni nanowlékien do
hydrozelu (rys. 4.74). Otrzymana maksymalna wartosé¢ stezenia piku jest nie-
znacznie wyzsza niz dla materialu MBF1 wykonanego z PDLG. Jednoczesnie
spadek stezenia przebiega znacznie lagodniej, jak w przypadku poprzednim
(rys. 4.72). Tak szybkie uwalnianie BSA-FITC z nanowlékien wykonanych tech-
nika elektroprzedzenia emulsji, moze by¢ spowodowane pekaniem i wylaniem
zawartosci kropel znajdujacych sie najblizej powierzchni nanowtdékien.

Uzyskano stosunkowo dokladne dopasowanie profili stezenia dla danych

z kazdego czasu eksperymentu (rys. 4.75). Zaobserwowano niewielkie niedo-
szacowanie stezenia dla niewielkich odlegtosci od materiatu i przeszacowanie
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Rysunek 4.74. Stezenie biatka BSA-FITC w punkcie P w funkcji czasu. Material wykonany
z polimeru PLCL, zawierajacy 2,7% BSA-FITC (MBF2). Linia reprezentuje wynik obliczen
numerycznych modelu makroskopowego (podstawowego).

stezenia dla wigkszych odlegtoéci od materiatu, wskazujac na 7,5 mm glebo-
kos¢ dyfuzji juz po pierwszej godzinie uwalniania.

Podsumowanie.

Przeprowadzone badania wykazuja, ze metoda ewaluacji uwalniania lekow, wy-
korzystujaca osrodek hydrozelowy sprzezony z ukladem plaskiej wiazki lase-
rowej, pozwala na uzyskanie dokladnych danych czasoprzestrzennych stezenia
substancji uwalnianej z materiatu. Poréwnanie przedstawionej metody fluore-
scencyjnej z metoda absorpcyjna Sindhwaniego i in. [124] wskazuje na lepsza
doktadnos¢ opisanej w niniejszej pracy metody bezposredniego wyznaczania
stezenia. Przedstawiona metoda pozwala na unikniecie niedokladnego proce-
su rzutowania tréjwymiarowego rozkltadu stezenia na rozklad dwuwymiarowy
(transformacja Abela).

Poréwnanie wspélczynnikéw kinetycznych uzyskanych z modelu numerycz-
nego dla uwalniania do roztworu PBS oraz hydrozelu PVA (tabela 4.6) wska-
zuje, ze dla tych samych materialéw uzyskane wspotczynniki desorpcji sa dwa
rzedy wielkosci wieksze w przypadku uwalniania do hydrozelu PVA, z jedno-
cze$nie zblizonymi warto$ciami wspétezynnika adsorpceji. Wskazuje to na uwol-
nienie wickszej ilosci substancji w krotszym czasie do o$rodka hydrozelowego.
Wrzrost wartosci statej desorpcji w przypadku uwalniania do hydrozelu PVA
moze by¢ spowodowany alkalicznym srodowiskiem uwalniania, ktore wplywa
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Rysunek 4.75. Stezenie biatka BSA-FITC w hydrozelu w funkcji odlegtosci od materiatu
MBF?2. Linie reprezentuja wyniki obliczeri numerycznych modelu makroskopowego (podsta-
wowego).

na oddzialywania polimer-lek i utatwia desorpcje substancji z powierzchni na-
nowlékien.

Poréwnujac materialy z polimer6w PLLA (MR1), PLCL (MR2), PDLG
(MR3) mozna zaobserwowaé, iz w przypadku uwalniania do hydrozelu PVA, jak
réwniez buforu PBS, najwolniejsze uwalnianie wystepuje dla materialu z PLLA
(tabela 4.6). Jednakze réznica pomiedzy materialami w uwalnianiu do hydro-
zelu nie byla tak duza, jak w przypadku uwalniania do buforu fosforanowego.
Wspotezynniki desorpeji w buforze wskazuja na pieciokrotnie szybsza desorpcje
z widkien PLCL (MR2) w poréwnaniu do widkien PLLA (MR1), podczas gdy
w trakcie uwalniania do hydrozelu desorpcja jest jedynie dwukrotnie wieksza dla
materialu PLCL (MR2). Dla przypadku uwalniania z materialu zawierajacego
2,8% Rodaminy B (MR3), desorpcja i adsorpcja byla dwukrotnie i siedemdzie-
sieciokrotnie szybsza niz w przypadku materialu zawierajacego 4,4% Rodami-
ny B (MR4). Szybsza adsorpcja skutkowala ponad dwukrotnie mniejszym mak-
simum stezenia (poréwnaj rys. 4.64 i 4.66). Podobnie, jak w eksperymentach
i symulacjach uwalniania z materialéw warstwowego oraz typu rdzen w otoczce
do buforu PBS (MR5 i MR6), réwniez uwalnianie do hydrozelu bylo znacz-
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Tabela 4.6. Wspotczynniki kinetyczne: szybkos$¢ desorpcji, szybkosé adsorpcji, szybkosé wy-
miany masy otrzymane na podstawie przeprowadzonych eksperymentow w modelach nume-
rycznych (makroskopowym i mikroskopowym) dla materialéw analizowanych w hydrozelu
PVA oraz buforze PBS.

Nr kg (m3/kgs) k, (1/s) k. (m/s)
materialu | PVA | PBS | PVA | PBS PVA PBS
(10~ | (10=°) | (10~%) | (107°) | (10~7) | (10~1°)
MR1 09 | 02 | 45 | 21 | 02 | 012

MR2 21 | 0,98 | 3.1 | 0,00 | 06 6
MR3 14 | 052 | 67 | 044 | 14 32
MR4 0,76 | 1,0 | 0,0l | 0,35 | 0,1 35
MR5 0,8 0,9 53 | 0,03 | 05 3
MR6 05 | 023 | 49 | 0,156 | 19 1

MBF1 2,5 1,2 2,5 1,1 2,2 0,27
MBF2 3,1 5,6 24 6,5 2,3 0,24

nie wolniejsze w poréwnaniu do typowego materialu PLCL (MR2). Uzyskane
wspotczynniki desorpcji byly dwukrotnie i czterokrotnie nizsze odpowiednio dla
materiatu MR5 i MR6, w poréwnaniu do typowego materiatu MR2.

Wyniki uwalniania dla materialéw elektroprzedzonych z emulsji wskazuja
na niewiele szybsza desorpcje i wolniejsza adsorpcje sktadnika z powierzchni
polimeru PLCL (MBF2). Efekt ten moze by¢ zwiazany z obecnoscia wigkszej
ilosci kropel fazy wodnej zawierajacej BSA-FITC przy powierzchni nanowlékien
lub wicksza powierzchnia wiladciwa materiatu zwiazana z mniejsza gruboécia
otrzymanych nanowlodkien.

Aby dokladniej poréwnaé réznice w szybkosciach uwalniania z materiatéow
réznigcych sie rodzajem uzytego polimeru, parametry procesu elektroprzedzenia
powinny by¢ dobrane w ten sposéb, zeby otrzymac¢ jednakowe rozktady grubo-
Sci nanowldkien oraz porowatoéci materiatléw. Jak pokazane bedzie w kolejnych
podrozdziatach, wplyw ukierunkowania, czy tez porowato$ci materiatu, moze
znaczaco zmieni¢ szybkos¢ uwalniania substancji aktywnej z materialu. Wyniki
symulacji numerycznych dostarczyty informacji o polu stezenia dla réznych pa-
rametréw materialowych takich jak: stezenie poczatkowe analogu w materiale,
porowatos¢ lub grubo$¢ nanowtdkien w materiale. Informacja o stezeniu w funk-
cji odlegloéci od implantu pozwala okresli¢ skutecznosé terapii, poprzez np.
stwierdzenie stezen powyzej granicy toksycznosci lub wartosci ponizej minimal-
nego stezenia terapeutycznego. Wyniki symulacji numerycznych oméwionego
modelu moga postuzy¢ dla optymalizacji dyfuzji leku in vivo w eksperymencie
prowadzonym na modelu zwierzecym [116, 152].
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4.3 Analiza parametryczna modeli numerycznych

4.3.1 Model dwuwymiarowy (bez pulsacji ptynu mézgowo-rdzeniowego)

Przedstawiony w rozdziale trzecim model matematyczny opisujacy trans-
port substancji w materiale i hydrozelu, zostal eksperymentalnie zwalidowa-
ny w podrozdziale 4.2. W niniejsze]j czeéci pracy rozbudowano opisany model
numeryczny o zjawiska fizyczne, ktérych wplywu nie mozna bylo zbadaé¢ eks-
perymentalnie. Uwzgledniono m.in. staly szybkosci reakcji eliminacji w tkance
moézgowe]j odzwierciedlonej domeng Qo. Wartoéé wspdlczynnika reakcji elimina-
¢ji dla biatka NGF zostata wybrana na podstawie pracy Krewsona i Saltzmana
[116] i wynosi kelim = 2,5-107% 1/s. W tej pracy przeprowadzono badania au-
toradiograficzne plaskich fragmentow tkanki mozgowej zawierajacej znakowane
izotopem '2°1 biatko NGF. Bialko uwalniano z implantu poli(etylen-co-octan
winylu) (EVAc) z dodatkiem biatka BSA. Na rys. 4.76a-d przedstawiono da-
ne eksperymentalne stezenia (12’I)NGF w funkcji odlegtoéci od implantu [116]
wraz z wynikiem modelu numerycznego (makroskopowego) opracowywanego
w niniejszej pracy. Autorzy cytowanej pracy nie zawarli informacji na temat
porowatosci, dlatego przyjeto porowatosé rzedu 10% (wzieto pod uwage techni-
ke wytworzenia implantu). Wspétezynnik dyfuzji wykorzystany w obliczeniach
wynosit Dygr = 6,3 = 1,1-10~ m?/s. W niniejszej pracy uzyskano zadowa-
lajace dopasowanie profili stezenia dla kazdego z czaséw eksperymentu. Wynik
modelu numerycznego wskazuje na wiekszy spadek stezenia dla drugiego dnia
od implantacji. Jak mozna zauwazy¢, przewidywana gleboko$é¢ dyfuzji biatka
dla kazdego z czaséw od implantacji jest jednakowa i wynosi 2 mm, zas zmienia
sie jedynie stezenie w niewielkiej odlegltoéci od implantu, wskazujac na coraz
wolniejsze uwalnianie biatka z materiatu. Powolna dyfuzja w gtab tkanki i niska
maksymalna glebokoéé¢ dyfuzji jest zwigzana z procesem eliminacji substancji
w wyniku wielu proceséw fizycznych i biochemicznych.

W kolejnym etapie niniejszej pracy rozbudowywano dwuwymiarowy model
numeryczny. W domenie znajdujacej sie nad materialem uwzgledniono prze-
plyw plynu symulujacego ptyn mézgowo-rdzeniowy (poréwnaj rozdzialty 3.3.4
i 3.3.5). Przeplyw taki moze mie¢ istotny wplyw na szybko$¢ uwalniania sub-
stancji z materiatu stosowanego jako opatrunek. Wprowadzono dodatkowa do-
mene plynu (23) z warunkami brzegowymi uwzgledniajacymi profil predko-
Sci plynu. Przeanalizowano wptyw predkosci maksymalnej ptynu m-r na iloéé
sktadnika przeniesionego w kierunku domeny reprezentujacej tkanke (€22), ptyn
(Q3) oraz odprowadzonego wraz z ptynem z ukladu (I's). Wyniki symulacji nu-
merycznych potwierdzaja znaczny wzrost masy sktadnika przenoszonego do do-
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Rysunek 4.76. Stezenie (**T)NGF w funkcji odlegtoici od materiatu polimerowego dla:
a) 1 dnia, b) 4, ¢) 7,1d) 14 dni od implantacji. Dane eksperymentalne stezenia NGF w funkcji
odleglosci od materialu implantowanego w modelu zwierzecym wykorzystano z pracy Krewso-
na i Saltzmana [116]. Dopasowanie profilu stezenia (linia ciagta) wykonano z uzyciem modelu
numerycznego (makroskopowego) opracowanego w niniejszej pracy.
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meny ptynu wraz ze wzrostem predkosci przeptywu ptynu po 3 dniach od rozpo-
czecia uwalniania (rys. 4.77). Zwigkszanie predkosci przeptywu plynu powoduje
dopltyw w okolice materiatlu ptynu bez uwalnianego sktadnika, zwiekszajac tym
samym roznice stezen pomiedzy domenami i transport skladnika. Informacja
o przewidywanej ilosci sktadnika opuszczajacego material i przedostajacego sie
do krwioobiegu jest istotna z punktu widzenia prowadzonej terapii, gdyz moze
poméc w ocenie skutkéw ubocznych uwalniania substancji z implantu.
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Rysunek 4.77. Wplyw predkosci maksymalnej (m/s) przeptywu ptynu na mase sktadnika prze-
niesiong z materialu do plynu (okragle czarne punkty) oraz domeny reprezentujacej tkanke
(okragle biate punkty). Dodatkowo, przedstawiono mase sktadnika opuszczajaca uktad wraz
z plynem (szare trdjkaty). Przedstawione dane otrzymano w wyniku obliczeni numerycznych
dla czasu réwnego 3 dni.

Na rys. 4.78 przedstawiono wplyw predkosci przeptywu plynu na gestosé
strumienia sktadnika opuszczajacego domene wraz z ptynem. Najwieksza ilos¢
substancji przeniesionej do ptynu, a nastepnie wraz z plynem poza uktad, wy-
stepuje przy predkosci maksymalnej ptynu réwnej 0,5 mm/s. Wraz ze spadkiem
predkosci maksymalnej ptynu maleje réwniez gesto$¢ strumienia sktadnika, co
jest zwigzane ze zwiekszeniem strumienia dyfuzji w kierunku domeny repre-
zentujacej tkanke. Pik maksymalnego strumienia substancji ulega przesunieciu
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z uwagi na wydtuzenie czasu konwekcyjnego unoszenia sktadnika wraz z ptynem
do brzegu modelowanego uktadu.
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Rysunek 4.78. Wptyw predkosci plynu na gesto$¢ strumienia uwalnianego sktadnika opusz-
czajacego domene wraz z pltynem.

4.3.2 Model dwuwymiarowy (uwzgledniajacy pulsacje przeptywu ptynu
mdzgowo-rdzeniowego)

Przeprowadzono réowniez symulacje numeryczne uwzgledniajace uproszczo-
ny profil pulsacji przepltywu pltynu moézgowo-rdzeniowego. Wprowadzono dwie
typowe czestosci pulsacji zwiazane z czestoscig akcji serca: 72 i 120 uderzen na
minute (rys. 4.79).

Na rys. 4.80 przedstawiono poréwnanie wpltywu dwoch czestotliwosci pul-
sacji i ich braku na gestos¢ strumienia substancji opuszczajacej domene wraz
z ptynem. Symulacje przeprowadzono dla maksymalnej predkosci przeplywu
réwnej umax = 0,5 mm/s. Czas uwalniania substancji skrécono z 4 dni do 4
godzin z uwagi na zastosowanie znacznie mniejszego kroku czasowego réwnego
0,1 sekundy. Dzieki temu dokladnie odwzorowano przebieg pulsacji stosowanych
w warunku brzegowym. Krzywe gestosci strumienia sktadnika dla obu czestotli-
wodci pulsacji poddano konwersji do pojedynczej linii, stosujac metode sredniej
kroczacej. Dzieki tej operacji uzyskano znacznie lepsza przejrzystos¢ wykresu.
Amplituda pulsacji gestosci strumienia leku w obu przypadkach wynosita okoto
2.107® kg/m?s (czego nie pokazano na rys. 4.80). Dla obu czestotliwosci pulsa-
¢ji mozna zauwazy¢, iz jedynie w poczatkowej fazie odprowadzania substancji
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Rysunek 4.79. Wplyw czestosci akcji serca na przebieg maksymalnej predkosci ptynu mézgowo-
rdzeniowego (réwnanie (3.88)). Przebieg ten zastosowano jako warunek brzegowy w symula-
cjach numerycznych modelu dwuwymiarowego, rozszerzonego.

z ukladu wystepuje niewielka réznica pomiedzy profilami gestosci strumienia
sktadnika. W dalszym etapie, krzywe gestosci strumienia sa do siebie zblizone,
a ich przebieg w czasie ma mniejszg tendencje spadkowa anizeli obserwujemy to
w przypadku braku pulsacji (rys. 4.80). R6znica pomiedzy wynikami dla braku
pulsacji i pulsacji ptynu (f = 1,2; 2) dla czasu 1,5 godziny od rozpoczecia uwal-
niania, wskazuje na blisko péttorakrotny spadek gestosci strumienia sktadnika
przy wystapieniu pulsacji ptynu.

4.3.3 Model tréjwymiarowy (podstawowy)

Podstawowsg funkcja jaka musza spetnié¢ systemy uwalniania lekow jest kon-
trola przebiegu procesu uwalniania tak, aby w mozliwie automatyczny sposéb
zapewni¢ optymalna, skuteczna kuracje. Czesto wymaga to zapewnienia statego
dawkowania uwalnianego leku w okresach tygodniowych, a nawet miesiecznych.
Zastosowanie odpowiednio dobranej struktury wewnetrznej wtékna, np. wspél-
osiowy rdzen z lekiem i powloka polimerowa (rdzefi-otoczka) [153-156] czy tez
elektroprzedzenie emulsji woda w oleju, widkien zawierajacych krople z substan-
cja aktywna, moze wplynac¢ na szybkos¢ podawania leku. Podobnie mikrostruk-
tura materialu z ukierunkowanymi réwnolegle wiéknami [77] lub zamknigcie
warstwy nanowtdkien z lekiem pomiedzy dwoma warstwami nanowtdkien bez
leku (wielowarstwowa kanapka) [54, 70, 73, 90], dzieki dobraniu optymalnej
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Rysunek 4.80. Wplyw czestosci pulsacji przeptywu plynu na gesto$é strumienia skladnika
opuszczajacego domeng wraz z ptynem. Do obliczent wykorzystano predko$é umax = 0,5 mm/s.

grubosci warstw ostaniajacych moze spowolni¢ uwalnianie oraz zmniejszy¢ nie-
bezpieczny poczatkowy wyrzut leku. Bardzo wazne zatem wydaje si¢ przeanali-
zowanie wplywu modyfikacji geometrycznych systemu widkien w materiale, na
desorpcje i dyfuzje leku w materiale uwalniajacym substancje aktywne.

W tej czesci pracy starano sie oszacowaé¢ wplyw poszczegdlnych parametrow
mikro i makrostruktury na proces uwalniania lekéw z materialow wykonanych
z nanowlékien, ktére byty wykorzystywane przez zespoét z IPPT i IMDIK ja-
ko opatrunki neuroprotekcyjne w zapobieganiu nieprawidlowego bliznowacenia
tkanki mézgowej [150, 157]. Dla szeregu takich struktur materialu, przeprowa-
dzona zostala jakosciowa i iloSciowa analiza proceséw transportu leku, ktora
jest niezbednym etapem projektowania systemu uwalniania lekdw.

W celu wykonania symulacji numerycznych wygenerowano siatke obliczenio-
wa dla szeScianu o wymiarze L = 100 pm, w ktérym umieszczono 225 widkien
dla trzech typowych dla eksperymentu promieni wilékien » = 1, 2, 2,5 pm.
Wymiar boku sze$cianu obliczeniowego odpowiada Sredniej grubosci rzeczywi-
stego materiatu. Zmiana konfiguracji geometrii wtdkien i porowatosci wymaga-
ta w kazdym przypadku wygenerowania odpowiedniej liczby wlékien o zada-
nej charakterystyce, a nastepnie odjeciu ich objetoéci od domeny obliczeniowej
(rys. 4.82). Typowa siatka obliczeniowa dla rozpatrywanych konfiguracji zawie-
ra od 2 do 4 mln czworosciennych elementéw, a czas obliczen jednego przypadku
przekracza 4 dni.
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Rysunek 4.81. a) Widok boczny na wtéknine dla fragmentu modelowanego materiatu, dtugosé
L réwna jest 100 pm b) Widok powierzchni nanowldékien.

Na rys. 4.81a przedstawiono widok brzegu materialu zawierajacej Rodami-
ne B, dla ktérej zostala przeprowadzona analiza uwalniania analogu leku dla
roznych konfiguracji jej struktury wewnetrznej. W celu skrécenia czasu obliczen
zostala wyodrebniona objeto$¢ sze$cianu reprezentujaca modelowang witokni-
ne, na ktérego bokach ustalono nastepnie odpowiednie warunki brzegowe. Na
dwdch powierzchniach szescianu rownoleglych do widkien, zastosowano warunki
brzegowe Dirichleta, gdzie stezenie leku w pltynie tuz przy $ciance wynosi Cp =
0 kg/m3. Warunek ten odpowiada sytuacji, w ktérej powierzchnia ta grani-
czytaby z oSrodkiem o nieskonczonej objetosci. Na pozostatych bokach szescia-
nu ustalono warunki brzegowe Neumanna, odpowiadajace warunkowi symetrii
w kierunku normalnym 77, co odpowiada przyjeciu periodycznych warunkow
brzegowych w kierunkach X i Y. Jako warunek poczatkowy stezenia leku mie-
dzy wléknami przyjeto Cpg = 0 kg/m?>, natomiast na powierzchni wlékien
w chwili poczatkowej przyjeto warto$é¢ Ca = Camax = Cao, obliczong ze sktadu
czastkowego materiatu. Typowa warto$é C a9 wynosi 1073 kg leku/kg materiatu.

Ukierunkowanie nanowldékien i wplyw lokalnego zageszczenia wldkien
na proces uwalniania leku.

Jednym z wazniejszych parametréw analizowanych materiatléw jest ukierunko-
wanie widkien. Podczas procesu wytwarzania materialu mozliwe jest (w pew-
nym zakresie) sterowanie tym parametrem. Analiza numeryczna powinna od-
powiedzie¢ na pytanie, w jakim stopniu zmiana utozenia wldkien wpltywa na
proces dyfuzji leku. Geometri¢ odzwierciedlajaca rzeczywiste ulozenie wiokien
i stopien ich ukierunkowania w domenie opisano tensorem drugiego rzedu [149]:
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Rysunek 4.82. Kolejne etapy tworzenia geometrii obliczeniowej symulujacej strukture mate-

riatu i umieszczonych w niej nanowltdkien.
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sin?a; cos?9;  sina; sind; cost; cos?q; sina; cosd;
K= Zl sinZa; sind; cost;  sinqy sin?Y;  cos?aqy sina; sind; (4.1)

Leot . .
tot cosqy; sinqy; costl; cosay; sing; sind; cos?a;

gdzie:l; to dlugosé i-tego widkna (dla wldkien réwnoleglych diugosé do krawedzi
domeny jest rowna L), za$ [yt to suma wszystkich dlugosci widkien. Wartosé
a; okresla kat pomiedzy i-tym wldknem a osia Z ukladu wspédirzednych, zas
warto$é ¥; okresla kat pomiedzy i-tym wiéknem a plaszczyzna XY. Slad tensora
jest zawsze réwny jednosci. Dla witékniny izotropowej tensor omega wynosi
K, =11/3,1/3,1/3].

Rozpatrujemy strukture regularna, tzn. w badanym obszarze réownomierne
roztozenie widkien o stalej érednicy. Odleglos¢é miedzy wioknami jest funkcja
porowatosci lub struktury. Wspélczynniki desorpcji i adsorpcji leku w kazdym
przypadku sg jednakowe, za$ zmianie podlega wspotczynnik dyfuzji leku w ply-
nie — D;, ktéry jest usrednionym parametrem zaleznym od porowatosci oérodka.

Zbadano dwa przypadki: réwnomiernie utozonych widékien i w konfiguracji
wiazek zageszczonych widkien, dla przyjetych arbitralnie trzech porowatosci:
a) €1 = 0,52, b) g9 = 0,72, ¢) e3 = 0,96.

W tabeli 4.7 przedstawiono podstawowe parametry rozpatrywanych konfi-
guracji. Warto zwroci¢ uwage, ze dla widkien rownomiernie utozonych o naj-
wigkszej porowatosci materiatu e3, wspoétczynnik dyfuzji w zelu z widknami
jest taki sam, jak w zelu bez witékien. W pierwszej kolejnoéci obliczono szyb-
ko$¢ uwalniania dla wldkien w strukturze regularnej, wypelniajacej cala domene
obliczeniowa (rys. 4.83). W tym przypadku wlékna znajdowaly sie w stalej odle-
glosci od siebie, a porowatos¢ zmieniano dostosowujac érednice widkien. Siatke
obliczeniowa dobierano tak, aby zapewnié¢ generacje przynajmniej 10 komoérek
elementarnych miedzy wtéknami.

W drugim przypadku przyjeto skupienie widkien w wiazki wypeltniajace do-
mene Qg (rys. 4.84). W domenie Q; (bez widkien) wspélczynnik dyfuzji leku
wynosil Dpy a4, zas§ w domenie (2o wspdlczynnik dyfuzji D; byt obliczony na
podstawie réwnania (3.22). Do okre§lenia stopnia zageszczenia widkien ulozo-
nych w wiazki, wprowadzono parametr S, stanowiacy stosunek pola kwadratu
opisanego na wiéknach (ciemnoszare pole domeny ) do catkowitej powierzch-
ni geometrii (suma jasno i ciemnoszarego pola). Tak opisana struktura z prze-
strzeniami wolnymi od wldkien wystepuje dosy¢ czesto wewnatrz rzeczywistych
materialéw (rys. 4.82a,b). Wspolezynniki k, i k4 uzyskano na podstawie po-
miaréw uwalniania Rodaminy B z materialu PDLG (patrz podrozdzial 4.1).

Na rys. 4.85 i 4.86 przedstawiono rezultaty obliczen numerycznych stezenia
leku w plynie zawartym pomiedzy réwnomiernie utozonymi widknami po 14
dniach od rozpoczecia uwalniania dla dwéch przypadkéw o najmniejszej poro-
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Tabela 4.7. Parametry modelu dla trzech wartosci porowatoéci. Cztery pierwsze parametry
stala desorpcji, stala adsorpcji, stezenie poczatkowe, wspdtczynnik dyfuzji sa wspélne dla
kazdego przypadku. Pozostale: porowato$é¢, promien wiékien, stopien zageszczenia i obliczony
wspotezynnik dyfuzji dla materiatéw i = 1, 2, 3 rézne w zaleznosci od struktury.

Wspélczynnik | Widkna ut. | Widkna ul.
réwnomiernie | w wiazke
ka (1/s) 110°°
ko (m3/mol s) 1,0.10°°
Cpo (kg/kg) 101077
Dpya (HIQ/S) 6,3'10711
e1 () 0,52
. r; (pm 2.5
a)i=1 Szl( ( 7)) ) 0,67
D1 (m?/s) 1,6-107 11 0,510~ 11
g2 () 0,72
. o | r2 (pm) 2
b)i=2 i 0,25
Dy (m?/s) 3,810 1,210~
£3 ( - ) 0,96
. o |r3 (nm) 1
)i=3 15 1 0,04
D3 (m?/s) 6,3-10~ 11 2,710

watodci 1 = 0,52 (patrz tabela 4.5a). W obu symulacjach warunek brzegowy
Dirichleta Cz = 0 kg/m? zastosowano na bocznych plaszczyznach (prostopadte
do rysunku). Jak wida¢ na rys. 4.86, zmniejszenie odleglo$ci pomiedzy widk-
nami hamuje dyfuzyjny transport leku, co jest widoczne w domenie w postaci
otoczki o zmniejszonym stezeniu substancji.

Rysunek 4.87 przedstawia profile szybkosci uwalniania leku w zaleznosci od
porowatosci (tabela 4.7 a—c) dla trzech badanych porowatosci i dwéch konfi-
guracji wiékien. Analizujac uzyskane wyniki mozna zauwazy¢, iz dla materiatu
o najmniejszej porowatosci — linie koloru czarnego (rys. 4.87), uwalnianie prze-
biega znacznie wolniej niz w przypadku materiatéw bardziej porowatych, np. dla
4 dni r6znice siegaja blisko 40% (poréwnaj kolory czarny i zielony na rys. 4.87).
Istotny jest réwniez wplyw zageszczenia wldkien (linia ciagla — wldkna roz-
mieszczone réwnomiernie, linia przerywana — wlékna zageszczone). Domena
o wloknach zageszczonych w wiazke charakteryzuje sie wolniejszym uwalnia-
niem substancji zgodnie z tym, jak wyjasniono w poprzednim akapicie. Wraz ze
wzrostem porowatodci materiatu, réznica w uwalnianiu pomiedzy réwnomier-
nie roztozonymi a zageszczonymi widknami maleje, np. dla 14 dnia uwalniania
w przypadku geometrii o porowatosci €1 = 0,52 réznica w iloéci uwolnionej
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N L2

Rysunek 4.83. Przekréj poprzeczny dome-  Rysunek 4.84. Przekrdj poprzeczny do-
ny dla wiékien ulozonych réwnomiernie, meny dla widkien skupionych w wiazke
r1=25um, K; =[00 1], &1 = 0,52. r1 =2,5um, K; =[00 1], &1 = 0,52.

substancji wynosi okolo 3% (réznica w wysokosci czarnej linii ciaglej i prze-
rywanej), za$ dla geometrii o porowatosci e = 0,72, po 14 dniach uwolniona
zostala dokladnie taka sama masa. Wynika z tego mozliwos¢ wplywu na profil
uwalniania, przy zachowaniu tej samej catkowitej ilo$ci uwolnionego w zadanym
czasie leku.

Wplyw nieregularnego ulozenia wiékien w plaszczyznie XY na pro-
ces uwalniania leku.

Regularnos$é¢ ulozenia wiékien w materiale mozna w pewnym zakresie regulowaé
w trakcie procesu elektroprzedzenia. Dla poréwnania wplywu nieregularnosci
wtdkien na proces uwalniania leku wykonano dwie serie obliczen: widkna regu-
larnie rozmieszczone i utozone przypadkowo. Dla doktadniejszego odwzorowania
struktury materiatu o nieregularnym utozeniu wtokien, wtékna umieszczono lo-
sowo na plaszczyznie XY. Zostalo wylosowane 225 potozen srodkéw wldkien
(wartosci X 1Y losowano z przedziatu 0-100 pm). Wykorzystanie domeny ob-
liczeniowej z przenikajacymi si¢ wzajemnie widknami, wraz z zastosowaniem
warunku brzegowego na powierzchni widkien przedstawionego za pomocg réw-
nania (3.9), stanowi dobre przyblizenie dla omawianego problemu. Polozenia
225 wilékien wylosowano tylko raz i zastosowano we wszystkich trzech geome-
triach o réznej porowatosci (réznym promieniu wlékien).

Na rys. 4.90 zauwazalna jest analogiczna zaleznos¢ profili uwalniania od po-
rowatosci, jak w przypadku wlékien ulozonych réwnomiernie (rys. 4.87) z ta
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Rysunek 4.85. Stezenie leku w plynie po-
miedzy réwnomiernie roztozonymi widk-
nami (pg/ml); 7y = 2,5 pm, K, = [0 0 1],
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40,4623
0,45

04

vo

Rysunek 4.86. Stezenie leku w plynie po-
miedzy widéknami skupionymi w wiazke
(pg/ml); r = 2,5 pm, K, = [0 0 1],

e1 = 0,52. Skala reprezentuje stezenie
sktadnika (pg/ml).

€1 = 0,52.

réznica, ze w przypadku witékien utozonych nieregularnie lokalne zageszcze-
nia, czy tez nachodzenie na siebie widkien, w mniejszym stopniu wplywaja
na spowolnienie procesu uwalniania sktadnika. Generalizujac, przebieg profilu
uwalniania leku z wiékien utozonych nieregularnie bedzie zawierat sie¢ pomiedzy
dwoma liniami (ciagla i przerywana) na rys. 4.87 (przy takiej samej porowa-
tosci wszystkich trzech materialéw). Analiza obliczen wskazala dodatkowo, ze
roznica w caltkowitej iloSci uwolnionego sktadnika moze wynie$¢ maksymalnie
7% dla materiatu o tej samej porowatosci e = 0,53 i czasu uwalniania 4 dni.

Wplyw ukierunkowania oraz dyspersji promieni wlékien na proces
uwalniania leku.

Material charakteryzuje znaczny rozrzut parametréw geometrii utozenia wié-
kien. Z tego wzgledu nastepnym krokiem bylo zbadanie proceséw desorpcji-
dyfuzji w strukturach o takiej samej porowatosci € = 0,72, rézniacych sie sposo-
bem utozenia widkien. W tym celu poréwnano ze soba cztery geometrie: o widk-
nach utozonych regularnie (idealnie ukierunkowanych), wtéknach umiarkowanie
ukierunkowanych oraz dwie geometrie odwzorowujace material izotropowy (tj.
bez wyrdznionego gltéwnego kierunku wiékien), z ktérych jeden zawieral widkna
o érednim promieniu wlokien 7, zag drugi o promieniach wylosowanych z rozkta-
du Gaussa. Kierunek i potozenie wldkien generowane byty losowo, zas orientacje
wlékien w calej geometrii okreslono na podstawie wzoru (4.5) (tabela 4.8). Dla
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Zageszczona wigzka
widkien € = 0,52
Wibkna roziozone
rownomiernie € = 0,52
-------- Zageszczona wigzka
wiokien € = 0,72
Widkna rozmieszczone
réwnomiernie € = 0,72
~~~~~~~~ Zageszczona wigzka
widkien € = 0,96
Wibkna roziozone
rownomiernie € = 0,96

Utamek masowy uwolnionego sktadnika (-)

T T T T 1

6 8 10 12 14
Czas (dni)

Rysunek 4.87. Wplyw porowatosci i zageszczenia widkien na szybkosé uwalniania leku.

wyzej wymienionych struktur zastosowano takie same warunki brzegowe, jak
w podrozdziale 3.3.2, tj. warunek brzegowy Dirichleta stezenia leku w plynie
tuz przy éciance wynoszacy Cp = 0 kg/m?3, ustanowiony na $ciankach réwno-
leglych do gtéwnego kierunku witdkien.

Tabela 4.8. Parametry modelu dla trzech wartosci porowatosci. Cztery pierwsze parametry
stala desorpcji, stala adsorpcji, stezenie poczatkowe, wspdtczynnik dyfuzji sa wspélne dla
kazdego przypadku. Pozostalte: porowato$¢, promien widkien, stopien zageszczenia i obliczony
wspétezynnik dyfuzji dla materiatéw i = 1, 2, 3 rézne w zaleznosci od struktury.

Rodzaj witékien Stopien ukierunkowania wiékien K
Wtékna réwnomiernie rozto- [001]
zone, idealnie ukierunkowa-
ne
W1ékna nieregularne, [0,16 0,14 0,70]
umiarkowanie ukierunkowa-
ne
Wlékna ulozone nieregular- [0,39 0,31 0,30]
nie o jednakowym promieniu
Wtbkna ulozone nieregular- [0,36 0,33 0,31]
nie, Gaussowski rozktad pro-
mieni widkien

Dla wygenerowania struktury materialu z wtdkien o niejednakowym pro-
mieniu na podstawie zdje¢ SEM oraz obrazéw mikroskopii optycznej okreslono
sredni promien witékien, jak réwniez rozktad ich promienia w warunkach typo-
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Rysunek 4.88. Wiékna utozone przypad-  Rysunek 4.89. Obliczone stezenie leku
kowo w plaszczyznie XY, idealnie ukie- w ptynie pomiedzy przypadkowo ulozo-

runkowane, r1 = 2,5 pm, K; = [0 0 1], nymi wiéknami po 14 dniach od rozpo-
g2 = 0,53. czecia uwalniania w przekroju poprzecz-
nym domeny, r1 = 2,5 pm, K¢ = [0 0 1],
e1 = 0,53. Skala reprezentuje stezenie

sktadnika (pg/ml).

wego eksperymentu (rys. 4.81b). Sredni promieri otrzymanych wlékien wynosi:
7 = 1,6 num, przy odchyleniu standardowym réwnym o = 0,6 pm. Nastepnie
korzystajac z dopasowania krzywej Gaussa, wygenerowano losowo 225 grubosci
witdkien, ktére zostaly umieszczone w domenie obliczeniowe;.

Na rys. 4.95 przedstawiono obliczone profile uwalniania leku dla czterech
wyzej wymienionych rodzajow utozenia widkien, w materialach o takiej samej
porowatosci rownej € = 0,72. Po czterech dniach uwalniania, wiékna regularne
(idealnie ukierunkowane) uwolnity najmniej leku, okolo 80% poczatkowej dawki.
Stwierdzono nieznaczne przyspieszenie uwalniania w przypadku umiarkowanie
ukierunkowanych wlokien. Wzrost szybkos$ci uwalniania moze by¢ spowodowa-
ny wzrostem odlegtosci miedzy widknami i rozrzutem wielkosci poréw, przez co
zmniejszeniu ulega hamujacy wplyw sasiadujacych widkien. Uwalnianie leku ze
struktury o geometrii z niewyréznionym kierunkiem wtékien jest najszybsze dla
tego przypadku i nie zauwazono réznicy pomiedzy szybkoscia uwalniania leku
ze struktury o widéknach o stalym promieniu i wtéknach o promieniu zmieniaja-
cym si¢ wedtug typowego rozkladu Gaussa, uzyskanych z pomiaréw materiatéow
(pokrywanie sie linii niebieskiej i zielonej).
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Rysunek 4.90. Wplyw porowatosci materiatu dla przypadkowo utozonych wiékien w ptasz-

czyznie XY na szybko$¢ uwalniania leku.

Rysunek 4.91. Wiékna réwnomiernie roz-
tozone, idealnie ukierunkowane, stopien
ukierunkowania K¢ = [0 0 1], » = 2,5 pm.

Wtiékna
ukierunkowane,
ukierunkowania K; = [0,16 0,14 0,70],
r = 2,5 pm.

Rysunek 4.92.
umiarkowanie

nieregularne,
stopien
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Rysunek 4.93. Wtékna ulozone
regularnie o
’,1 =

K, = [0,39 0,31 0,30].

jednakowym promieniu,
1,6 pm. Stopienn ukierunkowania

4. Wyniki badan i dyskusja

Rysunek 4.94. Wi6kna utozone nieregular-
nie, Gaussowski rozktad promieni witdkien,
7= 1,6 pm, o = 0,6 pm, Stopien ukierun-
kowania K = [0,36 0,33 0,31].

nie-

T 1

o

4

.g

s 0,8 -

- ——Widkna rozmieszczone réwnomiernie

o £=0,72

(=]

2 06 -

o ——Wi16kna nieregularne, umiarkowanie

% ukierunkowane € = 0,72

i ) ——\W}ibkna nieregularne, materiat

g izotropowy € = 0,72

(2]

E 0,2 4 —Widkna nieregularne, materiat

x izotropowy, rozkfad grubosci wiokien

g £=0,72

2]

5 0+ T T T T T T |
0 2 4 6 8 10 12 14

Czas (dni)

Rysunek 4.95. Wplyw
leku.

ukierunkowania i rozkladu promieni widkien na szybko$¢ uwalniania
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Podsumowanie.

Na podstawie przeprowadzonych symulacji numerycznych stwierdzono mozli-
wo$¢ sterowania szybkoscig i profilem uwalniania poprzez zmiane konfiguracji
witdkien umieszczonych w materiale. Zostalo wykazane, ze zmniejszenie odlegto-
$ci pomiedzy wiéknami doprowadza do spowolnienia uwalniania leku z mate-
riatu. Z drugiej strony wzrost porowatosci moze doprowadzi¢ do wzrostu szyb-
kosci uwalniania i w efekcie do wystapienia niekorzystnego w pewnych przy-
padkach zjawiska wyrzutu leku. Stuszne wydaje si¢ zatem wykorzystanie ma-
terialu o bardzo ukierunkowanych wloknach tylko na powierzchni zewnetrznej
plaskiego materialu w celu spowolnienia uwalniania leku w jednym badz obu
kierunkach. Najszybsze uwalnianie leku osiagnieto w geometrii o wtéknach nie-
ukierunkowanych, przy jednoczesnym zaobserwowaniu braku réznic pomiedzy
szybko$ciami uwalniania leku z wlokien o jednakowej Srednicy a analogicznego
materiatu z wlékien o promieniach wylosowanych wedhug rozktadu Gaussa.






Lastosowanie elektroprzedzonych
materiatéw jako opatrunkow
w urazach tkanki nerwowe;

W ostatnich latach wzrosto zainteresowanie opiekg nad chorymi we wczesnej
fazie urazu tkanki nerwowej, miedzy innymi przy zapobieganiu pourazowym
zmianom w moézgu, tzw. wtérnym uszkodzeniu funkcji mézgu. Zmiany te po-
legaja na mechanicznym uszkodzeniu tkanki nerwowej i naczyn krwionosnych,
ktére w konsekwencji powoduja powiklania zwigzane z uciskiem moézgu, ta-
kie jak: krwiaki (podtwardéwkowy, nadtwardéwkowy, wewnatrzmozgowy), wod-
niak podtwardéwkowy, pourazowy obrzek mézg, krwotok podpajeczynéwkowy
i pourazowe tetniaki mdézgu. Wezesne rozpoznanie, wraz z neurochirurgicznymi
operacjami usuniecia krwiakéw wykrytych podczas monitorowania klinicznego
w pierwszych dobach po przyjeciu chorego do szpitala, pozwala potencjalnie
zapobiec skutkom wtérnego uszkodzenia mozgu.

Operacje neurochirurgiczne z zasady powinny by¢ minimalnie inwazyjne,
jednakze moga by¢ one réwniez powodem niezamierzonych zmian w mézgu,
koniczacych si¢ neurodegeneracja i atrofia mézgu (rys. 5.1). Jedna z konsekwen-
¢ji urazéw mechanicznych lub operacyjnych uszkodzen mézgu jest bowiem two-
rzenie blizny glejowej. Proces nieprawidtowego bliznowacenia tkanki nerwowej
utrudnia prawidlowe gojenie oraz funkcjonowanie moézgu. Istnieje niewystarcza-
jaca ilos¢ danych klinicznych dotyczacych procedur zapobiegajacych bliznowa-
ceniu w obrebie mézgowia. Nie sg obecnie stosowane rutynowo zadne materia-
ly zabezpieczajace przed blizng w obrebie mézgowia, zas stosowane materiaty
uszczelniajace czy hemostatyczne, np. Tachocomb® czy Oxycel®, powstale na
bazie kolagenu zwierzecego moga wywolywaé¢ miejscowg reakcje na obce biatko
i odczyn zapalny wokét ciata obcego [158, 159].

Analizowany w niniejszej pracy material z nanowldkien zostal zastosowany
w zapobieganiu bliznowacenia w zabiegach neurochirurgicznych rdzenia kre-
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12 months

Rysunek 5.1. Widok na rozrost uszkodzenia mézgu szczura, po chirurgicznym urazie mézgu
bez nalozonego opatrunku z nanowldkien [106].

gowego [150] i moézgu [151]. Wskazano na korzystny wplyw nanowlékien bez
leku, na zmniejszenie wielkoéci blizny i zwldknienia zewnatrzoponowego two-
rzacych sie po zabiegach neurochirurgicznych. W celu skutecznej profilaktyki
oraz zahamowania tworzenia nieprawidtowej blizny tkanki mézgowej, neurode-
generacji i $mierci komérek nerwowych, rozpoczeto badania nad zastosowaniem
aktywnych opatrunkow opartych na biokompatybilnych nanowtéknach. Dodat-
kowym czynnikiem wspomagajacym neuroprotekcje jest zastosowanie substan-
¢ji aktywnych, takich jak alfa-tokoferol, ktory eliminuje wolne rodniki, jak row-
niez czynniki wzrostu neuronéw (Nerve Growth Factor — NGF, Brain Derived
Neurotrophic Factor — BDNF). Badania nad wprowadzeniem lekéw do elektro-
przedzonych nanowlékien miaty na celu uzyskanie stopniowego uwalniania ich
w okresie 10-21 dni; w okresie waznym z terapeutycznego punktu widzenia,
przebudowy kory mézgowej w moézgu szczura (model niekliniczny).

Zastosowane opatrunki tkanki nerwowej.

Tworzenie porowatej struktury zbudowanej z odpowiednio ukierunkowanych
wlékien metoda przedzenia elektrostatycznego, wraz z charakterystyka mate-
riatéw wykorzystanych do tworzenia opatrunkéw, zostato przedstawione w po-
przednich rozdziatach. Jak juz wspomniano w podrozdziatach 4.1.1.2 1 4.1.2.2,
do celéw doswiadczalnych na szczurzym modelu zwierzecym z chirurgicznym
uszkodzeniem kory mézgowej zdecydowano sie wykorzystaé poli(L-Laktyd-co-
kaprolakton). Material ten posiada dopuszczenia medyczne do systeméw uwal-
niania lekéw i protez. Material rozpuszczono w mieszaninie chloroform-dimetylo-
formamid, dlatego po procesie elektroprzedzenia kazdy z materialow umieszcza-
no na okres dwoch do trzech tygodni w atmosferze ochronnej w celu usuniecia
pozostatoéci rozpuszcezalnika.
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Przygotowane materialy (tabela 5.1) poddane zostaly kontroli jakosci z za-
stosowaniem mikroskopu elektronowego. Gotowy material byt ciety na fragmen-
ty o wymiarach ok. 3 x 3 mm?, ktére umieszczano w torebkach do steryliza-
¢ji, a nastepnie poddawano standardowej procedurze sterylizacji w atmosferze
tlenku etylenu. Optymalizacja metod wytwarzania elektroprzedzonych nanow-
lokien do zastosowania jako opatrunki aktywne, zawierajace neuroprotekcyj-
ne substancje ochronne (alfa-tokoferol, biatkowe czynniki neurotroficzne: NGF
i BDNF) zostaly opracowane jako pierwszy etap przeprowadzonych badan (pod-
rozdzialy 4.1.1.2 i 4.1.2.2). Profile uwalniania lekéw z materialéw przekazanych
do badan na modelu zwierzecym przedstawiono na rys. 5.2.

Tabela 5.1. Zestawienie badanych materiatéw zastosowanych w modelu zwierzecym uszkodze-
nia moézgu.

Nr Lek Zawarto$¢ leku | Zawartosé leku |  Grubosé
mat. wz. polimeru | (ng/cm? mat.) |  wiékien
(% wag,) (um)
MT1 | alfa-tokoferol 5 250 0,20 + 0,07
MN4 NGF 1.10~7 0,01 0,86 + 0,20
MB1 BDNF 1-10~4 0,01 1,28 + 0,40

Model eksperymentalny chirurgicznego uszkodzenia mézgu.

Ocena mozliwosci wykorzystania materialéw z nanowldékien (tabela 5.1) ja-
ko systemow uwalniania lekéw zostala przeprowadzona przez wspdlpracuja-
cy Zespol w Instytucie Medycyny Do$wiadczalnej i Klinicznej PAN. Zgodnie
z zatwierdzonym modelem eksperymentalnym przeprowadzono tam badania na
szczurzym modelu chirurgicznego uszkodzenia moézgu. Przesledzono i zanali-
zowano mechanizmy naprawy i przebudowy kory moézgowej po chirurgicznym
uszkodzeniu mozgu.

W kazdej z grup zwierzat pobierano probki tkanki moézgowej od zwierzat po
czasie przezycia wynoszacym odpowiednio: 4, 7, 14, 30 i 60 dni. Wsréd zwie-
rzat objetych badaniami do$wiadczalnymi wydzielono grupe kontrolna, ktéra
nie zostala zoperowana. Kolejna grupe zwierzat do$wiadczalnych objeto opera-
cja pozorowana (tzw. sham), podczas ktérej wykonywano zabieg kraniotomii,
polegajacy na wykonaniu dostepu do kory mézgowej, a nastepnie zaszyciu opon
mozgowych i skory glowy. Nastepna grupe doswiadczalng stanowilty zwierzeta
poddane operacji chirurgicznej, podczas ktérej zastosowano biodegradowalne
maty z nanowldkien na powierzchnie nieuszkodzonej kory moézgowej. Dwie ko-
lejne grupy zwierzat do$wiadczalnych poddano operacji wraz z chirurgicznym
urazem okolicy czolowo-skroniowej kory moézgowej. Uraz ten polegal na usu-
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Rysunek 5.2. Spodziewane profile uwalniania lekéw do tkanki moézgowej. a) alfa-tokoferol
(MT1), b) czynnik wzrostu NGF (MN4), ¢) czynnik wzrostu BDNF (MB1).

nieciu kosci i opony twardej, a nastepnie nacieciu kory mézgowej o wielkoSci
ok. 1 x 1 x 1 mm. Po wykonaniu chirurgicznego uszkodzenia kory mézgowej,
na jednej z grup zastosowano biodegradowalny material z nanowlékien na po-
wierzchnie rany pooperacyjnej, zas na drugiej grupie nie zastosowano zadnego
opatrunku. Ponadto, zwierzeta, u ktérych zalozono opatrunki z nanowldkien,
zostaly podzielone losowo na cztery grupy, w ktorych material pelit funkcje:
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opatrunku, opatrunku aktywnego uwalniajacego alfa-tokoferol, opatrunku ak-
tywnego uwalniajacego czynnik troficzny wzrostu nerwéw NGF, badz opatrun-
ku aktywnego uwalniajacego czynnik troficzny pochodzenia mézgowego BDNF.
W sumie dla kazdego z czterech typéw opatrunkéow, dwoch grup zwierzat ob-
jetych inna procedura chirurgiczna (grupa kontrolna bez urazu, z urazem oraz
grupa ,sham” wykonane byly tylko raz), pieciu czaséw przezycia i szczesciu
szczurow na kazdy z czaséw przezycia, w ramach projektu zoperowano 330
SZCZUTrOW.

Metoda oceny uszkodzenia.

Do przeprowadzenia oceny uszkodzenia i wywotanej nim odpowiedzi komérko-
wej (komoérek nerwowych, glejowych i sSr6dbtonkowych) po urazie chirurgicznym
kory mézgowej oraz po zastosowaniu biodegradowalnych opatrunkéw z nanow-
tokien, wykorzystano techniki immunohistochemiczne. Dodatkowo przeprowa-
dzono ocene odpowiedzi zapalnej na obecno$¢ elektroprzedzonego materiatu.

Wyniki badan z zastosowaniem materialu bez leku na modelu zwie-
rzecym.

W materiale tkankowym pozyskanym ze zwierzat kontrolnych nieoperowanych
obserwowano prawidtowa budowe morfologiczna wszystkich elementéw ztacza
nerwowo-naczyniowego (rys. 5.3a). Nie wykryto zadnych zmian degeneracyj-
nych dotyczacych komérek parenchymy moézgowej. Podobne wyniki uzyska-
no dla materialu pochodzacego od zwierzat poddanych operacji pozorowanej
(sham) [151, 160].

Analiza materialu pobranego od zwierzat z opatrunkiem zastosowanym na
nieuszkodzona powierzchnie kory moézgowej wykazala, ze opatrunek nie wywo-
tuje zmian w badanych strukturach. Nie obserwowano smierci komorek kory
mozgowej ani objawéw reakcji zapalnej ze strony osrodkowego ukltadu nerwo-
wego (brak makrofagéw oraz aktywacji mikro- i astrogleju). Wyniki barwienia
neurondw i astrocytéow wskazuja, ze materiat cechuje biokompatybilnosé z tkan-
ka umieszczona w zywym organizmie [151, 160].

W grupie zwierzat poddanych operacji neurochirurgicznej zaobserwowano
masywng neurodegeneracje i $mier¢ komoérek nerwowych oraz astrogleju, najsil-
niejsza w okresie od 4 do 14 dni po operacji (rys. 5.3b). Juz we wezesnych punk-
tach czasowych rejestrowano masywny naptyw makrofagéw [151, 160]. Analiza
materialu pozyskanego ze zwierzat z urazem zaopatrzonym opatrunkiem z na-
nowldkien wykazata brak zmian zapalnych we wszystkich badanych punktach
czasowych, w przeciwienstwie do obserwacji poczynionych w grupie zwierzat
z urazem (rys. 5.3c—e).
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(e)

Rysunek 5.3. Blizna glejowa po urazie mézgu. Znakowanie na obecno$¢ GFAP (kwasnego
biatka wiékienkowego). a) grupa kontrolna, b) 4 dni po operacji — rana nieopatrzona, c) 4 dni
po operacji — rana opatrzona materialem bez leku, d) 14 dni po operacji — rana opatrzona
materiatem bez leku, e) 30 dni po operacji — rana opatrzona materialem bez leku [151].
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Powyzsze wyniki wskazuja, ze opatrunek posiada wtasciwosci zapobiegajace
procesowi bliznowacenia. Dodatkowo, materiaty z nanowtékien hamowaty krwa-
wienie po wykonanym zabiegu chirurgicznym. Otrzymane wyniki wskazuja, ze
zastosowany material cechuje nie tylko biokompatybilno$é¢ z tkanka nerwowa,
ale réwniez dzialanie hemostatyczne.

Wyniki badan z zastosowaniem materialéw z lekami na modelu zwie-
rzecym.

W przypadku materialéw wykorzystanych jako opatrunki aktywne na kore mo-
zgowq szczura, zastosowanie aktywnych opatrunkéw z alfa-tokoferolem, NGF
i BDNF na nieuszkodzong kore moézgows nie wywolalo reakcji zapalnej ani
$mierci komérek mikro- i astrogleju. Analiza materialu pozyskanego od pi-
lotazowej grupy zwierzat z uszkodzeniem tkanki nerwowej zaopatrzonej opa-
trunkami zawierajacymi wymienione substancje aktywne nie wykazata wplywu
uwalnianych czynnikéw na stan tkanki nerwowej. Elementy zlacza nerwowo-
naczyniowego posiadaly cechy wystepujace w grupie zwierzat poddanych ope-
racji i zaopatrzonych materialem niezawierajacym czynnikéw neuroprotekcyj-
nych. W zbadanych krokach czasowych nie stwierdzono dodatkowego wptywu
uwalnianego leku na regeneracje tkanki nerwowej. Nie mozna wykluczy¢, ze
wplyw ten bedzie widoczny dla duzo dtuzszych okreséw czasowych.

Uzyskane wyniki sugeruja ochronne dziatanie samego materiatu z nanowto-
kien. Przypuszczalnie struktura przestrzenna zastosowanych opatrunkéw, imi-
tujaca strukture macierzy zewnatrzkomorkowej kolagenu, moze promowaé pra-
widlowe gojenie i ograniczanie obszaru powstajacej blizny.

Podsumowanie.

Zastosowanie materialéw w postaci opatrunkéw w obrebie urazu osrodkowego
uktadu nerwowego moze by¢ w przysztosci wykorzystane jako skuteczna for-
ma terapii. Po przeprowadzeniu w przysztosci udanych badan klinicznych na
pacjentach, material bedzie mégt znalezé zastosowanie podczas operacji neuro-
logicznych. Zastosowanie materialéw z nanowldkien polimerowych jako aktyw-
nego opatrunku zapobiegajacego tworzeniu sie patologicznych zmian w tkan-
ce moézgowej zostalo zgloszone do ochrony patentowej (P404667), a takze jest
przedmiotem publikacji naukowych dotyczacych systeméw uwalniania lekéw
oraz w neurologii [125, 151, 160, 161].
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Podsumowanie wynikéw badai.

Na podstawie przeprowadzonych symulacji numerycznych modelu mikro-
skopowego stwierdzono mozliwo$¢ sterowania szybkoscig i profilem uwalniania
poprzez zmiane konfiguracji wtdkien umieszczonych w materiale maty. Zostato
wykazane, ze zmniejszenie odlegloéci pomiedzy wloknami i zwiekszenie regu-
larnosci struktury doprowadza do spowolnienia uwalniania leku z materiatu.
7, drugiej strony wzrost porowatosci moze doprowadzi¢ do wzrostu szybkosci
uwalniania i w efekcie do wystapienia niekorzystnego zjawiska poczatkowego
wyrzutu leku. Wyniki symulacji numerycznych modelu mikroskopowego dostar-
czyly informacji o polu stezenia dla réznych parametréw materialowych, takich
jak: stezenie poczatkowe leku w materiale, porowatos¢ lub grubosé nanowltdkien
w materiale.

Informacja o stezeniu w funkcji odlegtosci od implantu w modelu makro-
skopowym pozwala okresli¢ skutecznosé terapii poprzez np. stwierdzenie stezen
powyzej granicy toksycznosci lub wartosci ponizej minimalnego stezenia tera-
peutycznego. Przeprowadzone badania wykazuja, ze metoda ewaluacji uwalnia-
nia lekéw, wykorzystujaca oérodek hydrozelowy sprzezony z nozem Swietlnym
wzbudzajacym analog leku (czynnik fluorescencyjny), pozwala na uzyskanie
dokltadnych danych czasoprzestrzennych stezenia substancji uwalnianej z mate-
rialu. Poréwnanie przedstawionej metody fluorescencyjnej z metoda absorpcyj-
ng innych autoréw wskazuje na lepsza dokladnos¢ opisanej w niniejszej pracy
metody bezposredniego wyznaczania stezenia.

Stwierdzono, iz stopniowe uwalnianie alfa-tokoferolu wedtug otrzymanych
profili moze przyczynié sie do korzystnej odbudowy tkanki nerwowej po uszko-
dzeniu neurochirurgicznym. Uwolnienie okoto potowy dawki leku zawartego
w materiale przez okres 23 dni i stopniowe wyhamowanie uwalniania zapew-
nig state dostarczanie najwickszej dawki leku w momencie uszkodzenia mézgu
oraz zapewniajg dawke podtrzymujaca przez wiele miesiecy od implantacji ma-
terialu. Jednoczeénie wykazano, iz zwiekszenie zawartosci leku w nanowtéknach
prowadzi do przyspieszenia uwalniania leku z uwagi na zwiekszong sile nape-
dowa procesu. Przeprowadzone badania powtarzalnoéci elektroprzedzenia oraz
aktywnosci posterylizacyjnej wykazaly zachowanie nalezytych parametréw ma-
terialu, niezbednych do neuroprotekcji tkanki nerwowej. Uwolnienie czynnikow
neuroprotekcyjnych w ilosci okoto 8% NGF i 23% BDNF poczatkowej ilosci
zawarte] w materiale przez okres 21 dni zapewni terapeutyczne stezenie leku
w obrebie uszkodzonej tkanki przez wiele miesiecy od implantacji materiatu.
W ramach badan wykazano, iz zastosowanie wlokien typu rdzen-otoczka, za-
wierajacych dodatkowo gliceryne jako czynnik ostaniajacy uwalniane biatka,
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jak réwniez zwiekszajacy lepko$¢ rdzenia nanowtdkna, moze znaczaco spowol-
ni¢ proces uwalniania lekéw.

Zastosowane opatrunki z lekami i bez leku potwierdzily pozytywny wplyw
nanowlokien na proces gojenia tkanki nerwowej, zapobiegajac jej dalszemu bli-
znowaceniu. Zastosowanie materialéw w postaci opatrunkéw w obrebie urazu
osrodkowego uktadu nerwowego moze by¢ w przysztosci wykorzystane jako sku-
teczna forma terapii urazéw osrodkowego uktadu nerwowego.
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