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Streszczenie

Systemy uwalniania lekow oparte na nanowtdknach, Reet Nakielski, IPPT PAN

W pracy podjto sk zadania stworzenia systemu uwalniania lekow opart@a
zastosowaniu biodegradowalnych materiatébw polimgatw wytworzonych z nanowtdkien
otrzymywanych metag elektroprzdzenia. Bezpaednim celem tej pracy bylo stworzenie
aktywnego opatrunku wspomageggo operacje neurochirurgiczne.

Praca zawiera dwiadczalr i numeryczg analiz procesu uwalniania i transportu leku do
typowego ptynu buforowego oraz symulanta tkanki geegjna celu znalezienie optymalnych
warunkoéw kontrolowania w czasie i przestrzeni redki sg¢zenia leku. Uwalnianie leku
w zaproponowanym modelu matematycznym opisano msopprowna adsorpcji-desorpcji, Za
transport w porowatym materiale z wykorzystaniemvmré@nia dyfuzji. Przedstawiona analiza
parametrow materiatbw z nanowiOkien pwjch wplyw na szybk& uwalniania lekoéw, opis
matematyczny procesu lokalnego uwalniania lekowatenmtéw polimerowych, jak rownie
transportu substancji aktywnych w organizmie w sgéingci w tkance mozgowej, pozwolity na
zbudowanie modelu numerycznego utiwiajagcego parametrycanocere wplywu czynnikdw
geometrycznych, struktury materiatu, metody enkkgu$iuleku we widknach, jak i whasikoi
nanowtdkien na profile uwalniania lekow.

W celu kalibracji i walidacji modelu numerycznegaproponowano uktad eksperymentalny
do oceny procesu transportu analogéw lekow (Rodanih i biatko BSA) z materiatu
umieszczonego Wwodowisku symulujcym tkank.

W rezultacie przeprowadzonych bédstworzono materiaty do operacji chirurgicznych
oparte na trzech lekach neuroprotektycznych: lipafego alfa-tokoferolu, oraz hydrofilowych
czynnikdw wzrostu NGF (Nerve Growth Factor) i BDNBrain Derived Neurotrophic Factor).
Jako nénikéw lekéw wyto biodegradowalnych i biokompatybilnych polimerdwli(L-laktydu-
co-kaprolaktonu) PLC, poli(L-laktydu) PLLA, poli(DLaktydu<o-glikolidu) PDLG.

Przeprowadzone we wspotpracy z Instytutem Medydyo§wiadczalnej i Klinicznej PAN
operacje neurochirurgiczne wykonane na modelu zgatgm potwierdzity pozytywny wptyw
wytworzonych z nanowtokien materialtdw na proceseregacji tkanki nerwowej, zapobiegaj

jednoczénie szkodliwemu dla tego procesu bliznowaceniukkan






Abstract

Drug delivery systems based on nanofibers, Pawet kialski, IPPT PAN

In this work the task of preparation of drug reteagstem based on the biodegradable
polymeric materials made from nanofibers obtaing@lectrospinning is presented. The main
goal of this work was to create an active dresBnghe use in neurosurgery.

The work includes experimental and numerical amslp$ the release process and
transport of the drug to the typical buffer fluiddatissue simulator aimed at finding the
optimal conditions to control in time and space dineg concentration distribution. The drug
release in proposed mathematical model was descbyp¢he adsorption-desorption equation
while transport in the porous material by the diftun equation. Presented analysis of
nanofibrous material parameters affecting drugasserate, the mathematical description of
the process of local drug release from polymeritens as well as the transport of active
substances in the body, in particular in brainugssnabled the construction of a numerical
model allowing a parametric evaluation of geometaictors, structure of the material, the
drug encapsulation in the fibers, as well as tfep@rties of nanofibers on the drug release
profiles.

In order to calibrate and validate the numericablelpthe experimental system have
been proposed to assess transport of the druggafraledamine B and the protein BSA) from
the material located in a tissue simulating medium.

As a result materials for surgical operations basedhree neuroprotective drugs:
lipophilic alpha-tocopherol and hydrophilic growfdctors NGF (Nerve Growth Factor) and
BDNF (Brain Derived Neurotrophic Factor) were deypsd. As a drug carriers
biocompatible biodegradable polymers poly(L-lactodecaprolactone ) PLC , poly(L-lactide)
PLLA, poly(DL-lactide<€o-glycolide ) PDLG were used.

Conducted in collaboration with the Mossakowski Matl Research Centre PAS
neurosurgeries performed on an animal model coefirmpositive impact of nanofibrous
materials on the process of regeneration of nesged, preventing at the same time improper

process of tissue scarring.






Cel | zakres pracy

Celem niniejszej pracy jest:

» identyfikacja kluczowych parametrow procesowychzomateriatowych magych
wplyw na proces uwalniania lekow z nanowtdkien paiowych,

* zbudowanie modelu numerycznegozgttego do optymalizacji elektrogr@dzonych
materiatow,

* Zzbudowanie uktadu eksperymentalnego zgtego do oceny uwalniania
wytworzonych materiatow,

» zbadanie wplywu zidentyfikowanych parametréw nacpso uwalniania lekéw
i wybor materiatéw do badanieklinicznych,

* zbudowanie opatrunku aktywnego dazycia w operacjach neurologicznych

i pozwalajcego na kontrolowane, wielodniowe uwalnianie lekow.
Zakres pracy obejmuje:

» przeghd literatury dotyczcej uwalniania lekow, ze szczegbélnym uwvertylieniem
uwalniania z nanowtokien oraz modeli matematyczngpisupcych proces trans-
portu leku z nénikdw polimerowych,

» doswiadczalne zbadanie uwalniania lekow hydrofilowyaraz lipofilowych typovy
technily stosowam w literaturze oraz w autorskim uktadzie eksperytakrym
pozwalajgcym na czasoprzestrzenanaliz ilosciowg procesu uwalniania analogéw
lekéw,

« analiz numeryczn transportu lekéw z materialdw polimerowych,

« opracowanie wynikéw uzyskanych badiaporéwnanie z zaproponowanymi mode-
lami matematycznym,

» zaprezentowanie aplikacyjnego wykorzystania otrayyoh nanomateriatow.






Vil

Tezy pracy

1. Materialy z nanowtokien dgi swojej strukturze i biokompatybilnemu skladowi
pozwalaj na stworzenie opatrunku dozyecia w operacjach neurologicznych,
sprzyjapcego regeneracji tkanki moézgowej i pozwataigo na kontrolowane,

wielodniowe uwalnianie lekdéw.

2. Analiza eksperymentalna w warunkach laboratgghni modelowanie numeryczne
pozwala opracowaoptymalr struktue i geometrg materiatu z nanowitokien, tak by

proces uwalniania leku przebiegat zgodnie z procechedyczg.
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CEDD -
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DCM -
DMF
DMOG -

EEP —
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izocyjanuran triallilowy (triaryl isocyanate)

urazowe uszkodzenie mdzgu (Traumatic Brajarly)
2,2,2-trifluoroetanol

napecie zasilania (kV)

czynnik wzrostu nac#ékrwionosnych (Vascular Endothelial Grwoth Factor)
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Wykres przedstawday przebieg stzenia leku w ustroju w czasie po podaniu leku:
a) daylnie, b) doustnie w postaci tabletek. 3
a) Przykiadowy profil kontrolowanego umiahia leku. Chwilowa szybkoé
uwalniania jest réwna tangensowit& nachylenia stycznej w danym punkcie. b)
Zakladany przebieg gtenia leku w ustroju w czasie po podaniu leku z esyst

kontrolowanego uwalniania. 4
Schemat uktadu do elektrgpizenia nanowtokien [36]. 9
Zdjcie stanowiska do produkcji nanowtdkien w warunkakbntrolowanej

atmosfery. IPPT PAN 9

a) Proces powstawania nanowtokien. Widadzropla pod dysztworzy staek
Taylora, z ktérego uwalnia esiprostoliniowy odcinek strugi polimeru. Dalej
widoczny jest obszar wirowania i roggania strugi. Czas ekspozycji edip 12,5
ms. b) Ksztalt rozaganej kropli bardzo lepkiej cieczy [38]. 11
Porownanie modeli dwiadczalnych o kinetyce zerowego a) i pierwszegouz)
oraz modelu Peppasa c). W obliczeniach zslo jednakow stah szybkdci
uwalniania wynosgca k = 1:102 dla kazdego z modeli. Obliczenia wiasne. 32
Rysunek komorki nerwowej Purkiniego i iKmek ziarnistych z milzku gokbia,
przedstawiony przez Santiago Ramén y Cajal 1898stylut Cajal, Madryt,

Hiszpania. 43
Schemat elektropdzenia typu rdaew osnowie. 51
Krzywa wzorcowa a) alfa-tokoferolu i bjdadminy B. 53
Krzywa wzorcowa a) NGF i b) BDNF. 55
Krzywa wzorcowa a) BSA i b) BSA-FITC. 55

Kolejne etapy pomiaru ukierunkowania metdkien: a) obraz nanowtokien SEM,

b) graficzny wynik dzialania algorytmu do oklania kierunku widkien wraz z
legend, c) oznaczenia kolorow odpowiadeg odpowiedniemu kierunkowi, d)
histogram przedstawiggy dominujce kierunki ut@genia nanowtokien. 57
Kt zwilzania materiatbw z nanowtdkien PLC. Hydrofilowy mée a)
elektroprzedzony z emulsji oraz hydrofobowy mateti®@ z monolitycznych
nanowtdkien. 58
Ksztalt kropli roztworu polimeru PLC wooteniu wody. 59

Poszczegllne etapy eksperymentu FRARyB)anie obszaru do wwiecenia i
wyznaczenie intensywdoi fluorescenciji, b) fluorescencja w ROI po émgeceniu,
c) powro6t fluorescenciji zweany z dyfuz czgsteczek do w§wieconego obszaru,
d) przebieg intensywroi fluorescencji w obszarze ROl w czasie. 60
a) Uklad eksperymentalny do oceny elgkixalzonych materiatéw. b) Kontury
stezenia Rodaminy B otrzymane podczas eksperymentuktFRino obszar 3 x 3
piksele w ktérym obliczanérednp wartcs¢ stzenia dla poszczegoélnych czaséw
eksperymentu. Warfoi skzenia postayly do znalezienia parametrow
kinetycznych modelu numerycznego c¢) Konturgshia uzyskane po dopasowaniu
wspotczynnikdw w modelu numerycznym. 63
Krzywa wzorcowa Rodaminy B i BSA-FITChwdrazelu PVA. 64

Stenie Rodaminy B (szare trajy) w punkcie P1 oraz zmierzona wao
napkcia na fotodiodzie (gruba czarna linia). Szara @o® linia tosrednia warté¢
napkcia na fotodiodzie. Linia czerwona przedstawia ggowary wartas¢ stzenia
Rodaminy B po uwzghbnieniu zmian ngtenia lasera. 64



Rys. 3.1. a) Zalmos¢ wspolczynnika dyfuzji w materiale w funkcji wzajeego stosunku
rozmiaréw casteczki leku i wtdkna dla édnych porowatéci materiatu porowatai
obliczona na podstawie réwnania 3.22. b) Zab&¢ wspoéiczynnika dyfuzji w
materiale w funkcji jego porowaioi obliczona na podstawie réwnania (3.22) dla

podanych parametréw: arsb = 2,002,4= 0,9 nm, r = 1,5 um, = 0,0003. 71
Rys. 3.2. Mechanizm uwalniania leku z nanowiokida.rysunku wyodsbniono pojedynczy
nanopor we wtdknie w ktérym zachodzi proces degorplgfuz;ji. 72

Rys. 3.3. a) Geometria komorki elementarnej z r@mgieé utzonymi  widknami.
Powickszenie przedstawigje powierzchri nanowtékien -I', z ktérej uwalniany
jest lek. Czarnymi strzatkami zaznaczdwe@nki domeny z warunkiem brzegowym
kontaktu z plynem odbiergym substanej aktywrg. Na pozostatych czterech
zewretrznych sciankach domeny zastosowano warunek brzegowy siymbjr
Objetos¢ poréw medzy widknami komérki elementarnej Q. c¢) Widok z gory
komorki elementarnej przedstawjey geomet po wyckciu widkien z domeny
obliczeniowej. 76
Rys. 3.4. a) Wplyw liczby Damkéhlera na szybkauwalniania sktadnika z komorki
elementarnej. Warfgi pozostatych parametréw nie etyich zmian: Sh = 1104,
Co = 1,1710%, K = 1:10%. b) Wplyw liczby Sherwooda na szylkouwalniania
sktadnika z materiatu. Wartol pozostatych parametréw nie etyich zmian: Da =
5107, G=1,1710" K= 1. 81
Rys. 3.5. a) Wplyw réwnowagi sorpcji na szybkouwalniania skladnika z komorki
elementarnej. Wartgi pozostatych parametrow nie etyich zmian: Da = 5107,
Sh = 110% Co, = 1,1710%. b) Wplyw stzenia pocgtkowego na szybka
uwalniania sktadnika z materialu. Waitd pozostatych parametréw nie objch

zmiarg: Da = 5107, Sh = 110% K= 1. 82
Rys. 3.6. Komoérka elementarna skfadaj st z dwdch domen: a) wiokieR2, i b) przestrzeni
miedzy widknamiQy. 84

Rys. 3.7. a) Wplyw liczby Damkohlera na szybkouwalniania sktadnika z komorki
elementarnej. Wargoi pozostatych parametréw nie etyich zmian: Shil = 1103,
Sh2 = 1103, D = 5104 K = 110%, E = 1,710% Co = 1,1710" b) Wplyw oporu
przenikania sktadnika z widékna do otagraigo ptynu na szybké uwalniania
sktadnika z komorki elementarnej. Waitbpozostatych parametrow nie etyich
zmiarg: Da = 1107, Sh = 1103 D = 510% K = 110%, E = 1,710% G =
1,1710% 87
Rys. 3.8. a) Wptyw ilorazu wspotczynnikéw dyfuzjarezybké¢ uwalniania skfadnika z
komorki elementarnej. Waroi pozostatych parametréw nie etyich zmian: Da
= 1107, Sh = 1:.10% Sh = 1103 K = 110%, E = 1,710% G = 1,1710. b)
Wplyw réwnowagi sorpcji na szybké uwalniania skladnika z komorki
elementarnej. Warfgi pozostatych parametrow nie etyich zmian: Da = 1107,
Shy = 1:10% Sh = 1:10% D = 510% E = 1,7102, Co = 1,1710% 88
Rys. 3.9. a) Wplyw porowafoi na szybké¢ uwalniania skladnika z materiatlu przy
zwiekszonych oporach przenikania sktadnika z wiokna otaczagcego plynu.
Wartasci pozostatych parametréw nie etyich zmiam: Da = 1107, Sh = 1107,
Sh = 110% D = 510% K = 110% Co = 1,710 b) Wplyw stzenia
pocatkowego na szybkg uwalniania sktadnika z materiatlu. Waitopozostatych
parametréw nie obfych zmian: Da = 1107, Sh = 1:10%, Sh = 11103, D = 5104,
E =1,710% K =110 89
Rys. 3.10. Schemat przedstaw@j miejsce zastosowania opatrunku i efekt jegotdaia w
postaci wzrostu stenia leku w mézgu. Przerywaratta linia to ¢ symetrii w
uproszczonym ukiadzie bigrym pod uwag dyfuzjc leku we fragmencie tkanki
moézgowej (Rys. 3.11). 90
Rys. 3.11. Dwuwymiarowa domena obliczeniowa przaglistaca modelowany materiaf)
oraz subdomena hydrelu imitujgcego tkank nerwows (Q2). Wymiary
modelowanego materiatu wynaspromier r = 2,510° m oraz grub& d - 10010°
m. Wymiar domeny,: wysokaé¢ 3102 m, szerokét 3-102 m. 91
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a) Wplyw liczby Damkdhlera na szylkaiwalniania skfadnika z materiatu.
Wartdci pozostatych parametréw nie etyich zmian: Sh = 1:102, Sh, = 1:10?,

D = 10, K = 110%, E = 1,710%, G, = 1,1710% b) Wplyw oporu przenikania
sktadnika z materialu do hydrelu na szybk& uwalniania skfadnika. Waroi
pozostatych parametréw nie ebjch zmian: Da = 1102, Sh = 11102, D = 10, K
=110 E=1,710% Co=1,1710" 94
a) Wptyw ilorazu wspotczynnikéw dyfuzja szybké¢ uwalniania skladnika z
materiatu. Wartéci pozostatych parametréw nie etyich zmian: Da = 1102, Sh

= 1102, Sh = 1:10%, K = 1:10%, E = 1,710?, Co = 1,1710' b) Wplyw réwnowagi
sorpcji na szybk& uwalniania sktadnika z komorki elementarnej. Wsérito
pozostatych parametréw nie ebjch zmian: Da = 1107, Sh = 1:102, Sk = 110
2D=10,E=1,202% G =1,1710" 95
a) Wplyw porowaioi na szybké¢ uwalniania skladnika z materiatu przy
zwiekszonych oporach przenikania sktadnika z wioknaolaczagcego plynu.

Wartdci pozostatych parametréw nie etyich zmian: Da = 1102, Sh = 1:10°,

Shy= 1102, D =10, K = 110%, Co = 1,1710'b) Wplyw stzenia pocatkowego na
szybka¢ uwalniania sktadnika z materiatu. Waito pozostatych parametréw nie
objetych zmian: Da = 5107, Sh = 1102, Sh = 1102 D = 10, E = 1,102 K =

110t 96
Rys. 3.15. Dwuwymiarowa domena obliczeni przedstawigta modelowany
materiat (21), subdome# hydrazelu imitujgcego tkank nerwows (Q.) oraz
subdomen reprezentujca przestrzé podpagczyndéwkowvy, ktérg pltynie plyn
mébzgowo — rdzeniowy(¥s).Wymiary modelowanego materiatu wyngsz= 2,510

3 m oraz grubgt d - 10010° m. Wymiar domeny,: wysoka¢ 3102 m, szerokét

3102 m. 99
a) Wplyw liczby Damkdhlera na szylikaiwalniania skladnika z materiatu.

Wartdéci pozostatych parametrow nie etyich zmian: Da = 2,510%, Sh = 1:10

2 Sh = 1102, Shy = 1102 D; = 10, b = 10, K = 110%, E = 1,710% G =
1,1710', Pe = 510°. b) Wptyw oporu przenikania skiadnika z materiato
hydrazelu na szybké& uwalniania sktadnika. Wardoi pozostatych parametrow nie
objetych zmian: Da = 2102, Dg = 2,510%,Sh, = 1102, Sk = 1:102, D; = 10,

D, =10,K = 1107, E = 1,7102, Co = 1,1710%, Pe = 510°. 103
a) Wplyw rownowagi sorpcji na szybkouwalniania sktadnika z komorki
elementarnej. Warkgi pozostatych parametréw nie etyich zmian: Da = 2107,

Da = 2,510%,Sh, = 1:10%, Sh = 1:10%, Shy = 1:10% D; = 10, b = 10, E = 1,70

2, Co=1,1710% Pe = 510°. b) Wptyw ilorazu wspotczynnikow dyfuzji na szyh¥o
uwalniania skladnika z materiatu. W tym przypadkaolzserwowano podobny
przebieg profili uwalniania substancji pod wplywermiany OO u D.. Z tego
powodu przedstawiono wydznie jeden wykres uwalniania. Waitd pozostatych
parametrow nie obfych zmian: Da = 2102 Sh = 11102, Sh = 1102, Sk =

1102, D, = 10, K = 110%, E = 1,710?, G = 1,1710%, Pe = 510°. 104
a) Wplyw porowaioi na szybké¢ uwalniania skladnika z materiatu przy

zwiekszonych oporach przenikania sktadnika z wi6kna odczagcego ptynu.

Wartdéci pozostatych parametréw nie etyich zmian: Da = 2102, Da = 2,510

2, Sh = 1107, Sh = 11107, Sk = 110% D; = 10, b = 10, K = 110, G =
1,1710 Pe = 510° b) Wplyw stzenia pocgtkowego na szybkd uwalniania

sktadnika z materialu. Waio pozostatych parametréw nie oyich zmiana: Da

= 210? Da = 2,510%,Sh, = 1:10%, Sh, = 1:10%, Shy = 11102, D; = 10, Db = 10,

K=1, E = 1,710% Pe = 510°. 105
Whplyw liczby Peclet na szyBkouwalniania sktadnika z materialu. Waitd
pozostatych parametrow nie ebjch zmian: Da = 2102 Sh = 1:10°, D; = 10,

D2 =10, Sh=110? Sh = 110? K = 1:10%, E = 1,710, Gy = 1,1710% 106
Fragment materialu  wytworzonego megtocklektroprzdzenia. Materiat
elektroprzdzono z roztworu PLC z RodamiB. 108

Obraz mikroskopii SEM powierzchni nandiéé polimeru PLLA (MRL1).
Widoczna prawidtowa morfologia witdkniny. 111



Rys. 4.3. Obraz mikroskopii SEM powierzchni nandudd polimeru PLC (MR2).

Widoczna prawidtowa morfologia widkniny. 111
Rys. 4.4, Obraz mikroskopii SEM powierzchni ukigrawanych nanowtokien polimeru
PDLG (MR3). 112
Rys. 4.5. Obraz mikroskopii SEM powierzchni nandeigd polimeru PDLG (MR4).
Widoczna prawidtowa morfologia wtdkniny. 112
Rys. 4.6. Obraz mikroskopii SEM powierzchni nandudé polimeru PLC (MR5).
Widoczna prawidtowa morfologia wtokniny. 112

Rys. 4.7. Obraz mikroskopii SEM powierzchni nandvigé typu rdzé w osnowie (MR6).
Materiat wykonano z polimeru PLC. Widoczne znaczig@sze widkna powstate

podczas wtérnego elektrogdzenia ze strugi polimeru. 112
Rys. 4.8. Obraz mikroskopii SEM przekroju nanowékitypu rdzé w osnowie (MR6).
Zmierzona grub@ osnowy wynosi dosn = 1,01 + 0,25 pm. 112
Rys. 4.9. Obraz mikroskopii SEM powierzchni nanduéd polimeru PLLA (MR7).
Widoczna prawidtowa morfologia widkniny. 113
Rys. 4.10. Obraz mikroskopii SEM powierzchni nanikigén polimeru PLLA (MRS).
Widoczna prawidtowa morfologia witdkniny. 113
Rys. 4.11. Obraz mikroskopii SEM powierzchni nan@kigén polimeru PDLG (MR9).
Widoczna prawidtowa morfologia wtdkniny. 113
Rys. 4.12. Obraz mikroskopii SEM powierzchni nanikién polimeru PDLG (MR10).
Widoczna prawidtowa morfologia wiokniny. 113
Rys. 4.13. Zmiana da zwilzania w czasie dla materialtdw zawig@jch Rodamin B.
Maksymalny bdd pomiaru dla trzech powténzevynosit 8%. 114

Rys. 4.14. Mikroskopia fluorescencyjna Rodaminy Beanej w nanowidknach. a) Brak
widocznych obszaréw o intensywniejszej fluoresdeRcidaminy B na widknach.
b) Nanowtdkna pradzone w uktadzie rdde— osnowa z widocznymi koralikami
fazy wodnej c) Mikroskopia konfokalna Rodaminy B wmanowtdknie
wytworzonym technik rdzex - osnowa d) Ukierunkowanie nanowitdkien w
materiale e) Przekroj trojwarstwowego materiafirodkowa warstwa zawiera
Rodamir B. Nanowtdkna na rysunkach a-d zbierano na szkietlkkroskopowe. 115
Rys. 4.15.  Profil uwalniania Rodaminy B z trzechteniatéw sporzdzonych z polimeréw:
PLC (MR2), PDLG (MR9) oraz PLLA (MR1). Liniciagts przedstawiono wyniki
obliczea numerycznych modelu mikroskopowego (podstawowego)
dopasowujcych profil uwalniania do danych eksperymentalnych. 116
Rys. 4.16. Profil uwalniania Rodaminy B z matenat6PLC o0 strukturze wiokien
monolitycznych (MR2) oraz widkien typu rdzev osnowie (MR6). Lini ciaggta
przedstawiono wyniki oblicze numerycznych modelu mikroskopowego
(podstawowego) dopasowajch profil uwalniania do danych eksperymentalnych. 117
Rys. 4.17. Profil uwalniania Rodaminy B z matenat6PLC o r&nej budowie
makroskopowej. Materiat standardowy (MR2) posiasi#dbstangj fluorescencyjn
we wszystkich widéknach. Materiat typu kanapka (MR&j samej grubiei co
materiat standardowy) zawierat RodagiB w $rodkowej warstwie materiatu.
Linia ciagla przedstawiono wyniki oblicZze numerycznych modelu
mikroskopowego (podstawowego) dopasawugh profil uwalniania do danych
eksperymentalnych. 118
Rys. 4.18.  Profil uwalniania Rodaminy B z matena#®DLG o strukturze witdkien: ukmnych
przypadkowo w materiale (MR9) oraz ukierunkowany@R3). Linig ciagta
przedstawiono wyniki oblicZze numerycznych modelu mikroskopowego
(podstawowego) dopasowajch profil uwalniania do danych eksperymentalnych. 119
Rys. 4.19.  Profil uwalniania Rodaminy B z matena#BLLA o strukturze widkien: utmnych
przypadkowo w materiale (MR1) oraz ukierunkowany@iR8). Linig ciagla
przedstawiono wyniki oblicZze numerycznych modelu mikroskopowego
(podstawowego) dopasowajch profil uwalniania do danych eksperymentalnych. 119
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Profil uwalniania Rodaminy B z matenat®DLG zawierajcych r&ne stzenie
substancji fluorescencyjnej: 4,4% wag. (MR4), 2,8%g. (MR9) oraz 1,1% wag.
(MR10) wzgkdem masy polimeru. Ligi ciaglta przedstawiono wyniki oblicze
numerycznych modelu mikroskopowego (podstawowegipadowujcych profil
uwalniania do danych eksperymentalnych. 120

Profil uwalniania Rodaminy B z matenat®LLA zawierajcych r&ne stzenie
substancji fluorescencyjnej: 2,7% wag. (MR1) ora¢%d wag. (MR7) wzgidem
masy polimeru. Linj ciggla przedstawiono wyniki oblicZzenumerycznych modelu
mikroskopowego (podstawowego) dopasawy¢h profil uwalniania do danych

eksperymentalnych. 121
Obraz mikroskopii SEM powierzchni nanikién polimeru PLC zawiergjych
5% alfa-tokoferolu (MT1). 122
Obraz mikroskopii SEM powierzchni nanikigén polimeru PLC zawierggych
10% alfa-tokoferolu (MT2). 122
Obraz mikroskopii SEM powierzchni nanikign polimeru PLC zawierggych
15% alfa-tokoferolu (MT3). 123

Profil uwalniania alfa-tokoferolu z nd&®w o r&nych pocatkowych
zawartdciach leku w materiale: 5% (MT1), 10% (MT2), 5% (B)T Linia ciagta
przedstawiono wyniki oblicze numerycznych modelu mikroskopowego
(podstawowego) dopasowajch profil uwalniania do danych eksperymentalnych. 124
Wplyw powtarzaldoi elektroprzdzenia na profil uwalniania alfa-tokoferolu.
Poréwnano trzy takie same materialy wytworzone winyén czasie. Punkty
przedstawiaj usrednione wartéci pomiaréw. Ling ciagta przedstawiono wyniki
obliczen numerycznych modelu mikroskopowego (podstawowego)
dopasowujcych profil uwalniania do danych eksperymentalnych. 124
Wplyw sterylizacji tlenkiem etylenu narofil uwalniania alfa-tokoferolu.
Poréwnano dwa fragmenty tego samego materiatu. tRunkzedstawiaj
usrednione wartéci pomiaréw. Ling ciagla przedstawiono wyniki oblicze
numerycznych modelu mikroskopowego (podstawowegipadowujcych profil

uwalniania do danych eksperymentalnych. 125
Nanowtékna powstate z elektrgpzenia emulsji. Zdgcie wykonano na
mikroskopie fluorescencyjnym, barwnik — fluores@ein 127
Whplyw skiadu roztworéw na dynamikapicia powierzchniowego. 128
Obraz mikroskopii SEM powierzchni nanikién polimeru PDLG (MBF1).
Prawidtowa morfologia witékniny. 131
Obraz mikroskopii SEM powierzchni nanikién polimeru PLC (MBF2).
Widoczne czéciowe posklejanie nanowiokien. 131
Obraz mikroskopii SEM powierzchni nanikién polimeru PLLA (MBF3).
Prawidtowa morfologia witékniny. 131

Obraz  mikroskopii SEM  powierzchni  narikién polimeru PLC
elektroprzdzonych technik rdzex w osnowie (MBF4). Widoczna da ilos¢
cienkich widkien, powstalych w wyniku wtérnego diglprzzdzenia ze strugi
polimeru. 131
Obraz mikroskopii SEM powierzchni nan@ikién polimeru PLC o zawaroi

2,5% fazy wodnej wzgl. polimeru (MBF5). Widocznee¢&dowe posklejanie
nanowtokien. 131
Obraz mikroskopii SEM powierzchni narikién polimeru PLC o zawaro 5%

fazy wodnej wzgl. polimeru (MBF6). Widoczne bardaibuze posklejanie
nanowtokien. 131
Profil uwalniania biatka BSA-FITC 2z tcke materialdbw spoegizonych z
polimeréw: PLC (MBF6), PDLG (MBF1) oraz PLLA (MBF3)Linig ciagta
przedstawiono wyniki oblicze numerycznych modelu mikroskopowego
(podstawowego) dopasowalch profil uwalniania do danych eksperymentalnych. 132
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Profil uwalniania biatka BSA-FITC z ma#dw PLC o strukturze wiokien
monolitycznych (MBF5) oraz wiokien typu rdzev osnowie (MBF4). Widoczne
stopniowe uwalnianie biatka z widkien wykonanychanstardow technilg
elektroprzdzenia emulsji oraz skokowe uwolnienie biatka zkida typu rdzé w
osnowie. Ling cigglta przedstawiono wyniki oblicZze numerycznych modelu
mikroskopowego (podstawowego) dopasawygh profil uwalniania do danych
eksperymentalnych. 133

Profil uwalniania biatka BSA-FITC z maadéw PLC elektroprgdzonych z
emulsji dla rénych zawartéci surfaktantu w materiale: 4% (MBF2) oraz 2%
(MBF5). Linig ciagta przedstawiono wyniki oblicZze numerycznych modelu
mikroskopowego (podstawowego) dopasawygh profil uwalniania do danych
eksperymentalnych. 134

Profil uwalniania BSA-FITC z materiaté®®.C elektroprzdzonych z emulsji dla
réznych zawartéci fazy wodnej w materiale: 5% (MBF6) oraz 2% (MBFhBinig
ciagla przedstawiono wyniki oblicZze numerycznych modelu mikroskopowego
(podstawowego) dopasowajch profil uwalniania do danych eksperymentalnych. 134

Obrazy SEM powierzchni widkien polimd&tLC zawierajcych czynnik wzrostu
NGF w 4,7% fazy wodnej (materiat MN1) (po lewejppipojedynczych widkien ze
szkietka mikroskopowego (po prawej). Widoczne pejgilie widkien materiatu
elektroprzdzonego z emulsiji. 137

Obrazy SEM powierzchni wtokien polimé&tuC zawierajcych czynnik wzrostu
NGF w 2,5% fazy wodnej MN2 (po lewej) oraz pojedgych widkien ze szkietka
mikroskopowego (po prawej). Widoczne posklejanie 6kidn materiatu
elektroprzdzonego z emulsiji. 137

Obrazy SEM powierzchni widkien polimd&tLC zawierajcych czynnik wzrostu
NGF w 13% fazy wodnej MN3 (po lewej) oraz pojedyyaiz widkien ze szkietka
mikroskopowego (po prawej). Widoczne posklejanie 6kidn materiatu
elektroprzdzonego z emulsiji. 138

Obrazy SEM powierzchni widkien polimdtLC zawierajcych czynnik wzrostu
NGF w 4,7% fazy wodnej MN4 (po lewej) oraz pojedgych widkien ze szkietka
mikroskopowego (po prawej). Widoczne posklejanie 6kidn materiatu
uniemaliwiajgce odr@nienie widkien. 138

Obrazy SEM powierzchni widkien polimd&tLC zawierajcych czynnik wzrostu
NGF w 6% fazy wodnej MN5 (po lewej) oraz pojedynczywtokien ze szkietka
mikroskopowego (po prawej). Widoczne posklejanie 6kidn materiatu
uniemaliwiajgce odr@nienie widkien. 138

Obrazy SEM powierzchni nanowtokien pelimPLC elektroprgizonego technik
rdzeh - osnowa MN6 (po lewej) ze zbéiniem na poszczegélne widkna (po
prawej). Materiat w rdzeniu nanowidkna zawieral 25§liceryny. Widoczna
prawidtowa morfologia widkniny. 139

Obrazy SEM powierzchni nanowiokien pelimPLC elektroprgizonego technik
rdzei - osnowa MN7 (po lewej) ze zbéiniem na poszczegélne widkna (po
prawej). Widoczna prawidtowa morfologia wtdkniny. 34

Obrazy SEM powierzchni widkien polimd&tLC zawierajcych czynnik wzrostu
BDNF w 5% fazy wodnej MB1 (po lewej) ze zi#hiem na poszczegdlne wiok
(po prawej). Widoczne posklejanie widkien materiadlektroprzdzonego z
emulsji. 139

Obrazy SEM powierzchni widkien polimd&tLC zawierajcych czynnik wzrostu
BDNF w 5% fazy wodnej MB2 (po lewej) ze zi#hiem na poszczegolne wiok
(po prawej). Widoczne posklejanie widkien materiadlektroprzdzonego z
emulsiji. 140
Obrazy SEM powierzchni wiékien polimenuCPzawierajcych czynnik wzrostu
BDNF w 7% fazy wodnej MB3 (po lewej) ze zkdhiem na poszczegodlne witdk
(po prawej). Widoczne posklejanie widkien materiadlektroprzdzonego z
emulsji. 140
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Profile uwalniania biatka NGF z matenelelektroprzdzonych ranymi metodami
(wtdkna z emulsji i rdz& - osnowa) oraz bez i z zawattey gliceryny w rdzeniu
witékna (poréwnanie materiatdbw MN1, MN5, MNG6). Linciagta przedstawiono
wyniki obliczen numerycznych modelu mikroskopowego (podstawowego)
dopasowujcych profil uwalniania do danych eksperymentalnych. 141

Profile uwalniania biatka NGF z maténato r&znej zawartéci surfaktantu: 2%
wag. (MN4) i 4% wag. (MN1). Linj ciagla przedstawiono wyniki oblicze
numerycznych modelu mikroskopowego (podstawowegipadowujcych profil
uwalniania do danych eksperymentalnych. 142

Profile uwalniania biatka BDNF z mat&nea o r&znej zawartéci surfaktantu 2%
wag. (MB1) i 4% wag. (MB2). Lini ciagla przedstawiono wyniki oblicze
numerycznych modelu mikroskopowego (podstawowegmadowuicych profil

uwalniania do danych eksperymentalnych. 142
Profile uwalniania biatka NGF z matenmio r@znej zawartéci fazy wodnej: 13%

wag. (MN3), 6% wag. (MN5), 4,7% wag. (MN1), 2,5%guaMN2). 143
Profile uwalniania biatka BDNF z matine o r&znej zawartéci fazy wodnej: 7%

wag. (MB3), 5% wag.( MB1). 143

Dwie klatki badania metp&#RAP wykonanego w celu oktenia wspétczynnika
dyfuzji Rodaminy B pomidzy nanowidknami. a) preparat hydetu PVA tw po
wyswieceniu, b) ten sam preparat po 100 sekundachnizda preparat hydéelu
PVA z nanowtdknami utzonymi w sposob przypadkowy #ypo wyswieceniu, d)
ten sam preparat po 20 sekundach badania, e) ptepgdraelu PVA z
nanowtéknami utéonymi w sposob ukierunkowanyzpo wyswieceniu, f) ten sam

preparat po 20 sekundach badania. 146
Obrazy SEM powierzchni nanowtokien pelimPDLG (MBF1). 147
Obrazy SEM powierzchni nanowtokien pelimPLC (MBF2). 147

Obrazy SEM powierzchni nanowtokien pelim PDLG (MBF1). Materiat
analizowany po czterech dniach procesu uwalnianigerazelu PVA. d = 1,03 +
0,34 147
Obrazy SEM powierzchni nanowtékien pelim PLC (MBF2). Materiat
analizowany po czterech dniach procesu uwalnianiyerazelu PVA. d = 1,16 +
0,40 147
Stzenie Rodaminy B w punkcie P w funkcji czasu. Matewykonany z polimeru
PLLA, zawieragcy 2,7% Rodaminy B (MR1). Linia reprezentuje wymkliczea
numerycznych modelu makroskopowego (podstawowego). 148
Stenie Rodaminy B w hydielu w funkcji odlegtéci od materialu MR1.
Poszczegblne punkty przedstawigtezenie dla ranych czaséw eksperymentu.
Linie reprezenty wyniki obliczen numerycznych modelu makroskopowego
(podstawowego). 149
Stzenie Rodaminy B w punkcie P w funkcji czasu. Matewykonany z polimeru
PLC, zawierajcy 2,8% Rodaminy B (MR2). Linia reprezentuje wyrokliczea
numerycznych modelu makroskopowego (podstawowego). 149
Stzenie Rodaminy B w hydeelu w funkcji odlegtéci od materiatu MR2. Linie
reprezentyy wyniki obliczem numerycznych modelu makroskopowego
(podstawowego). 150
Stzenie Rodaminy B w punkcie P w funkcji czasu. Matewykonany z polimeru
PDLG, zawierajcy 2,8% Rodaminy B (MR3). Linia reprezentuje wymkliczea
numerycznych modelu makroskopowego (podstawowego). 150
Stenie Rodaminy B w hydéelu w funkcji odlegtéci od materiatu MR3. Linie
reprezentyy wyniki obliczen numerycznych modelu makroskopowego
(podstawowego). 151
Stzenie Rodaminy B w punkcie P w funkcji czasu. Matkewykonany z polimeru
PDLG, zawierajcy 4,4% Rodaminy B (MR4). Linia reprezentuje wymikliczer
numerycznych modelu makroskopowego (podstawowego). 151
Stenie Rodaminy B w hydéelu w funkcji odlegtéci od materiatu MR4. Linie
reprezentyj wyniki obliczea numerycznych modelu makroskopowego
(podstawowego). 152
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Stzenie Rodaminy B w punkcie P w funkcji czasu. Matkernvarstwowy,
wykonany z polimeru PLC, zawiesgy 2,7% Rodaminy B (MRS5). Linia
reprezentuje  wynik  oblicZe numerycznych modelu makroskopowego
(podstawowego). 152

Stzenie Rodaminy B w hydéelu w funkcji odlegtéci od materiatu MR5. Linie
reprezentyjy wyniki obliczex numerycznych modelu  makroskopowego
(podstawowego). 153

Stzenie Rodaminy B w punkcie P w funkcji czasu. Matkewykonany z polimeru
PLC, zawierajcy 1,0% Rodaminy B (MR6). Linia reprezentuje wyrokliczen
numerycznych modelu makroskopowego (podstawowego). 153

Stzenie Rodaminy B w hydeelu w funkcji odlegtéci od materiatu MR6. Linie
reprezentyj wyniki obliczex numerycznych modelu  makroskopowego
(podstawowego). 154

Stzenie biatka BSA-FITC w punkcie P w funkcji czasuatdriat wykonany z
polimeru PDLG, zawieragy 2,7% BSA-FITC (MBF1). Linia reprezentuje wynik
obliczex numerycznych modelu makroskopowego (podstawowego). 155

Sizenie biatka BSA-FITC w hydeelu w funkciji odlegtéci od materiatu MBFL1.

Linie reprezentwj wyniki obliczeA numerycznych modelu makroskopowego
(podstawowego). 155

Sizenie biatka BSA-FITC w punkcie P w funkcji czasuatdriat wykonany z
polimeru PLC, zawieragty 2,7% BSA-FITC (MBF2). Linia reprezentuje wynik
obliczex numerycznych modelu makroskopowego (podstawowego). 156

Sizenie biatka BSA-FITC w hydeelu w funkciji odlegtéci od materiatu MBF2.

Linie reprezenty wyniki obliczen numerycznych modelu makroskopowego
(podstawowego). 156

Stzenie (*I)NGF w funkcji odlegtéci od materiatu polimerowego dla a) 1 i b) 4
dni ¢) 7 id) 14 dni od implantacji. Dane eksperyitadne s¢zenia NGF w funkcji
odlegiaci od materiatlu implantowanego w modelu zwéesgm wykorzystano z
pracy Krewsona i Saltzmana [116]. 160

Wplyw prdkosci maksymalnej (m/s) na masktadnika przeniesiagnz materiatu
do ptynu (okagle czarne punkty) oraz domeny reprezeyuejj tkank (okragte
biate punkty). Dodatkowo, przedstawiono gaktadnika opuszczgga uktad wraz
Zz ptynem (szare trojity). Przedstawione dane otrzymano w wyniku oblicze

komputerowych dla czasu rownego 3 dni. 161
Wplyw pydkosci ptynu na gstas¢ strumienia sktadnika opuszczeg¢go domeg
wraz z ptynem. 162

Whplyw ogstasci akcji serca na przebieg maksymalnejdbiosci ptynu mézgowo
rdzeniowego (RAwnanie 3.88). Przebieg ten zastasoviako warunek brzegowy

w symulacjach komputerowych modelu dwuwymiarowegaszerzonego. 162
Whplyw ogstdsci pulsacji na gstas¢ strumienia sktadnika opuszczeggo domeg

wraz z ptynem. Do oblicZzewykorzystano pfdkos¢ Uma = 0,5 (mm/s). 163
a) Widok boczny siatki nanowtdkien dtagmentu modelowanego materiatu,

dtugas¢ boku szécianu réwna 100 um b) Widok powierzchni nanowtokien 164
Kolejne etapy tworzenia geometrii oldiibwej, domena obliczeniowa i

umieszone w niej nanowtékna. 165
Przekroj poprzeczny domeny dla wiékirzanych réwnomiernie,i = 2,5 pumK;

=[00 1],& =0,52. 168
Przekroj poprzeczny domeny dla widkiampsonych w wizke ri = 2,5 umK; = [0

0 1],& =0,52. 168
Stzenie leku w pltynie ponmgidzy réwnomiernie roztonymi widknami (ug/ml); 1

=2,5[um],K=[00 1],e = 0,52. 169
Sizenie leku w ptynie pomidzy wiéknami skupionymi w vazke (ug/ml); n = 2,5

[um],K;=[00 1],e = 0,52. 169
Wplyw porowatai i zagsszczenia widkien na szybduwalniania leku. 170

Widkna ufmne przypadkowo w ptaszcayie XY, idealnie ukierunkowane; &
2,5[um],K;=[00 1],e = 0,53. 171
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Rys. 4.89. Obliczone gtenie leku w ptynie pomadzy przypadkowo utmnymi widknami po
14 dniach od rozpoezia uwalniania w przekroju poprzecznym domenyz 12,5

[um],K;=[00 1],e = 0,53. 171
Rys. 4.90. Wplyw porowatgi maty dla przypadkowo uwonych widkien w ptaszczpie XY

na szybké¢ uwalniania leku 172
Rys. 4.91. Wliékna réwnomiernie roztine, idealnie ukierunkowane, stapigkierunkowania

Ki=[001],r=2,5um. 173
Rys. 4.92. WIidkna nieregularne, umiarkowanie ukiknwane, stopigukierunkowani&; = [

0,16 0,14 0,70], r = 2,5 pum. 173
Rys. 4.93  Wibékna utmne nieregularnie o jednakowym promieniu, r = jif. Stopi@é

ukierunkowani&: = [0,39 0,31 0,30]. 173
Rys. 4.94. Wiokna utmne nieregularnie, Gaussowski rozktad promieni vedkr=1,6 um,

0=0,6 um, Stopié ukierunkowani&; = [0,36 0,33 0,31]. 173

Rys. 4.95.  Wplyw ukierunkowania i rozktadu promierdkien na szybk& uwalniania leku 175

Rys. 5.1. Widok na rozrost uszkodzenia mézgu sz¢o przeprowadzonym chirurgicznym
uszkodzenia moézgu bez nabmego opatrunku z nanowtdkien. ebie pochodzi z

pracy [106]. 178
Rys. 5.2. Spodziewane profile uwalniania lekéw danki mézgowej. a) alfa-tokoferol
(MT1), b) czynnik wzrostu NGF (MN4), c) czynnik vaatu BDNF (MB1). 180

Rys. 5.3. Blizna glejowa po urazie mozgu. Znakoward obecni@ GFAP (kwanego biatka
widkienkowego). A) grupa kontrolna, B) 4 dni po cggi — rana nieopatrzona, C)
4 dni po operacji — rana opatrzona nanomateriai24 dni po operacji — rana
opatrzona nanomateriatem, E) 30 dni po operagjina lopatrzona nanomateriatem.

Zdjecia pochodz z pracy [148], [157]. 183
Tab. 1.1. Wyktadnik n w modelu Peppasa wyznaczonla a&nych geometrii

i mechanizméw uwalniania [87]. 31
Tab.2.1.  Stosowane leki i ich analogi 49
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Tab. 3.1. Zakresy parametrow zastosowane w obliazkn 81
Tab. 3.2. Zakresy parametrow zastosowane w olpliazb. 88
Tab. 3.3. Zakresy parametroOw zastosowane w olliazhb. 94
Tab. 3.4. Parametry gikosci ptynu mézgowo - rdzeniowego oraz wysék@rzestrzeni

podpagczyndéwkowej. 101
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Tab. 4.2. Parametry badanych materiatéw zawjeyah alfa-tokoferol. 122
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Tab. 4.6. Wspoéiczynniki kinetyczneakky, ke otrzymane w modelach numerycznych
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PVA oraz buforze PBS. 157
Tab. 4.7. Parametry modelu dla trzech wamitoporowatdci. Gérne cztery parametry
wspllne dla kadego przypadku. Pozostale: stdpieagszczenia i obliczony

wspotczynnik dyfuzji dla materiatow i = 1, 2, 3zrée w zalenosci od struktury. 168
Tab. 4.8. Charakterystyka ukierunkowania witokien symulacjach numerycznych dla
porowatdci € = 0,72 174

Tab. 5.1. Zestawienie badanych materiatéw zastosgetaw modelu zwierym. 179






Rozdziat :

Wprowadzenie

1.1. Systemy uwalniania lekéw

Pierwsze zapisy trakiage o zaywaniu substancji celem poprawy stanu zdrowia
ludzkiego czy té w celach psychoterapeutycznyclegsip czaséw stargytnego Egiptu
(6000 — 3000 lat temu) [1]. Egipscy medycy aplikbweodki uspokajajce i przeciwbdlowe
a do leczenia bardzogsto stosowali wino, olej rycynowy oraz opium [1]}[Bréby zmian
w formulacji lekow i/lub miejsca ich podania celerosiggniccia produktéw
o przewidywalnym rezultacie ich dostarczania, dedygtéwnie wprowadzenia powlekania
tabletek oraz podskornego implantowania lekow wamsgabletek [4]. Powlekanie pigutek
keratyry zastosowane przez dr. Paula Unna, pozwolito naniooie etapu rozpuszczania
i wchianiania leku wotadku i dotarcie pigutki w niezmienionej postaci @itj[4]. W latach
40 XIX w., opisano metad podskérnego wprowadzania morfiny stosowaorzez
dr Lafargue’a, ktora polegata na zanurzeniu nakbaaanv morfinie, wprowadzeniu go na
kilka sekund pod skéri wyjeciu, co po kilku naktuciach doprowadzato do staenrssci.

W p&niejszym czasie dr Lafargue za pomoigly wprowadzit podskérnie implant
zawierajicy morfire. Blisko sto lat péniej w 1937 roku Deanesly i Parkes przebadali gfekt
podskdérnego wprowadzenia tabletek z hormonami 4%jiazki uwalniano z krysztatow
wprowadzonych w postaci sypkiej lub sprasowanybletak. Po otrzymaniu pozytywnych
wynikéw na zwierzgtach, rok paniej Bishop wykorzystat przedstawigtechnile podania

hormondéw w eksperymentach klinicznych [5].



2 Wprowadzenie

Wspoiczesna historia systeméw kontrolowanego uwalai lekow sjga lat 60
XX w., kiedy Judah Folkman (National Naval Medi€#nter, USA) zastosowat kapsuiki
z gumy silikonowej (Silastic®) zawiekgje medzy innymi digitoksye (substancja z grupy
lekéw nasercowych) w badaniach na zwjéazh [6]. Kapsutki o przedionym uwalnianiu
leku zostaly zaimplantowane w ¢aniu sercowym lewej komory, w ktorym wcaeej
wykonano chirurgicznie wywotanarytmie serca. Wyniki elektrokardiogramu wykazaty
rownomiery prae¢ serca, jednale zauwaono degeneragj i zwitoknienie mégsnia
sercowego w miejscu implantacji. Jednaree za spraw Alejandro Zaffaroniego (Alza,
USA) zrodzita s} koncepcja systemdw kontrolowanego podawania lekétatej szybkeri
uwalniania (niezalenej od s¢zenia). Zalayt on firme Alza, ktora jako pierwszy
zaprojektowata a naginie wprowadzita na rynek w 1974 produkt Ocuserii®, Rvktadke
do oka uwalniajca przez siedem dni lek przeciw jaskrze — pilokagdirl, [8]. W ramach
dziatalngci firmy opatentowano wiele platform uwalniania é&k (ALZAMER® Depot -
technologia zastosowania biodegradowalnych polimet6é uwalniania lekow, OROS® -
osmotycznie kontrolowane uwalnianie lekéw z taldgb@dawanych doustnie). W 1976
Robert Langer i Judah Folkman [9] opublikowaliawa wyniki prezentuce maliwosé
kontrolowanego uwalniania lekow wielkagsteczkowych z niedegradowalnych polimerow.
Okazalo s}, ze podczas uwalniania albuminy surowicy kydj (BSA), biatko ktore
znajdowato si blisko powierzchni rozpuszczatog¢siworzac pory w ktore nagpnie
penetrowat rozpuszczalnik w konsekwencji wymyagapiatko z polimerowego naika.
Zastosowanie biodegradowalnych polimerow opartyehwasie mlekowym, pozwolito na
stworzenie szeregu produktow w tym nano i mikastek zawierajcych leki. Pierwszym
produktem wprowadzonym na rynek zawigegym mikroczastki byt Lupron Depot®
(Abbott), stosowany w leczeniu raka prostaty i pardnormonalnej. Jest to preparat
domksniowy, zawieragcy mikrocastki polimeru PLGA (poli(laktydzo-glikolid))
z octanem leuprolidu (dEdugcym hormon gonadotropowy LH stymuay produkcg
testosteronu), o czasie uwalniania wyngym od jednego do czterech migsi. W 1996
Amerykaiska AdministracjaZywienia i Lekow (FDA) wydata pozwolenie nazycie
produktu Gliadel™ gywanego do wypetniania przestrzeni pooperacyjneyspatej po
wycieciu glejaka wielopostaciowego. Produkt w ktoryndmkiem leku jest polimer z grupy
polibezwodnikbw o kontrolowanej szybi@m powierzchniowej degradacji, uwalnia

karmustyr (chemioterapeutyk) o bardzo krétkim czasie pottmaav organizmie. Dzki



zastosowaniu ww. produktu obegthdoksycznej karmustyny jest zlokalizowana jedynie
w okolicach usunritego guza, minimalizgg skutki uboczne.

W wyniku podania leku jego eftenie w ustroju pocgkowo wzrasta. Efekt
terapeutyczny uzyskujeesiv przypadku przekroczenia minimalnegezsnia i w trakcie
pbzniejszego jego utrzymania w okkenym przedziale zwanym oknem terapeutycznym,
przez okrélony czas terapii. Przekroczenie dawki leku powedwkroczenie w obszar
stezenia toksycznego i zgzanych z tym zaburaeczy tez sSmierci komorek. Nalgy miet
na uwadzez duza ilos¢ lekow posiada bardzoaskie okno terapeutyczne, co sprava
zbyt wczesne przygie kolejnej dawki leku mice prowadzi do przedawkowania.

W przypadku potrzeby szybkiego wywotania efektuapeutycznego, stosuje¢si
dozylne podanie leku w postaci iniekcji lub infuzji zapewnia bardzo szylpklystrybucg
leku w catym organizmie. Po podaniuzgimym nas¢puje gwattowny wzrost stenia leku
w ustroju (Rys. 1.1a) a naphie eksponencjalny spadek zmany z eliminag sktadnika
leczniczego. Podanie leku w postaci pozanaczyniowepotknicie tabletki z substangj
czynmg powoduje stopniowy wzrostegenia leku w ustroju i naginy jego spadek. Aby
utrzyma stzenie leku w oknie terapeutycznym konieczne jesopore podanie leku.

Minimalne stezenie toksyczne

Minighalne stezenie terapeutyczne

Stezenie leku

i ] >

Podanie Podanie Czas
leku leku

Rys. 1. Wykres przedstawigfy przebieg stenia leku w ustroju w czasie po podaniu teku
a) daylnie, b) doustnie w postaci tabletek.

Podawanie lekow z systemow terapeutycznych o kimweme] szybkéci
uwalniania niesie ze sglwiele korzyci dla pacjenta. Dopasowanie terapii uheiajace;
pozostanie przez caly czas w oknie terapeutyczngam pmniejszenie dawkowania leku
przektada si na ukenie trudom pacjenta zg@anym z przyjmowaniem lekéw w formie
zastrzykéw. Bardzo esto maliwe jest wprowadzenie leku w takich ¢mikach, ktére
docierap do miejsca choroby i uwalniajek miejscowo.
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Rys. 1.2 a) Przyktadowy profil kontrolowanego uwain leku. Chwilowa szybké
uwalniania jest réwna tangensowigte nachylenia stycznej w danym punk
b) Wyidealizowanyrzebieg stzenia leku w ustroju w czasie po podaniu leku zesye
kontrolowanego uwalniania.

Wybor nagnika leku uzaleniony jest od wielu czynnikéw i stanowi ziiwyzwanie
projektowe. Materiat z ktérego wykonany jestsmi& leku musi by biozgodny czyli
posiadé zdolna¢ do prawidtowego zachowania w kontakcie z tkank okrelonym
zastosowaniu, biodegradowalny - inaczej zdolny ekprpcji bez powstania szkodliwych
produktéw degradacji. Zdoldé do enkapsulacji/uwkienia duej ilosci leku w matrycy
oraz zachowanie stabilg@ leku (struktury i aktywnéci) w warunkach fizjologicznych
przez diugi okres czasu jest jednym z kryteridw arybleku i materiatu. Naik nie mae
wywotywaé reakcji zapalnej oraz i jest wykorzystywany w igynierii tkankowej,
powinien posiada odpowiednie wiasrne@i mechaniczne [10]. Korzystnym wyborem
z punktu widzenia ikynierii regeneracyjnej i jednoczesnego uwalniangkéw g
biodegradowalne materiaty polimerowe (syntetycznaturalne), przetwarzane w dowolne
postaci: nano i mikrogstek oraz nanowitdkien jak réwridormy makroskopowe: rurki,

powierzchnie pfaskie i inne tréjwymiarowe strukturyiodegradowalne polimery



syntetyczne stosowane w systemach uwalniania terggdpoliestry poli(kwas mlekowy),
poli(kwas glikolowy), polihydroksyalkanolany Iub ldaprolakton, polibezwodniki,
poliamidy i inne [11]. Cgsto wykorzystywaneaskopolimery lub mieszaniny polimerow,
dzieki czemu istnieje mdiwos$¢ kontroli czasu degradacji matrycy polimerowej. Do
skonstruowania materiatow o ¢itszej biozgodngxi, polimery syntetyczne stosowang s
z polimerami naturalnymi: kolagenem, albumirczy te zelatyry. Zwigkszenie
hydrofilowasci poli(kwasu mlekowego) nmima uzyské przez zastosowanie kopolimeru
z poli(tlenkiem etylenu) [10]. Spgzenie biatek z poli(kwasem mlekowym) i lepsza
funkcjonalizacja materiatu mibwa jest dzeki zastosowaniu kopolimeru z L-lizgr{12].
Zmiany wiasnéci fizycznych i chemicznych polimeréw a takpohczenie ze sktadnikami
pozwalajcymi na celowane uwalnianie lekéw pozwoli na skateejsze podanie szerokiej
gamy lekdéw.

Najpowszechniej stosowanesnii lekdéw to nano i mikrocgstki wykonane gtownie
z biodegradowalnych polimeréw i biatekednica nanoestek mae wynosé 10 — 250 nm,
jednak jedynie naiki mniejsze ni 100 nm mog swobodnie wnikaw gtab komorek [13].
W przypadku nano i mikrogstek lek mae by rozpuszczony w matrycy, uggiony
pomiedzy duwymi czasteczkami polimeru, zakapsutkowany w membranienpaiowej lub
zZwigzany do powierzchni wzaniami chemicznymi. Istnieje réwuiieszereg technik
modyfikowania powierzchni nanoggtek celem ukrycia ich przed komorkami uktadu
odporndgciowego 6tealth) poprzez np.: doczepienie polimeru o krétkichciachach
poli(glikolu etylenowego) PEG lub surfaktantu (Twé&e 80), czy te zmniejszenie
szybkaci adsorpcji biatek z krwi na powierzchni nangstek [14]. Doiczenie do
powierzchni nanoegstki przeciwciala mze zaowocowa powstaniem cgstki specyficznej
wzgledem danego antygenu i gii¢ w terapii celowanej [15]. Gatki otrzymuje si gtdwnie
metody wytracania w ptynie nadkrytycznym oraz megodwersji faz. Otrzymane @stki
powinny rownie wykazywa& bioadhezj co zwkkszy zdolnéci absorpcyjne komoérek
(endocytoza) oraz zapewni diry czas przebywania w organizmie [16]. drmetod
otrzymywania mikroczstek jest polimeryzacja emulsji, gdzie z wodnegaworu biatka
oraz oleju tworzy si emulsg a nasgpnie poprzez dodanie glutaraldehydu dochodzi do
usieciowania biatka i stworzenia mikrasteczek [17]. § metod stosowano do uwzienia
lekéw przeciwzapalnych (ketoprofen, diklofenak).a€aiwalniania lekéw z nanagstek
jest krétki, w zalenosci od metody oraz aytego polimeru wynosi on od kilkudziesiu
minut (chitozan, alginian) do kilku dni (PLGA) [1,8][19]. Wydtuzenie czasu uwalniania
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leku mazliwe jest dz¢ki kowalencyjnemu patzeniu leku z polimerem. Pozwolito to na
osiggniecie czasu uwalniania¢du 25 dni [14].

Liposomy to gcherzyki zbudowane z podwdjnej warstwy lipidowegrednicy 10
— 2000 nm [20], wypetnione wodnym roztworem lekip lw niektorych przypadkach
krysztatami leku. Ich otoczka jest zbudowana areivge do bton biologicznych.
Liposomy chronj zakapsutkowany lek przed zbyt wczesnym ustiem z ustroju,
dodatkowo dziki pokryciu powierzchni zewgirznej polimerem poli(glikolem etylenowym)
PEG lub surfaktantem, mlowa jest ochrona przed opsoninami — biatkami ra@apcymi
antygen i dajcymi sygnat makrofagom do ich usgecia. Koncepcja zwkszapca czas
cyrkulacji liposomu w ukfadzie k#enia polega na ciasnym upakowaniu elastycznych
tancuchéw polimeru PEG, nie pozwajajinnym makrocgsteczkom na dostaniegsdo
powierzchni liposomow przezelowg warstewk polimeru. Wydhienie czasu péttrwania
skutkuje akumulagj nasnikéw leku w guzach nowotworowych, gtéwnie ¢kii duzej
przepuszczalngi pomidzy komodrkami nabtonka oraz braku odprowadzeniafylim
z nowotworu [21]. Problemem w przypadku liposomoéez lwarstwy ochronnej jest ich
niestabilné¢ w obliczu kontaktu z lipoproteinami, skutkop przerwaniem podwojnej
warstwy lipidowej i uwolnieniem catej zawaséto leku do krwi [22].

Hydrozele tworz tréjwymiarowg siet swobodnie rozmieszczonychntuchow
polimerowych zawieraga w wielu przypadkach przewajaca ilos¢ wody. W systemach
podawania lekéw stosowane ko preparaty do iniekcji lub zastosawaewretrznych.
Duza zawarté¢ wody i luzna struktura tacuchow polimeru w stosunkowo niewielkim
stopniu hamuje dyfuzyjny transport masy. Kontrolalniania mae odbywa sie poprzez:
zmiare struktury sieci indukowan zmiarg pH, temperatury, stopnia usieciowania
tancuchow polimeréw oraz pgtzeniem leku z ¥&cuchem polimeru. Dzki zmniejszeniu
odlegiaci pomidzy taacuchami polimeru, wspéiczynnik dyfuzji efektywnejega
zmniejszeniu wydlzajac czas transportu lekdéw. Czas uwalniania lekow drdweli waha
sie od kilku godzin dla matogsteczkowych lekow do kilku dni w przypadku uwaln&an
dwzych czsteczek biatek. Interesugg grupe stanows hydrazele typu ,smart” w ktorych
dochodzi do zmian szybka uwalniania lekdw pod wptywem czynnikdéw otoczemig.
temperatury, pH czy teobecndci glukozy [23].

Inne naéniki to wirusopodobne @ateczki (tzw. wektory) zbudowane z biatka
adenowirusa i zdolne do przenoszenia materiatwictnego do komoérek. Stosowane s
jako naéniki antygendéw szczepionek oraz czynnikOw terapeartych do tkanek



nowotworowych. Przyczepienie skiadnikow aktywnych powierzchni wektora nie
nasgpi¢ za pomog wigzania kowalencyjnego lub poprzez utworzenie konglelPodanie
leku w formie kompleksu z wektorem znaca zwiksza biodos{pnas¢ leku dzeki czemu

mozliwe jest nawet 100-krotne zmniejszenie dawki |Ek4.
1.2. Nanowiokna

W ostatnich kilku latach pojawity sisystemy uwalniania lekow oparte o nanowtokna
powstate w procesie elektrogdzenia roztworu polimeru lub jego rozdmuchu [258}[2
Dzi¢ki swojej budowie przypominaggej macierz zewgtirzkomorkowy, duzej porowatdci
umazliwiaj acej transport czynnikdéw wzrostu komorek, substandiiywczych i produktow
metabolizmu komorek, nanowtokng dobrym materiatlem w iynierii tkankowej jako
trojwymiarowe rusztowania dla komérek. W przeciigvie do hydreeli, si€
nanowtdkien ma dobre wiaséw mechaniczne.

Wytwarzanie  nanowtokien  metgpd elektroprzdzenia  zwizane  jest
z oddziatywaniem silnego pola elektrycznego zegstmptynu. Pierwsze daviadczenia
Z tym zwpzane mog by¢ znalezione w pracach z 1600 roku, kiedy podejmanandke
zrozumienia zjawisk elektrostatycznych [29]. W tymasie William Gilbert (nadworny
fizyk krolowej Ekbiety 1) zauwayt, ze natadowany kawalek bursztynuedbcy
w odpowiedniej odlegkxi od lezagcej na suchej powierzchni kropli wody, przyga
kropelki i wycigga je na ksztalt sta [30]. Do roku 1888 Charles V. Boys (W. Brytania)
podjgt wiele prob zwjzanych z pregdzeniem naturalnychzywic pozyskiwanych
z wydzieliny owaddw jak rownieelektroprzdzeniem roztopionego wosku pszczelego na
potrzeby wykonania cienkiego widkna wykorzystywamegwadze skrcen do pomiarow
bardzo matych sit. Ostatecznie, mefadyciggania nici z roztopionego szkta kwarcowego
i nachgania witdkna na drewnianszpué, naukowiec oggngt cel wytwarzagc wtokno
o diugaci 27 metrow isrednicy okoto 250 nm [30]. Wraz z mwoscia zastosowania
techniki elektroprgdzenia w przemgte, John Francis Cooley (USA) uzyskat patenty na
metody elektroprazenia przy @yciu rdznego rodzaju dysz: konwencjonalnej, typu
wspotosiowego, wspomaganej przeptywem powietrzaz odyszy przdzalniczej
z obrotowym dystrybutorem. Metody roéwnolegtego epzenia wielu widkien
Z jednoczesnym tworzeniem pdzy byly przedmiotem zainteresowania Antona Forsdoal
(Niemcy), co dodatkowo zaowocowato opatentowanieieluvrozwgzan w dziedzinie

budowy dysz pradzalniczych jak rownieprocesu formowania i odbierania wtokien [31].
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Matematycznego opisu i préby zrozumienia formowamigdkien w polu
elektrycznym podj sie Geoffrey I. Taylor (W. Brytania). Opisat on charalystyczny
ksztalt kropli tworacy si u nasady dyszy podgjej roztwér polimeru, ktory nazwano
w p&zniejszym czasie stliem Taylora. Dokladny opis ksztattu formowanegalgeas
elektroprzdzenia stoka Taylora oraz wplyw najwaiejszych parametrOw na proces
formowania wtokien mina znale¢ w pracach Yarina [32]-[34].

W ciggu ostatnich dwudziestu lat, nanowtdkna pragoety znaczne
zainteresowanie z uwagi na potencjalne zastosowanweelu dziedzinach: pogwszy od
przemystu i zastosouiave widkiennictwie, filtracji i rolnictwie po zassowania medyczne
jako materiaty opatrunkowe jak i systemy kontroloego uwalniania lekow. Liczba prac
naukowych dotycxych elektroprgdzenia rosta kalego roku, osigajgc okoto 8200
artykutéw naukowych i 1900 patentow w roku 2013][35

1.2.1. Aparatura

Typowe urzdzenie do formowania nanowtokien mejadektroprzdzenia sklada si
ze strzykawki wypetnionej roztworem polimeru z gtdory metalows dysz, pompy
strzykawkowej, uziemionego kolektora (walec obrogpwarcza szybkoobrotowa) oraz
zrédta wysokiego napcia o zakresie 1 — 30 kV pagizonego do dyszy. W celu zskiszenia
wydajnaici procesu elektropezlzenie mana prowadz w ukladzie z wielodyszowym.
W przypadku niestabilrgi procesu i formowania sizbyt duych kropel polimeru pod
dysz, wystpuje ryzyko oderwania &i kropel z rozpuszczalnikiem i zniszczenia
produkowanego materiatu. W tym celu procegnaoprowadzi w ukiadzie poziomymdulz
konieczna jest optymalizacja skiadu roztworu pofiméub parametréow prowadzenia
procesu. Majc na uwadze niestabilé@ w procesie elektropezlzenia pod wptywem zmian
temperatury zewtrznej lub wilgotndci, proces naley prowadzt w komorze
zapewniagcej kontrolowane warunki otoczenia (Rys. 1.3,1.4).
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1.2.2. Prowadzenie procesu

Podczas elektropgdzenia roztworu polimeru, do kropli roztworu zawiesej pod
metalowy dysz doprowadzony jest tadunek co prowadzi do odpyahamjednoimiennych
tadunkow w kropli. Po przekroczeniu granicznej wést tadunku w kropli, przezwyerone
zostay sity napecia powierzchniowego w efekcie doprowadzajdo wyrzutu strugi
polimeru (Rys. 1.5a). W momencie rozpeda formowania si strugi polimeru z kropli,
przyjmuje ona charakterystyczny ksztaltt zwanyzlgem Taylora [37] (Rys. 1.5b). de
lepkas¢ roztworu jest zbyt niska, struga polimergdbie miata tendencje do rozrywania si
I tworzenia kropel €lektrospray. Jednoimienne fadunki odpychapie powodujc
wirowanie i rozcjganie strugi polimeru, jednocaee sity lepko-spgzyste nie pozwalgjna
rozerwanie pocienianej strugi. Na drodze pginy dysa a kolektorem z rozgganej strugi
odparowuje rozpuszczalnik doprowadzapdo zestalenia wtdkna, ktore zbierane jest na
uziemionym kolektorze w formie widkniny. Rodzaj kktora zaley od przeznaczenia
materiatu. Dzki zastosowaniu odpowiednich ksztattow kolektorazlimee jest tworzenie
rurek lub ptaskich materiatow o #ej powierzchni z widknami ulmnymi przypadkowo

I ukierunkowanie.
1.2.3. Parametry materiatowe i procesowe wptywage na morfologe nanowitokien

Waznym parametrem wplywagym na proces elektropdzenia materiatu jest
stezenie polimeru i zwizana z tym lepki& roztworu. Zbyt niskie senie polimeru
powoduje brak praincsci roztworu lub powstawanie kropel, zbyt wysokiewadzi do
wzrostu lepkéci roztworu i trudnéci w przeptywie przez dygzoraz ewentualnego
wysychania kropli pod dyszprzed rozpocgxiem elektroprgzdzenia. Dla niskich gten
polimeru otrzymane wioknagienkie i mog zawierd duzg liczbe tzw. koralikdw czyli
zgrubier [38]. Dalszy wzrost stenia prowadzi do rozgjniecia koralikdw i otrzymania
widkien o bardziej jednolitej gruloi. Doshi i in. [39] zbadali wptyw lepkai na
elektroprzdzenie wodnego roztworu poli(tlenku etylenu) PEQu&ayli, ze nanowtdkna
tworzyly si z roztworéw o lepkeci pomidzy 800 — 4000 cP. Pamij dolnej wartéci,
struga polimeru rozpadataesi powstawaty krople. Powgj gornej wartéci, tworzenie
wiokien byto uniemaliwione ze wzgédu na wyschricie kropli roztworu pod dysz Na
reologk roztworu ma réwniz wplyw masa molowa polimeru. Zbyt niska masa molowa
polimeréw wytych do elektroprgdzenia prowadzi do powstania koralikébw na wtdknach,

z tego powodu w procesie elektrogiizenia g uzywane na ogot polimery o wkszej masie
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molowej (okoto 60 kDa), zapewnigie wi&ciwg lepkas¢. Znalezienie optymalnej lepka
roztworu poprawiajcej stabilné¢ procesu elektropezizenia i otrzymanie pmdane]

struktury widkien jest zwizane ze zlbonym procesem prob iddow.

Rys. 1.5. a) Proces powstawania nanowtokien. Wittézopla pod dysztworzy stéek
Taylora, z ktérego uwalnia gprostoliniowy odcinek strugi polimeru. Dalej widmy jes
obszar wirowania i rozggania strugi. Czas ekspozycji zdp 12,5 ms. b) Kszia
rozcigganej kropli bardzo lepkiej cieczy [40].

Napkcie  powierzchniowe roztworu zgdane jest z  zastosowanym
rozpuszczalnikiem i rozpuszczonym polimerem, pklaczows rolg w procesie tworzenia
widkien. Zmniejszenie nagiia powierzchniowego sprawiage mniejsza ilé¢ tadunku
potrzebna jest do zainicjowania wyrzutu strugi apkr roztworu i formowania witokien.
W przypadku dzego napgcia powierzchniowego, proces elektragiizenia jest utrudniony
i mozliwe jest jedynie tworzenie gispreju. Day wplyw na nanostruktgr widkien ma
odpowiednio dobrany rozpuszczalnik, ktéry powin@rarakteryzowa sie duza lotnascig
(niska temperatura wrzenia rozpuszczalnika). Razmasniki o matej lotngci, nie
odparowuy z wiokien w caléci podczas elektropgdzenia. Po osgnieciu kolektora
widkna sklejad si¢ lub rozptaszczaj przybieragc ksztatt wsizek. W przypadku
elektroprzdzenia roztworu polimeru z lekiem, istotne jest atgpuszczalnik nie wchodzit

w interakcje z substancpaktywmn np. nie powodowat denaturacji biatek.
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Istotne jest réwnie przewodnictwo elektryczne roztworu. Fong i in. J[3&adali
wptyw dodatku chlorku sodu do roztworu PEO w wodZeitorzy stwierdzili wzrost
gestasci tadunku w strudze polimeru po dodaniu soli. Zsaiwowano to w postaci
zmniejszenia wartei przytazonego potencjatu elektrycznego, przy ktérym wyrnachyta
struga polimeru z kropli. Kolegnobserwagj potwierdzagca wzrost gstasci tadunku byta
morfologia witokien, ktére byly gtadkie i znacznieitsze od widkien bez dodatku soli.

Wraz ze wzrostem #diicy potencjatow pomidzy dysza a kolektorem dochodzi do
stopniowej zmiany ksztattu kropli ze sferycznegoshatkowy i wyrzutu strugi polimeru
z kropli. Krytyczna wart& napkcia przy ktérym rozpoczyna ¢sielektroprzdzenie jest
rézna dla régnych typow roztworow polimerow. W ogoélem wzrost ré@nicy potencjatu
prowadzi do zmniejszenia grufmd otrzymywanych widkien lecz po przekroczeniu
okreslonego punktu bardzo e¢gto obserwowany jest wzrost ich grdbio Zbyt dwza warta¢
napkecia powoduje zmianksztattu kropli prowadc czsto do jej zaniku i wyrzutu strugi
polimeru t& przy dyszy. Dodatkowym problemem jestzduniestabilnét procesu
objawiapca st czestym przerywaniem pezlzenia i zatykaniem igty.

Do zachowania siiowego ksztattu kropli (Rys. 1.5b) niezine jest znalezienie
optymalnego olgfosciowego najzenia przeptywu roztworu polimeru przez dysPrzy
zbyt matym nafzeniu przeptywu roztworu wzrost idicy potencjaldw prowadzi do
zmniejszania kropli pod dysz powodu porywania wkszej ilasci polimeru w kierunku
kolektora. Podniesienie wagtm natzenia przeptywu polimeru wplywa na wzrost gréio
nanowtdkien spowodowany zgkiszeniem olgtosci kropli i tym samym pocgkowej
grubcci wyrzucanej strugi. Dalsze zgkiszanie natzenia przeptywu polimeru zaburza
proces i powoduje gromadzenie na kolektorze wiokign nieodparowanym
rozpuszczalnikiem przyczynigj sk do ich sklejenia. Zwkszenie odlegixi pomidzy
metalowy dysz a kolektorem zwiksza drog jaka ma do pokonania nanowtékno prowacz

do zmniejszania jego grufm i dluzszego odparowywania rozpuszczalnika.
1.3. Metody wprowadzania lekow do nanowitdkien

W zaleznosci od oczekiwanego czasu uwalniania i wymagastosunku do polimeru,
niektore z metod zamlkgtia leku we widknie pozwalajna uwolnienie catej dawki leku
w czasie od kilku godzinzado kilkudziesgciu dni. Wybor metody zamkegia leku jest
szczegodlnie istotny w przypadku lekéw biatkowyclacAowanie stabilrigi biatka (jego
przestrzennej struktury) po procesie elektregeenia oraz w trakcie przechowywania,

moze pomaoc unikgé zjawiska immunogenroi uwalnianego sktadnika w organizmie.
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Podstawowe metody wprowadzania lekow do polimerdwmamowtokien to:
* rozpuszczenie leku w polimerze,
* rozpuszczenie leku w rdzeniu otoczonym polimey@snovy,
» zawieszenie w postaci ghiszych czstek np. krysztatow lub kropelek fazy wodnej
(elektroprzdzenie emulsji),

» przykczenie leku do powierzchni nanowtokna.
1.3.1. Nanowidkna z homogenicznie rozmieszczonynkiem

Substancja aktywnamoze by rozpuszczona w roztworze polimeruztprzed
procesem elektropgdzenia. Technika ta jest g0 stosowana w konstrukcji rusztawa
komaorkowych celem sttumienia reakcji zapalnej tkdok infekcji [41]. Wiekszas¢ lekdw
wykazuje homogeniczne rozprowadzanie wgiwnwidkna, jednake leki jonowe podczas
elektroprzdzenia ma tendenag do podzania ku powierzchni strugi polimeru.
Wzbogacenie powierzchni lekiem te doprowadzi do jego szybkiego uwolnienia
i przekroczenia granicy gtenia toksycznego w pobli komorek.

Jiang i in. [42] elektropkali lek z grupy niesteroidowych lekow przeciwzapeain
ibuprofen. Jako matrycy polimerowepyli biokompatybilnego kopolimeru PLGA oraz
mieszaniny polimeréw PLGA i PEG-<chitozanu. Zauwsno, ze material PLGA
z ibuprofenem skurczytspo zanurzeniu w roztworze PBS (bufor fosforano(@y)°C) do
okoto 20% swojej pocgkowe]j wielkasci. Dodatek PEGy-chitozanu do PLGA sprawite
materiat pochtogt wodg uniemaliwiajgc kompresj. Materiat zawierajcy ibuprofen (5%
wag.) rozpuszczony w matrycy PLGA uwolnit galawle leku w przecigu 12 dni, z czego
85% w 4 dni. Zmieszanie PE@ehitozanu z PLGA w stosunku 30:70, zngox
zmniejszyto szybk& uwalniania ogigajgc 70% uwolnionego leku w 16 dni.

Zeng i in. badali uwalnianie rifampiny (lek przegmzliczy) [43] oraz paklitakselu
(leku przeciwnowotworowego) [44] z widkien poli(eKtydu) PLLA w obecngi enzymu
proteinazy K. W obu przypadkach leki rozpuszczenooztworze PLLA (3,9 % wag.)
w mieszaninie chloroform/aceton (2:1 obj.). Dodatkado roztworu rifampiny (15% wag.
wzgl. polimeru) dodano surfaktant: kationowy (5%gwahlorku trietyloamoniowego),
anionowy (5% wag. dodecylosulfonianu sodowego) aiapnowy (5% wag. PEO-PPO)
(PPO - poli(tlenek propylenu)). Dodatek chlorkuetyloamoniowego spowodowat
najwigkszy spadek grubioi i polidyspersyjnéci widkien w poréwnaniu do widkien bez

surfaktantu. Nie zaobserwowano uwalniania rifampiay udziatu enzymu hydrolizigego
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polimerowy material. Dodatnie proteinazy K spowodéav liniowe uwolnienie 50%
poczatkowej dawki leku w czasie 7 godzin. Jednakowy pieg profilu uzyskano dla
paklitakselu (15% wag. wzgl. polimeru) uwalnian@gobecnéci enzymu, gdzie 100% leku
uwolniono w czasie 55 godzin.

Wspomniany lek przeciwnowotworowy elektropdzono rownie z 30% wag.
roztworu PLGA w dichlorometanie/N,N-dimetyloformadmie (70:30) [45]. Sposzizone
materialy badanan vitro i wykazano stopniowe uwalnianie paklitakselu pr8zdni, co
wedtug autorow stanowi istafnprzewag nad konwencjonalnym podawaniem leku.
Dodatkowo materiaty zbadano na modelu zwieym i dowiedziono zmniejszenia guza po
24 i 32 dniach od implantacji w poréwnaniu do grigoyntrolnej bez materiatu i po podaniu
systemowym Taxolu®.

Kenawy i in. [46] wykonali materialy z nanowtokiémptaskiego filmu uwalniajce
ketoprofen. W tym celu spadzili trzy roztwory: biodegradowalnego poli(kapriianu)
PCL (10% wag.), niebiodegradowalnego poliuretanu (BQP) oraz mieszaniny 25:75
PCL/PU (10% wag.) w chloroformie. Do #@dego z roztworéw dodano ketoprofen
rozpuszczony w metanolu uzyskajroztwory o sgzeniu 5% wag. wzgdem polimeru.
Kazdy z materialtdw charakteryzowatesduzym wyrzutem leku wynogszym od 20%
w przypadku uwalniania z filmu PCL do 80% dla natfakien PCL i PU. W wikszaci
przypadkow, po poatkowym wyrzucie leku, zaobserwowano stopniowy wkros
uwalnianego leku oggjajpc 100% uwolnionej dawki w przypadku nanowtdkien PGRU.
Proces uwalniania przeprowadzano w dwoch tempeeti20°C i 37°C. Dla temperatury
37°C uzyskano wiszy kaicowy procent uwolnienia leku.

Uwalnianie antybiotykow: chlorowodorku tetracyklinghlorotetracykliny oraz
amfoterycyny B z widkien PCL i PLA poli(laktydu) data grupa Buschle-Diller [47].
Roztwory polimeréw (9-15% wag.) z lekiem @zniu 2% wag. (1% wag. w przypadku
amfoterycyny B) elektropezizono z roztworu chloroformu i uzyskano porowate
nanowitokna. Materialy wykonane z PCL uwolnity oko#0%-50% chlorowodorku
tetracykliny w przeggu pierwszych kilku godzin, agiagc po 170 minutach 90%
uwolnienia pocztkowej masy leku. Widknina z PLA w tym samym czas&zymata okoto
90% leku w nanowtoknach. Uwalnianie leku z miesagit CL/PLA wyghdato identycznie
jak w przypadku omowionego uwalniania z PCL i PLAzaleznosci od dominugcego

udziatu jednego z polimeréw.
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1.3.2. NanowiOkna typu rdzé — osnowa

Enkapsulacja lekdw w rdzeniu nanowtdkna poprzezzsnie warstw polimeru bez
leku pozwala na zmniejszenie ryzyka vgysenia wyrzutu sktadnika aktywnego. Proces ten
wykonuje s¢ przy uwyciu koncentrycznych dysz do ktorych doprowadzonge s
elektroprzdzone roztwory ¢ore-shel). Stosunek promienia rdzenia do promienia osnowy
mozna regulowé przez zmiaa przeptywu roztworow. Dzki tej technice mgiwe jest
wprowadzanie do nanowitdkien zaréwno lekow lipofijm jak i hydrofilowych,
pozwalajc zachowé aktywna¢ leku przez dhaszy czas. Uwalnianie lekéw z wiokien typu
rdzeh — osnowa, przebiega gtébwnie przez nanopory osriawgze by regulowane przez
dodanie matocgsteczkowych polimerdw, ktore po szybkim wyptukaniosnowy utatwiay
dyfuzyjny transport lekéw.

Wu i in. [27] elektroprzdli nanowtokna zawierage w rdzeniu antyoksydanty:
witaming E (5% wag. w stos. do polimeru) oraz stabpochodr witaminy C (0,5% wag.
w stos. do polimeru), rozpuszczone w mieszaninig-tlmetyloacetamidu i wody (5:1).
Osnowe nanowtokna stanowit roztwoér poli(akrylonitrylu) RNA(6%-10% wag.) w N,N-
dimetyloacetamidzie. Pierwszym przeprowadzonynpeiksnentem byto wypezizenie
mieszaniny obu antyoksydantéw w roztworze polimesprawdzenie morfologii widkien
dla r&nych stzen polimeru. Zauwaono wzrost liczby defektéow w postaci kropel na
widknach dla elektropedzenia roztworu o steniu 6% wag. PAN oraz elektrogdzenia
typu rdzés — osnowa O tym samyme¢geniu roztworu polimeru w osnowie. Profile
uwalniania witamin E i C z nanowtokien typu rdze osnowa i hanowtokien powstatych
Z mieszaniny roztworu polimeru i witamin byly jedoave. Materiat rdzeé — osnowa
charakteryzowat gi brakiem wyrzutu lekéw i stopniowym (zbtinym do liniowego)
uwalnianiem witamin oggajc okoto 70% catkowicie uwolnionej masy po 175 godzi.
Drugi materiat uwolnit okoto 40% leku przez pieresd godzin, za75% leku po 175
godzinach.

Jednoczesne uwalnianie dwoch sktadnikow z wiokdaer — osnowa byto
przedmiotem zainteresowania Su i in. [48]. Badapeseanalizowali wptyw wielksri
czasteczek uwalnianych skiadnikow na szylkawalniania z poszczegoélnych struktur
nanowtokna. W tym celu wykorzystali czynnik fluocesicyjny Rodamig B i albumirg
surowicy wotowej BSA (skfadnikdagcy substytutem lekoéw biatkowych). Analogi lekow
uwalniano z 4,7% wag. roztworu poli(L-lakdydo-kaprolaktonu) PLC w heksafluoro-2-

propanolu jako osnowie. Wyniki uwalniania z materiaawieragcego wodny roztwor
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biatka BSA w rdzeniu i RodamgrB w osnowie pokazaty 20% wyrzut biatka i 63% wytrzu
Rodaminy B. Dalsze uwalnianie biatka przebiegagpsiowo osigajgc po 800 godzinach
50% uwolnienia, zaw przypadku Rodaminy B uwolniono 80% w czasie 80dzin bez
wyraznego wzrostu uwolnionej masy do 800 godzin. Zamiazmmnieszczenia analogéw
leku w poszczegolnych strukturach data podobneilpraofivalniania. Profil uwalniania
biatka BSA z osnowy byt podobny do profilu RodamiBy umieszczonej w osnowie
Z réznica widoczry w wysokdaci wyrzutu leku, zmniejszeno 10 punktow procentowych.
Rodamina B z rdzenia uwalniatagsstopniowo, ogigajpc 40% uwolnienia po 800
godzinach.

Srikar i in. [49] badali uwalnianie Rodaminy 610,138% wag. wzgl. polimeru)
z polimerowego rdzenia poli(matakrylanu metylu) PMNIL5% lub 24% wag. polimeru
w mieszaninie N,N-dmietyloformamid/aceton 60:403gx osnow z polimeru PCL (12%
wag. polimeru w N,N-dmietyloformamidziefrednica otrzymanych wiokien wynosita
okoto 4000 nm, zasrednica rdzenia od 400 do 1000 nm. W obu przypddKamteriaty
réznity sie stezeniem PMMA w rdzeniu) uwalnianie barwnika przebieg@odobnie.
Zaobserwowano brak wyrzutu rodaminy oraz stopnidwegjace 550 godzin uwalnianie
20% pocatkowej masy barwnika.

Wang i in. [50] przebadali uwalnianie leku dimeiyksoalliloglicyny, (DMOG,
stosowanego jako czynnik proangiogenny, imityj hipoksg poprzez hamowanie
aktywndici hydroksylaz prolinowych). Najlepszy profil uwémnia leku (20% wyrzut leku
I dalsze liniowe uwalnianie przez 30 dni) uzyskkicki zastosowaniu w rdzeniu polimeru
poli(DL-laktydu) PDLLA elektroprzdzonego z N,N-dmietyloformamidu, Zmko osnow
nanowtokna polimeru poli(hydroksyrianu) PHB elektropradzonego z chloroformu.
Stosujc polimer PHB jako osnogwvtokna i lek w rdzeniu PDLLA, uzyskano 30% wyrzut
leku i stopniowe uwalnianie do poziomu 70% pgkawej ilosci leku.

Wytwarzane s réwniez wiokna o wekszej liczbie warstw otaczgjych rdzé
nanowtokna [51]. Han i in. elektropdli nanowtdkna z rdzenia polimeru poli(winylo
pirolidonu) PVP w wodzie z dwoma osnowami z polimePCL rozpuszczonego
w mieszaninie chloroform/trifluoroetanol (pierwsaanowa) oraz trifluoroetanolu (druga
osnowa). Materiatly uwalnialy dwa zywki fluorescencyjne (pochodne ksantenu):
Keyacid™ Blue (rdzg), Keyacin™ Uranine (zewttrzna osnowa). Otrzymane materiaty
uwalniaty barwnik z rdzenia przez dwie warstwy osg@koto 24 razy wolniej 1tz rdzenia
materialu wykonanego technikdzenia w osnowie. Uwolnienie catej dawki barwnika
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Z zewretrznej osnowy trwato okoto 25-50 godzin, jedhekzauwaalny byt bardzo diy
wyrzut sktadnika wynosy 70-90% pocgtkowej masy barwnika daginej we widknie.
Uwalnianie barwnika z rdzenia nanowtokna rozpdzzsic 20-40% uwolnieniem leku
I dalszym stopniowym uwolnieniem 100% pegtkowej masy barwnika w przegu 50
godzin. Ten typ materialu wg autoréw oferuje szerokazliwosci doboru polimeréw
I mieszanin rozpuszczalnikow, gki czemu osjgalna jest petna kontrola nad uwalnianiem
lekow.

Umieszczenie warstwy materiatu z lekiem pesiay dwoma warstwami bez leku
pozwala na zmniejszenie szyBkouwalniania sktadnika [52]-[54]. Kim i in. [53][54]
elektroprzdli zewrgtrzne warstwy materiatu z polimeru PCL rozpuszcpone
w mieszaninie dichlorometan/N,N-dimetyloformamid. abstwe wewretrzng stanowit
hydrofilowy PEO z rodamin(w kazdym materiale grubig warstwy z barwnikiem byta taka
sama). Wytworzenie materialdbw wielowarstwowych pale na elektropkgizeniu
kolejnych warstw polimeréw: PCL, PEO z rodagiRPCL. Grubé¢ warstw zewgtrznych
regulowano przez zwkszenie/zmniejszenie czasu elektrgpizenia. Materiat o catkowitej
grubaci 68,5 um charakteryzowat ¢si60% wyrzutem barwnika i dalszym liniowym
uwalnianiem, ogigajac 90% po 20 dniach uwalniania. Materiaty o gréddd 76 pm oraz
242 um w pierwszych sgeu godzinach uwolnity odpowiednio 20% i 8% barwanik
Zaobserwowano liniowy przebieg uwalniania do poziod0% i 20% dla materiatdw
o grubdci odpowiednio 176 pum oraz 242 um. Wg autoréw lvaczalenos¢ uwalniania
w funkcji grubaci materiatbw mae by wyttumaczona przez wzrost oporéw przeptywu

wody absorbujcej barwnik przez materiat o gkiszej grubéci.
1.3.3. Nanowtokna z elektroprezdzenia emuls;ji

Wprowadzenie lekéw hydrofilowych z lipofilowych reworéw polimeréw umgliwia
elektroprzdzenie emulsji typu woda w oleju. W przypadkugpizenia lekéw wraiwych
na obecn& rozpuszczalnikbw organicznych lub surfaktantow,rzigetniejsze jest
zastosowanie metody typu raize osnowa. W metodzie tej do roztworu polimeru deatay
jest srodek powierzchniowo czynny, a ngstie wkraplana jest faza wodna. Podczas
mieszania i/lub stosowania ulttadckOw wymiar kropel fazy wodnej ulega zmniejszeniu
do rozmiaru kilku lub kilkuset mikrometrow. Vitaym aspektem jest dobor odpowiedniego
surfaktantu stabilizacego emulsj, ktéry nie doprowadzi do separacji faz podczas

elektroprzdzenia. W trakcie procesu tworzenia widkien kropdhey wodnej mog
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rownomiernie zdyspergowaw nanowioknie, umiejscowi si¢ blisko powierzchni
nanowtokien lub w przypadku stosunkowo lepkiej fazgdnej, maliwe jest uzyskanie
struktury typu rdzé w osnowie. Innym parametrem wptywaym na morfologi wtokien

i uwalnianie lekdéw jest stosunek faz wodnej do @mMaj. Im wikszy udziat fazy wodnej
tym mniej jednorodne otrzymywano wtdkna oraz tyratokej sic one sklejaty [55].

Tian i in. [56] wytworzyli materialy zawiergge czynnik wzrostusrodbtonka
naczyniowego Yascular Endothelial Growth Factor VEGFEmulsg wykonano przez
zmieszanie roztworu polimeru PLC (8% wag./obj. abdormu) z surfaktantem SPAN-80
I zakroplenie fazy wodnej (stosunek fazy wodnejodganicznej 1:20) zawiergjej 1 pug
czynnika VEGF i 5% wag. biatka BSA lub dekstran.zR@mry mieszano przez deb
uzyskupc jednorodg emulsg. Szybkdé uwalniania z materiatlu zawiegapgo BSA lub
dekstran byta jednakowa. Materiat z BSA wyrzucpocatkowej fazie eksperymentu 10%
pocatkowej masy czynnika VEGF, agjajac po 672 godzinach uwalniania 21% uwolnionej
masy. Materiat z dekstranem w fazie wodnej chargkteval s¢ liniowg kinetyka
uwalniapc 13% czynnika wzrostu. Roice w szybkéci uwalniania badacze argumentowali
zmiamy lepkdici rdzenia a tym samym jegoednicy.

Uwalniany czynnik wzrostu NGHANgrve Growth Factgrz nanowtdkien polimeru
PLC w obecnéci biatka BSA, zachowat swgjaktywnaé biochemiczg i zdolngé do
réznicowania komoérek linii PC12 [57]. Nanowidkna proygwano przez rozpuszczenie
polimeru w dichlorometanie (6% wag.), dodanie 40sugfaktantu SPAN-80 i wkroplenie
(z jednoczesnym mieszaniem) fazy wodnej zawiemyj NGF i BSA. Oszacowanie
uwolnienia biatka NGF wykonano metpgasredn poprzez oznaczenie uwolnionego BSA.
Szybka¢ uwalniania biatka BSA z nanowtdkien wykonanych ougtelektroprzdzenia
emulsji po pocatkowym wyrzucie biatka rdu 20%, byta stata. Po 12 dniach uwolniono
okoto 65% biatka zawartego w materiale. Wynik ponéwo z materialem wykonanym
technilg elektroprzdzenia zawiesiny BSA w roztworze polimeru. Mateuafolnit 60%
biatka w pierwszych kilku godzinach od rozpecia uwalniania, zapo 12 dniach uwolnit
70% BSA. Zauwzono, ze dodatek BSA nieznacznie wplyma grubd¢ otrzymywanych
nanowtékien.

Ten sam czynnik wzrostu uwalniano z nanowtokien dlioperu PCL z EEP
(fosforan etylu) (12% wag.) rozpuszczonego w diagbiieetanie [58]. Rowniew tym
przypadku wykorzystano biatko BSA do stabilizacjGN. Podczas elektropidzenia
zauwaono koalescengjfazy wodnej w kropli pod dygz skutkupca oderwaniem kropli
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polimeru z zamknita faza wodra. Srednica otrzymanych widkien wynosita okoto 5 pm.
W pierwszych godzinach uwalniania materiat aplo 20% NGF z& po 95 dniach
uwolniono cad dawke czynnika wzrostu. Aby ocefiw jakiej formie zamknito czynnik
wzrostu we widknie, podczas przygotowania emulsflaho niewiell ilos¢ biatka BSA
sprzzonego z FITC (izotiocyjanian fluoresceiny). #cp mikroskopii konfokalnej
wykazaty obecn@& duzych kropel we wioknie.

Maretschek i in. [59] przebadali uwalnianie hydmfego biatka cytochromu C
z hydrofobowego materiatu z nanowtokien PLLA rozmemonego w chloroformie (1-3%
wag. wzgédem polimeru). Materiaty wykazywalty liniayvcharakterystyk uwalniania
i jednoczénie zauwaono,ze szybkdé¢ uwalniania biatka malata wraz ze wzrostepishia
polimeru. Badacze zaobserwowali znaczny wzrost miamégo skladnika po dodaniu
surfaktantu do ptynu z analizowanymi materiatamedhg autorow wikszas¢ cytochromu
C znalazta si na powierzchni nanowtokien w postaci krysztatbwzmniejszenie
hydrofobowdci materiatu poskutkowato jednorazowym wyrzutemzejudawki biatka.
Szybka¢ uwalniania biatka regulowano przez zmniejszenidrbfpbowaci materiatu,
dzigki dodaniu do fazy wodnej hydrofilowych polimeréwpoli(L-lizyny) oraz
poli(etylenoiminy). Dodatek polimeréw przyspiesayvalnianie biatka oraz wptyh na

wzrost grubéci widkien w materiale.

1.4. Charakterystyczne parametry materiatdw z nanovéokien wptywajace na szybkéé

uwalniania lekéw

W niniejszej cgsci przedstawiono najwaiejsze parametry elektrogidzonego
materiatu, majce wptyw na przebieg uwalniania lekéw. Liczba czikdomw mapgcych wptyw
na szybké&¢ uwalniania jest znaczna, dlatego autor skoncemtramvag na parametrach
doktadnie opisanych w literaturze oraz tych ktérealeowano eksperymentalnie
W niniejszej pracy.

1.4.1. Skkad nanowtdkien

Najwazniejszym parametrem determigoym szybké¢ uwalniania leku
z nanowidkien jest typ aytego polimeru. Oddziatywania pogdizy polimerem a lekiem
petnig zasadnicgz role w procesie desorpcji leku z powierzchni nanowtakidednoczaie
czas i spos6b degradaciji polimeruzaavptym¢ na szybkét uwalniania lekéw. Peng i in.
[60] zaobserwowalize polimer PLC w wikszaci przypadkow degradagy objgtosciowo

(degradacja zachodzi w catym materiale jedn&uee prowadzc do rozktadu tacuchow
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na mniejsze fragmenty), zastosowany jako opatruaedku, wykazat powierzchniowy typ
erozji (utrata masy materiatu przez hydrehzierzchniej czsci materiatu). Wybor lotnego
(nisko wrzicego) rozpuszczalnika jest kluczowy dla tworzemiaaporéw we widknie, ktére
znacaco zwkkszap powierzchng wiasciwa materiatu przyspieszgj uwalnianie leku.
W przedstawionych pracach zaémo, catkowite odparowanie rozpuszczalnika w trakci
elektroprzdzenia, z& powstate polimerowe nanowitdkna zawigrajytacznie lek lub jego
analog i dodatkowe nielotne skfadniki (surfaktamolimerowe roztwory rdzenia
w strukturze rdz@osnowa).

Srikar 1 in. [49] badali szybkg uwalniania Rodaminy 610 (substancja
fluorescencyjna) z roztworow zoych polimeréw. Nanowtokna z PCL przygotowano
z roztworéw o stzeniu 11%, 13%, 15% wag. w mieszaninie dichloromefsiN-
dimetyloformamidu (40:60). &tenie skfadnika fluorescencyjnego wzlgm roztworze
polimeru byto jednakowe i wynosito 0,25% wag. watgm polimeru. Profile uwalniania
Rodaminy 610 z nanowtdkien PCL wykazalyzgzaleznos¢ ilosci uwolnionego sktadnika
od stzenia polimeru w roztworze. Materialy o coraz asgym s¢zeniu polimeru
w roztworze, charakteryzowaly ¢sicoraz niszym wyrzutem leku i tsz wartacia
uwolnionej substancji. Po 50 godzinach dla matéwatpowstatych z roztworow
0 stzeniach polimeru: 11%, 13%, 15% poziom uwalnianig@¥cto na odpowiednio:
67%, 50% i 31% poatkowej dawki. Autorzy stwierdzilize wraz ze wzrostemegienia
polimeru w roztworze i tym samym lepd@d roztworu, zahamowany zostaje proces
powstawania nanoporowadtm w nanowitdknie i tym samym zmniejszeniu ulega
powierzchnia wymiany masy. Z danych na temat gécbamanowtokien mégna zauwayc¢,
ze wraz ze wzrostem ¢genia polimeru PCL (11, 13, 15%) rosta rownigrubgé
otrzymywanych wiokien, odpowiednio 500, 650 i 70@.rCzynnik ten mogt giréwniez
przyczynt do zmniejszenia ikzi uwolnionej substancji. Wyniki po kolejnych 170
godzinach nie wykazaly dalszego uwalniania Rodan@h@ z materiatdw. Nanowtdkna
z polimeru PMMA o rénych masach molowych: 120, 350, 996 kDa rozpuszaion
w N,N-dimetyloformamidzie, przygotowano zezania odpowiednio: 24%, 15%, 15%.
Wzrost s¢zenia dla PMMA o masie molowej 120 kDa podyktowaryy konieczngcia
zwickszenia lepkéci roztworu. Z uwagi na nigkszybk@¢ uwalniania z polimeru PMMA,
stezenie Rodaminy 610 wynosito okoto 3% wag. wergm polimeru. Dlazadnego
z materiatbw nie zauwano wyrzutu, jednate po okoto 200 godzinach szykiko

uwalniania zw¢kszyta s¢, co mogto by spowodowane ggznieniem zewgtrznej warstwy
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polimeru i powgkszeniem porow z ktérych uwalniana byla substantjaalnianie
z nanowitokien PMMA o riszej masie molowej (120kDa) bylo znacznie szybsze
w poréwnaniu do uwalniania z nanowtokien PMMA oasgej masie molowej. Po 1400
godzinach eksperymentu, utamek uwolnionej substamgnosit 1,4% (120kDa), 0,7%
(350kDa) oraz 0,5% (996 kDa). Zaobserwowartznice w szybkdci uwalniania
Zz nanowtokien PMMA i PCL o zbtonych masach molowych, autorzy ttumaezicksza
energi wigzania czsteczki leku z cgsteczly PMMA. Kontrole uwalniania z nanowtokien
zrealizowano przez zmieszanie obu polimerow. W yragykazano, ze procesem
ograniczajcym szybké¢ uwalniania substancji jest desorpcja z powierzctamowtdkien.
Rdznice w poziomach uwolnionego fluorochromu dla obalirperow i ich s¢zen
w roztworze wynikaty z rénic w otrzymanych powierzchniach wymiany masy
poszczegolnych materiatdw orazngch wigzaniach pomidzy rodamin a polimerem.
Jednakow obserwagj dotyczca spadku szybkai uwalniania lekéw ze wzrostem
stezenia polimeru PLLA w roztworze (5, 8, 10% wag.) digbkien typu rdzé — osnowa
poczynit He i in. [61]. Polimer PLLA rozpuszczonomieszaninie chloroform/aceton (2:1)
oraz dodano niewiekilos¢ czynnika sieciujcego izocyjanuranu triallilowego (TAIC).
W rdzeniu enkapsulowano chlorowodorek tetracyklify% wag.) rozpuszczony
w mieszaninie metanol/chloroform (2:1) z dodatkieixLA (1% wag.). Badacze uzyskali
materialy o stalej szybkoi uwalniania przez 30 dni z najsizg szybkdcia dla materiatu
0 najwyzszym s¢zeniu polimeru. Zaobserwowanie nanowtokna wypkgzone z roztworu
0 nizszym sg¢zeniu PLLA byly bardziej jednorodne i mialy mniejszgzrzut grubéci

wiokien.
1.4.2. Rozmiar nanowtdkien

Parametrem decydigym o skali procesu dyfuzji jest droga gakusi pokoné
skfadnik aktywny aby prz&} do ptynu wypetniggcego pory materiatu. Wzrost grudoo
widkien powoduje spadek stosunku powierzchniseit@e] do obgtosci nanowtdkien.
Wskutek zmniejszenia powierzchni wymiany masy, &pybi uwalniania z mikrowtokien
jest znacznie mniejszamnk nanowtokien. Rozmiar widkien jest réwaigisle powgzany
z szybkdcig hydrolitycznej degradacji nanowtdkien [62]. Wiokimamniejszejsrednicy
degrady szybciej, powoduac catkowite uwolnienie leku w krotszym czasie [63].

Zwiekszenie grubgci nanowtdkien mena kontrolowd przez podniesienie afipsciowego
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natzenia przeptywu roztworu polimeru, zmniejszenie gaipi przytazonego do dyszy lub
podniesienie lepki elektroprzdzonego roztworu polimeru.

Cui i in. [64] wytworzyli nanowtdkna z roztworu RDA rozpuszczonego
w mieszaninie aceton/chloroform 3:1. &Rérodny rozmiar nanowtokien otrzymano przez
wyprzedzenie roztwor6w o steniu polimeru wynosgym 18, 23, 30%, otrzymag
nanowtokna grednim rozmiarze odpowiednio: 211, 550 i 1309 nawdrté¢ paracetanolu
w kazdym z materiatdw wynosita 5% wag. Paracetanol uisamdo roztworu PBS z 0,02%
zawartdciag azydku sodu, utrzymywanego w temperaturze 37t@le snieszanego. Metgd
odparowania rozpuszczalnika wytworzono film poliowy zawieragcy taky samy ilosé
paracetanolu jak we widknach. Grébdilmu wynosita 100pum. Widkna &rednicy 212 nm
uwolnity cah dawlke leku w przecigu pierwszych 50 godzin. Grubsze widkna rownie
wykazaly pocztkowy wyrzut leku, jednatie w przypadku widkien drednicy 551 nm
uwalnianie leku po czasie 25 godzin, zékoylo st na poziomie 50%. Dalszy stopniowy
proces uwalniania, po 350 godzinach doprowadzinagolnienia 80% pocgkowej dawki
leku. Najgrubsze widkna érednicy 1310 nm przez 100 godzin uwalniaty lek zaas
szybkdciag do poziomu 82%. Po tym czasie zrgmz spadta szybko uwalniania leku,
prowadac do uwolnienia 83% po 350 godzinach prowadzenspetymentu. Materiat
polimerowy o grubéci 100um przez pierwszych 6 godzin uwolnit 38% dawdku,
prowadac do uwolnienia 40% po 350 godzinach. Dalsze uveoli@ pozostalej zawagac
leku z materiatow mdiwe bedzie na drodze degradaciji polimeru.

Badania nad wpltywem rozmiaru widkien elektrgpizonych z emulsji PCLEEP
(12% wag. w dichlorometanie) i uwalnianie czynnikarostu NGF z dodatkiem biatka BSA
bylo przedmiotem badaChew i in. [58]. Emulsja zawiergja NGF i BSA byta pradzona
ze zwekszonym przeptywem roztworu polimeru przez ady$8,5 ml/h) w rezultacie
otrzymano widkna drednicy 2,8 um. Materiat przez pierwsze 6 godzimkmt 20%
zawartdci czynnika wzrostu. Po tym czasie przez 90 dnieolvewano bliski liniowemu
wzrost uwalniania NGF do poziomu 90%.

Wplyw rozmiaru nanowtokien na szyhbiouwalniania 5-fluorouracylu badata grupa
Chen i in. [65]. Uwalnianie prowadzono z nanowldkid’LA elektroprzdzonych
z mieszaniny chloroform/N,N-dimetyloformamid (PLAO% wag.) oraz hexafluoro-2-
propanol/ N,N-dimetyloformamid (PLA 15% wag.).¢Ztnie 5-fluorouracylu wynosito
w kazdym przypadku 3% wag. wzglem polimeru. Réng grubcé nanowtdkien uzyskano

dzigki zmianie obgtosciowego naizenia przeptywu roztworu polimeru z dyszy oraz
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zmianie rozpuszczalnika. Dla #@ego z czterech materiatdow ggnicto podobny
poczatkowy wyrzut leku wynosgy 20%. Dalsze uwalnianie 5-fluorouracylu przebtega
Z rGzng szybkdcig, zalezng od grubdci widkien. Po okoto 75 godzinach eksperymentu
materiaty uwalnialy lek z jednakamszybkdacig. Materiat o najgrubszych witdéknach 1020
nm (PLA 10%, Q = 0,5 ml/h) charakteryzowa siajmniejsz szybkdcig uwalniania. Po
okoto 350 dniach uwolnit okoto 53% pagkowej ilosci leku. Materiaty o grubei widkien
730 nm (PLA 10%, Q = 0,3 ml/h), 530 nm (PLA 15%=@,5 mi/h) oraz 350 nm (PLA
15%, Q = 0,3 ml/h), po tym samym czasie uwolnitpodiednio 55, 60 i 65% pogtkowe]
dawki leku. W przypadku wiokien elektropdzonych z mieszaniny rozpuszczalnikow
hexafluoro-2-propanol/N,N-dimetyloformamid zaobsewano metogl mikroskopii
elektronowej obecrigé krysztatow na powierzchni nanowtokien. Szybko nesgrzony 5-
fluorouracyl w formie krysztatdw mogt przyczynsic do zaobserwowania dego wyrzutu
leku z tych materiatow.

Ranganath i in. [45] uwalniali paklitaksel jako yomik wspomagacy
w pooperacyjnej chemioterapii. W tym celu wykorajispolimer PLGA (85:15 i 50:50, M
= 40-75 KkDa) rozpuszczony w mieszaninie dichlor@angt,N-dimetyloformamid
odpowiednio 70:30 i 80:20. Roztwor polimeru @zshiu 30% wag./obj. wymieszano
z paklitakselem otrzymgg stzenie 8,9% wag. Mikrowtékna @ednicy 3,5 um wykonano
z roztworu PLGA (85:15) (DCM/DMF 80:20) ustanavg@przeptyw polimeru przez dysz
na poziomie 6 mi/h. Nanowtoknascednicy 930 nm wykonano z roztworu polimeru PLGA
(50:50) (DCM/DFM 70:30) ustanawigj przeptyw polimeru przez dysna poziomie 0,3
mi/h. Dodatkowo, materiaty przebadano z dwockny@h formulacji materiatéw: trzech
pofaczonych dyskow drednicy 1mm i ptaskich opatrunkéw. Gezy materiat w postaci
opatrunku o witdknackrednicy 930 nm, charakteryzowat §1,5% wyrzutem leku i dig
szybkacig uwalniania do 9 dnia eksperymentu. Po tym czasieenat uwalniat paklitaksel
ze stad szybkdcig, oshgajpc 45% uwolnionej masy po 80 dniach. Ten sam materia
w postaci spasowanego dysku uwolnit zegssalybkacia 35% leku przez 80 dni. Materiat
z widknami o grubgci 3,5 pm, uwalniany w postaci ptaskiego opatruakwInit 10% leku
w przecggu 8 dni, a nagpnie ze stat szybkdcia uwolnit 15% przez 72 dni. Materiat
w postaci spasowanych dyskéw przez caly czas tevaksperymentu uwalniat lek ze gtat
szybkacia, oshgapc 25% ubytku leku. Materialy badario vivo na malym modelu

zwierzzcym. Wyniki zmniejszenia objfosci guza dzki zastosowaniu materiatdw z nano-
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I mikrowtdkien poréwnano z komercyjnie dgghym roztworem paklitakselu Taxol® oraz

placebo.

1.4.3. Porowaté¢ materiatu i nanoporowatoéé wtokien

Zwigzana z rozmiarem widkien porowétanateriatu, ma istotny wptyw na szyhko
uwalniania lekow. Wzrost odlegiol pomiedzy widknami umaliwia wiekszy dostp wody,
przyspieszajc uwalnianie. W literaturze obserwowana jest zadé¢ mowigca,  wraz ze
spadkiemsredniej grubéci nanowtdkien, wzrasta porowatomateriatu i malejerednia
wielkos¢ porow [66]-[68]. Jedn z metod zwikszenia porowatmi materiatu jest
jednoczesne pedzenie dwoch strug polimeru, jegdnz lekiem drug z&

z malocasteczkowym polimerem, ktéry wymywaesodpowiednim rozpuszczalnikiem
[66]. W badaniach wielu autorow zaumedne jest skupienie uwagi na zkszeniu
porowatdci umazliwiajac zasiedlenie materiatu z nanowtokien przez kom{ggi, [69].
Odnotowano nieliczne prace analine wptyw porowatéci materiatu na proces uwalniania
lekéw [47], [65]. Sirciin. [70] zauwayli, ze uwalnianie z materiatow oasizej porowatfci
(wigkszej grubséci wiokien) jest znacznie wolniejszeznw przypadku materialow bardziej
porowatych. Wedtug autoréw jest to spowodowanedmienym transportem leku w porach
materiatu spowodowanym zgkiszory obecndcig wtdkien. Jednoczmie autorzy poczynili
uwag; dotyczica metod pomiaru gruldci mat z nanowtokien. Wedtug badaczy, grédbo
materiatbw powinna by mierzona w takich samych warunkach w jakicidzie on
stosowany (np. w stanie nalsnieccia wody). Pomiar grubgci materialow ze zdf
mikroskopii SEM mae d& zafalszowane wyniki nt. porow&w materiatu oraz rozktadu
wielkosci porow z uwagi na ptdie i w konsekwencji brak wody w porach. Srikar i[#9]
zaobserwowali wzrost ikzi uwolnionej substancji ze wzrostem porovéatomateriatu.
Wedlug autorow jest to spowodowane @kgizory penetracj nanoporow przez wed

i utatwieniem desorpcji leku z powierzchni nanowesk Inrg istotrg kwesth jest
nanoporowat& nanowiokien. Badania powierzchni wiokien za pome&aningowego
mikroskopu elektronowego przedstawi@jardzo due rozwingcie powierzchni wiéciwej
widkien. Jednym z procesow prowadych do powstania nanoporéw jest nukleacja i wzrost
pecherzykow rozpuszczalnika oraz dalsze penetrowzastygaicej matrycy polimerowe;j
[49]. Opodr transportu powstagych mcherzykow stawiany jest przez legkoroztworu.
Wieksze s¢zenie lub masa molowazytego polimeru prowadzi do powstaniactgzych

oporéw i tym samym nanoporow&topowinna by mniejsza. Druga metoda polega na
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dodaniu do roztworu polimeru malesteczkowego polimeru np. PEO, ktéryztpo
kontakcie z wod rozpuszcza si tworzgc pory. Wymienione metody zekszania
nanoporowatsci pozwalaj na uwolnienie catej dawki leku w czasie od kilkiggkciu
minut do kilkudziesjciu dni [47], [71], [72].

Srouji i in. [71] badali uwalnianie z wiokien typrdzer osnowa. W rdzeniu
nanowtokna enkapsulowano rekombinowane biatko ngerietyczne kai (BMP-2 Bone
Morphogenic Protein R jednoczénie zwigkszono lepkét rdzenia przez dodanie PEO 4%
wag. (Mv = 600 kDa). Osnowwidkna tworzyt polimer PCL 9% wag. z dodatkiem PEG
2,1-3,0% (Mv = 6 kDa) elektropradzony z mieszaniny chloroform/DMF 9:1. Obrazy
mikroskopii elektronowej wykazaty wyfay wzrost ilgci i wielkosci poréw wraz ze
wzrostem ildci porofora. Nanowtdkna zawierge 2,1% i 2,4% porofora w osnowie, po 27
dniach uwolnity odpowiednio 10% i 13% biatka. Ma#érzawieragcy 2,7% porofora
ostatecznie uwolnit 26% BMP-2 wykazagj po okoto 12 dniach wyfae spowolnienie
uwalniania. W przypadku materiatu o najkézej zawartéci porofora zaobserwowano 60%
wyrzut leku oraz zatrzymanie uwalniania biatka godhiach na poziomie 75%. Omawiane
materiaty badanm vivona matym modelu zwiegzym z modelowym uszkodzeniemsko
czaszki. Przy #yciu mikro-tomografii komputerowej zaobserwowanoutwotny wzrost
powierzchni nowo tworzonej koi w porownaniu do materiatu nie zwiegeggo biatka. Wg
autorow wyniki przedstawionych bataskazuy na maliwos¢ kontrolowania uwalniania
przez zmian nanoporowatei nanowtokien. Jednocgeie podkrélono znacacy wpltyw
desorpcji leku z poréw nanowtdkien na szyfikawalniania.

Song i in. [72] enkapsulowali porowate nangstki ditlenku krzemu zawiergge
Rodamir B, w nanowtoknach PLGA. Nanowtdkna przygotowannegar zdyspergowanie
roznej ilosci nanocastek z RodaminB (5, 15, 25% w stosunku do PLGA) w mieszaninie
N,N-dimetyloformamid/tetrahydrofuran (3:1). Ngshie w mieszaninie rozpuszczono
PLGA (27% wag./obj.) i dodano fluorescei(6% wag. w stosunku do PLGA). Powstaty
system z dwoma czynnikami fluorescencyjnymi badanooztworze PBS pod gkem
uwalniania. Obrazy mikroskopii elektronowej i tramsyjnej wykazaty znaczny wzrost
ilosci nanoczstek przy powierzchni nanowtokien wraz ze wzrossigyenia nanoczstek.
Wyniki uwalniania fluoresceiny z nanowidkien PLGA skzeniu nanocgstek 0-25%
(w stos. do PLGA) wykazaly niewialkzaleznos¢ od stzenia nanocgstek. W kadym
przypadku materiaty uwolnity okoto 40-50% dawkidhesceiny w przeggu pierwszych 6
godzin. Dalsze stopniowe uwalnianie doprowadzito dwolnienia okoto 80-85%
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fluoresceiny po 13 dniach. Uwalnianie Rodaminy myeh nanocgstek charakteryzowato
sic 50% wyrzutem leku i stopniowym uwolnieniem prze3 @ni 80% barwnika.
Nanowtokna zawierage 5% nanocgstek cechowaly si najwolniejszym uwalnianiem
Rodaminy B z widkien osgajgc po 13 dniach 8% catkowitego ubytku barwnika.
Nanowiékna zawiergge 15 i 25% nanogstek uwolnity bez pocgkowego wyrzutu
odpowiednio 18 i 35% rodaminy. W materiatach po kmveaiu zaobserwowano metpd
mikroskopii elektronowej znaczny wzrost nanoporowe wwidknach, jednate nie

zaobserwowano znagzgo wzrostu poréw ze wzrostenzgnia nanocgstek we widknie.
1.4.4. Hydrofobowdé materiatu

Dodaniesrodka powierzchniowo czynnego do roztworu polimetuptynu w ktorym
uwalniany jest lek znageo przyspiesza transport wody do powierzchni nadkieh
I w konsekwencji desorpgjleku. Pomiar hydrofobowoi materiatu przeprowadzacesi
metody goniometrycza. W tym badaniu wykonuje gipomiar lgta zwilzania kropli
umieszczonej na badanych materiatach z nanowtqlendwniez polimerowych filmach,
powstatych przez odparowanie rozpuszczalnika avazt. Obecn& powietrza w porach
materiatdw z nanowtokien czyni materiat super-hyobowym, a warté¢ kata zwilzania
takich materiatow wynosi do 140°.

Maretschek i in. [59] badali uwalnianie Cytochro@uz nanowtokien PLLA do
buforu PBS oraz do buforu zawiegeggo od 0,001% do 0,01% Tween 20. Zatow®, ze
po dodaniu niewielkiej iléci surfaktantu do buforu, materiat gwattownie wysaulek.
Obserwowane zjawisko wytltumaczono obemm wickszagci Cytochromu C na
powierzchni widkien.

Zastosowanie w roztworze polimeru jonowych surfatda zwkksza
przewodnictwo roztworu powodi§ zmniejszenie rozmiaru nanowitdkien. W miejsce
srodkéw powierzchniowo czynnych zgkiszapcych hydrofilowdé materiatu, stosowang s
hydrofilowe polimery. Do hydrofobowego polimeru PAldodano polimery hydrofilowe
PEI lub PLL [59] i zaobserwowano uwolnienie catepwartgci biatka w przeeigu 10
godzin po zmieszaniu PEl z PLLA w stosunku 1:1. &mnanie polimeru PLL z PLLA
w stosunku 1:1 spowodowato zkszenie wyrzutu leku i tym samym trzykrotny wzrost
uwolnionej dawki. Dodatek naturalnego skfadnika ey zewntrzkomorkowej -
kolagenu we wtoknach PLGA spowodowat wzrost hydoefosci materiatu [73]. W tym

celu opracowano materiat warstwowy z wiéknami PLIBAdgen na wierzchnich efciach
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materiatu i nanowtdknami z trzema antybiotykami vewwctrznej warstwie materiatu.
Dodatek kolagenu miat za zadanie ggizy¢ biokompatybilné¢ rusztowania dla komérek
odbudowugcych zainfekowas rare. W przypadku uwalniania kdego z lekdw:
wankomycyny, gentamycyny, lidokainy nie zawsao znacznych dmic pomedzy
materiatami o rénych grubéciach warstwy zewgirznej. S¢zenie uwalnianych substanciji
znacaco przewyszato minimalne ggenie inhibicji przez czas okoto 4 tygodni.

Xuiin. [74] zaproponowali kontreluwalniania przez zmigmano i mikro struktury
widkien na powierzchni polimerowego filmu zawiei@@go paracetamol (10% wag.) lub 5-
fluorouracyl (2,5% wag.). RMe pokrycia z nanowtokien poli(winylopirolidonu) BV
generowano przez zmiagestasci (czasu prgdzenia) i wzoru wiokien na powierzchni filmu
z polimeru PVB. Zmiana ggtasci i ararzacji nanowtdkien data nitiwos$¢ kontroli
hydrofobowdci materiatu w zakresie od 80° do 153°. Szyddkawalniania lekéw z filmu
PVB ulegta zmniejszeniu wraz ze wzrostegstgsci nanowtdkien na powierzchni. Materiat
bez nanowtdkien @ zwilzania 83,2°) uwolnit stopniowo okoto 72% paracetammlczasie
10 dni. Materiat z nanowtdknami prdzonymi przez godzin(kat zwilzania 145,4°) uwolnit
w tym samym czasie 45%. Identygzzraleznos¢ zaobserwowano dla 5-fluorouracylu, gdzie
ostatecznie uwolniona po 10 dniach masa spadtadtn £5%.

1.4.5. Ukierunkowanie nanowtdkien

W ostatnich dwoch latach ukazahye pierwsze prace w ktorych badano wptyw
ukierunkowania nanowidkien na uwalnianie lekow. éfkinkowanie i wynikajca z tego
niewielka odlegté¢ pomidzy nanowtdknami hamuje dyfuzjw porach materiatu.
Uporzadkowanie nanowtdkien w okinym kierunku realizowane jest przyzyeiu
szybkoobrotowegodina lub talerza jako kolektora. Ukierunkowane wibkrrzymywano
gidwnie na potrzeby itynierii tkankowej, badap zachowanie komorek nerwowych,
srédbtonka lub miotubul mgénia szkieletowego [75]-[77]. Stogie ukierunkowania
nanowtokien mena okréli¢ na podstawie zg¢ mikroskopii elektronowej lub konfokalnej
przy wyciu programéw obrébki obrazéw np. Imaged (NIH, US|X8]. Materiaty
o ukierunkowanychscisle do siebie przylegagych widknach charakteryzupie mniejsz
porowatdcia. Blisko utazone widkna oddziatyjna siebie zmniejszg gradient stzenia
w porach materiatu. Dodatkowo pozostaje mniej grzesi dla penetrggej materiat wody.

Meng i in. [77] uwalniali z wiékien PLGA i PLGAglatyna (9:1) fenbufen (lek
z grupy niesteroidowych lekow przeciwzapalnychj pbréwnania wyprodukowali metpd
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odparowania rozpuszczalnika film polimerowy. PDLGA{(GA 85/15, My = 200 kDa)
rozpuszczono w 2,2,2,-trifluoroetanolu, dodano tdah otrzymujc w rezultacie stenie
0,2% wag. wzgidem polimeru. Widkna ukierunkowano zbi@@jna walec obrotowy
o srednicy 50 mm, obracagy sk z prdkoscia 3000 obr./min. Otrzymane nanowidkna
uwalniano w roztworze PBS w 37°C. Wibkna zawigrajzelatyre, z powodu wikszej
hydrofilowaosci uwolnity cal dawlke leku w przecigu 25 godzin. Widkna PLGA oraz film
polimerowy zawierajcy zelatyre, w tym samym czasie uwolnity okoto 52% leku. M&br

o ukierunkowanej strukturze widkien uwalniaty leleco wolniej nk nanowtdkna utéone
przypadkowo. Materiat z dodatkierelatyny do 15 godziny eksperymentu, uwalniat o 6 pk
procentowych mniej fenbufenu mimateriat o przypadkowo utonych wioknach.
Ukierunkowane widkna PLGA od 7 godziny eksperymentuwalnialy z mniejsz
szybkdciag osigajgc po 25 godzinach 45% catkowitej uwolnionej masypavoéwnaniu do
52% uwolnionych z wtdkien ufmnych przypadkowo.

Dla celéw irrynierii tkankowej uwalniano kwas retinowy z ukiekanvanych oraz
utozonych przypadkowo nanowtdkien PCL [79]. Polimer R@w = 45 kDa) rozpuszczono
w mieszaninie dichlorometan/metanol (8:2) otrzyanuptzenie 10% wag./obj. Do
roztworu polimeru dodano naphie roztwor kwasu retinowego w metanolu, otrzygou;
w efekcie roztwory o steniu leku rownym: 0,1; 0,2; 0,3% wag. Materialy Uvi@no
w roztworze PBS w 37°C. Nanowibékna z lekiem (0,284g.) ulzone w sposéb
przypadkowy, uwolnity po 29 dniach okoto 17% pgikpwej dawki leku. Materiat nie
wykazat niekorzystnego pogtkowego wyrzutu leku. Materiat o takim samym skiiagiz
o wioknach utaonych réwnolegle uwolnit okoto 7,5% leku. Réwhieie zaobserwowano
pocatkowego wyrzutu, a profil uwalniania miat postiniowo zalezng od czasu. Zdgia
mikroskopii elektronowej materiatdw po uwalnianiue nwykazaly zadnych zmian

w morfologii nanowtokien.
1.5. Modele uwalniania lekow

Niewatpliwe korzysci terapii opartej na systemach kontrolowanego oiaalia lekow
oraz znacgcy postp w dziedzinie technologii informatycznych, skignibadaczy do
siggniecia po maliwosci projektowania i optymalizacji stosowanych w takisystemach
materiatbw metodami komputerowymin( silico). W roku 1961 ukazata ¢sipraca
Higuchiego [80] prezentgga najczsciej obecnie wykorzystywane rownanie do opisu

uwalniania lekéw z ptaskich, litych materiatdw. \izpiejszym czasie wprowadzono wiele
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modyfikacji biogcych pod uwag porowatd¢ materiatu jak rownieinne geometrie. Ogdl
powstagce modele matematyczne uwadhiagce wiele wanych aspektoéw transportu
lekéw staly sp podstawowym naegdziem w projektowaniu systeméw uwalniania lekow.
W roku 1981 Langer i Peppas przedstawili usystermatany przegid rodzajow systemow
uwalniania w rozrénieniu na mechanizmy limitgge transport sktadnika [80]. Systemy
uwalniania podzielono na kontrolowane przez: dyfuzy samym materiale oraz przez
membrag), degradagj nasnika, pcznienie materiatu oraz ceckipdowiskowe (zmiana pH
lub temperatury). Petna lista parametrow, ktoreaygbrzeanalizowapodczas poszukiwia
potencjalnego mechanizmu lub mechanizméw kontgojigh uwolnienie leku jest znacznie
wigksza [81].
Z punktu widzenia uwalniania leku z nanowtokiemist jest analiza:

» zwilzalndéci materiatu,

» szybkdaci penetracji érodka (wody) w materiale,

» tworzenia porow w momencie kontaktu z wpd

» tworzenia gknig¢ materiatu podczas uwalniania,

» wspotczynnika dyfuzji ktérego waré maze zmienig si¢c w czasie i by zalezna od

kierunku uwalniania,
* ewentualnego wyspienia konwekcji (naturalnego lub wymuszonego naesz)
w osrodku,
* wielu innych specyficznych aspektow zwanych z procesami chemicznymi

I fizycznymi w samym materiale.

Z uwagi na zteonas¢ zjawisk, liczne efekty spezone oraz ogsto brak precyzyjnych
danych fizyko-chemicznych charakterygmych konkretny system uwalniania leku,
kompleksowa analiza wszystkich czynnikbw wplyyegich na dynamik procesu
uwalniania leku jest easto niemaliwa. Mimo to, nawet uproszczone modele matematyczn
dajg mozliwo$¢ oszacowania czasowych zmiagzshia uwalnianego leku w materiale,
a w przypadku bardziej skomplikowanych modelizealprzestrzenne zmianyesénia.
Umozliwia to przéledzenie transportu leku, okfenie mechanizmoéw limitggych
szybka¢ uwalniania, a nagpnie postulowanie zmian koniecznych do zoptymalaowa
tego procesu. Analiza parametryczna materiatu gtehkgeometrii, poctkowego s¢zenia
leku a take wspoétczynnikéw transportu w konkretnych tkankpobwala zoptymalizowa

material do okrdonego zastosowania. Prognozowanie szybkawalniania substancji
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aktywnej z systemow podawania lekow osziza koszty oraz czas przeprowadzanych

eksperymentow.
1.5.1. Modele empiryczne i pét-empiryczne

Matematyczne modele empiryczne i pot empiryczneupfenajprostsze i najszybsze
podejcie do opisu uwalniania lekéw. W wielu przypadkatle uwzgédniajp zjawisk
fizycznych i chemicznych zachagtz/ch podczas uwalniania z matrycy polimerowej. Nie
nadaj sic wobec tego do analizy doiowej uwalniania z systeméw ozdych parametrach
materiatowych (stzeniu pocatkowym leku, porowatéci materiatu). Réwnania te powstaty
w oparciu oscisle okreglone zataenia, ktdre powinny hyzweryfikowane dla konkretnych
poddanych analizie przypadkéw. Z modeli empirycingajczsciej korzysta si podczas
analizy poréwnawczej profili uwalniania dla pojedgego parametru np. stalej szykio
uwalniania. Ze wzgdu na swaqj prostot mogs pomoéc wstpnie okrélic mechanizm
uwalniania. Zdolné&¢ szacowania szybkoi uwalniania z gyciem tego typu modeli jest
stosunkowo niska.

W najprostszym przypadku, proces uwalniania lekuzmao opisé kinetyka
zerowego lub pierwszego edu. Kinetyly zerowego rgdu przedstawiano #dorodne
systemy uwalniace lek ze stat szybkaciag, na przyktad uwalnianie leku
przeciwnowotworowego karmustyny z polimerowych wa&liadel® [82]-[84]. W tym
przypadku istotha byta obserwacja proporcjonsdnoszybkdci erozji materialu do
powierzchni uwalniania. Zainspirowato to Langer&][8o bada nad nowymi polimerami
z grupy bezwodnikow. W przypadku tych polimerow zao wafli byla procesem
kontrolugcym uwalnianie statej ikei leku przeciwnowotworowego w czasie. Masa
uwolniona z materiatu po czasie t, ze gtwtybkdaci zerowego rgdu k, mae by wtedy
przedstawiona prostym réwnaniem:

M, = kt (1.1)

Kinetykg pierwszego radu opisywane & procesy, ktérych szybké zaley od
stezenia uwalnianej substancji obecnej w materialetgSpmoporcjonalnéci jest stata
szybkaci pierwszego rgdu k, za M., to catkowita masa substancji obecna w materiale.

Zmodyfikowane rownanie kinetyki pierwszegadn przedstawiage utamek uwolnionej

masy mana wyrazé rownaniem:

% =1 — exp(—kt) (1.2)
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Najczsciej stosowanym modelem jest zaproponowane przegd2a [86] rownanie
uwalniania substancji, ktére w ogolnej postaczmeprzedstawiwzorem:

Mt _
=k (1.3)

W zaleznosci od mechanizmu uwalniania jak i geometrigmi&ka okreélone zostaty
rézne wartdci wyktadnika n. Wartéci zaprezentowano w tabeli nr 1.1. Parametr kgeedf
uwzgkdniajca struktug nosnika zawieragcego lek. Termin dyfuzja anomalna odnosi si
do sytuacji w ktorej mechanizm uwalniania jest kamabj dyfuzji oraz gcznienia
polimeru.

Tab. 1.1. Wykladnik n w modelu Peppasa (1.3) wyargc dla rénych geometrii
i mechanizmow uwalniania [87].

Mechanizm
Wyktadnik n uwalniania
Piyta 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 €cznienie polimeru

Poréwnanie wyej wymienionych modeli przy zateniu tej samej wartgi statej
szybkdci uwalniania (k = 1.0?) oraz zastosowaniu wyktadnika pgt n = 0,5 w modelu
Peppasa przedstawiono na rysunku 1.6. Zaalma jest zmiana szybkd uwalniania
w przypadku modeli kinetyki zerowego i pierwszegedu. W pocatkowej fazie szybkéci
te g jednakowe, jednale wraz ze spadkiemegkenia substancji w materiale szylko
uwalniania maleje w przypadku modelu kinetyki pisparzdowej. Model Peppasa dla tej
samej wartéci parametru k, wykazuje zdecydowanie mniejszyistopwolnienia.

Na bazie przedstawionych modeli powstato wiele nfi@dgji uwzgledniajgcych
rozne parametry geometrycznesnika dla konkretnych mechanizméw uwalniania. W tej
grupie mana wymiené model Cooneya [88] jak réwnieHopfenberga [89]. Z uwagi na
prostot, modele te znalazty rownieszerokie zastosowanie w modelowaniu uwalniania
lekéw z nanowtékien [50], [90]-[94].
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Rys. 1.6. Poréwnanie modelissdadczalnych o kinetyce zerowego a) i pierwszeguu
b) oraz modelu Peppasa c). W obliczeniaalwono jednakow staly szybkeci uwalnianie
wynoszcg k = 11102 dla katdego z modeli. Obliczenia wiasne.

Omawiane modele charakteryzuje szereg poweh ograniczé Pierwszym
zatazeniem przy modelowaniu dyfuzji opisanej prawem Bifst sizenie leku w materiale,
ktore musi by mniejsze od stenia nasycenia. Dodatkowe zzadoia dotycz braku:
efektow brzegowych, statlego wspoiczynnika dyfuziazo braku efektéw g¢rznienia

| rozpuszczania/degradacji materiatu.
1.5.2. Modele mechanistyczne

Modele oparte na analizie zjawisk fizycznych gzginych z procesem uwolnienia
leku, biogce pod uwagm.in. doktadg geometr nasnika mazna okréli¢ mianem modeli
mechanistycznych. Podstawowymi rownaniami opsgjni uwalnianie leku g pierwsze
i drugie prawo Ficka. Oprdocz transportu molekulgmemana wyr@ni¢ inne zjawiska
kontrolupce proces uwalniania: konwekcy otaczagcym ptynie, gcznienie nénika,
desorpgj leku z powierzchni rimika, forne rozmieszczenia leku w &aiku i wiele innych.

Waznym modelem wyprowadzonym dla ukfadu transdermanegnaliwoscia
zastosowania w innych systemach uwalniania, jeshafie Higuchiego [95]. ROGwnanie
wyprowadzono z réwnania Ficka wykorzysitj odpowiednie warunki brzegowe

| uproszczenia:
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» etapem limitujcym jest transport w materiale, podczas gdy tramgpoez skég jest
natychmiastowy i mmna przyaé¢ warunek zerowego @tenia na granicy ze skor
(perfect sink conditions

* pocatkowe stzenie leku w materiale znagzo przekracza granjacozpuszczalnii
leku w materiale,

e rownomierne rozmieszczenie krysztatkdw leku w matey

* rozpuszczenie leku w materiale jest nigskaenie szybkie w poréwnaniu do
transportu dyfuzyjnego,

» stala warté¢ wspoétczynnika dyfuzji,

» brak efektow brzegowych,

* nosnik leku nie gcznieje oraz nie degraduje podczas uwalniania.

Wystawiony na kontakt ze skprozpuszczony lek, dyfunduje z warstwy najbtiej
skorze zé& spadek stzenia jest natychmiastowo uzupetniany przez rozmesze leku
Z krysztatkbéw. Stzenie rozpuszczonego leku w materiale pozostaje &thkidtugo jak dugo
obecny jest lek w postaci krysztatdéw. Higuchi wypealzit swoje réwnanie dla warunkow
pseudo ustalonych, co jest prawdziwe dla uktadowia@pcych duy nadmiar leku.
P&niejsze zmiany wprowadzone przez autora iliwity obliczenie uwolnionej masy
z innych uktaddéw o rinej geometrii. Uwolniona masa leku: M czasie t z ptaskiej ptyty

(filmu polimerowego) wyraona jest rownaniem:

M
A—t = /D(2C, — C5)Cst (1.4)
t

gdzie: M - kumulatywna masa uwolnionego leku,-Aowierzchnia kontaktu materiatu ze
skon, Co - skzenie pocatkowe leku, G- sktzenie nasycenia, D - wspoétczynnik dyfuzji.

Podobnie jak w przypadku rownania Peppasa, réwrdenanie Higuchiego jest
czesto btdnie wykorzystane w literaturze do opisu uwalnideledw z nanowtokien [87].
Wynika to gtébwnie z niespetnienia zaem przedstawionych modeli np. koniecZob
wprowadzenia leku do matrycy w formie nasyconej. uaytym rownaniu Peppasa,
z dopasowania modelu (dla systemu uwalniania w agosiptyty) do danych
eksperymentalnych autorzy [90] otrzymali wadio wykiadnika n poniej granicznej
wartasci 0,5, co nie migci sie w zatazeniach modelu (patrz. Tabela 1.1.).

Chocia transport dyfuzyjny asto peini decyduaga rolg w procesie uwalniania
lekéw, wystpuja tez inne mechanizmy wplywage na ogdlny opis transportu leku. Taki
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rozszerzony opis przedstawjaponizsze réwnania wyprowadzone przy rasiacych
zatazeniach [96]:
» transport dyfuzyjny jest najwolniejszym proceseansiportu sktadnika,
* wspotczynnik dyfuzji jest staty,
* W otoczeniu materiatu wygbuja warunki doskonatego wymieszania, gdzigeshie
sktadnika w plynie jest rbwne zero,
* materiat z ktérego zbudowany jestsnik nie pcznieje w czasie uwalniania lub
pecznieje stosunkowo szybko ggajac stan réwnowagi,
* materiat z ktdrego zbudowany jestsnik nie eroduje,
» opdr transportu masy wynikgy z powstania niemieszanej warstewki granicznej

jest do pomingcia.

W przypadku systeméw kontrolowanych wgznie przez dyfuzjzmiarg stzenia

w czasie opisuje drugie prawo Ficka [97]:

%c_ D<62C+62C+62C> (1.5,
ot ox dy 0z ’
gdzie: C - sizenie leku, D - wspétczynnik dyfuzji, x, y, z - wdpedne.

Geometria systemu uwalniania lekbw ma zgagavptyw na kinetyk uwalniania.
Rozwigzanie rownania (1.5) dla materiatu w ksztalcie kilgsptyty (filmu polimerowego)
z pocatkowym stzeniem leku poriej stzenia nasycenia, moa przedstawiw postaci

réwnania [97]:

M, 8 « 1 D(2n + 1)%mt
M, T FZ; (zn+ 1z P <_ 12 (1.6)

gdzie: M - kumulatywna masa uwolnionego leku,M catkowita masa zamkgta w
materiale, L - grub& polimerowego filmu, D - wspotczynnik dyfuzji, tzas.
W przypadku uwalniania z @oika w ksztatcie cylindra (uwzgdiniony radialny

I osiowy transport leku), rownanie uwalniania matpo[98]:

M _ 32\ 1 @, Z _G@pr1rn L
M, ~ mligg P\~ RZ p +1)2 H? (.7
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gdzie: g - pierwiastek funkcji Bessela pierwszegedu [b(gn) = 0], R - promié cylindra,
H - dtugas¢ cylindra.

W zaleznosci od budowy nénika rozr@nia st tu dwa typy systemow uwalniania:
homogeniczny (monolityczny), gdzie lek rozpuszcz@st w catej olgjtosci nosnika oraz
otoczony membranw ktorym lek znajdujcy si w rdzeniu dyfunduje przez osnew
kontrolujgca szybka¢ procesu. Uwalnianie z ptaskich polimerowych filim@stonetych
przepuszczatpn dla leku membrap zwanych réwnig materiatami z rezerwuarem leku
(reservoir systein z lekiem o sfzeniu mniejszym od stenia nasycenia nioa przedstawi

réwnaniem [96]:

M _ 1 —exp (— %> (1.8
Mo VL
gdzie: A - catkowita powierzchnia polimerowego fumD - wspotczynnik dyfuzji,
K - wspoétczynnik podzialu masy leku pogdey rezerwuarem a polimergwnembran,
L - grubc¢ membrany, V - olgtos¢ rezerwuaru.

Uwalnianie z rdzenia materiatu w ksztaicie cylmdtoczonego membrafosnove)
mozna przedstawiréwnaniem [96]:

Me _ (RyH + RoH + 2R, R,)DKt
M, P RZH(R, — Ry)

(1.9

gdzie: R - promiex rdzenia, R - promiex catkowity widkna, H - dlug& widkna.

Powyzsze réwnania wyprowadzono w oparciu o zalie stalej warti
wspotczynnika dyfuzji leku w materiale. €0 obserwowana jest zates¢ wspotczynnika
od pota@enia np. podczas erozji czyztpecznienia materiatu. Dla takich przypadkéw brak
jest analitycznych rozwran, a proces uwolnienia leku okia si stosugc metody
numeryczne.

Pecznienie nénika leku mae by jedynym mechanizmem kontrodgym szybkeéc
procesu uwalniania. W momencie kontaktu z ptyneemetruje on ninik doprowadzajc
do jego spcznienia. Wzrasta droga dyfuzji gsteczek leku przemieszczeych sé
z naénika do otaczagego ptynu, zazmniejszeniu ulega sita nggowa procesu transportu.
Wzrasta jednate ruchliwG¢ czasteczek w nageczniatym naéniku zwiekszapc szybkd¢
uwalniania substancji. Modelowanie systemoéw uwalisiagdzie gtbwnym mechanizmem

limituj acym szybké¢ uwalniania jest gcznienie materiatu mima przeprowadziz wzyciem
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rownaa kinetyki uwalniania zerowego lub pierwszegozdu zaproponowanych przez
Peppasa [81].

Innymi mechanizmami kontrolagymi uwalnianie mogby¢ degradacja lub ogdlniej
erozja materiatu. Degradacja matrycy polimerowéd¢ga na rozpadziedauchow polimeru
na mniejsze fragmenty: oligomery i monomery. Erozjateriatu to proces utraty masy
Z matrycy, opisywany szerzej aali degradacja fecucha polimeru. Mze to by rozpad
materiatu na mniejsze fragmenty, aszaklegradacja tecuchow polimeréw do monomeréw.
Wyr6znia st dwa typy erozji materiatu: powierzchniowy oraz gibjciowy. Erozja
powierzchniowa wyspuje kiedy penetracja wody watp materiatu jest znacznie wolniejsza
od rozpadu tacuchow polimeru na mniejsze odcinki. W rezultacéstpuje degradacja
wierzchniej czéci materiatlu otoczonej ptynem. W przypadku gdy pexga wody jest
znacznie szybszamniozpad tacuchow polimeru na fragmenty, mamy do czynienieozjg
objetosciowg wystepujaca w catej matrycy polimerowej. Najprostszym réwnamigo opisu
erozji powierzchniowej jest wyganie przez kinetykpierwszorzdows, jednake z uwagi
na przypadkow& procesu, stworzono modele oparte na metodzie Moat. Metoda ta
zostata palczona  dyfuzyjnym transportem skiadnika z polimerow nagnikéw.
Otrzymany model poréwnano z danymidiadczalnymi uzyskuaic bardzo dokyzgodndé
profili uwalniania [81].

Model mechanistyczny procesu desorpcji lekow zipmehni poréw nanowtdkien
przedstawit Srikar i in. [49]. Wksza¢ modeli przyjmuje dyfuzj jako limitujgcy etap
uwalniania leku, co powinno w kdym przypadku doprowadzdo catkowitego uwolnienia
leku w okr&lonym czasie. Autorzy sugerujz uwalnianie leku nie zahy od dyfuzji
w matrycy polimerowej, ktora jest bardzo wolna,zlemd desorpcji z poréw obecnych
w nanowtdknach i powierzchni zewtnznej widkien. Z powyszych zataen wynika, ze
uwigziony w matrycy polimerowej lek nie by uwolniony jedynie na drodze degradaciji
polimeru, ktora w przypadku dwutygodniowej skalasawej nie jest obserwowana. Model
uwalniania z poréw nanowidkien zakladae efektywny wspotczynnik dyfuzjiDert
W nanoporze jest znacznie mniejszy od wspotczyndigazji D w wodzie przez co pole
stezenia leku w nanoporze jest pseudo stacjonarne.n@t@wiokien uwolnienie leku

z powierzchni nanoporéw mpa okréli¢ rownaniem [49]:

G _ [, ™t (1.10;
Moo P78 T
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gdzie: G - masa uwolniona po czasie t,qdM- calkowita pocztkowa masa leku,
a - wspotczynnik nanoporowaioi, zalezny od stézenia polimeru i jego masy molowej,
7 = L?%/Dett gdzie L to dtugé¢ nanopora. Charakterystyczny czas uwalniania zwigkoen

1r zalezy od parametréow procesu desorpcji charakteggmagh medzyczsteczkowe

wigzanie czsteczek leku do polimeru w obedobwody. Sid tez parametr ten powinien
zalee¢ jedynie od chemicznej natury oddziatfwaczgsteczki leku z polimerem
odpowiedzialnej za proces adsorpcji - desorpcpoaierzchni nanowitokien.

W przypadku tworzenia i mikropeknig¢ utatwiapgcych uwolnienie leku lub
pojawiania s nowych nanoporow na skutek wymywania majsteczkowego polimeru,
proces uwalniania leku moa opisé przez superpozygjdwoch rowna desorpcji (1.10)
[28]. Wyrdzni¢ mazna dwa parametry nanoporowstboraz charakterystycznego czasu
desorpcji. Pierwszy parametr nanoporoweitoodpowiedzialny jest za pory powstate
w czasie elektroperizenia nanowtdkien, drugi gaza pory i mikropkniecia powstate

podczas uwalniania leku z materiatu [28]:

S L] g L (1.19)
Myy a4 exp 8T a, exp 8T, )

Dwustopniowy model desorpcji zastosowano w [28pdeny uwalniania rodaminy
B i ryboflawiny z niedegradowalnego polimeru PEMieszaniny biodegradowalnego
biatka sojowego z poliamidem (nylon 6) zawigcgch matoczsteczkowy polimer PEG.
W odr&nieniu od relatywnie wolnego procesu elektrepgeenia, w tym przypadku
zastosowano technikvydmuchu nanowtdkien z roztworu polimeru.

Model oddziatywania poradzy lekiem a matrycnasnika leku zaproponowat Zeng
i in. [99], [100]. Trojparametrowy model uwzglniajgcy odwracalne vdzanie lek-nénik
I pierwszorzdowg Kkinetyke uwalniania wyprowadzono dla przypadku uwalniania
z liposoméw. Analityczne rozwkanie uktadu rownazastosowano nagtnie dla innych
nosnikow: nanokapsutek, nanagstek, nanowtokien monolitycznych i typu rdzeosnowa.
Przedstawiony model mie postiy¢ analizie wptywu skfadu i formy nanofika (masy
molowej polimeru, uktadu rdaeosnowa, obecrioi krysztatow leku) jak rowniewtasngci
materiatu (wielkéci nanoporow, hydrofobowei) oraz impulséw zewsrznych (zmiana
pH, temperatury). Rozwzanie uktadu réwnardzniczkowych dla odpowiednich warunkéw
pocatkowych i brzegowych mima przedstawi w postaci réwnania kumulatywnego
uwolnienia leku [99], [100]:
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Moo A=) 1y oepen]
My = (o + Kom) (o —2)
A (s — ko)
(o + Kom) O =)

gdzie: M - masa leku uwolniona w czasie t, o Mcatkowita masa leku w Koiku,

(1.12)

[1—exp(=A;0)]

A2 = [kg + Kon + Kogr \/ (ks + kon + Kogr)? — 4kskoge/2 to wartdci wkasne rozwgzy-
wanego uktadu rowma ks — stata proporcjonalsoi, kon — wspotczynnik przyczania leku
do powierzchni nénika, ki — wspoétczynnik odiczania leku od powierzchni fruka.

Dla przypadku kiedy wspétczynnik agizenia (desorpcji) leku od frka jest
znacznie wgkszy niz wspoétczynnik przydczenia (adsorpcji) wtedy wkszas¢ leku znajduje
sie W postaci niezwjzanej z polimerem i etapem najwolniejszym jestdpamt dyfuzyjny
i konwekcyjny. Rownanie (1.12) moa wtedy upréci¢ do postaci rownania kinetyki
pierwszego rgdu [99], [100]:

M: _ 1t K 113
i, = (1~ exp(kD)] (1.13

Jali etapem limitupcym uwalnianie leku jest desorpcja i adsorpcja lela
powierzchni nénika wtedy [99], [100]:

lv[t koff kon
— = ———+—[1 —exp(—kst)| + —————
Mo~ (kon + ko) 1+~ PRI G0

Autorzy [99], [100] wykorzystali powssze réwnania do analizy 60 profili

[1 — exp(—Kofrt)] (1.14

uwalniania z 16 typow rioikdw lekdéw. Dopasowanie modelu do profili uwalrneiekow
przeprowadzono dla nanowtokien PLLA z doksorubicypnaz nanowtokien PLC i PCL-
hydrazel z biatkiem BSA. Niecatkowite dopasowanie otrzymavylacznie dla nanowtdkien
PCL-hydrael, gdzie po czasie 20 dni od rozpgaa uwalniania nagpit wzrost szybkéci

uwalniania spowodowany degradabydrazelu.
1.5.3. Modele numeryczne

Skomplikowana struktura systemow uwalniania lekowmaga wykorzystania
obliczen numerycznych dla uktadéw rowfmeaczastkowych opisujcych transport masy.
Najczsciej modele te wykorzystywano w roziasmiach nad uwalnianiem lekow
z porowatych tabletek, ktdrych geometria nie pozealna zastosowanie rozmen

analitycznych. Tzafriri [101] skorzystat z metodyementéw skaczonych do opisu
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uwalniania z degradagej matrycy. Katalizowany enzymatycznie hydrolitygzrozpad
polimeru opisano z wykorzystaniem kinetyki MichaaliMentena. Zalkenie odwracalnego
wigzania leku z powierzchginosnika byto stosowane w modelach uwalniania lekéw ze
stentéw pokrytych polimerowym #éoikiem z lekiem [102], hydreelu [103], [104], oraz
widkien [105].

Rd&zniczkowy bilans masy w cieczy mma przedstawirownaniem:

0Cx

ac
=€+ V- (UCg)e = V- (DVCp)e a_tA(l —€) pp — Rg (1.15)

gdzie: G - skzenie leku w plynie,e - porowatd¢ materiatu,u - predkos¢ ptynu,
D - wspotczynnik dyfuzji leku w ptynie, £- skzenie leku w néniku polimerowym,
pp — QBStas¢ wiasciwa matrycy polimerowej, R- szybkd¢ zaniku leku na skutek reakc;ji
biochemicznej (eliminacja leku).

Zmiana sizenia leku w matrycy polimerowej opisana jest rowean

ac ,
(’)_tA = kads(C,rAnaX - CA) ’ CB - kdesCA (1'161
Przytoczony powsej model sorpcji i transportu substancji w materipbrowatym
mozna zaadaptowa do konkretnych przypadkéw uwalniania lekow, dobjgr
odpowiednio do rozwanego przypadku i zadanej geometrii uktadu warpokiztkowe i
brzegowe. Przedstawiony model wykorzystano w datszgci pracy do opisu uwalniania

substancji z nanowtékien.
1.6. Los leku w ustroju

Po podaniu leku w organizmie zachodzi szereg peektore mana uszeregowa
w trzy podstawowe fazy: farmaceutygzfarmakokinetyczgoraz farmakodynamiczri3].
W pierwszej fazie, z punktu widzenia niniejszejqyraajistotniejszej, analizie poddawane
jest zjawisko uwalniania substancji leczniczej dwostpci gotowej do wchioecia do
krwioobiegu lub tkanek. Na szybioi stopier uwolnienia substancji aktywnej ma wptyw
wiele czynnikéw. W ogoingei szybkd¢ uwalniania zalgy od postaci leku i dla przypadku
nanowtokien polimerowych, czynniki wplywgje na uwolnienie substancji aktywnej
przedstawiono w rozdziale 1.3. Z piery$aza uwalniania zwdzany jest termin dogbnaosci
farmaceutycznej leku, okikajacy mierzon w warunkach laboratoryjnych #é6 uwolnionej

substancji aktywnej w stosunku do catkowitej datekisubstancji.
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W kolejnej fazie nagpuje szereg nagiujagcych po sobie proceséw: wchianianie,
dystrybucja, metabolizm i wydalanie leku z organizriVchfanianie substancji aktywnej
polega na przéfiu leku od miejsca podania do krwioobiegu i w pmagku
ogOlnoustrojowego podania leku, wymaga piaejleku przez btony biologiczne. Szylko
tego procesu zatg m.in. od wigciwosci fizykochemicznych leku. Dgki otrzymanym
wynikom z przeprowadzonych badéaboratoryjnych dotyegych szybkéci uwalniania
I wchianiania mana obliczy¢ dostpnas¢ biologiczry, czyli ilos¢ substancji aktywnej jaka
z podanej dawki dostataesido krwioobiegu. Podstawowym parametrem opisyn
farmakokinetyk leku jest AUC &rea under the curyestanowsacy warta¢ pola powierzchni
pod krzyws stzenia leku w osoczu. Dodatkowymi parametrami kinetyeni jest stzenie
maksymalne i czas po jakim zostato onmgsicte. Kolejnym procesem jest dystrybucja
leku w organizmie poprzez transport z kfwbsoczem do miejsca dziatania leku. Z uwagi
na r&na ilos¢ i szybkaé przeptywu krwi przez poszczegolne tkanki, rozmigsnie leku
w organizmie mge by nierbwnomierne. Etapem towarzgegm mae by
magazynowanie leku. Pierwszednym celem organizmu po podaniu leku jest wydalenie
go z ustroju. Metabolizm leku przebiega gtéwnie wstrabie, w ktérej zachodzreakcje
enzymatyczne prowadee do zmian w dziataniu leku: przeksztatcenia dcstgo
toksycznej, przeksztatcenia z postaci nieaktywreejalitywnej (podawanie proleku) lub
dezaktywaciji leku i jego uswtia. Metabolizm wkszaci lekow sklada si z dwdch
etapéw. W pierwszym etapie dochodzi do utleniewigtochromy CYP 450), redukcji,
dealkilacji lub hydrolizy leku, sttagcym przygotowaniu substancji do etapu drugiego.
W kolejnym etapie enzymy spigajgce pomagajwytworzyc z substancji metabolizowanej
latwo rozpuszczalne w wodzie koniugaty eliminowageez nerki. Wanym z punktu
widzenia farmakologii terminem jest czas poéttrwaldku w organizmie, wytsony jako
czas po ktérym stenie leku we krwi spadnie o potewDzicki jego wartdci mazna okréli¢
czy zmiana we witassoiach leku spowodowata zmiamw jego dystrybucji i eliminacji
Z organizmu.

W fazie farmakodynamicznej opisywany jest molekoyamechanizm dziatania leku
czyli jego wplyw na funkcjonowanie komoérek i tkangBelem molekularnym dziatania
lekbw mae by dziatanie specyficzne lub niespecyficzne na remgpbtonowe, kanaty
jonowe umieszczone w bionach, kwasy nukleinowe ¢y enzymy Kkatalizujce
metabolizm. Istotnym elementem tej fazy jest rOwrokreslenie molekularnych podstaw

efektéw toksycznych towarzygzych terapii. W fazie farmakodynamicznej obserwoavan
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jest odpowied farmakologiczna na podany lek. Przy spetnieniu mpeh zatden,
odpowied farmakologiczna mae by wykorzystana do pomiaru dephasci biologicznej
tam, gdzie nie ma nitiwosci okreslenia stzenia produktu leczniczego.

Waznym aspektem z punktu widzenia baddinicznych jest korelacja uwalniania
w warunkachin vitro i in vivo. Idealnym rozwjzaniem jest opracowanie metody
eksperymentalne] symuligej warunki panujce w zywym organizmie. Korelacja na
poziomie ,,A” to relacja punkt do punktu pogdzy wskanikami (np. profilami uwalniania
leku w czasie) w warunkadim vivoi in vitro. Pokrywanie si profili uwalniania daje liniow
korelacg, dziki czemu stosuc metody konwolucji z danycim vitro mazna przewidzié
stezenie leku w osoczu, pole powierzchni pod krzyWJC czy te: skezenie maksymalne.
W przypadku systemow uwalniania lekéw dzig¢égich miejscowo, standardowe metody

okreslania korelacji § odpowiednio modyfikowane.
1.7. Podanie lekow do moézgu

Gtownym celem obecnej pracy jest stworzenie aktywnych opatiw dla
osrodkowego uktadu nerwowego. Dostarczenie lekéw dodkowego uktadu nerwowego
(central nervous systgmma drodze ogolnoustrojowego podania jest zadarremmym
z uwagi na obecr$¢ bariery krew-mo6zg. Jedynie leki matgsteczkowe, rozpuszczalne
w ttuszczach i niektore biatka mpgwobodnie przechodzia barieg. W wielu przypadkach
stosowane ginwazyjne metody podania lekdw uniethiwiajace chemiczne rozerwanie
bariery krew-mo6zg lub implantacjmateriatdbw dozujcych leki. Due zainteresowanie
naukowcow skupito gina systemach podawania lekéw przez kanildzupca (CEDD -
Convection Enhanced Drug Delivgryastosowanie tej metody wymaga przeprowadzenia
bada obrazugcych potaenie guza mézgu, doprowadzenia kaniuli i infdeku w miejscu
wystepowania guza. Metoda ta jest nadal w fazie ekspenydw lecz przewiduje sijej
duza przydatné¢ w leczeniu pacjentéw z glejakiem wielopostaciowgny tez choroly
Alzhaimera.

Osrodkowy uktad nerwowy wspéttworzy jednostka celmaa mozgowie oraz rdae
kregowy. M6zgowie mena dalej podzieti na kresomozgowie (dwie poétkule dzied s¢ na
ptaty), miedzymdzgowie srodmdzgowie, tytombdzgowie oraz rdzerzedhizony. Gsrodek
ten zbudowany jest z istoty szarej (komorki nerwowglejowe, naczynia krwiorime
i tkanka hczna) oraz biatej (komorki glejowe oraz widkna newwe - neuryty). Funkej

ochronmn dla grodkowego uktadu nerwowego pedriosci czaszki oraz kigostup a take
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trzy btony pokrywajce OUN (wymieniane od zewtnz): opona twardadura matey,
pagczyndwka @rachnoided oraz opona mgkka rdzenia przylegaga bezpérednio do
tkanki mozgowej fia mate). Pomedzy oporm pagcza a opom mickka wyskpuje
przestrzé podpagczyndwkowa wypetniona ptynem mobzgowo-rdzeniowymynPken
cyrkuluje w komorach i przestrzeni podgagyndéwkowej amortyzyc mézgowie. Peni
rowniez funkcje transportujca przede wszystkim dla hormonow azakusuwa metabolity.
Wydzielany jest w splotach naczyniowkowych komérchwoych i komory trzeciej
z szybkdcia okoto 24 ml/h, catkowita objos¢ ptynu u dorostego cztowieka wynosi od 100
do 250 ml. Wchionicie ptynu mézgowo-rdzeniowego z jamy podjgayndéwkowej do
uktadu krwiondnego nasipuje w strukturze ziarnis§oi pagczynowki wzdti zatok opony
twarde;j.

Rozbudowana stenaczy krwionasnych przenika erodkowy uklad nerwowy aby
dostarczy odpowiedni ilos¢ glukozy oraz tlenu i odeb¢gprodukty przemiany materi.
Objetos¢ uktadu kpzenia w catej olgtosci mozgowia stanowi okoto 3%. Sepakac]
pomicdzy naczyniami krwionénymi i ptynem zewntrzkomorkowym stanowi bariera krew-
mdbzg. Stanowi ondcisly struktue polgczonych komoreksrodbtonka fight junction
otaczajcych cay sciane naczyr krwionasnych. Uniemdaliwia ona przedostanie ¢ido
przestrzeni zewgirzkomorkowej mdézgowia substancji rozpuszczalnyctvadzie (biatek)
a takee bakterii (umaliwia transport glukozy). Identyczna bariera znggdse pomidzy
naczyniami krwionénymi a ptynem mézgowo rdzeniowym.

Centralny uktad nerwowy zbudowany jest z dwdch gigeh typdw komorek:
neurondw i komérek glejowych. Neuron zbudowany yestta komorki oraz odchogizych
od niego wypustek (neurytéw): diugiego aksonu itkidh dendrytow. Si€ neuronow
komunikuje s¢ ze sob poprzez synapsy. Dendryty stangvdilnie rozgajziong czesé
komorki nerwowej zak@czory synapsami i przenoszinformacje od innych komérek
nerwowych w kierunku ciata komorki. Aksony przenpsmformacje z ciata komorki
w kierunku synapsy i dla szybszego przewodzeniaulsypmog by¢ pokryte otoczk
mielinowa, tworzory przez oligodendrocyty. Ze wzglu na petnione funkcje i struktur
mozna je sklasyfikowéna r@&ne sposoby. Rozmiar ciata komérkowego ludzkiegooraw
masrednic; okoto 20 um, zadtugas¢ aksonu wynosi od okoto 0,2 um do kilku metréw dla
neuronéw sensorycznych.

Komoérki glejowe (neuroglej) nie pelpibezpdrednio funkcji przekazywania
informacji, lecz okrélone typy tych komorek gs wyspecjalizowane w konkretnych
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dziataniach umdiwiajacych funkcjonowanie komoérek nerwowych. Wspottwprane
bariee krew-moézg, tworz otoczki mielinowe aksondéw, wytwaraapraz wychwytu
neuroprzekaniki oraz petny istoty role w przenoszeniu substancji avczych do
komoérek nerwowych. Komérki gleju moa podziekk na: mikroglej i makroglej. Mikroglej
odpowiada na infekcje i uszkodzenie tkanki nerwowezechodzi on z formy spoczynkowej
do aktywnej, czemu towarzyszy proliferacja i migaamikrogleju w obgb uszkodzonej
tkanki. Na makroglej sktadapie cztery gtowne typy komorek: astrocyty, oligoderayry,
glej radialny oraz komorki ependymalne. Rola i faokowanie komérek makrogleju
w centralnym érodku jest duo bardziej ztaona, szczeg6towe informacje pma znalec

w literaturze [106], [107].
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Rys. 1.7. Rysunek komorki nerwowej Purkiniego idkekziarnistych z nidzku gokbia,
przedstawiony przez Santiago Ramoén y Cajal r. Instytut Cajal, Madryt, Hiszpania.
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1.7.1. Uszkodzenie mbzgu

Jedny z najbardziej istotnych przyczyn zaged zdrowia izycia wspoétczesnych ludzi
na catymswiecie, po chorobach naczyniowych i nowotworachajgssie uszkodzenia
mdzgowo-czaszkowe w wyniku urazéw.¢Sts¢ wystepowania urazéw wynosikoto 1,7
min rocznie w USA [108]. Okoto 50 tys. oséb umieza 275 tys. wymaga hospitalizacji.
Wymagaj oni rowniez dlugotrwatego leczenia farmakologicznego, pogswapc koszty
swiadczeé spotecznych i obgrajgc system opieki zdrowotnej. Pacjentow pezkich
i rozleglych urazach gtowy w wyniku wypadkow bardemsto nie udaje giuratowa
z powodu porzenia grodkdw pnia mozgu regulagych podstawowe czynsa zyciowe,
za$ ci ktorzy przeyli sa w wigkszasci skazani na trwate inwalidztwo w konsekwenciji tak
pierwotnych, jak i wtornych urazbw mozgu. Stan pathw ulega zazwyczaj poprawie
w pierwszych 6-12 miestach po zdarzeniu, jednak u wielu 0oséb utrzynsigi dlugotrwate
negatywne nagpstwa wynikle z uszkodzenia tkanek moézgu, np. udz&oie nerwdw
czaszkowych, poegnia i niedowtady, zaburzenia mowy oraz ppstwa powodujce
chorolz Alzheimera, chorap Parkinsona czy fepadaczk [109], [110]. W wyniku
uszkodzenia tkanki nerwowej wskutek zd@raeechanicznych lub chirurgicznych dochodzi
do uruchomienia kaskady zmian prowadzh do neurodegeneracji i atrofii moézgu [106].
Obserwacja zmian w tkance mozgowej wpsifacych w diugim czasie po urazie ma
zasadniczy wplyw na poznanie procesow odpowiedgializa wtorne uszkodzenie mézgu.
Badania prowadzone na modelu zwiesam z chirurgicznym uszkodzeniem modzgu
(Surgical Brain Injury - SBl pozwalag na obserwacje zmian na poziomie komoérkowym
I subkomorkowym. Wskutek uszkodzenia przerwanaagesintegralné¢ osrodkowego
uktadu nerwowego i bariery krew-mézg pozwatajna przedostanie ¢sialbumin,
fibronektyny i fibrynogenu do parenchymy [106]. @manie integralnici bariery krew-
mdbzg nasipuje z powodu mechanicznych uszkatlzeaczyv krwionasnych i dziatania
wolnych rodnikow. W kilka godzin po urazie, gbrmdzgu infiltrup leukocyty, monocyty
oraz makrofagi. Komorki mikrogleju i astrocyty migg w obreb uszkodzenia lub %e
proliferujg w miejscu uszkodzenia, naptije produkcja cytokin a tak fagocytoza
uszkodzonych eZci tkanki. Astrocyty tworz blizng glejows, po ktérej rozpadzie dochodzi
do wtdrnej neurodegeneracjgmierci komorek nerwowych. 24 godziny po uszkodzeniu
kory m6zgowej obserwowana byta nekroza komorek oesyeh, za w p&zniejszym czasie
slady apoptozy neuronéw [106]. Obserwacja tkanki gmdzej po 6 i 12 miegtach
wykazata,ze defekty powstawania nowych naazirwionosnych i destabilizacja blizny
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glejowej doprowadzity do utraty znacznej ¢f@ tkanki mobzgowej [106].

Zapobieganie tego typu procesom jest gibwnym celealbecnej pracy.
1.7.2. Transport leku w mézgu

Przestrzé miedzykomorkowa wypetniona ptynesgrodmigzszowym to wzajemnie
przenikajce st waskie kanaty pomidzy komoérkami umdiwiajace transport wielu
sktadnikbw w obgbie mozgowia. Pomimo matych rozmiarow kanatéwdie 20-60 nm,
zajmuje ona okoto 20% afipsci moézgu [111], [112]. Pwedniczy w komunikacji
komoérkowej jak réwnig transporcie sktadnikédw agiwczych i metabolitéw. W wielu
pracach dotyccych dyfuzji substancji w przestrzeni zenzkomorkowej, przestrzets
traktuje s¢ jako cgrodek porowaty. Wyrini¢ mazna struktury state (komorki nerwowe
i glejowe) oraz przestraen ktérej nasipuje przeptyw sktadnika. Heterogeniczna struktura
mdbzgu rani sie w zalenosci od lokalizacji. Istota szara ma maprzenikalné¢ lecz
jednoczeénie jest bardziej jednorodna i izotropowa. Istdtdebw ktorej znajduj sie widkna
nerwowe jest anizotropowa ale jednagcre ma dug przenikalné¢. Wskutek urazu tkanki
mdzgowej czsto obserwowany jest wzrostdtm ptynu w tych strukturach i pojawieniessi
obrzku mézgu. Transport leku w aflmie tkanki mézgowej jest procesem zaym i ma
na niego wptyw wiele czynnikéw fizycznych i chemigzh [113]:

» dyfuzja w przestrzeni radlzykomorkowej,

» odwracalne i nieodwracalne yzanie z matryg zewrgtrzkomaorkow,

» degradacja przez enzymy,

» aktywny lub pasywny transport do komoérekamkowego uktadu nerwowego,
» dyfuzja i konwekcja wewdtrz cytozolu komoérkowego,

* wychwyt leku do gdra komérkowego,

» eliminacja w krwioobiegu,

» przeptyw leku w przestrzeni gdzykomaorkowej wskutek pojawieniagsbbrzku
* anizotropia tkanki.

W literaturze znanegsdwa r&ne podejcia do opisu transportu w tkance mézgowej:
model sztywny oraz poroelastyczny. Pierwszy z maktada izotrogi i homogeniczn&
tkanki 1 dotyczy gtdwnie transportu dyfuzyjnego. kMgek ziazonasci struktury
modelowanie infuzji ptynu do tkanki mézgowej i pajenia st przeptywu w tkance
wymaga stosowania metod numerycznych dla rgzaviia rowna transportu leku [111].
W drugim przypadku do opisu transportu leku uwdgla s¢ elastyczné tkanki
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mobzgowej. Taki opis stosowany jest gtownie w praipawystpienia deformaciji tkanki
mozgowej wskutek pojawieniagsbbrzku mozgu lub infuzji ptynu z lekiem mete CEDD
[114]. W niniejszej pracy ograniczoncesio modelu sztywnego w ktérym analizowano
dyfuzje i eliminacg uwalnianego skladnika.



Rozdziat :

Materialy i metody

2.1. Polimery i rozpuszczalniki
Do przygotowania nanowtdkien w pracy wykorzystaastpujace polimery:

* poli(L-laktyd-co-karolakton) (PLC, zawieragy 70% L-laktydu i 30%
kaprolaktonu) Purasorb PLC7015, Corbion Purac, 2ot BV, Holandia,

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

» poli(L-laktyd) (PLLA), Purasorb PL18, Corbion Par&iochem BV, Holandia,

* poli(tlenek etylenu) (PEO, M= 400 000) Sigma Aldrich, Polska.

W kazdym przypadku polimery rozpuszczane byty w mieszianchloroformu (CHG|
POCh, Polska) i N,N-dimetyloformamidu (DMF, POChglgka). Jako punkt wygiowy
stosowano roztwory o gteniu 9% wag. polimeru w mieszaninie DMF:CHG®I1.W celu
optymalizacji jakéci elektroprzdzenia zmieniano wzajemny stosunek obu
rozpuszczalnikéw. Do stworzenia emulsjiyto nasg¢pujacych surfaktantéw: SPAN-80
(Sigma Aldrich, Polska), Triton-X (Sigma AldrichpBka) oraz dodecylosiarczanu sodu
(SDS, POCh, Polska).

2.2. Formowanie nanowtokien

Elektroprzdzenie prowadzono w komorze o ebjci ok. 1 n¥, z wyciem zasilacza
wysokiego napicia umaliwiajagcego prowadzenie procesu przy rapi do 30 kV.

Objetosciowe nag¢zenie przeptywu roztworow polimeréw regulowano systen pomp
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strzykawkowych. Jako kolektoraywano kzbnow (1, 3, 9 cndrednicy) wykonujcych ruch
obrotowy z pedkoscia do 3000 obr./min. Bony wykonano z polipropylenu, materiat
zbierany byt na uziemiony pasek folii aluminiowepowierzchni okoto 10 cfa W wyniku
elektroprzdzenia aycie 0,8 ml roztworu polimeru pozwolito na utworzema podanej
powierzchni materiatu o gruba od 25 do 150 um. Materiat pozostawiano ghrie do
nastpnego dnia dla catkowitego odparowania resztek uszgralnika i zrelaksowania

napgzen, unikano w ten sposéb zwijania materiatu.
2.3. Zastosowane leki i ich analogi

W niniejszej pracy w badaniach biomedycznycliyta trzy typowe leki
neuroprotekcyjne: alfa-tokoferol, NGRN¢rve Growth Factgr BDNF Brain Derived
Neurotrophic Factoy. Wybor lekéw podyktowany byt miejscem zastosowaainioly jaka
miaty one spetdi dla regeneracji tkanki mézgowej. Powstaly na dkuteazu stres
oksydacyjny mee przyczynt sig do smierci komorki [115]. Przeciwutleniacz (alfa-
tokoferol) uwalniany w mézgu mie petné role neuroprotekcyjm z uwagi na hamowanie
produkcji wolnych rodnikéw. Czynnik wzrostu nerwdMGF i neurotropowy czynnik
pochodzenia mézgowego BDNF to biatka sygnadieej odpowiedzialne za praeie
i rozwoj komorki nerwowej. W wielu badaniach medygeh zaobserwowano pozytywny
wptyw zewretrznie podanego NGF na pezeie neurondw cholinergicznych [116]. Podanie
BDNF in vivo stymulowato i kontrolowato neurogeref117]. Dobér lekow zostat
skonsultowany w ramach projektu wykonywanego wraz Instytutem Medycyny
Doswiadczalnej i Klinicznej Polskiej Akademii Nauk.uZvagi na day koszt tych lekow jak
I trudnadsci w doktadnej detekcji ich atenia, do badamodelowych @yto ich analogdw,

substancji o podobnej masie molowej i wiasmach fizyko-chemicznych.
2.3.1. Leki lipofilowe

Przeciwutleniacz alfa-tokoferol (#T3251, Sigma Adtl; Polska) o masie molowej
430,69 (g/mol) dodano do roztworu polimeru aby wuiacie otrzyma5, 10 i 15% wag.
stezenie alfa-tokoferolu wzgtlem masy polimeru.

Jako analog leku o bardzo podobnej masie molowetogawano barwnik
fluorescencyjny Rodam¢B (#234141, Sigma Aldrich, Polska, wzbudzenie/grb40/625
nm), ktorej masa molowa wynosi 479 g/mol i jestl®alwicksza od docelowego skladnika.
Zastosowanie substancji o podobnej masie molowaejvplito na zachowanie podobnego

wspotczynnika dyfuzji w badanym materiale.
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2.3.2. Leki hydrofilowe

Rekombinowane biatko NGF (#556-NG-100) i rekombiaoyw BDNF (#248-BD-
025) zakupiono w firmie R&D Systems. Oba biatkaarestytuowano zgodnie z protokotem
dostawcy, podzielono nagzi i zamrazono w ciektym azocie. Oba biatka mapasg okoto
13,4 kDa.

Jako analog neurotrofin wybrano powszechnie stosg@alumirg surowicy wotowej
(BSA, Sigma Aldrich, Polska) oraz BSA zmane z izotiocyjanianem fluoresceiny (BSA-
FITC, wzbudzenie/emisja 490/525 nm; #A9771, Signdriéh, Polska). Masa albumin
wynosi okoto 66 kDa.

Tab. 2.1 Stosowane leki i ich analogi

Lek docelowy Analog

Lipofilowe — wtdkna monolityczne, core-shell

alfa-tokoferol Rodamina B
430Da, r = 0,9nm 479Da, r=0,9nm

Hydrofilowe — core-shell, elektropgdzenie emulsji

Czynnik wzrostu nerwow NGF

13,4kDa, = 2,8nm Biatko surowicy bydicej zwhzane z
_ _ izotiocyjanianem fluoresceiny
Czynnik neurotropowy pochodzenia BSA-FITC

mdbzgowego BDNF
13,6kDa, k= 2,8nm

66kDa, h = 4,8nm

2.4. Metody wprowadzenia lekow do materiatu

Istnieje szereg metod umieszczania lekOw wgign czy te na powierzchni
nanowtokien. Wgkszas¢ z nich oméwiono w rozdziale 1.3. Poej przedstawiono jedynie

zastosowane metody wprowadzania lekéw detrza nanowtokien.
2.4.1. Uwezienie lekdw w nanowtdknie
2.4.1.1.Witékna homogeniczne (monolityczne)

Uzywano pojedynczej igty jednorazowej o rozmiarze 2@&@ry przycinano na
diugas¢ okoto 4 mm i doktadnie wyréwnywano odta brzegi dyszy. Igtumieszczano na
strzykawce jednorazowej zawiegegj roztwor polimeru z lekiem. Strzykawka pgatona
byta do uktadu hydraulicznego z pogngtrzykawkovd. Przygotowanie roztworu polimeru
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z lekiem lub analogiem polegato na rozpuszczerku leb analogu w roztworze polimeru,
a nasgpnie homogenizacji w wytgsarce przez okoto 30 minut. Warunki dgipwe od
ktorych rozpoczynano elektrogidzenie: naizenie przeptywu 800 ul/h, nagie 15 kV oraz
odlegta¢ dysza-kolektor 15 cm. W zadeosci od przebiegu procesu elektroguzenia tj.
stabilngci przedzenia lub urywania sikropel spod dyszy, powgze parametry zmieniano

aby ustabilizowa proces.
2.4.1.2. Widkna elektroprzdzone z emuls;ji

Do przygotowania nanowtdkien z emulsji wykorzystataki sam zestaw jak
w przypadku elektropezizenia widkien homogenicznych. Emglsprzygotowywano
w okreslonej kolejndci. Na pocatku do roztworu polimeru dodano surfaktantu i ddkiie
wymieszano. Naspnie do roztworu z surfaktantem zakraplano roztiamy wodnej
z lekiem. Podczas kdorazowego dodania fazy wodnej, Gglantensywnie mieszano
w wytrzasarce. Po 15 minutach od dodania ostatnie§atZdazy wodnej, krople emulsji
rozbijano w myjce ultraglvickowej przez 15 minut. Kroplgotowej emulsji przenoszono
na szkietko mikroskopowe do obserwacji wieigio kropel. Elektropredzenie emulsji
rozpoczynano od parametrow Wgipwych: 500 pl/h, napcie 20 kV oraz odlegks dysza-
kolektor 15 cm.

2.4.1.3. Struktura typu rdzea w osnowie

Do elektroprzdzenia w tym uktadzie wykorzystano wspétosiotlysz wykonary
z dwoch igiet strzykawkowych: wewtrznej o rozmiarze 27G i zewimznej 20G. Igta
zewrgtrzna byta przyeita na dlugé¢ 5mm, igta wewngtrzna bytascigta tak, aby na 0,5 mm
wystawata z igly wewgtrznej. Wspotosiowst igiet ustawiana byta pod mikroskopem
stereoskopowym. Obydwie igly byly pozone ze strzykawkami zawiegaymi roztwory
do elektroprzdzenia dozowane za pomgeomp strzykawkowych. Obie pompy znajdowaty
sic poza komas. Igta zewrtrzna podiczona byta do ukiadu hydraulicznego, igta
wewretrzna pogczona byta z pomyza pomog weza teflonowego agciowo wypetnionego
wodg dejonizowan lub heksanem. Roztwoér dozowany z igly zetvarnej tworzyt osnow
widkna. Roztwor dozowany z igly wewtnznej tworzyt rdzé widkna. Schemat
elektroprzdzenia przedstawiono na rysunku 2.1. Typowezegie obg¢tosciowe roztworu
osnowy wynosito 1500 ul/h, gadzenia 500 ul/h. Zeli zauwaalna byta niestabilrig

kropli i nieprawidtowe tworzenie sivtokien typu rdzé - osnowa, regulowano odpowiednio
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stosunek przeptywéw. Odlegiopomiedzy dysz a kolektorem wynosita 20 cm. Nagpie

regulowano w zakresie 19 - 24 kV.

Strzykawka z T

roztworem !

womom

stanowicym — Strzykawka z

roztworem

/ rdzenia

osnowe

Wysdkie

napkecie

Uziemiony

kolektor

Rys. 2.1. Schemat elektrogiizenia typu rdzew osnowie
2.4.2. Przestrzenne metody uwzienia lekow

Proces elektropezizenia nanowidkien dla wielowarstwowych struktur t njest
identyczny jak w przypadku pgdzenia z pojedynczej dyszy. W pierwszym etapie na
uziemiony kolektor zbierano nanowtokna twgre barie¢ dla substancji leczniczej.
Nastpnie po zmianie strzykawki z polimerem elektrgpolzono w takich samych
warunkach nanowidkna z lekiem. Na koniec ponowniegdzono roztwér polimeru
stanowicy drugy bariee. Zmiare grubdci poszczegoélnych warstw realizowano przez

zmiarg objetosci elektroprzdzonego roztworu.
2.5.Srodowisko uwalniania lekéw (krzywe wzorcowe i profie uwalniania)

Uwalnianie lekéw i ich analogébw prowadzono w 0,01dforze fosforanowym
o pH = 7,4 Phosphate Buffered Salird®?BS, Sigma Aldrich, Polska) w temperaturze 37°C
imitujac warunki fizjologiczne. Po elektrogmdzeniu wycinano fragment materiatu

0 powierzchni okoto 1ci wazono w celu okrélenia zawartéci uwalnianej substancii.
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W przypadku gdy zawarié uwalnianej substancji w materiale byta mniejsza 1o

i zachodzita ewentualdé oznaczania na granicy progu wykrywadoip przyktadano uwag
aby masa materialdw nie bytazeta nk 10 mg. Uwalnianie prowadzono w plastikowych
fiolkach eppendorfa (Carl Roth, Polska), zanwzapateriaty w 1 ml buforu PBS. Fiolki
zabezpieczono przed wpltywesdwiatta. Przescz z uwolnionym lekiem wymieniano
w zaplanowanych odgtach czasu, a naphie pozostaly roztwoér zalewarkwviezym
buforem. Zebrany ptyn zamiano do czasu przeprowadzenia ozna&tenia uwalnianej
substancji.

Druga metod oceny uwalniania substancji z nanowtokien bytaliaaaransportu
substancji w hydrzelu metod optyczm (rozdziat 4.2). Pierwsze eksperymenty wykonano
w hydrazelu z agarozy. Materiat charakteryzowat duzym rozpraszaniem wzki lasera.
Kolejne eksperymenty prowadzono w hyitu Pythagel™ (Sigma Aldrich, Polska),
staragc sk dopasowa stzenie substancjelujgcej. Zaobserwowano rozpraszanieyzii
lasera, uniemdiwiajgce prowadzenie dalszych badawW kolejnym etapie wykonano
hydrazel PVA. Hydrael poli(alkoholu winylowego) (PVA, M= 72 kDa, stopie hydrolizy
< 89%, POCh, Polska) usieciowany boraksem przygahonsprzez rozpuszczenie 3,2 ¢
polimeru PVA w 60 ml wody dejonizowanej o temperaéu 85°C. Rozpuszczanie
przeprowadzano na ptycie grzejnej z zachowaniempéeatury mieszanego roztworu
ponizej 90°C. Po catkowitym rozpuszczeniu polimeru, datworu dodano 7 ml 0,1M
roztworu boraksu i mieszano przez 15 minut. 46pr hydrazel przeniesiono do
poliwgglanowej kuwety o rozmiarze 5 x 4 x 3 cngcRerze powietrza obecne w hygetu
usungto w eksykatorze pod zmniejszonymsmseniem. Po wystygrciu, kuwet
z hydraelem zabezpieczono przed wyscluem oklejagc Parafiimem® (Sigma Aldrich,
Polska) i umieszczono w lodéwce w 4°C na 24 godZirak przygotowany hydiéel, po
wyjeciu z lodéwki i wyrdwnaniu temperatury zachowat odpednie widciwosci
mechaniczne, nie wykazg ptyniecia po przechyleniu kuwety o 90°. Hydsb byt
transparentny dla niebieskiej i zielonejauki lasera, nie zaobserwowano rozpraszania

Swiatta lasera na facuchach polimeru.
2.5.1. Leki lipofilowe

Uwalnianie lekéw lipofilowych prowadzono w bufor£e01M PBS zawieragym
0,25% dodecylosiarczanu sodu (SDS, POCh, Polsk&).utworzony roztwor micelarny

absorbowat uwalniane leki.
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Do oznaczenia zawadmd alfa-tokoferolu wykorzystano spektrofotometrygzn
metod Emmeri-Engela [118]. Analizowane probki przed az@niem rozmrzono i do
kazdej dodano 1 ml alkoholu etylowego aby zniszcamyicele. Nasipnie przeprowadzono
ekstrakcy alfa-tokoferolu przez dodanie 2 ml rozpuszczalmkganicznego (heksan) do
kazdej z prébek. Po intensywnym mieszaniu, ag¢pse rozdzieleniu faz, fgzorganiczi
przenoszono do szklanych fiolek i dodawano dalkp0,25 ml roztworu batofenantroliny
(Sigma Aldrich, Polska) w etanolu absolutnym (99)4®0Ch, Polska). Naginie dodano
0,25 ml chlorkwelaza (Sigma Aldrich, Polska) w roztworze etanddscdutnego i mieszano
przez minu. Na koniec dodano 0,25 ml kwasu ortofosforoweggr(a Aldrich, Polska)
w roztworze etanolu absolutnego. @bfé¢ 140ul (na dotek) wymieszanego roztworu
przeniesiono do szeiu dotkow piytki 96-dotkowej. Absorbangj mierzono
w spektrofotometrze (Multiskan™ GO Microplate Spephotometer, Thermo Scientific,
USA) dla dlugdci fali A = 539 nm. Stzenie alfa-tokoferolu w probkach oktano
wykorzystugc krzywg wzorcowy (Rys. 2.2a.).

Tab. 2.2. Stenia sktadnikéw do oznaczenia alfa-tokoferolu.

Masa molowa Stezenie :
Roztwory w etanolu absolut. (g/mol) molowe Obj¢tosé¢ (ml)
(mM)

Batofenantrolina 332,0 6 0,25
Chlorekzelaza (lll) 162,2 1 0,25
Kwas ortofosforowy 98,9 40 0,25

a) b)
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S 0,06 3
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© 0,03 /‘ o Y,
2 0}
2 0,02 & S 01 /x + 0,044
< y £ 0,005x + 0,004 2 R2 =0 998
0,01 T ,
R2=0,999
0,00 0,0
0 5 10 15 0 1 2 3 4 5
Stezenie (ug/ml) Stezenie (ug/ml)

Rys. 2.2. Krzywa wzorcowa a) «tokoferolu i b) Rodaminy B.
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Analog alfa-tokoferolu - RodamgnB oznaczano fluorymetrycznie (Fluoroskan Ascent™
Microplate Fluorometer, Thermo Scientific, USA). j@bs¢ 150 pl/dotek przeniesiono do
trzech dotkow i oznaczano przy disgofali wzbudzenidw = 485 nm i emisjke = 538 nm.

Stezenie uwolnionej substancji odczytano z krzywej veoavej (Rys. 2.2Db).
2.5.2. Leki hydrofilowe

Uwalnianie czynnikow wzrostu prowadzono w buforz&l®M PBS zawieracym 1%
BSA. Dodatek biatka blokowat powierzclgriiolek i uniemaliwiat adsorpcg czynnikow
wzrostu.

Uwalniane biatka NGF i BDNF oznaczano metatimunoenzymatyczn(Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay - EL)SRrobki z przegczem rozmr@ono i poddano analizie
z wykorzystaniem kitow do oznaczania biatek NGFRIDNF DuoSet ELISA kit (#DY556,
#DBDO00, R&D Systems, USA). Analiprzeprowadzono zgodnie z protokotami wytworcy.
W przypadku oznaczania biatka NGF, 96-dotkowe phfkunc-Immuno™ Microwell™,
Sigma Aldrich, Polska) pokryto przeciwciatem wychwujgcym, a nasfpnie niezwjzane
miejsca zablokowano roztworem 1% BSA. Tak przygatogv probki przeptukano,
a nasgpnie wypetniono roztworami standardowymi oraz pik eksperymentalnymi.
Piytke pozostawiono na 30 minut inkubacji. Przeptukandkidgtytki wypetniono
przeciwciatem wykrywajcym, a po przeptukaniu, wypetniono roztworem peyolezy
chrzanowej z zestawu ELISA. Do wywotania barwnegodpktu, ptytki wypetniono
roztworem TMB (#T4444-100, Sigma Adrich, Polska)astpnie reakgj zablokowano
przez dodanie 2N kwasu siarkowego (Sigma Adrictsk&). Absorbangjptytek odczytano
przy wyciu spektrofotometru. §tenie obliczono przez agjie absorbancji dla dtugoi fali
M = 540 nm od absorbancji dla diégofali A2 = 450 nm. Stzenie oznaczanego biatka
wyznaczano z krzywej wzorcowej wykonanep#tarazowo dla nowej ptytki. Oznaczanie
biatlka BDNF wykonano na plytce 96-dotkowe] z naimmagm przeciwcialem
wychwytujgcym. Kolejne kroki procedury oznaczania biatka bykgentyczne jak
w przypadku NGF. Krzywe wzorcowe NGF i BDNF dlanefl z analizowanych ptytek
przedstawiono na rysunku 2.3a i 2.3b.
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Rys. 2.3. Krzywa wzorcowa a) NGF i b) BD

Dla BSA, analogu czynnikéw wzrostu,estnie oznaczano metpdOPA [119].
W metodzie tej do dotka zawiegapgo 150 pl przeszu z BSA, dodano 150 pl mieszaniny
roztworéw o-ftaladehydu (Sigma Aldrich, Polska) -n2rkaptoetanolu (Sigma Aldrich,
Polska) w etanolu oraz buforu boranowego (POChskadl Oznaczanie fluorymetryczne
prowadzono przy dtugei fali wzbudzeniahw = 355 nm i emisjike = 460 nm. Sizenie
uwolnionej substancji odczytano z krzywej wzorco(Rrys. 2.4a). Drugi z analogéw BSA-
FITC oznaczano metadfluorymetryczrm. Obgtos¢ 150ul/dotek przeniesiono do trzech
dotkow i oznaczano przy dtuga fali \w = 485 nm i emisjhe = 538 nm. Sizenie uwolnionej

substancji odczytano z krzywej wzorcowej (Rys. 2.4b

a) b)
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Rys. 2.4. Krzywa wzorcowa a) BSA i b) -FITC.
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2.6. Metody obrazowania nanowtdkien
2.6.1. Mikroskopia optyczna i fluorescencyjna

Podczas procesu elektropdzenia na szkietka mikroskopowe w agistie kilku
minut zbierano prébki nanowtokien. Obserwacja wdbki na mikroskopie
epifluorescencyjnym (Nikon Eclipse E-50i, DMI3000Beica Microsystems, Niemcy)
pozwalata na sprawdzenie obegridluorescencyjnych analogoéw leku we wioknie igiee
korygowanie parametrow elektropdzenia. Dodatkowo shytla do wsépnej oceny
morfologii wtokien. Brano pod uwaggrubaé¢ widkien czy te ewentualne wygpowanie
koralikbw na widknie.

Na etapie tworzenia emulsji do fazy wodnej zam@sinikow wzrostu dodano
BSA-FITC. Miato to na celu okéenie wielkaci kropel tworzonej emulsji. Mikroskop
epifluorescencyjny z kamgfManta G-201C, Allied Vision Technologies, Niemagstat
uzyty do oceny wielkéci kropel wody w zalenosci od ilosci uzytej fazy wodnej i typu

surfaktantu.
2.6.2. Mikroskopia konfokalna

Czes¢ probek charakteryzowano przyyeiu mikroskopu konfokalnego (TCS SP5,
Leica Microsystems, Niemcy). Unlowito to na precyzyjne okrgenie obecngci struktury

rdzenia w nanowtdknie.
2.6.3. Mikroskopia elektronowa

Morfologie nanowtokien w materiale obrazowano przyyeiu skaningowego
mikroskopu elektronowego (Scanning Electron Micopse - SEM, Jeol, JSM 6390 LV,
Japonia) Przed obrazowaniem, materialy z nanowldkien uncismzo na metalowym
stoliku i pokryto warstewk ztota (napylarka Polaron, SC 7620, W. Brytaniapat®fiaty
badano przy nagtiu przyspieszagym od 10 do 20 kV.

2.6.3.1. Pomiar rozktadu grubdci witdkien

Gruba¢ nanowtdkien mierzono ze zdjmikroskopii elektronowej, stosyg w tym
celu program graficzny ImageJ (National InstitubédHealth, USA). Pierwszym krokiem
byto zmierzenie liczby pikseli ze skali zdja i kalibracja diugéci przypadajcej na jeden
piksel. Nanowtdkna mierzono z trzech gdjuzyskujc okoto stu pomiaréw grulioi

wiokien. Pojedyncze wiokno mierzono jednokrotnie.
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2.6.3.2. Pomiar ukierunkowania witékien

Ukierunkowanie nanowtokien okilano w programie ImageJ postugelj sk
dodatkiem OrientationJ [78]. W przypadku przedsta&go obrazu (Rys. 2.5.), orientacja
nanowtdkien (zgodnie z prajym oznaczeniem kierunkéw na legendzie) wynosi3a%,
z& odchylenie standardowe wynosi 22,1°.

0,03

0.02 -

Amount

0.01 1§

0.00-

75 B0 25 :
Direction (2)

Rys. 2.5. Kolejne etapy pomiaru ukierunkowania madkien: a) obraz nanowtokien SE

b) graficzny wynik dziatania algorytmu do oKemia kierunku widkien wraz z legend

c) oznaczenia kolorow odpowiagag odpowiedniemu kierunkagwid) histograr
przedstawiajcy dominugce kierunki utéenia nanowitokiel

2.7. Metoda pomiaru kata zwilzania materiatow

Pomiar kgta zwilzania przeprowadzono w skonstruowanym przez autktadzie
wyposaonym w stolik przesuwanyrubg mikrometryczi, oswietlenie halogenowe oraz
kamee. Probki materiatu o powierzchni 1 émmmocowano tang dwustrong do stolika. Na
powierzchng materiatu naniesiono krapwody dejonizowanej i niezwtocznie wykonano
zdjecie. Kat zwilzania zmierzono w programie ImageJ postggige dodatkiem Contact
Angle [120]. Pomiaru dokonano zaznagzaja poctku ptaszczyze na ktorej znajdowata
si¢ kropla. W tym celu zmieniano prog czerni tak alzyska wyrazny punkt kontaktu
kropli z podiazem. Nasgpnie na obwiedni kropli zaznaczano od trzech dcesimiu

punktéw, ktére program wykorzystat do obliczeniatkttu kropli i lgta zwilzenia materiatu.
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Na rysunku 2.6. przedstawiono dwa przyktadowe zaliasci materiatdw z nanowtdkien.
Pierwszy to materiat hydrofilowy, gdzietzwilzania wynosi 78°. Drugi materiat wykazuje

cechy superhydrofobowe, Z&yznaczony kt zwilzania wynosi 148°.

Rys. 2.6. Kt zwikania materiatbw z nanowitdkien PLC. Hywfilowy materia
a) elektroprzdzony z emulsji oraz hydrofobowy materiat b) z nityoznych nanowitokien.

2.8. Metoda pomiaru napécia powierzchniowego

Napiccie powierzchniowe na granicy faz kropla-powietiz&ropla-rozpuszczalnik
zbadano metagpomiaru ksztattu zwisagej kropli. Badania wykonano w skonstruowanym
przez autora uktadzie. W metodzie tej do obliczeniapecia powierzchniowego
wykorzystuje sj zmierzon szeroké¢ i przewezenie kropli. Poziom przegenia znajduje
sie odmierzajc pionowo szerokd kropli od najnkej potazonego jej punktu (Rys. 2.7.).
W celu dokonania pomiaréw wykorzystano kageéwietlenie punktowe z matowgkoraz
uktad strzykawki z igt zawierajcy analizowany roztwér. W uktadzie dozaym kropk,
koncowke obcktej na ptasko igly umieszczono w transparentnejdaiaro obtosci 3 ml.

W przypadku bada napecia powierzchniowego na granicy kropla-powietrze,
odseparowanie kropli od warunkéw zemmnych pozwolito na unikgtie poruszenia
kropli spowodowane ruchem powietrza. W badaniaclpicoe powierzchniowego
pomicdzy kroph a rozpuszczalnikiem, kuwetwvypetniano wybras ciecz i wykonano
zdjecia do analizy. Obrazy przycinano do obszaru kropdinalizowano w programie
Matlab® [121]. Dokitadne obliczenia ngpia powierzchniowego z wykorzystaniem
wspotczynnikéw Juza [122] wykonano w skrypcie astwa Piotra Korczyka (IPPT PAN).
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A .-
Cikropli

Napiccie

powierzchniowe

Dxropii (mi@dzyfazowe):

vy = 13,4 £0,45 (mN/m)

Rys. 2.7Ksztalt kropli roztworu polimeru PLC w otoczeniudyo

2.9. Metoda pomiaru porowatdci nanowtokien

Porowatd¢ materiatdbw z nanowtdkien obliczano na podstawiedpmania gstasci
wytworzonego materiatu i tabelarycznegpsci uzytego polimeru. Dziurkaczem do papieru
wycig¢to fragment materiatu, a naphie zwaono. Fragment przego skalpelem na dwie
rowne czsci, a nasipnie pod mikroskopem optycznym w dzigsu punktach zmierzono

grubas¢ przecetej krawedzi.
2.10. Wyznaczanie wspoétczynnika dyfuzji w hydrzelu PVA metods FRAP

Metoda FRAP Kluorescence Recovery After Photobleachipglega na lokalnym
wygaszeniu fluorescencji badanego materialu przyngmy silnego impulsu lasera
skupionego na niewielkim obszarze, a g@sie na przeanalizowaniu procesu powrotu
fluorescencji zawazanej z procesem dyfuzji gteczek czynnika fluorescencyjnego do
oswietlonego obszaru. Badania prowadzono na mikraskkgnfokalnym (TCS SP5, Leica
Microsystems, Niemcy) z dg¢zonym oprogramowaniem do analizy FRAP. W pierwszym
kroku ustawiono parametry wzbudzenia i emisji b&jlanbstanciji (Rodamina B lub BSA-
FITC) oraz czuté¢ detekcji. W naspnym kroku wybrano obszar na ktdérym wygaszano
fluorescengj (Region Of Interest Rys. 2.8.a) oraz meted&oom In, ktéra kierowata cat
moc lasera na zaznaczonym obszarze dowegenia. Nasjpnie ustawiono moc lasera na
wartags¢ maksymalp dla wyswiecania (ayto wszystkich linii lasera argonowego) oraz 3-

5% intensywnéci lasera dla obserwacji powrotu fluorescencji. $tatnim kroku ustawiono
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liczbe zdje¢, ktére program ma wykodgrzed wywieceniem (do okrdenia intensywngci
fluorescencji odniesienia), czas potrzebny doswigcenia zaznaczonego obszaru oraz
liczbe zdje¢ po wyswieceniu (do obserwacji powrotu fluorescencji w wafiym obszarze
ROI). Czas wywiecania powinien by jak najkrotszy (aby nie zaobserwaivpowrotu
fluorescencji w czasie wygaszania) | jedndore wystarczajcy do wywiecenia
wybranego obszaryV przyktadzie poriiej zaprezentowano wyniki wwiecania Rodaminy B

w hydrazelu poli(alkoholu winylowego). Mana zauway¢, ze pomimo diugiego czasu

wyswiecania (okoto 12 sekund) intensywtdluorescencji spadta jedynie o 35%.
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d) : :
1 a
] : / /
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Rys. 2.8. Poszczegllne eteeksperymentu FRAP: a) wybranie obszaru déwisceni:
I wyznaczenie intensywfw fluorescencji, b) fluorescencja w obszaR£@l po wywieceniu
c) powrot fluorescencji zweany z dyfuzjczsteczek do wyieconego obszaru, d) przekb
intensywngci fluorescencji w obszarze ROI w czasie.
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Dane na temat intensyw§u fluorescencji w punkcie ROI, znormalizowano zgied

Z rbwnaniem:;

Inorm(t) — Ifrap(t)_lback(t) (21)

Ifrap_o
gdzie: horm(t) — znormalizowana intensyws$t lsrap(t) —$rednia intensywn@& wewnmngtrz
wyswiecanego obszarupaeKt) — srednia intensywn@ tla (region poza w§wiecanym
obszarem),flap_o—srednia intensywni fluorescencji przed wiieceniem obszaru ROI.

Do dopasowania parametrow modelu (dla aglego obszaru ROI) do danych

eksperymentalnych wykorzystano réwnanie Soump#sa:

t
Inorm (t) = apgta;-e 2-(t-tpleach) - [IO (

T T
+1 (2.2
2- (t - tbleach)) 1(2 ' (t - tbleach))]

gdzie: a, a —parametry normalizacyjne uwzdhiajgce niecatkowite w§wiecenie obszaru
ROI oraz niepelny powrot fluorescencjipiedch — Czas wywiecania, 6(x) i l11(x) —

zmodyfikowane funkcje Bessela;- czas dyfuzji zdefiniowany wzorem:

= % (2.3)

gdzie: w —$rednica wywiecanego obszaru, D — wspotczynnik dyfuz;ji.

2.11. Uktad eksperymentalny do oceny procesu uwabmia leku z wybranych

materiatow

Na potrzeby walidacji modelu numerycznego oraz cszania sfzenia lekow
w tkance mdzgowej, skonstruowano uktad eksperyrmgnta ktérym uwalniano analogi
lekéw z materiatow polimerowych uzyskanych w préeesektroprzdzenia. Informacja
0 lokalnym sgzeniu leku jest pomocna w oszacowaniu efektu tergpenego
i ewentualnego przekroczenia toksycznej wanitsiezenia. Przedstawiony pomj uktad
eksperymentalny, dgki zastosowaniu ptaskiej waki lasera (tzw. nza Swietlnego)
wzbudzajce] dyfundugca substang fluorescencyja pozwala na przedstawienie pola
sttzenia w wybranym poteniu w kuwecie pomiarowe] wypetnionej hydetem.
Zastosowanie takieggwietlenia pozwolito na bezgcedni obserwagj lokalnego sizenia
analogu leku w danym punkcie kuwety, bez konieéznavykonywania transformacji
rozktadu sgzenia, jak to ma miejsce w przypadkuweetlania uktadu swiattem
wzbudzagcym fluorofor w catej olgjtosci uktadu [124]. W przypadku rejestragjviatta
emitowanego przez fluorofor z catej etwmsci uktadu lub rejestracji absorbancji barwnika

rejestrowana jest stedniona informacja o @teniu barwnika. Wyznaczenie lokalnego
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stezenia na podstawie sumarycznych weaetantensywnd@ci swiatta otrzymywanych przy
oswietleniu obgtosci obarczone jest dym bledem wynikagcym z koniecznych zaken
symetrii osiowej ukladu. Podeje takie komplikuje znalezienie wastd skzenia i jest
zrédtem bedow [124].

Opis stanowiska

Rysunek 2.9a przedstawia schemat ukladu eksperginegb. Wizka lasera
o diugaci fali 532 nm lub 472 nm przechodzi przez przyststerowan komputerem.
Swiatto lasera przeksztatcane jest w ptaskiazke dzicki uktadowi dwoch soczewek:
ptasko-wkkstej oraz dwuwypukiej.Swiatto przechodzce przez kuwet pomiarovy
wypetniory hydrazelem, wzbudza sktadnik fluorescencyjny dyfundyj z materiatu
umieszczonego nha powierzchni hygktu. Emitowaneswiatto przechodzi przez filtr
emisyjny (Rodamina B — 602 + 15 nm, BSA-FITC — 34D2 nm) i jest rejestrowane przez
kamere cyfrowa w postaci obrazéw formatu TIFF. Ustawienia kameras ekspozycji 400
ms, wzmocnienie sygnatu geiokrotne. Dla utrzymania statych warunkéwwaeetlenia
zrodto swiatta (laser) pozostat wtzony przez caty wielodniowy okres eksperymentuy Ab
unikng¢ wyswiecania sktadnika fluorescencyjnego prébigwietlano periodycznie jedynie
krétkimi (0,5 s) impulsamiswiatta generowanymi przestonsterowan komputerem.
Niewielka ilos¢ swiatta ok. 5% skierowano na fotodipdv celu zmierzenia aktualnej
intensywndci $wiecenia lasera. Dane z fotodiody rejestrowano akdie eksperymentu
w celu dokonania ewentualnych korekt w przebieguestia rejestrowanego w czasie.
Otwarcie przystony spezono z uktadem rejestagym obraz i kontrolowano przyzyciu
skryptu napisanego w programie MATLAB®. Uktad ekspeentalny izolowano od
zewretrznychzrodet$wiatta mogcych wprowadzazaktocenia.

Obrazy rejestrowane podczas eksperymentu przycirdmdbadanego obszaru
a informacje o intensywroi swiecenia w danej odlegtoi od materiatu, zbierano do dalszej
obrobki. Stwierdzonoze podczas przeprowadzanychswimdcze, materiat umieszczony
w hydrazelu nie zmieniat potzenia. Najweksze zaobserwowane przemieszczenie w jednym
z eksperymentéw wynosito 1 mm i g@by pominite. W celu okrélenia stzenia obu
sktadnikow fluorescencyjnych, spagdzono krzywe wzorcowe (Rys. 2.10.). Czas
naswietlania wybrano taki aby otrzymane waxdomaksymalnej intensywioi pikseli dla
przypadku aycia Rodaminy B jako analogu leku, byty bliskie tedci 255 dla 8 bitowej
kamery.
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Komputer sterujcy i

a) rejestrujcy obrazy Kamera

Awzb = 472 lub 532 nm

Filtr emisyjny

= r ‘ Materiat
‘ 3 -~ Aem = 525 lub 625 nm
Przystona t
sterowana ’
Uktad soczewek
komputerem
Kuweta
pomiarow: Blokadaswiatta

b) c)

Rys. 2.9. a) Uktad eksperymentalny do o uwalniania analogu lekuaektroprzdzonycl
materiatdw. b) Kontury gtenia Rodaminy B otrzymane podczas eksperymentikt P
odpowiadagcy obszarowB x 3 piksele w ktérym obliczadoedniy wartas¢ stezenia dle
poszczegolnych czasOw eksperymentu. \Martstezenia postdyly do znalezien
parametrow kinetycznych modelu numerycznego c) kpnskzenia uzyskane |
dopasowaniu wspotczynnikdw w modelu numerycznym.

Uzyskane wyniki pomiaréw, w szczegOheo wartaé¢ skzenia w punkcie P
w funkcji czasu, wykorzystano do walidacji modelunrerycznego procesu uwalniania
lekéw. Przyktadowy przebieg profilu ¢genia rejestrowanego w czasie eksperymentu
przedstawiono na Rys. 2.11. Zbierane co 5 minué dgnenia w punkcie P przedstawiono
w postaci punktéw (szare trajly). W przebiegu profilu gskenia zauwzalne g etapy w
ktorych stzenie gwattownie spada pod wptywem fluktuacjigzaniaswiatta lasera. Aby
skorygow& przebieg profilu stzenia wykorzystano dane napia na fotodiodzie
i zarejestrowane danezggnia przemnzono przez wspoétczynnik korekcyjny. Skorygowane

wartcici stezenia w punkcie P przedstawiono czerwdiniag na Rys. 2.11.
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Rys. 2.10. Krzywa wzorcowa rodaminy &) (i BSA-FITC @&) w hydraelu PVA.
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Rys. 2.11Zmiana w czasie genia Rodaminy B (szare trajly) w punkcie PP oraz zmierzon
wartas¢ napicia na fotodiodzie (gruba czarna linia). Szara poza linia to srednia warte¢
napiecia na fotodiodzie. Linia czerwona przedstawia gigowarg wartasé¢ stezenia Rodaminy B |
uwzgkdnieniu zmian natenia lasera [125].

Dzieki wykorzystaniu oméwionego ukiadu eksperymentatne@trzymano
informacje na temat @tenia analogu leku, mage postay¢ do walidacji modelu
numerycznego uwzgtiniagcego desorpgjleku z powierzchni nanowtékien. Przedstawiona
metoda wykorzystyga hydrael jako fantom tkanki mézgowej, pozwala na oszacowa
efektu terapeutycznego i ewentualnego przekroczefignia toksycznego. Wygodna
| szybka metoda przygotowania hydetu i brak efektu rozpraszaniwiatta na taicuchach
polimeru pozwalaj na zastosowanie wybranego hydo w analizach uwalniania lekow z

materiatdbw opartych na nanowtoknach.



Rozdziat :

Analiza numeryczna

3.1. Model numeryczny i program obliczeniowy

Rozwigzania analityczne zagadnhiewalniania lekdéw s dostpne jedynie dla wskiej
grupy systemow uwalniania lekow charakteryeygh s¢ prost budows np. ptaskie
hydrazelowe opatrunki lub sferyczne gstki z lekiem. Analiz numeryczg uwalniania
I transportu substancji w skomplikowanych geometrienazna przeprowadzi metodami
elementow lub olgfosci skaiczonych (MES, MOS). Metody te polegaja sformutowaniu
odpowiedniego opisu matematycznego, a ¢pesé podzieleniu domeny (analizowanej
geometrii) na elementy skozone np. trojitne lub czworécienne elementy w przypadku
odpowiednio dwuwymiarowej lub tréjwymiarowej geomietW weztach elementow
znajdowanesprzyblizone rozwizania analizowanego zjawiska fizycznego lub procesu

W niniejszej pracy dyskretyzacjuktadow geometrycznych ggtych i réwna
rézniczkowych dyfuzji, desorpciji i konwekcji wykonameetody elementéw skiaczonych.
Jest ona jednz szerzej stosowanych metod numerycznych, zimi@jaca rozwigzanie
ukladu réwna rozniczkowych castkowych w ztaonych geometriach o niestrukturalnej
siatce obliczeniowej. Metoda ta ma najlepsze wiasnprzyblizania rozwizania do
doktadnego w zagadnieniach wykorzystyjch réwnania eliptyczne i paraboliczne
np. réwnania dyfuzji, gdzie informacja oe¢&tniu jest dyfuzyjnie przekazywana do
wszystkich gsiadupcych elementdéw. Rozwzanie uktaddéw réwna rozniczkowych
przeprowadzono w programie COMSOL Multiphysics®g]Ldest to program komercyjny,
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oparty na metodzie elementow gkaonych z modutem unibwiajacym wprowadzenie
przez uytkownika wilasnego modelu matematycznego z odpavimed warunkami
brzegowymi i pocgtkowymi.

Metoda elementdéw skeozonych opiera sina sformutowaniu rownania catkowego
| przestrzeni funkcji aproksymagych (funkcja ksztattu dla elementu i funkcje bazadia
catego obszaru obliczeniowego). Na przyktadzie @ma konwekcji i dyfuzji wyraonego
rownaniem:
aa—f+v-v0—v-(uvc:)=5 (3.1)
gdzie: C- sizenie skladnikap — wektor pedkosci ptynu, D — wspotczynnik dyfuzji,
S — zrodto lub upust skladnika. Dla ptynu &oisliwego V-v = 0. Metody residudw

wazonych réwnanie (3.1) mma sprowadzido postaci sformutowania stabego [127], [128]:

fw(aa—f+v-5€—v-(pvé)—s>dx=wa(c”,ﬁ)dx (3.2)
Q Q
Réwnanie musi by spetnione dla funkcji testowey zanikajcej na brzegu domeny.
C - poszukiwana funkcja gtenia sktadnika®p - poszukiwana funkcja wektoragoikosci,
X - wektor wspotrzdnych,Q - obgtos¢ domeny. Po scatkowaniu residuum i przeg@aru

przez funkat wagows (lub testovy) otrzymujemy [127], [128]:

f wR(C,?)dx =0 (3.3)
Q
Dalsze rozwinjcie sformutowania stabego (3.2) i scatkowanie pree#ci prowadzi do
postaci [127], [128]:

Jat

f (Wa_c +wV - (¥C — DVC) — ws> dx = f w(wC — DVC) -nds (3.4)
Q I'n

gdzie n — wektor normalny. Cailka po powierzchhi jest catkowitym strumieniem

konwekcyjnym i dyfuzyjnym w ktérym mma wprowadzi warunek brzegowy Neumanna.
Funkcje aproksymacyjne rozyiania dla stzenia i pedkosci w elementach

skaiczonych mana zdefiniowa jako kombinagj liniowa funkcji bazowych [127], [128]:
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Cn=) G, (35)
J

vy = Z ViQ; (3.6)
]

gdzie: ¢ - funkcja bazowa w postaci wielomianu dla danedoirtka obszaru. Warfoi
parametrow w wztachj s3 aproksymowane portzy weztami za pomog funkcji ksztattu.
Przedstawiona metoda aproksymacji regania daje madiwos¢ wygodnej separacji
zmiennych w ten sposobe czasowa i przestrzenna zmiana funkeji @ jest zwipzana ze
zmiarg odpowiednio t), vi(t) orazej(x).

Aproksymac odpowiednich cztonéw réwnania (3.4) przyyaiu rowna (3.5, 3.6)

mozna dokoné nastpujaco [127], [128]:

VG, = ) GV (3.7)
J
@O = ) (16)9; (3.8)
J
V-0 = ) G- Ve) (3.9)
J

Dla przedstawionego sformutowania stabego (3.4) pmmstawieniu funkcji

aproksymujcych otrzymujemy [127], [128]:

ac

“ ? (3.10)

= j WhS dx — j Wh((vC)h - DVCh) ‘nds
Q I'n
W stosowanej w programie Comsol® metodzie Galerkit6] wykorzystujemy
zalazenie,ze funkcje testowegstakie same jak funkcje bazowe. Podstawienie réwBa/
- 3.9) do rownania (3.10) z zakniemwn = ¢j dla wartgci w wezle u daje réwnanie [127],
[128]:
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dC;
| K¢ I K9 (311)

=fq)ide— jcpih ds

Q I'n

gdzieh = (vC — DVC) - n. Uklad réwna (3.11) dla wszystkich gztéw obliczeniowych

mozna zapis&w postaci macierzowej [127], [128]:

dc
A% _ e 3.12
dt tr (3.12)

gdzie: A = {a;;} jest macierg, B = {b;;}, r = {r;} i moze by réwniez oznaczone jako
[127], [128]:

(3.13)
Iy = J- (.PiSdX— f (plh ds

Q I'n
Poszczegolne miejsca w macierzyzma obliczy z rowna [127], [128]:

Q
gdzie:

Q

Q

Przeprowadzenie roéwnado postaci stabej jest wykonywane automatycznie
w programie, jednaie istnieje maliwos¢ wprowadzania wtasnych rowfa Autorzy
programu Comsol® jako pierwsi wprowadzili sgrenie wielu zagadnieopisywanych wg
roznych modeli matematycznych. Program w sposéb auyamay tworzy siatk
obliczeniows z mazliwoscia doktadniejszej dyskretyzacji w miejscach o przemienych

dwych gradientach danej wielkm. W obliczeniach wybrano funkcje ksztattu elengswt
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opisane wielomianami Lagrange'acdlm drugiego. Ustawienia solvera obliczeniowego
pozostawiono w wersji dondinej z solverem MUMPSMUItifrontal Massively Parallel
sparse direct Solvgr Siatlke obliczeniow zag:szczano w miejscach o dich gradientach
stezenia. Liczba stopni swobody dla poszczegdlinych medamosita okoto stu tysicy dla
modeli dwuwymiarowych do miliona w przypadku modedijwymiarowych.

3.2. Dyfuzja w materiatach porowatych

Zastosowany w pracy model procesu dyfuzji opierara pracach [129], [130]
i zaklada, ze spowolnienie transportu dyfuzyjnego w otoczenitbkien zaley od
porowatdci materialu w ktorym proces transportu ma miejssesunku rozmiaréw
dyfundupcej czsteczki i widkien. Przyjmujemye interakcje hydrodynamiczneasteczki
z witdknem w roztworach polimeréw orazaelu, traktujc tancuchy polimeru jako wtokna,
zmniejsza objetos¢ dostpng dla dyfundugcych czsteczek.

Dwa efekty maj najwickszy wplyw na szybk& dyfuzji w materiale:
hydrodynamiczny F — odpowiedzialny za oddziatywatyundupcej czasteczki z wkoknem
oraz steryczny $( — zwigzany ze zmniejszeniem @bpsci wynikajagcym z obecngci
widkien. Ich wzajemny wptyw na zmniejszenie szylikalyfuzji mazemy wyrazé wzorem
[130], [131]:

> =Fs( (3.18)
gdzie: D/Dy - stosunek wspotczynnikdw dyfuzji w pitynie z wi@mi i bez wiokien,
f= (1-8(1+1)? — skorygowany utamek ofipsciowy wyrazony przez porowats
materiatu — i A = rdr — stosunek promienia dyfunduagj czsteczki leku (g= ksT/6mu Do,
ks — stata Boltzmana (J/K), T — temperatura bezedigh (K), (1 - lepkét ptynu (Pas)) do
promienia wiokna r.

Efekt hydrodynamiczny zwkszapcy opor tarcia dyfundagej czasteczki w zwazku
z obecnécia widkien mana opiséa réwnaniem Brinkmana wykorzystigym
przepuszczalng hydraulicza materiatuk [129]:

R

F=(1 +\/—E+§?)_1 (3.19)
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Dodatkowe informacje na temat zalesci opisupcych przepuszczaldd w strukturach
0 ukierunkowanej wizce witokien oraz przypadkowo uanych wtoknach, czytelnik nie
znalez¢ w pracy Stylianopoulosa i in. [132].

Dla przypadku dyfuzji prostopadtej doazki rownolegle utaonych wiokien Perrins
wyprowadzit empirycza zaleznosé efektu sterycznego §iwvyrazomg wzorem [133]:

-1

0,305827f*
! —0,013362f8( } (3.20)

—1,402958/8

1
S(f)=ﬁ{1—2f 1+f -7
Efekt steryczny pomdzy przypadkowo uteonymi prostymi widknami mee by

wyrazony réwnaniem[134]:
S(f) = e 084 M (3.21)

gdzie wspotczynniki a i b zostaly dobrane przez dema [135] i wynosg a =,

b =0,174In(25).

Potempiryczg zaleznos¢ wspotczynnika dyfuzji w plynie od porowdto
widknistego materiatu, ktdrwykorzystano w obliczeniach numerycznych w nirdejs
pracy, mana przedstawi rownaniem zaproponowanym przez Clague i Phillifis3l].
Wymienieni autorzy wyprowadzili zataocs¢ na hydrodynamiczne oddziatywania
dyfundupcej czsteczki z wibknem - F, Zaefekt steryczny wynikagy z obecnéci widkien
wykorzystano z pracy [134] (rébwnanie 3.21). W réacie otrzymano poétempiryczn

zaleznos¢ opisupcy dyfuzje substancji we widknistej strukturze [131]:

D%: F-S(f) = e72(179)" . o084 (3.22)

Dzieki wykorzystaniu w niniejszej pracy przedstawionajeznosci (3.22), unikngto
ztozonych bada koniecznych do wyznaczenia parametru przepuszaalhydraulicznej
materiatu k, wykorzystywanego w rownaniu 3.19. Przykladowe to&mi parametrow
rownania (3.22) dla stosowanych w sd@adczeniach cgsteczek analogoéw lekow:
Rodaminy B (¢ = 0,9 nm) i BSA (¢ = 3,4 nm) oraz otrzymywanych w wyniku
elektroprzdzenia wiékien o rozmiarach od 0,2 do 2,5 um zaajiesic w granicach
A =0,0003 +0,017,b=1,42 +2,12.
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Na rysunku 3.1 przedstawiono wptyw porowaioi rozmiaréw dyfundujcej
czagsteczki oraz widkna na proces dyfuzji. W elszaci przypadkow omawianych
W niniejszej pracy zakres stosunku rozmia#dw 0,0003 <+ 0,017 jest bliski zeru, g tez
obserwujemy mniejsze spowolnienie dyfuzji wynid@g z obecnai widkien niz
w przypadku dyfuzji utrudnionej hindered diffusio))y gdzie rozmiar dyfundagej
czasteczki jest zb#ony lub wikszy od rozmiarow widkien pordzy ktérymi odbywa si
transport. Z przebiegu krzywej na rysunku 3.1b zamawmy jest wplyw porowatkei
materiatu, gdzie ze zekszeniem olgtosci widkien (zmniejszeniem porowdt «)

znacaco ulega zmniejszeniu wspoétczynnik dyfuzjgsteczki w materiale.

a) b)
1,0 1,0
0,8 \ £=09 | 0,8
3 E /
£ -t e=08 | Z /
c 20,6 - € °0,6
Q0 D N £=0,7 e
Tg a) '\ \-g &)
FT04 % - 2504 /
2 E ° \\ = ‘; /
~ ‘ S X
[5) © SO o ©
c 012 \\ c 0,2
§ ........ ~~~‘ § /
g o0 el s —— & 00 —
0 1 2 3 0 02 04 06 0,8 1
Stosunek rozmiaréw cz gsteczki Porowato §¢ materiatu z
leku do widkna A nanowtokien

Rys. 3.1 a) Zalmasé wspoétczynnika dyfuzji w materiale w funkcji stdaurozmiaréw
czsteczki leku i widkna dla #dych porowatéci materialu porowatéci obliczona ni
podstawie réwnania 3... b) Zalenos¢ wspoétczynnika dyfuzji w materiale w funkcji j
porowatdgci obliczona na podstawie rownania (3.22) dla poglan parametrow: a =r,
b=2,002,=0,9nm,r=15pumj} =0,0003.

W niniejszej pracy dla dopasowywania parametréw eliodumerycznych do
danych eksperymentalnych (gdzie zmianie podlegatlynie state szybkoi adsorpcji
i desorpcji), wspotczynnik dyfuzji analizowanej gsteczki leku lub analogu leku
w materiale 0 wyznaczonej eksperymentalnie poro§gatobliczano z réwnania (3.22)
wedtug zalenosci D = Do- F- S{). Warta¢ wspotczynnika dyfuzji w roztworze bez widkien

— Do, wyznaczono eksperymentalnie opisanrozdziale 2.10 metad=RAP.
3.3. Modelowanie uwalniania lekoéw z nanowtdkien

Opis procesu uwalniania leku w pogt#ji modeli mechanistycznych - w odréeniu

od modeli empirycznych - opieragsna analizie fizycznych zjawisk powodaych
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uwolnienie leku z matrycy polimerowej i jego trapnsge w porach materiatu. Jak
wspomniano we wprowadzeniu, rozwicie powierzchni wigciwej nanowtdkien mae by
zwickszone na skutek pojawienia sianoporowateci we widknie. Tak die rozwinicie
powierzchni wiaciwej sprawiaze uwolniona mege by cata dawka leku obecna we gtrzu
nanowtdkien. Catkowite uwolnienie leku z takiego tem@miu mae sugerowd ze
dominugcym mechanizmem uwalniania lekdw z nanowtokiendggfiizja leku w polimerze
oraz dalsza dyfuzja z konwekcw porach materialu. W wkszaci obserwowanych
przypadkéw, mamy jednak do czynienia z desarpeku z zewstrznej powierzchni
nanowtokien (w polimerachepzniepcych pod wplywem wody dyfuzja leku pogdiy
tancuchami polimeru mae by kilka rzedéw wielkaci szybsza i w niegczniegcym
polimerze, dlatego w pewnych warunkach uzasadnjiesteskorzystanie z modelu dyfuzji

w polimerze).

Materiat

® ek w matrycy polimerowe;j
® ek w plynie
O Wolna przestrzen

Eo_li_’r’_ﬁer Plyn zew.
Rys. 3.2. Mechanizm uwalniania leku z nanowtéRienrysunku wyodbniono pojedync:
nanopor we widknie w ktorym zachodzi proces de§idrggfuzji.

Desorpcja leku z powierzchni nanowtdkien i dyfuzja porach materiatu ags
kluczowymi procesami prowagzymi do uwolnienia substancji aktywnej do otagzapo
srodowiska [49], [136]. Immobilizacja sktadnika w lpoerze mae zachod# przez
chemiczne przyczenie czsteczki leku do tacucha polimeru lub przez fizyczne waienie
leku pomédzy tancuchami polimeru. W przypadku materiatow elektrepgezonych

z roztworéw polimeru z lekiem, skfadnik jest immiagtmwany we widknie gtéwnie na

skutek fizycznego zablokowania paizy taacuchami polimeru Zajego catkowite
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uwolnienie nasfpi w czasie powierzchniowej lub @bpsciowej degradacji materiatu.

Stosowane w niniejszej pracy polimery ceatsig wydtuzonym (w stosunku do badanego
czasu uwalniania edu 2-4 tygodni) czasem degradacji wyrgayan do dwaoch lat, przez co

w dalszych rozwzaniach nad modelem uwalniania lekéw portimi analiz procesu

degradacji materiatu.
3.3.1. Giéwne zat@enia modelu numerycznego

W momencie zanurzenia materiatu ciecz wypetniemey pnaty i rozpoczyna si
proces desorpcji i dyfuzji leku z winza materiatu do ptynu.

Przyblzony czast wypelniania nanoporéw przelotowych, przez ktéreeptyw
mozna wyznacz§ w przyblizeniu z rowna Poiseuille’a i Laplace’a jako [137]:

LN 2l (3.23
r-o-cosf
gdzie: p - dynamiczny wspétczynnik legko ptynu (Pa-s), L - dlugdé nanopora (m),
r - promieéi nanopora (m)g - napecie powierzchniowe (MN/m)) - kat zwilzania (°).
Szacowany czas wypetnienia typowych poréw o ddagh = 2,5 um i promieniu r = 100
nm, cieca o lepkdci pu = 0,8910°2 Pa-s i nagiciu powierzchniowynes = 72103N/m, przy
zatazeniu co® = 1 wynosit = 1,6 us.

Czas wypetnienia nanoporéw jednostronnie zagtikoh w pocatkowej fazie
przebiega z tak sany szybkdciag jak wypetnianie nanoporéw przelotowych [138]. W
jednostronnie zamketych nanoporach ciecz zamykacperzyk gazu w nanoporze
i ogranicza wypetnianobjetos¢ czynny. Jeli poming¢ absorpa gazu do cieczy i dyfugj
gazu w cieczy, czas wypetniania nanoporamaocobliczy¢ ze zmodyfikowanego réwnania
Washburna [138].

4ul x? ox a
{2L2(1 +a) LOd+a)? (143

= h o cos 6 In [1 ~(+q E]} (3.24
gdzie: p - dynamiczny wspéiczynnik legko ptynu (Pa s), L - diug@ porow (m),
h - srednica nanopora (mg - napecie powierzchniowe (mMN/m)) - kat zwilzania (°),
X - dlugas¢ odcinka ptynu wypetniagego nanopor (my = h @/2 o cos6, po - cisnienie
atmosferyczne (Pa). W tym modelu zadono niecatkowite wypetnienie nanopora ptynem
Z uwagi na obecrs6 gazu. Z tego powodu w koowym etapie diug@ odcinka

wypetnionego ciecgz — X, mazna oblicz¢ ze wzoru: x = L/(1#«). Czas wypetnienia
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nanoporow o jednakowe] szerdko i diugasci jak przygto w réwnaniu (3.24), lecz
jednostronnie zamketiych obliczono na = 2,4 us. Wspotczynnik wyzany przez stosunek
cisnienia atmosferycznego oraz Laplace'a wynosi0,145, za maksymalne wypetnienie
nanopora o diugei L = 2,5 pum wynosi kax= 2,18 um. Czas ten jest pottora razyksizy
niz w przypadku wypetniania nanoporéw przelotowychnge naley zauwayc iz czesé
nanopora (L-kax jest wypetniona gazem, ktory unieptiovia dosep cieczy [138].

Rozwaajac absorpgj uwiezionego w nanoporze gazu do cieczy, podczas ktorej
nastpuje powolne usuwanie gazu z nanopora i dalszeyggetnianie ciecg, Phan i in.
[138] zaproponowali rozwrzanie ukladu réwna do wyznaczenia zmiany masy gazu

w uktadzie eksperymentalnym zawiei@jm nanopory o przekroju prostgkym:

dx h R-T, m m,

1 = Tz 2000~ 3 (o5~ ) 525
dm  DyRTky, '
I XL — 0L [mL — my(L —x)]

gdzie: h - wysok& nanopora (m), w - szerok®nanopora (m), x - dtugé odcinka ptynu
wypetniagpcego nanopor (m), 4 - dynamiczny wspotczynnik lgpkoptynu (Pa-s),
o - naptcie powierzchniowe (mN/m), R - stala gazowa (J/KKpl-T - temperatura
bezwzgédna (K), m - masa gazu obecna w nanoporze (kg)dtugas¢ nanopora (m),
mo - masa pocgkowa gazu (kg); = ppMhwL/(RT), po-cisnienie atmosferyczne (Pa), M
- masa molowa gazu (kg/mol) 4B wspdtczynnik dyfuzji gazu w cieczy @s), k - stata
Henry'ego (Pa).

Obliczony w niniejszej pracy czas wypetniania pordwaterialu i nanoporéw we
wioknie cieca t = 1,6 - 2,4 us jest znacznie krotszy od czasuniamaila leku i z uwagi na
brak wptywu na profil uwalniania leku, naea go pomig¢ w modelu numerycznym.

Po procesie wypetniania nanoporOw cigcnastpuje proces desorpcji leku
z powierzchni nanowtokien, dyfuzji w nanoporach drgch materialu. W zakeniach

pominieto wptyw stzenia leku na wspoétczynnik dyfuzji leku w ptynie.

W niniejszym modelu przyjo tez dodatkowe zaleenia:
* niezmienny w czasie ksztatt geometrii maty (bragkedw degradacji i gcznienia
w analizowanym czasie uwalniania),
e stala porowat@& maty,

* homogeniczne rozmieszczenie leku na powierzchrkiet)
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* maksymalne stenie leku na powierzchni odpowiada catkowitemu pokr
powierzchni materialu monowarsiveku,

» wspodiczynnik dyfuzji w ptynie zaley od porowatéci maty (wyznaczany z rownania
3.22 dla geometrii 0 zadanej porownaio,

» dyfuzja opisana prawem Ficka.

Dodatkowe zatgenia i uproszczenia oméwiono peeji podczas doktadniejszego opisu

modeli mikroskopowych (uproszczonego i rozszerzohegaz modelu makroskopowego.
3.3.2. Model mikroskopowy - podstawowy

W ponizszym modelu rozwaany jest nieustalony proces desorpcji z powierzchni
widkien -T" i dyfuzji w porach materialu . Domena obliczeniowa modelu wykorzystuje
geometr¢ sz&cienrg 0 wymiarze boku L = 100 pm, w ktérej umieszczod prostych
widkien w charakterystycznych konfiguracjach: regokj (wtdkna rozstawione rownolegle
do siebie, w réwnych odgiach), nieregularnej (wtbkna umieszczone w geomptd
réznym katem, w ré@norodnych odspach). W celu przedstawienia modelu
mikroskopowego dla wybranych parametrow, w tym miaieé pokazano jedynie geometri
o regularnie uteonych 225 widknach (Rys. 3.3). Zakladamg,przedstawiona geometria,
bedaca komorlg elementarsy, posiada identyczn charakterysty& wiokien (rozmiar,
ukierunkowanie) w pozostatej € materiatu. Komorka obliczeniowa stanowi element
reprezentuyjcy nieskaiczory mat o statej grubgci. Wymiar boku szeianu
obliczeniowego odpowiadéredniej grubéci rzeczywistych materiatdw otrzymywanych
w procesie elektropedlzenia. W podstawowym mikroskopowym modelu uwali@an
pominito procesy zachodee we wgtrzu nanowtdkna, przyjmag¢ iz proces sorpcji

zachodzi wydcznie na zewgtrznej powierzchni wiokien.
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Naprzeciwlegte
scianki z
warunkiem
brzegowym
wyrazonym
réwnaniem
(3.29)

b)

Rys. 3.3. a) Geometria komorki elementarnej z g uteonymi widknam
Powigkszenie przedstawigje powierzchri nanowtdkier- I, z ktérejuwalniany jest lel
Czarnymi strzatkami zaznaczafuianki domeny z warunkiem brzegowym kontaktu z2p:
odbieragcym substanegjaktywry. Na pozostatych czterech zetvanychsciankach domer
zastosowano warunek brzegowy symetrii. b)¢@kj porow mgdzy wiéknami komorl
elementarnej Q. ¢) Widok z gory komorki elementarnej przedstayyajgeomete pc
wycieciu widkien z domeny obliczeniowe;.
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3.3.2.1. Zal@enia podstawowego modelu mikroskopowego

Zmiare skzenia skladnika zaadsorbowanego na powierzchni etodlopisano
rownaniem raniczkowym zawierajcym czion adsorpcji i desorpcji (3.26). Adsokpcj
wyrazono jako dwucgsteczkovg reakcg pomidzy wolnym centrum adsorpcji na
powierzchni materiatuCy®* — C, i wolng czsteczlky skladnika @ (gdzie C}'** to
maksymalne gtenie skladnika na powierzchni materiatu dla ktérpgwierzchnia poréw
pokryta jest monowarstyw skifadnika). Wspétczynnikiem proporcjonadco jest
wspbtczynnik adsorpcjid(m?kg-s). Desorpej wyrazono jako jednocgsteczkovy reakcg
0 wspotczynniku desorpcjidk1l/s). Ostatecznie, zmiarstzenia na powierzchni widkien
opisano rownaniem [103], [104], [139]-[141]:

aaitA = Kk, Cg(CR** — Cp) — kqCp (3.26)

Czasoprzestrzenny rozklaccztnia sktadnika w ptynie otacazaym wiokna jest

opisany Il prawem Ficka z czionemrdodiowym kedagcym strumieniem substancji

Z powierzchni widkien:

aCg (62CB 92Cy  9%Cy
B

at - B\ T ey Tz ) — pplkaCr(CR™ — Ca) — kaCal (3.27)

gdzie: D — wspotczynnik dyfuzji substancji w ptynie otacgajm wiokna,pp — gestasé

wiasciwa polimeru (wartéé dla polimeru PLC wynosi 1170 kgfn
3.3.2.2. Warunki brzegowe i pocgtkowe

Na czterechsciankach zewgtrznych szécianu, granicgcych z jednakowymi
komoérkami elementarnymi reprezengymi materiat, zastosowano warunek symetrii
w kierunku normalnym do powierzchfgianek:

W przedstawionym modelu zastosowano warunek brzggyfuzyjnego transportu
masy z materiatu do otaczeggo ptynu. Na dwdéch przeciwleglysbiankach sz&ianu

warunek brzegowy kontaktu z ptynem przedstawionananiem:

Ns = k2"(Cg — C3"") (3.29)
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gdzie: k2% — wspodtczynnik transportu masy do pilynu otagzego materiat (m/s),
C3Ut — stzenie w plynie otaczagym materiat wynosge C3"t = 0 kg/n?.

Wspétczynnik transportu masy wyano jako k2%t = Dg/d, gdzied to grubdgcé
hipotetycznej warstewki dyfuzyjnej. Z uwagi na braketod eksperymentalnych
pozwalajcych zmierzg grubcé tejze warstewki, jej wartd® umownie przyjto jako
& = 0,001 m. Dla typowych wardoi wspoétczynnika dyfuzji B wynoszcych Ds = 1-10'
m?/s, wspbiczynnik transportu masy wynieskf*t = 1:10% m/s. Niska wartet
wspotczynnika transportu masy przez bariatyfuzyjrg oznacza zwikszony opor
transportu sktadnika przez gragicnateriat - ptyn i akumulagj niezwigzanej postaci
sktadnika w materiale. Warunek ten ima réwnie zastosowa w przypadku kontaktu
materiatu z powierzchaitkanki, gdzie przenikanie substancji przez powdere styku,

Z uwagi na opor transportu masy, 2zady wolniejsze nt bierny transport dyfuzyjny.

Przyfto, ze stzenie pocatkowe skiadnika w ptynie wynosigs = 1 kg/n¥, z& na
powierzchni widkien stzenie odniesione do masy materiatlu polimerowego siyno
Cao = 0,01 kg skfadnika’kg materiatu, co jest standardowartcscia uzywamn
w eksperymentach.

Mas: skladnika obecnego w materiale w czasibliczono z rownania:

M, =f%cAdr+ j CgdQ (3.30)
r Q

gdzie: T — catkowita powierzchnia widkierf2 — obgtos¢ ptynu pomedzy widknami,
pp — gstas¢ polimeru, a - powierzchnia wdeiwa wiokien obliczona dla wytworzone;j
geometrii (n/m?).

Kumulatywry masg uwolnionego sktadnika po czagieodniesiog do pocatkowej

masy sktadnika w materiale obliczono ze wzoru:

My — Mg

R(t) = M,

(3.31)

gdzie: Mb— masa sktadnika w materiale w chwili pgtkowej t = 0 s.



79

3.3.2.3. Analiza bezwymiarowa

Dla utatwienia analizy procesu uwalniania, wprowatz parametry
bezwymiarowe. $tenia skladnika w postaci zaadsorbowanej i nigzanej odniesiono do
stezen poczatkowych skiadnika:

C C
A=-2 B=-2
Cao Cgo

(3.32)

Wspotrzdne w kartezjaskim uktadzie wspétrginych odniesiono dérednicy widkna L:

x=Xy=Y 7= (3.33)

el B

Z
L

anlll Y

Czas dyfuzji sktadnika w piynie wybrano jako skatzasu, dzki czemu
bezwymiarowy czas wygano wzorem:

_ Dt

Po podstawieniu parametrow bezwymiarowych do rdwr{8.26) - (3.27)

otrzymujemy zmodyfikowany uktad réwaAamiany bezwymiarowegogienia sktadnikow:

A  Kkq4l? [k, i
on _ Xa _ _ 3.35
3t~ Do Lk, Cgo(A A)B A] (3.35)
0B 0°B 0°B 0°B Cao kql?
— = + + +pp

a‘f aXZ aYZ aZZ CBO DB

k
[k—z Cpo(A™** — A)B — A (3.36)

Warunek symetrii na cztereébiankach w postaci bezwymiarowej sprowadzono dégoas
VB-7i=0 (3.37)
Warunek brzegowy kontaktu z ptynem otagegjn materiat dany jest wzorem:

kout_L
NS= <

(B — BOuY) (3.38)
B
gdzie B''= 0.
Bezwymiarowe stzenie poczgtkowe skladnika na wildknach  wynosi
A(t=0) =A™ = 1, z& bezwymiarowe stenie pocztkowe sktadnika w porach materiatu
B(t=0) = 0.
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W powyzszych rownaniach wyeémiono bezwymiarowe liczby kryterialne. Liczba
Damkdohlera (Da) wyra stosunek czasu dyfuzji do czasu desorpdiijieaba Sherwooda

(Sh) wyraa stosunek konwekcyjnego i dyfuzyjnego transpditadnika:

k4L?
Da = — (3.39)
DB
koutL
Sh = < (3.40)
Dp
Stah rbwnowagi procesu adsorpcji - desorpcji wymao w postaci:
k
K= Cgo— (3.41)
Kq

Dodatkowo, w rownaniu (3.36) wyidiono parametr uwzegtiniajpcy stosunek
pocatkowych stzen sktadnika i gstasci:

Cao

Co = ppC—BO

(3.42)
Po podstawieniu do réwng3.35) - (3.36) otrzymujemy ostatecznie uproszgzon
uktad rowna:
0A
30" Da[K(A™2* — A)B — A] (3.43)
0B 0°B N 0°B N 0°B
dt  0XZ  aY? 0972

+ CoDa[K(A™2* — A)B — A] (3.44)

3.3.2.4. Rozwgzanie modelu matematycznego

Analize numeryczg wpltywu poszczegolnych parametréw na szydkowalniania
sktadnika z materiatu wykonano dla zakresow paretmeprzedstawionych w tabeli 3.1.
Wartcsci parametréw zostaly prajgep na podstawie danych d@dadczalnych

I literaturowych.
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Tab. 3.1. Zakresy parametrow zastosowane w obiiazie.

Da Sh G K
510%-510° | 1-107-110° | 1,17-5,8510" | 1.102-1-10!

Na rysunku 3.4a przedstawiono wptyw liczby Damlkbdalna szybkd uwalniania
substancji. Wzrost liczby Damkohlera a tym samynybkméci desorpcji sktadnika
Z powierzchni powoduje znagzy wzrost szybkéci uwalniania i osigniecie catkowitego
uwolnienia sktadnika w krotszym czasie. Wyniki syanji numerycznych przedstawiap
wptyw liczby Sherwooda na szybituwalniania substancji przedstawiono na rysunkb.3.4
Wzrost oporu transportu przez bagianateriat - ptyn, odwrotnie proporcjonalnego do
wspotczynnika transportu masy, powoduje zahamowawiniania skladnika z materiatu
I jego akumulag w materiale.

QD
N
O

~

1,0 1

o
®

0,8 A —8—Sh =1E-3

—a-sh=qE4 et

—O0—Sh =1E-5

—8—Da=5E-8
—a&—Da=5E-7
—O—Da=5E-6
—&—Da=5E-5

0,6

0,4

Utamek masowy uwolnionej substancji R(t)
Utamek masowy uwolnionej substancji R(t)

0,2 0,2
0,0 £ T 1 0,0 ¢
0,0E+00 2,5E+06 5,0E+06 0,0E+00 1,0E+06 2,0E+06

Czas bezwymiarowy Czas bezwymiarowy

Rys. 3.4. a) Wplyw liczby amkdhlerana szybké& uwalniania skladnika z komo
elementarnej. Warkgi pozostatych parametréw nie ehjch zmiag: Sh = 110%
Co = 1,17, K = 1101, b) Wptyw liczby Sherwooda na szyfkawalniania sktadnika
materiatu. Wartdci pozostatych parametréw nie ebjch zmiag: Da = 5:107, Co = 1,17,
K=1.

Na rysunku 3.5a zaprezentowano wplyw réwnowagip®egnej na szybk
uwalniania substancji. Wzrost szyBko adsorpcji sktadnika na powierzchni powoduje
spadek szyblksi uwalniania. Przyktadowo dla K = 1 i K = 10, pgnt samym czasie
zanotowano dwukrotny spadekstd uwolnionej substancji. Wptyw gtenia pocatkowego

substancji na szybké uwalniania przedstawiono na rysunku 3.5b zNBzaobserwowaz
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dwukrotne zwgkszenie stzenia sktadnika na powierzchni wiokien spowodowa@$es

poczatkowy wzrost uwalnianej substancji.

QD
S
O
~

-
o

0,8

0,6

0,4

0,2

1—0—Cp=117
——C(=23,4
—0—C=58,5

0,2 1

Utamek masowy uwolnionej substancji R(t)
Utamek masowy uwolnionej substancji R(t)

0,0
0,0E+00 1,0E+06 2,0E+06 0,0
Czas bezwymiarowy 0,0E+00 1,0E+06 2,0E+06
Czas bezwymiarowy
Rys. 3.5. a) Wpltyw réwnowagi sorpcji na szydkawalniania skladnika z komd
elementarnej. Warkei pozostatych parametréw nie ehjch zmiap: Da = 5107,
Sh = 1104 Co = 1,17. b) Wplyw stenia pocztkowego G na szybké uwalnianie
sktadnika z materiatu. Warfoi pozostatych parametréw nie ehjch zmiag: Da = 5-107,
Sh = 1104, K= 1.

Przedstawiony model zostat wykorzystany w dalszefci pracy do obliczenia
wspoétczynnikbw  kinetycznych  dla  danych  eksperymiegtzh.  Otrzymany
eksperymentalnie profil uwalniania skfadnika zostaprowadzony do programu
obliczeniowego. Nasgpnie dobierano wspotczynnikiaki ke w ten sposob, aby #dica
w przebiegu profilu eksperymentalnego i numerycongga jak najmniejsza.

Model zostat réwnie uzyty w badaniu wptywu konfiguracji wtdkien na szylko
uwalniania substancji z powierzchni witokien. Wynikych badé przedstawiono

w podrozdziale 4.3.3.
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3.3.3. Model mikroskopowy - rozszerzony

W ramach udoskonalania modelu uwalniania leku zkigl® zaproponowano
bardziej szczeg6towe podeje do opisu procesu desorpcji - adsorpcji na paetei
widkien i dyfuzji w pltynie otaczapym widkna. W pierwszym modelu (podstawowym)
przyjeto zala@enie, ze procesy sorpcji sktadnika zachedwytacznie na zewgtrznej
powierzchni wiokien (we wgtrzu widkien nie wysipowaty procesy transportu i wymiany
masy). Zaproponowany model podstawowy jest uzaeagindla wielu przypadkéw
w ktérych otrzymano materialy nie posiagta nanoporéw. Wyniki badamikroskopii
elektronowej nanowtokien wskazujjednak na konieczié rozwiniecia powierzchni
wiasciwej procesu adsorpcji-desorpcji z racji obemmmanoporéw we wgtrzu widkien
[47], [49]. Z tego powodu postanowiono rozszéragtniegcy model uwzgldniajc
nanoporowat& wiokien i procesy zachodee we wgtrzu nanoporéw. Nanopory we
witdknach maj niejednorodny rozmiar i dodatkowo mpmie¢ rézng struktue. Duzg role
w transporcie sktadnika me zatem odgrywaspowolniona dyfuzja gsteczek substancji
w ich wretrzu. Rozszerzenie modelu o dyfgzy nanoporach widkna oraz przenikanie
substancji z olgtosci nanoporéw do plynu otacaapgo wiokno, mee pomébc
w doktadniejszym opisie uwalniania lekow. W poréwinado modelu podstawowego
uwzgkdnienie rzeczywistej geometrii nanoporow, istoteweicksza stopig@ komplikacji
modelu numerycznego. sttez jedynie rozszerzono model o dyfezktadnika we wetrzu

widkien opieragc si na efektywnych parametrach transportu sktadnika.
3.3.3.1. Zal@enia rozszerzonego modelu mikroskopowego

W ponizszym modelu analizowany sktadnik wystijacy w raznych postaciach
(zaadsorbowanej oraz niezmanej) oznaczono odpowiednimi symbolami.cz8hie
sktadnika zaadsorbowanego f@ankach nanoporow wewtz nanowtdkien oznaczono
symbolem G (kg sktadnika/kg polimeru). Ten niemobilny skiadn#wiazany jest
Z polimerem, a jego uwolnienie do ptynu rasije z szybkécia ks (rbwnanie 3.45). Stenie
zaadsorbowanego sktadnika wiwao w jednostkach masy sktadnika na ¢npslimeru.
Stezenie sktadnika w postaci niezyganej, mogcej dyfundowa w nanoporach oznaczono
jako G (kg/n?). Wartai¢ wspoétczynnika dyfuzji w nanoporach dobrana zostatianych
literaturowych dla cgsteczek o podobnej masie molowej [18]. Dla adiénia niezwazanej
postaci skladnika we widknie,egenie sktadnika w ptynie otacaaym widkna wyraono
symbolem Gt (kg/nr).
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Rys. 3.6. Komdrka elementarsktadajca sk z dwdch domen: a) widkigw i b) przestrzer
miedzy wtoknami2o.

Réwnanie opisue proces sorpcji na powierzchni nanoporéw (doméakien Qi)
wyrazone przez odpowiednie state szykdiadsorpcji i desorpcji [103], [104], [139]-[141]:

aC
a_tA = kaCp(CA™ — Cp) —kqCy (3.45)

gdzie: k, ke wspotczynnik adsorpcji i desorpcji sktadnika nawgerzchni wiokna
(odpowiednio 1/s, Atkg-s),CY?* — stzenie maksymalne sktadnika, przy ktorym epsje
wysycenie centrow adsorpcji i nie ngmije dalszy proces zapetniania powierzchni
substangj aktywrg (kg sktadnika/kg polimeru).

Proces dyfuzji wewgtrz nanoporow widkna (domen&:) wraz z czionem

zrédtowym adsorpcji - desorpcji opisano rownaniem:

9Cs (aZCB 92Cy  92Cg 9C, (3.46)

g~ wDs| G T T azz>‘pp<l‘€w>7

gdzie: ew — porowaté¢ wewretrzna widkna (warté estymowana), B — wspoétczynnik

dyfuzji efektywnej w nanoporach widkien (wastoprzyjeta z literatury) (r/s), x,y,z —

wspétrzdne w kartezjaskim uktadzie wspoétednych (m),pp — gestasé polimeru (kg/mi).
Dyfuzja sktadnika w ptynie otaczamiym wiokna (domen&2z) wyrazona jest

rownaniem Ficka:

9Cx; 02Cy;  02Cg  0%Cys
Bf Bf( B B B (347)

ot~ B\ x2 T ay2 T on2
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3.3.3.2. Warunki brzegowe i pocatkowe

Strumier masy sktadnika z widkien do @bpsci poréw przez powierzchgi

graniczry wiékno - ptyn wynosi:

Np = Npf = —kc(CEOW - CB) = kc(CE?W - CBf) (3.48)

pow pow

gdzie: C3°", Cgp; to stzenia sktadnika na powierzchni (kghnke - wspdtczynnik
transportu masy przez powierzchmitdkno - ptyn (m/s).

Na czterechsciankach zewgtrznych szécianu, graniczcych z jednakowymi
komorkami elementarnymi reprezenftymi material, zastosowano warunek symetrii

w kierunku normalnym do powierzchfgianek:
DBfVCBf " ﬁ) = O (349)

Na dwdch przeciwleglychsciankach sz&ianu warunek brzegowy kontaktu

Z ptynem przedstawiono rownaniem:
Ns = k"*(Cg¢ — C}glflt (3.50)

gdzie:k2' — wspotczynnik transportu masy z komorki elemergptm/s),Cait — stzenie
w plynie otaczajcym materiat wynosge C3f* = 0 kg/m?.

Warunek pocgtkowy stzenia niezwazanej postaci skiadnika w ptynie
wypetniagcym nanopory oraz pory materiatu wyn@si, = Cgeo = 1 kg/m?, za& skezenie
pocztkowe zaadsorbowanej postaci sktadnika na powieizedokien C,, = 0,01 kg
sktadnika/kg polimeru.

Mas; sktadnika obecnego w materiale w czasie t do wyzeia kumulatywnej

masy sktadnika (3.31), obliczono z réwnania:

Qq Q4 Q,

gdzie: Q1 — obgtos¢ wiokien, Q2 — obgtos¢ ptynu poméedzy widknami.
3.3.3.3. Analiza bezwymiarowa

Podobnie jak w poprzednim przypadku,¢zehia skladnika w postaci
zaadsorbowanej i niezg@anej odniesiono doten pocatkowych (3.32). Wspotrgine
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w kartezjaskim uktadzie wspotnych odniesiono dérednicy widkna L, z&czas dyfuzji
sktadnika w porach materiatu odniesiono jako skabsu dla rozpatrywanego procesu.
Po podstawieniu parametrow bezwymiarowych do rdwr{8.45) - (3.47)

otrzymujemy ukiad rowna

0A  kyl? [k
=4 [k—ZCBO(AmaX—A)B—A] (3.52)

9t Dy

0B Dy [0°Bf 0°Bf 0°B
_ B( e f)

dt  Dge\0X2 = 9YZ | 972
( VL2 (3.53)
CAO 1-— Ew de [ka
— =2 Cgo(A™3* — A)B — A
PCro  &w Dg¢ Lkq Bof )
0B 0%Bf 0%Bf 0°%Bg¢
—f_ 3.54
ot oxz T ove T 972 (3:59)
Warunek brzegowy strumienia przez powierz¢hmidkna:
k.- L k. L
Ng = Npf = — - CBo(B — BPOW) = - CBfo(BEOW - Bf) (3-55)
D¢ D¢
Warunek symetrii na cztereébiankach komaorki elementarnej:
VBf-1i=0 (3.56)
Warunek brzegowy kontaktu z ptynem otagegn materiat:
koutL
Ng = —— (B — B2"Y) (3.57)
Dgt

Bezwymiarowe stzenie pocztkowe sktadnika we widknach wynosi A = 1,§za
bezwymiarowe gtzenie pocztkowe sktadnika w porach materiatu B = 0.
Podobnie jak w modelu podstawowym, w paggych réwnaniach wyediono liczle
kryterialp Damkohlera, liczb Sherwooda dla przgjia sktadnika z domeny widkna do
otaczajcego go ptynu - Sloraz z ptynu w porach komorki elementarnej do otoca - Sh.
Wyrézniono take stad roOwnowagi procesu adsorpcji - desorpcji — K, param
uwzgkdniagcy porowaté¢ wewretrzng nanowtokna — E = (lew)lew; Oraz parametr
uwzgkdniagcy stosunek pogtkowych stzen i gestasci nosnika leku — G (3.42).
Bezwymiarowy wspotczynnik dyfuzji sktadnika wy@no wzorem:

D=2E (3.58)

Dgf
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Po podstawieniu do rownd3.52) - (3.54) otrzymujemy zmodyfikowany uktadurien:

%A _ pa [K (A2 — A)B — A] (3.59)
Jt

0B <62B 0°B 0?B

i max __ _
= 5t t 622> + C,EDa[K (A A)B—A] (3.60)

0B _ 0°Bg N 9%B¢ N 9%B;¢
ot 9X2  aYZ = 972

(3.61)

3.3.3.4. Rozwgzanie modelu matematycznego

Obliczenia wptywu poszczegolinych parametrow na ka§duwalniania sktadnika
Zz materiatu wykonano dla parametrow przedstawionydtabeli 3.2.

Zwigkszenie szybkai desorpcji powoduje zwkszenie szybkai uwalniania
skfadnika z materiatu. Dla liczby Damkohlera rowrie]0® zaobserwowano szybkie
przegcie zaadsorbowanej postaci leku w péstalng i uwolnienie z ohgtosci materiatu
(Rys. 3.7a). Akumulacja niezydanej postaci skladnika we witoknach spowodowana
zwickszeniem oporéw przenikania przez graniddkno - otaczajcy ptyn zahamowata

proces desorpcji z wiokien (Rys. 3.7b).

QD
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~

‘\((\(((«((\(((( Qe

1,0 A

0,8 0,8 A

0,6 0,6 -

Utamek masowy uwolnionej substancji R(t)
Utamek masowy uwolnionej substancji R(t)

——Da=1E-5
—O—Da= 1E-6 _A_Sh—l =1E-1
0.4 —&—Da=1E-7 0% —O~Shy=1E-3
—o—Da=1E-8 —A—Shy=1E5
0,2 0.2 1 —e—Sh = 1E-7
0,0 - ' 0,0 . .
0,0E+00 2,0E+06 4,0E+06 0,0E+00 2,0E+06 4 0E+06
Czas bezwymiarowy Czas bezwymiarowy

Rys. 3.7. a) Wplyw liczby Damkoéhlera na szybkuwalniania sktadnika z komo
elementarnej. Warkgi pozostatych parametréw nie ebjch zmiag: Sh = 1-103
Sh=1-10% D =510% K=1-10%, E=1,7102, Co=1,1710' b) Wptyw oporu przenikar
skfadnika z wiékna do otaczapgo ptynu na szyos¢ uwalniania skladnika z komo
elementarnej. Warkgi pozostatych parametréw nie ebjch zmiag: Da = 1-107,
Sk =1-10% D=510% K=110%, E = 1,710% Co=1,1710%



88 Analiza numeryczna

Tab. 3.2. Zakresy parametrow zastosowane w oliiazke.

Da Sh She D
1.10%-1-10° | 1107 - 1101 1107 - 1:10% 510° - 5107
K E Co
1-102- 110" | 8.510%-3 | 1,1710'-1,751C°

Zwiekszenie wartéci wspotczynnika dyfuzji sktadnika w porach widkienoze
przyspieszy uwolnienie substancji z materiatu (Rys. 3.8a). Tsamym zwikszenie np.
temperatury w jakiej uwalniana jest substancja gpm@szy transport sktadnika w porach
wiokien oraz porach materiatu, sumarycznie prowadio maliwego wyrzutu substancji
z materiatu. Do podobnej sytuacji peodogé w wyniku zastosowania innego dmika leku
lub konwekcji wymuszonej w soodku z zanurzonym materiatem, utatwy@jdesorpgj
z powierzchni wiokien i w konsekwencji prowadzdo szybszego uwolnienia substancji
z materiatu (Rys. 3.8b).

a) b)
3 = 10
:? :é
8 8
- 2 08
=] =2
(] (]
L S 0,6
= £
(=} o
3 3
=} =]
g g 04
[} (<]
%
_E x 0,2
Q [
£ £
1] ©
5 =1
0,0 T 1 0,0
0,0E+00 5,0E+05 1,0E+06 0,0E+00 2,0E+06 4,0E+06
Czas bezwymiarowy Czas bezwymiarowy

Rys. 3.8. a) Wplyw ilorazu wspotczynnikow dyfuzji szybke¢ uwalniania sktadnik
z komorki elementarnej. Waroi pozostatych parametrow nie ebjch zmiag:
Da = 1107, Sh = 1-104 Sh = 1103, K = 1-10%, E = 1,7102, Co = 1,17-10' b) Wptyv
rébwnowagi sorpcji na szybké uwalniania sktadnika z komoérki elementarnej. Wi
pozostatyckparametréw nie oltych zmiag: Da = 1-107, Sh = 1-10%, Sh = 1-103,
D=5104 E=1,7102% Co=1,1710"

Dla warunku w ktérym transport sktadnika przez pwchne widkno - ptyn jest
utrudniony (Sh = 1.07), porowatéé wewretrzna widkna mee spowodowé przesunicie

poziomu uwolnienia leku (Rys. 3.9a). Dla strukturn@atej porowatéci wewrgtrznej



89

(ew = 0,1; E = 3) uwalnianie znagm zmniejszylo szybks przy poziomie 40%
pocztkowej masy substancji.

Model zaktadajcy wystpowanie oporéw transportu we wioknach, pomaga
dokiadniej opisa rzeczywiste procesy zachade na granicy wiokno - ptyn. Jedrmak
koszty obliczeniowe przedstawionego modelg 2nacznie wiksze ni modelu
uproszczonego, co stanowito gtdwne kryterium wybmdelu uproszczonego w dalszych
badaniach nad mechanizmami uwalniania z nanowtoki¥nporéwnaniu do modelu
uproszczonego, przedstawiony model charakteryzujer@wniez niskg wrazliwoscia
charakterystyki uwalniania w zaieosci od stzenia pocztkowego substancji (Rys. 3.9b).
Z danych eksperymentalnych wynika (rozdziat 4.%)zimiana pocgtkowego s¢zenia
substancji w nanowtoknach ma wptyw na profil uwaina substancji, co wskazuje na
pewne braki tego elementu modelu dla podanych petrém procesu uwalniania.

Doktadniejsza analiza przyczyn tej rozbiesci wykracza poza zakres obecnej pracy.

a) b)
1,0 - 1,0 -
0,8 - 10,8 1
0,6 A 0,6 1

0,90
1,00E+06 1,10E+06

Utamek masowy uwolnionej substancji R(t)
Utamek masowy uwolnionej substancji R(r)

0,4 1 0,4 A
) —A—E =0,0085 +C0 =1755
—O—E =0,085 ° _
0,2 —a—FE =085 0,2 - Co=117.0
o F =3 —0—Cp =58,5
—2—Cq =117
0,0 ! ! 0’0 A T 1
0,0E+00 2,0E+06 4,0E+06 0,00E+00 1,00E+06 2,00E+06
Czas bezwymiarowy Czas bezwymiarowy

Rys. 3.9. a) Wplyw porowatn na szybké&' uwalniania sktadnika z materiatu pi
zwiekszonych oporach przenikania sktadnika z widknao@@zajcego ptynu. Wartai
pozostatych parametréw nie ebjch zmiag: Da = 1-107, Sh = 1-107, Sh = 1-103,
D = 5104 K = 110%, G = 1,1710'b) Wplyw stzenia pocztkowego na szybké
uwalniania sktadnika z materiatu. Wasth pozostatych parametréw nie ehjch zmiapg:
Da=1107, Sh =1-10% Sh=1-10% D =510% K =1-10%, E = 1,7102
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3.3.4. Makroskopowy, dwuwymiarowy model uwalnianialeku z nanomateriatu do

hydrozelu

Celem tej cgsci pracy bylo stworzenie dwuwymiarowego modelu apisego
uwalnianie lekéw z makroskopowego materialu zavaesgo nanowtokna jak rownie
dyfuzje skiadnika w hydreelu odtwarzajcym warunkisrodowiska panuce w tkance

_ : Materiat

Stezenie

mabzgowe).

Rys. 3.10. Schemat przedstawtg miejsce zaétosowania opatrunku i efekt jegoalzia
w postaci wzrostu gtenia leku w mozgu. Przerywan#tta linia to o symetri
w uproszczonym uktadzie bjaym pod uwagdyfuzg leku we fragmencie tkanki mézgo
(Rys. 3.11).

W ponizej przedstawionym modelu wprowadzono wiele uproxz¢x poréwnaniu
do modelu mikroskopowego). Przede wszystkim zastaso podejcie w ktdrym nie
uwzgkdniono bezpérednio geometrii widkien (gruBBoi i ukierunkowania), a jedynie
paosrednio poprzez zmigrefektywnego wspoétczynnika dyfuzji, oszacowanegpadstawie

obliczer mikroskopowych modelu.
3.3.4.1. Zal@genia podstawowego modelu makroskopowego

W przedstawionym modelu procesu uwalniania sktssindzwaa st nieustalony
proces desorpcji z wiokna i dyfuzji w materiale ip@rowym. W modelu zaktadamy
homogeniczny rozkiad substancji w matrycy polimezpwWymiary modelowanego
materiatu wynosg promier r = 2,510° m oraz grub& d = 10010° m. W momencie
kontaktu materiatu zelem rozpoczyna sidesorpcja sktadnika z nanowtokien. Zaktadamy,
ze czas wypetnienia porogelem mana zaniedba Dodatkowo nie rozpatrujemy procesu
degradacji, gd¥ czas rozpadu w przypadkuaytych polimeréw wynosi od roku do dwoch

lat, z& analizowany czas uwalniania lekow wynosi okot@ttz tygodni. Dyfuzj sktadnika
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w domenieQ: orazQ2 opisano réwnaniem Ficka. Wymiar dome®y. wysokaé¢ 3102 m,

szerokaé¢ 3102 m.

Q rl

R
i T i e o A e U i e
i

Rys. 3.11. DwuwymiarO\./va domena obliczeni(przedstawiajca modelowany mater|
(Q1) oraz subdomena hydielu imitugcego tkank nerwowy (Q2). Wymiary modelowane
materialu wynosz promiei r = 2,5:10° m oraz grubs&‘ d - 10010° m. Wymiar domer
Qo: wysokd¢ 3:102 m, szerok&* 3:102 m.

Zmiana sjzenia sktadnika zaadsorbowanego na powierzchni nidkanm (domena

Q1) wyrazona jest przez izotegrLangmuira z cztonami adsorpcji — desorpcji:

aC
a_tA = ka(CA™ — Ca)Cp — k4Cp (3.62)
gdzie: G - skzenie skiadnika zaadsorbowanego na powierzchni nidkcen,

w przeliczeniu na mas polimerowego opatrunku (kg sktadnika/kg polimeru),
Ca™*— stzenie maksymalne skiadnika na powierzchni matempaimerowego (kg/kg),
Cs — stzenie skiadnika w pltynie wypetnigjym materiat (domenQi) (kg/nv), ka, ka — state
szybkdci odpowiednio adsorpciji (fkgiS) i desorpcji (1/s).

Czasoprzestrzegrzmiare stzenia sktadnika w domeniQi, w ktorej nasipuje
proces adsorpcji — desorpcji substancji na powferzmateriatu oraz dyfuzji niezgzanej

postaci sktadnika w domenge:, opisano porszym rownaniem:
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dCg <62CB 0%Cg
€ Up

“or PG Yoy >—pp(1—s)[ka (CR™—Co) Cs—kaCal  (3.63)

gdzie: ¢ — porowaté¢ materiatu (-), B — wspoiczynnik dyfuzji efektywnej substanciji
w domenieQ2 (M?/s), pp — gestasé polimeru (kg/m).
Dyfuzja niezwjzanej postaci substancji w domeria (tkanka lub jej fantom)

wyrazona jest rownaniem Ficka:

0Cgs GZCBf GZCBf
= Upr

ot 0x2 + dy? (3.64)

gdzie: Gr - skzenie substancji w domeni®2 (kg/m?), Der - wspoéiczynnik dyfuzji

w domenieQz (M?/s).
3.3.4.2. Warunki brzegowe i pocgtkowe

Na powierzchni kontaktu domef:2i Q2 - I'2 zastosowano warunek brzegowy

transportu sktadnika przez batenateriat - tkanka:
Ng = Ngr = —k(C5°" — Cg) = k¢(Cgs — Ch¢ (3.65)

gdzie: k - wspétczynnik transportu masy przez granimateriat - tkanka (m/s),

CE®",CEe" - skzenia sktadnika na powierzchni granicznej (k§/m

Na sciankach domeny T's ustanowiono warunek brzegowy kontaktu z ptynem

0 nieska@czonej obgtosci:
Ng = kgut(CBf - Cg‘flt (3.66)

gdzie: k2ut — wspotczynnik transportu masy (m/€§f" — stzenie w plynie otaczagym
materiat wynoszce C3f* = 0 kg/n?.

Stzenia pocztkowe niezwyzanej postaci skiadnika w materiale oraz tkance
wynosz Cgo, = Cgpo = 1 Kkg/m?, za& skzenie zaadsorbowanej postaci sktadnika na
powierzchni widkien w materiale,, = 0,01 kg sktadnika/kg polimeru.

Mas; sktadnika obecnego w materiale w czasie t obliozondwnania:

M, = f pp Ca Oy + j Cg dQ, (3.67)
Q, Q
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gdzie:pp — gestasé whasciwa polimeru (kg/rf), Q1 — domena materiatu z wibknami.
3.3.4.3. Model bezwymiarowy

Podobnie jak w poprzednich przypadkachgzetia skladnika w postaci
zaadsorbowanej i niezgdanej odniesiono do ¢ten pocatkowych, zda wspoétrzdne
w kartezjaiskim uktadzie wspoétrednych, odniesiono do grukm materiatu L. Jako skal
czasow procesu ponownie wybrano czas dyfuzji sktadnikanateriale z nanowtokien
(3.32).

Po podstawieniu do réwng3.62) - (3.64) otrzymujemy:

dA  k4l? [k

dt 5 [kd Coo(A™ ~A)B - A] 369
dB 0%B N 0’B Cao (1 — &) k4ql? [ Cpo(A™3 — A)B — A] (3.69)
dt  oxz ayz Pr Ceo & Dg kg |
0By _Dg;(9°B  0°B

ot (axz T ov? 370

Warunek brzegowy strumienia sktadnika przez poweteng granicza domenQa i Qo:
k L k L
Ng = Npf = LCBO(B — BPOW) = LCBfo(Bil?OW - Bf) (3-71)
Dg Dg

Warunek brzegowy kontaktu z ptynem otagegin domeg Qo:

_ kUL __pout
Ns = (Bf — BY™) (3.72)
Dpt

Podobnie jak w poprzednich modelach matematycznyguowyzszych rownaniach
wyrézniono liczle kryterialg Damkdhlera, wyrzajaca stosunek czasu dyfuzji do czasu
desorpciji, liczk Sherwooda dla przenikania sktadnika z materiatutkdmki - Shoraz
z tkanki do nieskaczonej obgtosci - Sh. Dodatkowo, wyréniono stad rOwnowagi
procesu adsorpcji-desorpcji - K, bezwymiarowy wspghnik dyfuzji skiadnika — D,
parametr zwjzany z porowaticia materiatu — E = (1 €)/g; stosunek poegkowych stzen
I gestasci nasnika polimerowego — §33.42).

Po podstawieniu do rowng3.68) - (3.70) otrzymujemy uproszczony uktad réin

dA

— =Da [K (A™@* — A) B — A] (3.73)
dt
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dB 9*B 92B

e 4 — max _ — 3.74
=35z 57z~ CoEDa [K (A A) B — A] (3.74)
0B 5 92B s 92B (3.75)
ot \0X? 9Y?2 '

3.3.4.4. Rozwiazanie modelu matematycznego

Obliczenia wptywu poszczegolnych parametrow na kagbuwalniania sktadnika

z materiatu wykonano dla parametrow przedstawionydtabeli 3.3.

Tab. 3.3. Zakresy parametrow zastosowane w obiiazk.

Da Sh She D
110%-2-10* | 1:10°- 1107 1107 - 1108 1102 - 110
K E Co
1-102- 1.10* 8.510°-3 1,1710- 1,75107

W przedstawionej homogenicznej makrostrukturze malavwzrost statej desorpciji
(por. Da = 0,01 i Da = 0,02) prowadzi do znacznpgayspieszenia uwalniania substancji
z materialu (Rys. 3.12a). Akumulacja niezranej postaci skfadnika w materiale
spowodowana zwkszeniem oporéw przenikania przez gramuateriat - tkanka (domeny

Q1i Q2) (Sh. = = 1:10°) zahamowata proces desorpcji z wiokien (Rys. 3.12b

a) b)
- —_
¥ 10 - Z 1.0 1
:? :?
2 08 - 2 08 A
5 s
2 o
) [y
S 06 - S 06 -
= £
o [«
5 0,4 : 0,4
> -1 .
' —0O—Da= 0,02 ,
§ § —e—Shy=1E-2
g —A—Da= 0,01 s
£ £ —a—Shy=1E-3
g % 3 027 Shy=1E-4
£ g —O—oNq=1E-
S s —A—Shy=1E-6
0,0 ' ! T ! ! 0’0 [ T T T T 1
0 100 200 300 400 500 0 500 1000 1500 2000 2500
Czas bezwymiarowy Czas bezwymiarowy

Rys. 3.12. a) Wptyw liczby Damkdhlera na szybkovalniania sktadnika z materia
Wartasci pozostatych parametréw nie ehjch zmiag: Sh = 1-10?, Sk =1-102, D = 10.
K =1-10%, E = 1,710, CGo = 1,17-10* b) Wptyw oporu przenikania sktadnika z matet
do hydrgelu na szybk&@ uwalniania sktadnika. Wartgi pozostatych parametrow 1
objetych zmiag: Da = 1102 Sh=1-10% D =10, K=110%, E=1,710% Co=1,1710"



95

Zwigkszenie wartéci wspotczynnika dyfuzji sktadnika w porach materja
w przypadku materiatu makroskopowego jedynie niezne przyspieszyto uwolnienie
substancji z materiatu (por. D = 1 i D = 10; Rysl3&a). Utatwienie desorpcji lub
zahamowanie adsorpcji na powierzchni widkien pezeiare nasnika leku lub samego leku,

moze prowadz do szybszego uwolnienia substancji z materiatu.

QD
N
O

~

Utamek masowy uwolnionej substancji R(r)
Utamek masowy uwolnionej substancji R(t)

0,0 'L‘ T T T T 1
0 500 1000 1500 2000 2500 0 500 1000 1500 2000 2500
Czas bezwymiarowy Czas bezwymiarowy

Rys. 3.13. a) Wplyw ilorazu wspotczynnikow dyfaajiszybké® uwalniania sklanika
2 materiatlu. Wartéci pozostatych parametréw nie ehbjch zmiap: Da = 1-107,
Sh = 1-102, Sh = 1-10? K = 1-10%, E = 1,710%, Co = 1,17-10' b) Wptyw réwnoway
sorpcji ha szybk@ uwalniania sktadnika z komorki elementarnej. Wsrit(pozostatyc
parametrow nie olfych zmiag: Da = 1-10°/, Sh = 1-10%, Sh = 1-10%, D = 10
E=1,7102% Co=1,1710%.

Dla warunku w ktorym transport sktadnika przez powchne materiat - tkanka jest
utrudniony (Skh= 1:10°), porowatéé materiatu powoduje przesgoie poziomu uwolnienia
leku (Rys. 3.14a). Mima to uzasadaiw ten sposobze im wigkszy jest udziat fazy statej
z lekiem w materiale, tym uwalnianie substancjieg wretrza jest bardziej utrudnione.
Zmniejszona jest objos¢ porow w materiale dla dyfuzji substancji orazek@zas¢
substancji pozostanie w polimerowych widknach. Wpltgtzenia pocatkowego na
charakterysty& uwalniania przedstawiono na rysunku (3.14b). Zaavey jest wzrost
szybkaci uwalniania w pocgtkowej fazie, ktéry dla iléci leku w materiale przekracaag]

15% mae doprowadz do niekorzystnego zjawiska wyrzutuzay dawki leku.
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a) b)
1,0 1 1,0 1
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Rys. 3.14. a) Wptyw porowdm na szybk& uwalniania sktadnika z materiatu pi
zwiekszonych oporac przenikania sktadnika z widkna do otaczago ptynu. Wartai
pozostalych parametrow nie ehjch zmiag: Da = 1-102, Sh = 1:10°%, Sh = 1-:10?,
D =10, K=110%, Co=1,1710' b) Wptyw stzenia pocztkowego na szybké uwalnianic
skladnika z matiatlu. Wartgici pozostatych parametrow nie ebjch zmiag:
Da = 5107, Sh =1-10%, Sh=1-10% D = 10, E =1,710% K= 1-10%.

3.3.5. Rozszerzony, dwuwymiarowy model uwalniani&kow z materiatu do hydrazelu

i ptynu

Z uwagi na umiejscowienie opatrunku neuroprotekegmw madzgu, do poprzednio
zaprezentowanego modelu makroskopowego (podroz8l&at.) wprowadzono dodatkgw
domer odzwierciedlajca przestrzé podpagczyndwkows. Domenas znajdugca s¢ nad
odpowiednikiem tkanki mézgowefd. i materialem Qi1 zostata wprowadzona celem
zamodelowania konwekcyjnego transportu substanaojiateriatu przez ptyn omywajy
materiat. Przestrze podpagczynowkowa ma skomplikowanbudowe i zawiera wiele
beleczkowatych struktur umieszczonych w poprzekidounku przeptywajcego ptynu,
spajagcych btorg mickka i pagcza. Ich ztazona budowa, niejednorodna grébdrzedu
kilkudzieskciu mikrometréw) i przypadkowe utenie w przestrzeni jest €zto niemaliwe
do bezpéredniego wprowadzenia do modelu [142], [143]. Wpstvuktury i wys¢powania
beleczek na rozkiad gatkosci w przestrzeni podpagzyndéwkowej jest istotny, dlatego wielu
badaczy przyjmuje w swoich obliczeniach porawatstruktug przestrzeni
podpagczyndwkowej z anizotropiprzepuszczalrigi [142], [143]:
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ky  e*(m+2,157(1 - ¢))
r2 48(1 — ¢)2

ke me(1—41- 5)2 (3.77)

r2 24(1 — £)3/2

(3.76)

gdzie: k - przepuszczalrié wzdtuzna (réwnolegta do beleczek) Ynk: - przepuszczalrio
poprzeczna (), € - porowatdé¢ przestrzeni podpagzynéwkowej redu 0,98 — 0,99 (-).

Réwnanie ruchu pltynu w dwuwymiarowej przestrzenidpagczyndéwkowej
wykorzystugce powysze zalenosci mozna zapis&rownaniem:

ou _ __ 25 u /ky
p <E +u- Vu) =-Vp+uviu—pu (uz/k) (3.78)
gdzie:p - gestasé ptynu mdzgowo — rdzeniowego (kg - wektor pedkosci ptynu (m/s),
Vp - spadek énienia (Pa), U - lepkd ptynu moézgowo — rdzeniowego (Pa-s).

W niniejszej pracy zdecydowano wykorzystaytacznie paraboliczny rozkiad
predkosci, wprowadzony bezgoednio do réwnania transportu sktadnika. ¢izitemu
zabiegowi zmniejszono znao czas obliczg jednoczénie zachowujc zblizony w obu
przypadkach charakter przeptywu. Dodatkowo, w dameRz wprowadzono czton
reakcyjny odpowiadagy za eliminagj substancji z domeny. Wspotczynnik reakcji
eliminacji, ktéra jest wypadkagvwielu mechanizmow usuwania lekéw w tkance zostata
dobrana dla danej substancji na podstawie danteriaturowych [116].

Tak duze uproszczenia polegag na redukcji modelu do postaci dwuwymiarowej
i wprowadzenie przeptywu pltynu bez roaaywania rowna Naviera - Stokesa nie oddaj
w istocie petni zjawisk zachogeych w przestrzeni podpmzynowkowej. Jednak
wprowadzenie do modelu numerycznego konwekcyjnggosportu skladnika daje
mozliwos$¢ oszacowania wptywu pdkosci przeptywu i czstasci pulsacji ptynu mdézgowo
- rdzeniowego na szybkéodbierania sktadnika z powierzchni porowatego matea tym
samym oszacowanie profilu uwalniania leku z nan&igid. Dzieki takiemu podejciu
zredukowany zostaje roéwriepoziom zit@oncdsci problemu, a take czas potrzebny na

rozwigzanie wieloparametrycznego modelu matematycznego.
3.3.5.1. Zal@enia rozszerzonego modelu makroskopowego

Zmiare stzenia sktadnika zaadsorbowanego na powierzchni nidken (domena

Q1) ponownie opisano izoteghangmuira z cztonami adsorpcji — desorpcji:
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aC
a_tA = ko (CA™ — Ca)Cp — kqCxp (3.79)
gdzie: G — stzenie skftadnika zaadsorbowanego na powierzchni nidken,

w przeliczeniu na mas polimerowego opatrunku (kg skfadnika/kg polimeru),
Ca™*- sezenie maksymalne skiadnika na powierzchni materfléilkg), G — stzenie
sktadnika w plynie (kg/m), ks, ki — state szybkai odpowiednio adsorpcji (fkgls)
i desorpcji (1/s).

Czasoprzestrzegnzmiare skzenia w materiale w ktorym nagluje proces
adsorpcji-desorpcji substancji na powierzchni whbkiraz dyfuzji niezwizanej postaci
substancji w piynie wypetniaggym przestrzeé miedzy widknami, opisano porszym

réwnaniem:

dCp <62CB 0%Cg
€ Up

) . 3.80
ot oz T W) = pp(1 — &)[ka (CF*™ — Co)Cp — kqCal (3.80)

gdzie: ¢ — porowaté¢ materiatu (-), B — wspoétczynnik dyfuzji efektywnej skfadnika
w plynie otaczajcym nanowiokna (Ais), pp — gestasé polimeru (kg/nd).
Dyfuzja w domeni&2 wyrazona jest rownaniem Ficka z cztonem reakcji elimjnac

substancji z domeny:

0Cgs aZCBf aZCBf 3.81
W:DBf<W+a—y2 kel oo

gdzie: G - stzenie w sktadnika w domeni®z (kg/n?), Dgr - wspotczynnik dyfuzji
w domenieQ (tkanka) (n/s), k - wspbtczynnik reakcji eliminacji sktadnika (1/s)
Dyfuzja w plynie (domenaQs) wyrazona jest réwnaniem Ficka z cztonem

konwekcyjnym:

(3.82)

0Cgs

ot

+ V- (Cpsi — DpsVCpgs) = 0

gdzie: Gs - skzenie sktadnika w pltynie omywaym materiat (domen®s) (kg/nr),
Des - wspoétczynnik dyfuzji w domeni@s (m?/s), i — wektor pedkoéci ptynu (m/s).
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Rys. 3.15Dwuwymiarowa domena obliczeniowa przedstaygajmodelowany materi
(Q1), subdomep hydrcelu imitugcego tkank nerwowy (Q2) oraz subdomer
reprezentujcg przestrzé podpagczyndéwkowy, ktdrg ptynie ptyn mdézgowo +dzeniow
(Q3).Wymiary modelowanego materiatu wynpsz = 2,510 m oraz grubgd
d - 10010% m. Wymiar domen§22: wysokaé 3-102 m, szerok&* 3-102 m.

3.3.5.2. Warunki brzegowe i pocgtkowe

Na powierzchni kontaktu materiatu z ptynefm odpowiednio w domenach

materiatu i ptynu, zastosowano ngsijace warunki brzegowe:
Ng = Ngg = kcz(CB — Cgow) =Kk, (ngw — CBs) (3.83)

gdzie: k2 - wspotczynnik transportu masy przez granimateriat - ptyn (m/s),
CE™",CE" - skzenia obu sktadnikéw na powierzchni granicznej (Ky/m
Na powierzchni kontaktu materiatu z tkamkiodpowiednio w domenach materiatu

I ptynu zastosowano nggitujace warunki brzegowe:
NB = NBf = kC(CB - CEOW) = kC(CE?W - CBf) (384)

gdzie: k - wspofczynnik transportu masy przez granimateriat - tkanka (m/s),
CE™", CE" - skzenia obu sktadnikéw na powierzchni granicznej (kKy/m
Na sciankach domenyQ: (tkanki) - I's ustalono warunek brzegowy kontaktu

Z ptynem o nieskiiczonej obgtosci, sid tez:
N, = keU(Cpe — CB* (3.85)

gdzie: k2"t — wspotczynnik transportu masy (m/€fft — stzenie w plynie otaczagym

materiat wynosace C3{* = 0 kg/m?.
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Na sciance wlotowej I(4) do domenyQs zaproponowano warunek brzegowy

predkosci z parabolicznym profilem zateym od wspotrzdnej y:

—0,58\°
u(y) = Upmax [1 - (y 0 ;)8 ) l (3.86)

gdzie:d - wysoka¢ przestrzeni podpagzynowkowej (jest to wielk@ zmienna, zalena od
potozenia, na potrzeby symulacji ustalono jej wéétav zakresies = 1,5 - 4 mm),

y — potaenie (m), wax jest pedkoscia maksymalg ptynu mozgowo-rdzeniowego
zawierajca Sic pomedzy 0,00005 — 0,5 mm/s. Bwiadczalnie wyznaczona qatkosé
maksymalna w czaszkowej@zi przestrzeni podpegzyndwkowej nie jest znana, przez co
przyjeto tak dua rozpitos¢ predkosci ptynu. W poniszych obliczeniach postano se
wartagsciami  maksymalnej podkosci  ptynu  moédzgowo-rdzeniowego z  oblicze
numerycznych i badaobrazowania metadrezonansu magnetycznego przeprowadzonych
przez Gupiiin. [143], [144] oraz Linningera i in. [145].

W niniejszej pracy zalmno,ze pulsacje przeptywu ptynu mézgowo - rdzeniowego
s3 skorelowane z przeptywem krwi (powstawanie i aps@ ptynu mdbzgowo-
rdzeniowego) i cgstdscia akcji serca. Zmian predkosci przeptywu ptynu w funkcji
potozenia i czasu mana zatem opisaréwnaniem [145]-[147]:

v(y,t) = u(y)l|sin (mft)| (3.87)

gdzie: u(y) — pgdkos¢ obliczona z réwnania (3.86) (m/s), f —estotliwos¢ pulsaci
przeptywu ptynu (1/s), t — czas (S).

Na wylocie ptynu z domeny obliczeniowej Fs ustanowiono warunek
konwekcyjnego wyptywu. W warunkach rzeczywistychaliwiony skiadnik trafia przez
granulacje paczynowki do krwioobiegu, dlatego istotne jest ustéd ilaici leku trafiapcej
do ustroju i oddziatacej na caty organizm.

Stgzenia pocgtkowe niezwizanej postaci sktadnika w materiale, hydo oraz
ptynie wynosa: Cg, = Cgso = Cpso = 1 kg/m?, z& skzenie zaadsorbowanej postaci
sktadnika na powierzchni wtokien w materiglg, = 0,01 kg sktadnika/kg materiatu.

Mas: sktadnika obecnego w materiale w czasie t obliozondwnania:

M, = fppcAd91+ jchal (3.88)
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gdzie: pp — gestas¢ wiasciwa materiatu polimerowego (kgAn Q1 — domena materiatu

Zz widknami.

Tab. 3.4. Parametry pdkasci ptynu mdzgowo - rdzeniowego oraz wysokarzestrzeni
podpagczynéwkowej.

Parametr Symbol Warié
Maksymalna pgdkos¢
ptynu mézgowo-
rdzeniowego w przestrzeni
podpagczyndéwkowej
Czestotliwos¢ pulsacii

umax(m/s) | 0,510%-0,510%

ptynu zwhzana z cgstaicia F(1s) 1,2 (72 bpm)
akcji serca (bpm - 2,0 (120 bpm)
uderzenia na mingi}

Wysok_oéé prz,estrzeni_ 5 (M) 1.510%- 410°
podpajeczynowkowej

Wspotczynnik eliminaciji

sktadnika w tkance ke (1/s) 2,510*

mozgowej (NGF) [116]

3.3.5.3. Model bezwymiarowy

Podobnie jak w poprzednich przypadkachgzetia skladnika w postaci
zaadsorbowanej i niezgdanej odniesiono dogten pocatkowych (3.32), zawspotrzdne
w kartezjaskim uktadzie wspétrdnych odniesiono do gruba materiatu L (3.33). Czas
dyfuzji sktadnika w materiale polimerowym odniesigako ska¢ czasu (3.34).

Lokalng predkos¢ ptynu w domenieQs odniesiono do pudkosci maksymalnej

przeptywu ptynu mézgowo - rdzeniowege =i Umax
. \%
vi=— (3.89)

Po podstawieniu do réwng3.79) - (3.82) otrzymujemy:

dA deZ max (3.90)
dB (3°B 0B Cao (1 =€) de2 .

i e X _ (3.91)
dt <ax2 * 6Y2> Plho & [k Cao (A" —A)D - A]

9By DBf<62Bf azBf) kL? (3.92)

aT DB aXZ aYZ DB
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dBs  voL | Dgs (0?B, 0°B, (3.93)
Bt T, VT D, \axe T ave
Warunek brzegowy strumienia masy przez powierzchmaterial-domena

hydrazelowa (2) wyrazono réwnaniem:

k.L k.L
No = Nog =~ Cao B~ B™) = 5~ Caro(BY™ — B) (3:99

Warunek brzegowy strumienia masy przez powierzchmateriat-ptyn 1)

reprezentujcy ptyn mézgowo-rdzeniowy (domez) wyrazono rownaniem:

ke, L ke, L
Nj = Nps = 2= Cyo (B — BP*™) = 2y (B = B,) (3:99)

Warunek brzegowy kontaktu domefy z ptynem o stzeniu rownym zerol(3):

)
Ne =
S Dpr

Podobnie jak we wczgiejszych rozwzaniach, w powyszych rownaniach mma

+ Cpgo - (Be — BP9 (3.96)

wyrézni¢ dwie liczby kryterialne Damkdhlera. Pierwsza zhiwyraza stosunek czasu
dyfuzji sktadnika do czasu desorpcji. Drugd, 2ayraza stosunek czasu dyfuzji skladnika
do czasu reakcji eliminacji sktadnika w domeide. W przedstawionych réwnaniach
wyrézniono rownie liczbe Sherwooda dla przenikania sktadnika z materiatd@oenyQ.
(Shw), z materiatu do domen®s (She) oraz z domen¥22 do obgtosci o zerowym sfzeniu
skfadnika - Sk Podobnie jak w poprzednich modelach numerycznwghdzniono stad
rownowagi procesu adsorpcji-desorpcji — K, paranmtigzany z porowatia — E,
stosunek pocgkowych stzen i gestasci polimeru oraz stosunek wspotczynnikow dyfuzji
w domenieQ2 orazdomenieQs wzgledemwspotczynnika dyfuzji w materiale — D.

Stosunek konwekcyjnego do dyfuzyjnego transportaynmaazna wyrazé liczbg Pecleta:

pe = Yol (3.97)
Dp

Po podstawieniu do rownd3.90) - (3.93) otrzymujemy uproszczony uktad réwn

dA
+ = Day[K (A" — A)B — A] (3.98)
dB (62B 9%B

_ e (— e — | — max __ _
- 6X2+6Y2) C, E Da, [K(A A)B — A] (3.99)
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9B 0%B; 02%B;

E = D1 OXZ + 6Y2 + DazBf (3100)
9Bs +Pev*-VB. =D 0°B, + 0°B, 3.101
ot oV TVBs T2l Gxz T Gy2 (3.10)

3.3.5.4. Rozwazanie modelu numerycznego

Obliczenia wptywu poszczegdlnych parametrow na ka§duwalniania sktadnika

z materialu wykonano dla parametrow przedstawionyctabeli 3.5. W tej axci pracy
tymczasowo przyfo brak pulsacji grdkosci ptynu i przeanalizowano jedynie wplyw
predkosci omywania materiatu ptynem na proces uwalniakiadnika z nanowtokien.
W przedstawionej makrostrukturze z jednoczesnymspartem sktadnika do ptynu
(domenaQs, ptyn mézgowo - rdzeniowy) i hydielu (domend2z,tkanka) niewielki wzrost

desorpcji leku z powierzchni widkien e doprowadz do znacznego przyspieszenia

uwalniania sktadnika z materiatu. Zskszenie oporéw transportu masy po stronie tkanki

nie spowodowato akumulacji niezygianej postaci sktadnika w materiale (Rys. 3.12b)

Z uwagi na przégie jego catéci do ptynu odprowadzanego z uktadu.

a) b)

© ©
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Rys. 3.16. a) Wplyw liczby Damkdhle(desorpcji) na szybké&* uwalniania skiadnik
z materiatlu. Wartéci pozostatych parametréw nie ehjch zmiag: Daz = 2,5107,
Sh = 1102, Sk = 1102, Sk = 1-10?, D1 = 10, Dz = 10, K = 110, E = 1,710?%,
Co=1,1710%, Pe = 51C. b) Wplyw oporu przenikania sktadnika z materidéuhydraelu
na szybké&’ uwalniania sktadnika. Warfgi pozostatych parametrow nie ehjch zmiag:
Da: = 2:10?, Da = 2,510%,Sh = 1-102%, Sh = 1-10?, D1 = 10, D» = 10,K = 1-10%,
E=1,7102% Co=1,1710', Pe = 510°.
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Tab. 3.5. Zakresy parametrow zastosowane w oliiazke.

Day Da Shy Shy, Shs D1
1-102-2:10% | 1:102-2:10' | 1-10%- 1102 1107 - 1-10°® 1102 - 11?
D K E Co Pe
110%-110¢* | 1102-110* | 8510°-2,5 | 1,1710'-1,751¢° | 510 - 510°

Warto zauway¢, ze w badanym zakresie parametrOw ghsizenie warteci
wspotczynnika dyfuzji sktadnika w porach materiahaz ptynie omywajcym materiat nie
wplyneto zauwaalnie na uwalnianie sktadnika z materiatu (Rys.73)1 Zwkikszenie
adsorpcji, czyli szybk&i przylczania cgsteczek z ptynu do powierzchni widkien o
spowolnt uwalnianie sktadnika z materiatu, jedaakmaliwosci kontroli szybkdci tego
procesu g ograniczone i Wizg Sie z oddziatywaniem na inne procesy transportu skkadn
Natomiast zmiana ilorazu wspotczynnikdw kinetyczmyeyraznie pokazuje ich znagey
wptyw (Rys 3.17Db).

a) b)
0,80
1,0 0.79 1,0 A
0,78
1 0,77 |
0,8 076 0,8
0,75
0,6 900 0,6 -
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Rys. 3.17. a) Wplyw réwnowagi sorpcji na szybkowalniania skiadnika z komé
elementarnej. Wartei pozostatych parametréw nie ehjch zmiap: Dai = 2-107,
Daz = 2,510%,Sh = 1:10% Sh = 1-10?, Sk = 1-102, D1 = 10, Dz = 10, E = 1,710?,
Co=1,17-10% Pe = 51C. b) Wptyw ilorazu wspoétczynnikéw dyfuzji na szybkmvalnianic
skladnika z materiatlu. W tym przypadku zaobserwowaondobny przebieg prof
uwalniania sktadnika pod wptywem zmianyi D2. Z tego powodu przedstawiono wgznie
jeden wykres uwalniania. Wartasci pozostatych parametrow nie ehjch zmiag:
Da1 = 2-:102, Sh = 1:102, Sh = 1-10?, Sh = 1-10?, D2 = 10, K = 1:110%, E = 1,710?,
Co=1,1710, Pe = 510°.
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Dla warunku w ktérym transport sktadnika przez mowchng kontaktu materiat -
ptyn oraz materiat - tkanka jest utrudniony (St = 1:107), wptyw porowatéci materiatu
moze spowodowa przesungcie poziomu uwolnienia leku (Rys. 3.18a). Dla stank
0 niskiej porowatéci (¢ = 0,25; E = (1¢)/e = 3) uwalnianie zahamowato na poziomie 41%
pocatkowe] masy sktadnika Zadwukrotne zwgkszenie porowatmi (¢ = 0,5; E = 1)
zwickszyto ten poziom 1,4-krotnie do wysako 59%. Przy braku oporéw transportu do
sgsiadupcych domen, wplyw gtenia pocatkowego na profil uwalniania sktadnika jest
mato zauwaalny (Rys. 3.18b). Jednak w poréwnaniu do modelu uproszczonego (por.
Rys. 3.14b i Rys. 3.18b) w modelu rozszerzonymaadport do domeny ptynu, szylsko

uwalniania jest wiksza i petne uwolnienie sktadnika zachodzi w krptszzasie.

a) b)
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Rys. 3.18. a) Wplyw porowdtn na szybk& uwalniania sktadnika z materiatu pi
zwiekszonych oporach przenikania sktadnika z widknao@@zajcego ptynu. Wartai
pozostatych parametréw nie ebjch zmiag: Dai = 2:10?, Da = 2,5102, Sh = 1-107,
Sh=1-107, Sk =1-102, D1 =10, D2 =10, K= 1101, Co=1,17-10%, Pe = 510° b) Wptyv
stezenia pocgtkowego na szybké uwalniania sktadnika z materiatu. Wafto pozostatyc
parametrow nie olfych zmiap: Dai = 2:102, Da = 2,510%, Sh = 1-10?, Sh = 1-:107?,
Sh=1-10% D1 =10, D> =10, K=1, E = 1,710?, Pe = 51C%.

W przeprowadzonych obliczeniach testowano rownigptyw maksymalnej
predkosci, wyrazonej w postaci bezwymiarowej jako liczba Pecletagptywapcego ptynu
w domenieQs. Z uwagi na brak danych literaturowych i wynikowashych dotycgrych
predkosci w czaszkowej g&ci przestrzeni podpegzyndwkowej, przeprowadzono testowe

obliczenia zakladaf warta¢ tej predkosci przeptywu ptynu w granicach 0,00005 — 0,5
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mm/s (Pe = 0,5 — 5000). Okazuje,sie zaobserwowany wplyw ¢gutkosci na szybkét
uwalniania jest minimalny. Jednak analiza zmian ikei sktadnika wnikajcej do ptynu
| przenoszonej wraz z ptynem mdzgowo-rdzeniowynkiia a nasgpnie ustroju mee by
istotha dla oszacowania prawdopodobnych skutkowczigah dziatania leku na caty
organizm. Rozwazania nad wplywem pulsacji, ¢ggkosci maksymalnej oraz wysokoi
przestrzeni podpegzynéwkowej na szybkd transportu sktadnika z materialu do pitynu

przedstawiono w rozdziale czwartym.
1,0 1

0,8 1
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0,4 -
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Rys. 3.19. Wplyw liczby Pe@ na szybké&’ uwalniania sktadnika z materiatu. Wasti
pozostatych parametréw nie ebjch zmiag: Dai=2-102, Sh =1-10°, D1 =10, D> = 10,
Sh =1-10?, Sk =1-10%, K= 1101, E=1,710% Co=1,1710

3.4. Podsumowanie

Pierwszy z zaprezentowanych modeli numerycznych glggnia mikrostruktug
materialu z nanowtokien. Dgii podefciu uwzgkdniapcemu uwalnianie substanciji
wytgcznie z zewstrznej powierzchni nanowtokien miowa jest szybka analiza wplywu
utozenia wtokien w modelowanym elemencie materiatuzybkos¢ uwalniania sktadnika.
Analiza uwalniania skladnika w modelu rozszerzonymgdzie uwzgddniono
nanoporowat& widkien jest znacznie kosztowniejsza pod wdgm zwekszonego czasu
symulacji w poréwnaniu do modelu podstawowego. lestzwigzane ze znacznym
zwickszeniem iléci elementow (komorek obliczeniowych) we widknactW obu
przypadkach, ztond¢ przygotowania geometrii obliczeniowej jest zbha i zaley od
ztozoncsci  mikrostruktury. Z przeprowadzonych symulacji remptznych modelu
rozszerzonego nina zauwayc¢ iz wptyw stzenia pocztkowego sktadnika we wioknie na
przebieg profilu uwalniania jest niewielki, czeg@e mpotwierdzag wykonane badania

eksperymentalne (Rys. 4.20).



Rozdziat

Wyniki badan i dyskusja

4.1. Uwalnianie lekéw do roztworéw wodnych

Standardowa ocena szylBkouwalniania lekdw wykonywana jest poprzez zannize
badanego materiatu w ptynie o wiasaiach zblzonych do ptynu fizjologicznego. Aby
odzwierciedlé warunki panujce w ludzkim organizmie, uwalnianie prowadzone jest
w temperaturze 37°C. Dodatkowo, podczas uwalnidek@dw z materiatu, mee by
zastosowane wymuszone mieszanie ptynu. N&pzj wykorzystywanym pitynem jest
bufor fosforanowy Phosphate Buffered Saline PBS, mogcy dodatkowo zawieta
niewielka ilos¢ surfaktantu tworgcego micelle zdolne zabsorbotwavalniany lek. Przesz
z uwolnionym lekiem jest pobierany w odpowiednicdsppach czasu, a nagnie
przeprowadzana jest analizastmwa badanego sktadnika. Z uzyskanych danychmatte
stezenia, konstruowany jest profil (kumulatywnie) uwiolmej masy leku. Odniesienie
uwolnionej masy do catkowitej ifoi leku zawartej w materiale, pozwala na dlaeie
kumulatywnego utamka masy leku uwolnionego w dangmasie. Otrzymane profile
uwalniania stiaag do poréwnania szybkoi uwalniania z materialtdw o #aej strukturze,
skfadzie lub morfologii. Charakteryzacji materiatodokonuje sj pod ktem czasu
potrzebnego na agjniccie plateau uwalniania i jego wastd, wystpienia pocgtkowego
wyrzutu leku burst releaskoraz szybkéci uwalniania opisanej jakaknachylenia stycznej
w danym punkcie profilu uwalniania. Stosowanie ¢églsiamej procedury uwalniania danej
sktadnika w kadym z eksperymentow, pozwolito na wzajemne porowenatrzymanych
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wynikow. Dla kadego z profili uwalniania lekéw (analogéw lekow)zeprowadzono
symulacje numeryczne procesu uwalniania. W trojveyowym modelu sorpcji i dyfuzji
lekéw przedstawionym w rozdziale 3.3.2, dopasowyawaspoétczynniki kinetyczne modelu
ka i ka, tak aby uzyskajak najbardziej zbkony przebieg. Wyniki symulacji numerycznych

przedstawiono na wykresach w postaci linaigej.
4.1.1. Badanie uwalniania lekow lipofilowych
4.1.1.1. Analog leku — Rodamina B

Wstpne badania uwalniania przeprowadzono z wykorzystanczynnika
fluorescencyjnego - Rodaminy B. Jest to substancjgasie molowej zbionej do masy
molowej alfa-tokoferolu, leku stosowanego w dal$epadaniach na modelu zwiecym.
Rozmiar casteczki Rodaminy B wynosi 0,9 nmézafa-tokoferolu 0,92 nm. Dgki takiemu
wyborowi analogu alfa-tokoferolu, zapewniono podabtwo wspoétczynnikow dyfuzji obu
substancji. Zalgt korzystania z analogu leku jest znacznie mniejsxszt i krotszy czas
oznaczania stenia Rodaminy B w poroéwnaniu do metody oznaczaitfetakoferolu.
Dodatkowo, zastosowanie skladnika fluorescencyjnemazliwia bardzo szybk analiz

mikroskopow rozmieszczenia sktadnika w nanowtoknach.

Rys. 4.1. Fragment materialtu wytworzonemmetod elektroprzdzenia. Materie
elektroprzdzono z roztworu PLC z RodamiB.

Do wykonania materiatow wykorzystano trzy polimedynigce czasem degradacji
oraz energ oddziatywania z lekiem lub jego analogiem. Oddaziatnia te g kluczowe
w procesie sorpcji leku na powierzchni nanowtokiBta polimeréw, ktérych acuchy
wykazup duze powinowactwo do @ateczki leku, mog one znacgzco wydtwy¢ czas

uwalniania substancji z nanowidkien. Czas degradagjimerow wedtug danych
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producenta wynosi: 1 — 2 miesy dla polimeru PDLG, 12 — 24 miesy dla polimeru PLC
oraz wecej niz 24 miesice w przypadku polimeru PLLA. Wybor najszybciej cetdupcego
polimeru PDLG skutkuje uwolnieniem catej dawki sidogji w czasie dwoch miesly
degradacji polimeru. W przypadku wyboru materi8uLA, uwolnienie catej dawki
obecnej poza powierzchymanowtdkna, réwniew jego obgtosci, bedzie maliwe po czasie
dtuzszym n# 24 miesice.

Dla jednego z polimeréw — PLC, wykonano witdkna dnostrukturze typu rdze
w osnowie (Rys. 4.8, 4.14c) Zamkaie analogu leku w formie rdzenia i osnowy wykonano
réwniez dla materiatu o wielowarstwowej makrostrukturzg$R4.14e). Rdzezawierajcy
analog leku znajdowat giw wewretrznej warstwie zaosnow stanowity dwie warstwy
nanowtokien bez leku (materiat typu kanapka). Gitiektury dz¢ki zastosowaniu osnowy
bez analogu leku, miaty za zadanie spowbolproces uwalniania wzgllem materiatu
o typowej monolitycznej strukturze leku we witdknMikrostruktue materiatu zmieniano
rowniez poprzez ukierunkowanie nanowtokien, gkziczemu starano siwptyna¢ na proces
dyfuzji sktadnika w porach materiatdw i fggednio na proces sorpcji na powierzchni
nanowtdkien (Rys. 4.4, 4.14.d)

Parametry elektrop¢dzenia byly takie same dla #dego ze standardowych
I warstwowych materiatléw tzn. rgienie obgtosciowe przeptywu roztworu polimeru przez
dysz wynosito Q = 800 pl/h. W przypadku elektrogiizenia w uktadzie typu rdae
w osnowie natzenie obgtosciowe roztworu rdzenia wynositoi& 800 pl/h zaroztworu
osnowy Q = 1500 ul/h. Rénica potencjatléw pomdzy dysz a kolektorem w kadym
z przypadkow wynosita 1 kV/cm gaodlegia¢ 15 cm. W zalenosci od warunkow,
nieznacznie zmieniano te parametry aby uz§skgpsz stabilng¢ elektroprzdzenia.
Uwalnianie prowadzono w temperaturze 37°C, do rommbuforu fosforanowego PBS

symulugcegosrodowisko komaorkowe.
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Tab. 4.1. Parametry badanych materiatow zawigrggch RodamiaB.

przypadkowo

Zawartos¢ K at Grubosé
Nr . Rod. B wzgl.| Dodatkowe | Porowatosé N 1
. Polimer . zwilzania | nanowtdkien
materiatu polimeru cechy () o
(% wag.) ) (nm)

Stand. mat. g

MR1 PLLA 2,7 witéknach ut. 0,70 134 £ 10 0,50 +0,18
przypadkowo
Stand. mat. g

MR2 PLC 2,8 witéknach ut. 0,60 111 +8 0,79 +£0,23
przypadkowo
Ukierunkowa

MR3 PDLG 2,8 ne widkna 0,55 117 +8 0,55+0,15
Stand. mat. g

MR4 PDLG 4.4 wtéknach ut. 0,50 113 +9 0,53 +0,18
przypadkowo

Mat. typu
MR5 PLC 2,7 kanapka 0,40 109 +8 1,42 £0,47
Rdzer w

MR6 PLC 1,0 osnowie 0,35 119+9 3,77 £1,50
Stand. mat. g

MR7 PLLA 1,4 wtéknach ut. 0,70 143 + 11 0,92 +0,30
przypadkowo
Ukierunkowa

MR8 PLLA 2,8 ne wtékna 0,60 141 + 10 0,87 £0,40
Stand. mat. g

MR9 PDLG 2,8 wtéknach ut. 0,75 125+ 8 0,92 £+ 0,44
przypadkowo
Stand. mat. g

MR10 PDLG 11 wtéknach ut. 0,75 123 +9 0,61 +0,20
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Analiza mikroskopowa nanowtdkien z Rodamia B

Materialy z nanowtokien wykonane standardoviechnika elektropkzizenia
charakteryzowaly i stosunkowo e¢stym upakowaniem nanowiokien w materiale
0 porowatdci nie przekraczapej 75%. Nie zaobserwowano defektow nanowtdkien
w postaci lokalnych zgrubde (koralikow na widknie). W kadym ze standardowych
materialow zaobserwowano prawidipw morfologie wiokniny. Sredna grubdé
otrzymanych nanowtokien w poszczegolnych materiafazedstawiono w Tab. 4.1. Mua
zaobserwowa iz w przypadku elektropezizenia w ukfadzie rdfe— osnowa,srednia
grubc¢ nanowtokien jest nawet szdokrotnie weksza nk dla materiatdbw wykonanych
standardow technily elektroprzdzenia. Jest to spowodowane gwgzonym nagzeniem
objetosciowym przeptywu roztworow rdzenia i osnowy Q £€)Q2 = 2300 pl/h w stosunku
do standardowej techniki elektropdzenia gdzie Q = 800 pl/h.

“Rs SEWP_

y Spm -
mikroskopii

10kVA . X3,000.~5[im X800
Rys. 4.2. Obraz mikroskopii SE Rys. 4.3. Obraz
powierzchni nanowidkien polimeru PL powierzchni nanowtokien polimeru P
(MR1). Widoczna prawidiowa morfologigMR2). Widoczna prawidtowa morfolot
wiokniny. widkniny.

Sl
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[ o | = mk\_/‘“/xs,ooo 5pm
Rys. 4.4. Obraz mlkroskopu SE Rys. 4.5. Obraz mikroskopii Sl
powierzchni ukierunkowanych nanowtok powierzchni nanowidkien polimeru PD
polimeru PDLG (MR3). (MR4). Widoczna prawidtowa morfolo

wiokniny.

Rys. 4.6. Obraz mikroskopii SEM powierzchni nanbwhnpmmeru PLC (MR5). Widocz
prawidtowa morfologia wioknin

, A 30KV X2,000 10pm

Rys. 4.7. Obraz mlkroskopn SE Rys. 4.8. Obraz mikroskopii SEM przek
powierzchni nanowtdkien typu rdzew nanowidkien typu rdzew osnowie (MRE
osnowie (MRG6). Materiat wykonano Zmierzona grub& osnowy  wyno
polimeru PLC. Widoczr obecng¢ znacznie dosn= 1,01 £0,25 pm.

cienszych widkien powstatych podczas

wtornego elektroprizenia ze  strugi

polimeru
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20kV.. X5,000 5pm { /RS-EMP 10kV', X50004 5pm % RS.EMP
Rys. 4.9. Obraz mikroskopii SE Rys. 4.10. Obraz mikroskopii Sl
powierzchni nanowidkien polimeru PLL powierzchni nanowitdkien polimeru PL
(MR7). Widoczna prawidtowa morfologigMR8). Widoczna prawidiowa morfolo
wiokniny. widkniny.

Rys. 4.11. Obraz mikroskopii SE Rys. 4.12. Obraz mikroskopii SE
powierzchni nanowitdkien polimeru PDL powierzchni nanowitdkie polimeru PDL(
(MR9). Widoczna prawidtowa morfologigMR10). Widoczne egciowe sklejenie
wiokniny. widkien.

Pomiar zwilzalnosci materiatow z Rodamimg B

Jedy z wiasciwosci materiatdw polimerowych maggych wplyw na proces
uwalniania lekéw jest jego zwilnos¢ przez ptyn omywacy nanowtokna. Do oceny
oddziatywa woda — materiat polimerowy zastosowano metpdmiaru lgta zwilzania
pomiedzy materialem a kroplwody (Rys. 4.13). Materiaty wykonane z polimerullAL
cechowaly si najwyzsz wartasciag kata zwilzania (140-150°). Zwialnas¢ materiatow
z PDLG byfa nisza i wynosita okoto 120°, gaajnizsz zwilzalncs¢ wykazywaty materiaty
z PLC (110°). Zwitalncs¢ wszystkich materiatdw malata liniowo, z niemal ne¢towg
szybkdcig (porownaj materiaty MR1-MR10, Rys. 4.13). Pomigtakzwilzania materiatow
Zz nanowtokien PLLA wskazuje na superhydrofobévmateriatu, jednaite naley mie¢ na

uwadze fakt zwikszenia hydrofobow&i materiatu przez obecne w jego porach powietrze.
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Jest to jak si uwaza gtdwna przyczyna obserwowanej super-hydrofolseiwer innych

materiatach.

——MR1
——MR2
—>=MR3
—e—NMR4
-=0O—-MR5S
—/—MR6
—A—MR7
-~0-MR8
=0—-MR9
~@-MR10

Kat zwilzania (°)

30 80 130 180 230 280
Czas (sek)

Rys. 4.13. Zmianagka zwitania w czasie dla materialtow zawiegaych Rodamig B.
Maksymalny litd pomiaru dla trzech powtoérzevynosit 8%.

Ocena rozmieszczenia Rodaminy B we wioknach

Zebrane podczas elektropdzenia nanowitokna obserwowano pod mikroskopami
fluorescencyjnym oraz konfokalnym. Metoda ta poakaha wsjpne wyselekcjonowanie
materiatdw charakteryzagych s¢ wiasciwg jakascig nanowtokien. Do dalszej efci bada
wybierano nanowtdkna ktére charakteryzowaty gdnorodm jasndcig fluorescencji
Rodaminy B na calej dlugoi widkna, wskazujca na jej homogeniczne rozmieszczenie
wewngtrz oraz na powierzchni widkien (Rys. 4.14a).

W przypadku elektropezizenia w uktadzie typu rdaew osnowie, gdzie roztwor
Rodaminy B w wodzie miat stanoévidzer nanowtokna nie zaobserwowano tworzenia si
rdzenia w osnowie polimeru PLC (w niniejszej pracie przedstawiono wynikéw
uwalniania sktadnika ani analizy SEM). Podczas tetgkzdzenia, pod dysz
zaobserwowano Zgrzemieszczage s¢ kropelki roztworu rdzenia w dej kropli roztworu
polimeru PLC. Obserwowane pod mikroskopem wioknaiematy dwza liczbe zgrubied
(koralikéw) na wtoknach w ktérych znajdowata ®odamina B (Rys. 4.14b). Niewielki
dodatek polimeru PEO (4% wag. wegdém roztworu rdzenia) zekszyt lepka¢ roztworu
rdzenia oraz zmniejszyt najgie powierzchniowe poradzy roztworami powodyf
latwiejsze rozejganie strugi roztworu rdzenia wewtre kropli polimeru. Dla oméwionego
przypadku z dodatkiem zegkszapcego lepké¢ polimeru, w mikroskopii konfokalnej
zaobserwowano nieprzerwane widkna typu fideeosnowie (Rys. 4.14c). Te same widkna

w mikroskopii elektronowej przedstawiono na rysudk.
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20 um

Rys. 4.14. Mikroskopia fluorescencyjrodaminy B obecnej w nanowtoknach. a) Typowe
obrazy fluorescencji w prawidtowo przygotowanychnamatéknach b) Nanowtdkn
przedzone w ukfadzie rdde— osnowa z widocznymi koralikami fazy wodnej c¢) Mskapie
konfokalna rodaminy B w nanowitoknie wytworzonymhnég rdze: - osnowi

d) Ukierunkowanie nanowitdkien w materiale e) Pragkirojwarstwowego materiat
Srodkowa warstwa zawiera RodamiB. Nanowtékna na rysunkachdazbierano na szkiet
mikroskopowe.

Wyniki uwalniania Rodaminy B

Przebieg uwalniania Rodaminy B dla zmierzonych adkie z rozdziatu 2.11,
materiatow przedstawionych w tabeli 4.1. przedstewina rysunkach 4.16 — 4.21. Wykresy
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przedstawigj kumulatywnie uwolniog mag analogu, odniesiando catkowite] masy
Rodaminy B obecnej w materiale, dlamgch parametréow geometrycznych oraznego
sktadu nanowtokien.

Na rysunku 4.15 zaprezentowano wynik uwalnianialagua leku z trzech
materiatow wykonanych z polimeréw: PLC, PDLG, PLL2¢zenie pocatkowe Rodaminy
B w kazdym z materiatow byto takie samo i wynosito okol@%. Uwalnianie Rodaminy B
obecnej w materiale PLC (MR2), po 3-4 dniachygstto plateau, po uwolnieniu blisko
potowy pocatkowej zawartéci barwnika w materiale. Dalsze uwalnianie RodamiBy
przebiegato ze znacznie mnigjszzybkacia i jest uzalenione od szybk&i degradacji
polimeru. Materiat z rodamin w nanowtdoknach PDLG (MR9) wykazatl minimalne
pocatkowe uwolnienie 5% dawki barwnika w materiale ilsta bliskie liniowemu
uwalnianie sktadnika. Najwolniejsze uwalnianie Rodleay B osagnicto dla materiatu
z PLLA (MR1). Maze to by zwigzane ze stabym zwihniem nanowtdkien przez
penetrujcy pory materiatu wodny roztwor buforu fosforanowdgBS. Dodatkowo efekt
ten mae by spotgowany znacznie mochiejszymi oddziatywaniami RodemB —
polimer, powodujc wolniejsz desorpgj leku z powierzchni polimeru. Obserwacjemic
szybkaci uwalniania tego samego barwnika zmgch polimeréw potwierdzajprofile
uwalniania otrzymywane w literaturze, gdzie w praghu PLLA do przyspieszenia
uwalniania dowolnych esteczek lekdéw stosowano w buforze enzymy wspomeagaj
degradagj tego polimeru [44].

0,50 -
0,45 -
0,40 -
0,35 -
0,30 -
0,25 -
0,20 -
0,15 1

0,10

0,05
0,00 T = — $

0 5 10 15 20
Czas (dni)

Rys. 4.15. Profil uwalniania Rodaminy B z trzechamatow sporz;dzonych z polimeroy
PLC (MR2), PDLG (MR9) oraz PLLA (MR1). Lyntiggtg przedstawiono wyniki oblici
numerycznych modelu mikroskopowego (podstawowegasdwujcych profil uwalniani
do danych eksperymentalnych.

Utamek masowy uwolnionej Rodaminy B (-)
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Na rysunku 4.16 przedstawiono wptyw struktury nal@bwva na przebieg uwalniania
Rodaminy B. Zauwzalne jest blisko dziewciokrotne zmniejszenie wysoka plateau
uwalniania dla nanowtokien typu rdzer osnowie (MR6) w poréwnaniu do standardowych
nanowtdkien (MR2). W przypadku materiatdw z weitvang struktug rdzenia, podczas
obserwacji mikroskopowych, w niektérych miejscachuwaalne byto wylewanie
zawartdci rdzenia wokot widkien. Prawdopodabprzyczyr byto czséciowe gkanie tego
typu struktur umeliwiajace szybkie wydostanie esizawartdci rdzenia do roztworu,
jednake nie zauwzono zadnych zmian na powierzchni nanowiokien podczag ke
SEM (Rys. 4.7). Zjawisko te dostezeno rownieg w literaturze, prezentyg modyfikacje
rownar uwalniania lekéw uwzgbniajgce mikrogknigcia [28]. Transport sktadnika przez
pory obecne w osnowie polimeru spowolnit proces loigaia sktadnika do @wodka
symulupcego ptyn fizjologiczny. Dzki temu otrzymany materiat pozwala na skuteczn
kontrok uwalniania i nawet kilkumiestzne dawkowanie leku np. w miejscu uszkodzenia
tkanki.

0,50 -
0,45 -
0,40
0,35 A
0.30 1§
0,25
0,20
0,15
0,10
0,05
0,00

B Widkna monolityczne
O Wibdkna typu rdzen w osnowie

Utamek masowy uwolnionej Rodaminy B (-)

0 3 6 9 12 15
Czas (dni)

Rys. 4.16. Fofil uwalniania Rodaminy B z materialtbw PLC o sturke wiokie
monolitycznych (MR2) oraz widkien typu rdzev osnowie (MRG6). Ligi cigglg
przedstawiono wyniki oblicdenumerycznych modelu mikroskopowego (podstawo
dopasowujcych profil uwalniania do danych eksperymentalnych.

Poréwnanie wynikébw uwalniania ze standardowego nate (MR2)
z wielowarstwowym (MR5) pokazuje niewielkie gmenie w uwalnianiu Rodaminy B oraz
zmniejszenie wielksri poczatkowego wyrzutu skiadnika z materiatu (Rys. 4.138st to

spowodowane wksz odlegiagcia dyfuzji skladnika przez warstwy materialu bez
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rodaminy. Dodatkowo, widoczne jest obemie wysokéci uwalniania, spowodowane

w wigkszym stopniu zmiapw morfologii wtokniny ankeli sany struktug makroskopow.
Wyniki uwalniania z materiatu o nanowtdéknach zdaych przypadkowo (MR9)

poréwnano z widknig o widknach ukierunkowanych (MR3) (poréwnaj Ryst 44.14d

z 4.2). Zaobserwowano poéttorakrotny spadekcilaiwolnionego substanciji po 21 dniach

uwalniania z materialu PDLG o widknach ukierunkowem (Rys. 4.18). W przypadku

uwalniania z nanowtokien PLLA (Rys. 4.19)zrmice w szybkéciach uwalniania po 21

dniach nie ranity sie tak, jak w przypadku nanowtokien PDLG. Wigii pierwszych 8 dni

materiat o widknach ukierunkowanych (MR8) uwolnihi® Rodaminy B ni materiat

0 nanowtoknach utamnych przypadkowo (MR1), niemniej jednak po okol® dniach

szybka¢ uwalniania wzrosta niwelgg réznice.

0,50 -

0,45

0,40 A
0,35 A1

0,30 1 ® Standardowy materiat
0,25 O Materiat typu kanapka
0,20
0,15
0,10
0,05
0,00 . T T T

0 5 10 15 20
Czas (dni)

Rys. 4.17. Profil uwalniania Rodaminy B z matemat®LC o ré&nej budowie
makroskopowej. Materiat standardowy (MR2) posiadabstang; fluorescencyjp we
wszystkich widknach. Materiat typu kanapka (MR®j @amej grubéci co materia
standardowy) zawierat RodamginB w srodkowej warstwie materiatu. Ligi cigglg
przedstwiono wyniki obliczé numerycznych modelu mikroskopowego dopasmyci
profil uwalniania do danych eksperymentaln

Utamek masowy uwolnionej Rodaminy B (-)

Dopasowanie krzywej uwalniania w modelu mikroskopow(uproszczonym) dla
danych eksperymentalnych uwalniania z materiatu t6kmach ukierunkowanych jest
znacznie mniej doktadne z uwagi na brakzhwosci uwzgkdnienia skokowego wzrostu
szybkaci uwalniania w modelu numerycznym. Materialy o kiéch ukierunkowanychys
gesciej upakowane wimateriaty z widknami ukonymi przypadkowo (np. z 0,75 do 0,55

dla PDLG por. Tab.4.1). Z tego powodu spadek potosgatych struktur mee prowadzi
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do spowolnienia uwalniania substancji z materiaduzaobserwowatly w ostatnim czasie

rowniez inne grupy badawcze [77].
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Rys. 4.18. Profil uwalniania Rodaminy B z matenal®DLG o strukturze widkie
utozonych przypadkowo w materiale (MR9) oraz ukierurdeoyeh (MR3). Linj cigglg
przedstawiono wyniki obliciéenumerycznych modelu mikroskopowego (podstawo

dopasowujcych profil uwalniania do danych eksperymentalnych.
0,025 -

0,020 {1 ® Wiokna ut. przypadkowo
¢ Widkna ukierunkowane
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T T

0 5 10 15 20

Czas (dni)
Rys. 4.19. Profil uwalniania Rodaminy B z matematLLA o strukturze widkie
utozonych przypadkowo w materiale (MR1) oraz ukierunkowangidiR8). Ling cigglg
przedstawiono wyniki obliciéenumerycznych modelu mikroskopowego (podstawo
dopasowujcych profil uwalniania do danych eksperymentalnych.

Utamek masowy uwolnionej Rodaminy B (-)
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Ostatnie porownanie dotyczyto materialtdw ozmgm stzeniu poczatkowym
Rodaminy B w nanowtoknach (Rys. 4.20). W przypadhateriatu z PDLG oraz PLLA,
zaobserwowano wzrost szylsko uwalniania barwnika wraz ze wzrostem jego zagdart
w nanowtdknach. Jest to spowodowane wzrostem sigedowej i w konsekwencji
wzrostem szybkai uwalniania. Czterokrotne zgkszenie sgzenia Rodaminy B we
wioknie z 1,1% wag. (MR10) do 4,4% wag. (MR4) w ypadku materiatu z PDLG
doprowadzito do piciokrotnego zwikszenia wartéci uwolnionej substancji
w poréwnywanych przypadkach. Jednagie, w przypadku materiatu o wgzym s¢zeniu
zaobserwowano znaczne spowolnienie uwalniania wddiB eksperymentu. Rdica
szybkaci uwalniania z materiatow PLLA o #dym stzeniu Rodaminy B (MR1, MR7), nie
byla znaczca (Rys. 4.21). Naky rowniez zauway¢ iz po 21 dniach uwalniania,
kumulatywnie uwolniona masa Rodaminy B z materiatdynosita jedynie 2% dogbnej

w materiale dawki sktadnika.
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Rys. 4.20. Profil uwalniania Rodaminy B z matemaleDLG zawierajcych r@Gnestezenie
substancji fluorescencyjnej: 4,4% wag. (MR4), 2\8%g. (MR9) oraz 1,1% wag. (MR:
wzgkdem masy polimeriinig cigglg przedstawiono wyniki oblicé@umerycznych mode
mikroskopowego (podstawowego) dopasqeygh profil uwalniania do dany:
eksperymentalnych.
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Rys. 4.21. Profil uwalniania Rodaminy B z matenal®LLA zawierajcych r&ne sgzenie
substancji fluorescencyjnej: 2,7% wag. (MR1) orag% wag. (MR7) wzgtlem mas
polimeru. Ling cigglg przedstawiono wyniki oblicde numerycznyc modelt
mikroskopowego (podstawowego) dopasqeygh profil uwalniania do dany:
eksperymentalnych.

4.1.1.2. Lek hydrofobowy- alfa-tokoferol

Po przeprowadzonej serii eksperymentow uwalniaredafiny B z polimerow
PLC, PDLG oraz PLLA i rozweeniu korzyci wynikajgcych z zastosowania
poszczegolnych struktur (ukierunkowane nanowtokmdzen w osnowie, materiat
wielowarstwowy) do dalszych batlaz alfa-tokoferolem wybrano polimer PLC
o standardowej strukturze nanowtdkien. Wybrany rpeli charakteryzuje sinajnizsz
energy oddziatywa analog leku — polimer (Rys. 4.15), ¢ki czemu zaobserwowano
uwolnienie 45% pocgkowej masy analogu leku zawartego w materiale asiez21 dni
eksperymentu. Wybor polimeru PLC ospedniej szybkéci degradacji (12 — 24 miegie)
w stosunku do polimeru PLLA i PDLG jest korzystng wzgbdu na nisze s§zenie
produktow degradacji polimeru, mg@e niekorzystnie oddziatywana komorki tkanki
nerwowej.

Alfa-tokoferol ma widciwosci antyoksydacyjne, a jego solw organizmie jest
ochrona komérek przed czynnikami wywotanymi stresksydacyjnym i powodggymi
uszkodzenia jej sktadnikow. Podczas elektregzenia oraz przechowywania materiatu na
powietrzu aktywné¢ alfa-tokoferolu ulega zmniejszeniu. Z tego wvexiyl, pierwszy
wykonany materiat zawierat 15% wag. leku watgm masy polimeru, co miato zapewni
znaczn dawle leku w formie aktywnej ti przed aplikag materialu na tkance modelu

zwierzcego. Alfa-tokoferol w postaci ptynnej dodano datveoru polimeru i uzyskano
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homogeniczny roztwor polimeru z lekiem czgniach przedstawionych w tabeli 4.2.
Wszystkie materialy z alfa-tokoferolem przygotowadla takich samych parametrow
procesowych. Natenie obgtosciowe roztworu polimeru wynosito Q = 800 ul/hznica
potencjatow pomidzy dysz a kolektorem wynosita 1 kV/cm, geodlegiaé 15 cm.
Uwalnianie prowadzono w temperaturze 37°C, do romw micelarnego (0,5%
dodecylosulfonianu sodowego SDS) symadego srodowisko komorkowe. llgciowe
pomiary procesu uwalniania wykonano wg proceduliganej w rozdziale 2.5.

Warto zauway¢, ze zwilzalnagé¢ materiatow z polimeru PLC zawiegaych alfa-
tokoferol byta wgksza nk w przypadku podobnego materiatu z analogiem lele@zanacznie

rosta ze wzrostem zawastn alfa-tokoferolu w nanowtéknach (Tab.4.2).

Tab.4.2. Parametry badanych materiatdbw zawigeggh alfa-tokoferol.

Zawartosé alfa- K at Grubos¢
Nr materiatu | Polimer tokoferolu wzg. zwilzania | nanowidkien
polimeru (% wag.) ® (um)
MT1 PLC 5% 124 £ 10 0,20 + 0,07
MT2 PLC 10% 131+8 1,21 £0,50
MT3 PLC 15% 132+9 1,45 £ 0,40

Analiza mikroskopowa nanowtdkien z alfa-tokoferolem

Na zdgciach mikroskopii elektronowej przedstawiono powdmi nanowiokien
(Rys. 4.22 - 4.24). Nie zaobserwowano defektoéw veldkv postaci zgrubie(koralikow)
lub posklejania. Grulié widkien byta jednolita.Srednia grubéé widkien w materiale

zawierajcym najnisz zawartd¢ alfa-tokoferolu byta najmniejsza i wynosita 20@@&nm.

Y

=T, i WY
206V X10,000% M urh , | . ‘ . : v
Rys. 4.22. Obraz mikroskopii SERys. 4.23. Obraz mikroskopii SI
powierzchni nanowtdkien polimeru Plpowierzchni nanowtokien polimeru P
zawieragcych 5% alf-tokoferolu (MT1). zawieraycych 10% alf-tokoferolu (MT2).
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Rys. 4.24. Obraz mikroskopii SEM'powierzchni nankigh polirheru PLC zawierggycl

15% alfa-tokoferolu (MT3).
Wyniki uwalniania alfa-tokoferolu

Materiat o zawarteci 15% wag. alfa-tokoferolu wzgllem polimeru (MT3) uwalniat
substangj aktywrg przez okres trzech tygodni (Rys. 4.25). Po tymsiezaanowiokna
zawieraty nadal okoto 40% wag. alfa-tokoferolu. Bay¢ uwalniania alfa-tokoferolu
malata z czasem z uwagi na spadek sityedapej. Dla materiatu wykonano dodatkowe
badania pod d&em powtarzalngci uwalniania procesu uwalniania. Materiat po sieagji
tlenkiem etylenu zostat przekazany do Instytutu gdy Daswiadczalnej i Klinicznej
(IMDIK) celem wstpnych bada na modelu zwiektym. Wyniki eksperymentow
pilotazowych wskazaty mdiwos¢ wysigpienia obrzku tkanki moézgowej. Z tego powodu
zdecydowano gi na zmniejszenie pogtkowej ilosci alfa-tokoferolu w materiale.
Wyprodukowano kolejne materialy o zawdrio10% wag. i 5% wag. alfa-tokoferolu
wzgledem masy polimeru. Wyniki uwalniania po trzech wggiach eksperymentéw
wykazaty, ¥ w przypadku materialu o 10% wag. leku, w materiptezostato 45%
pocztkowej ilosci alfa-tokoferolu zaw przypadku materiatu 0 5% wag. — 55% (Rys. 4.25).
Przebieg profili uwalniania dla kdego z materiatébw byt podobny, szazas znacznego
spowolnienia uwalniania w kdym przypadku nagpit okoto 11 dnia eksperymentu.
Materiat o zawarteci 10% wag. alfa-tokoferolu poddano rowhiemodyfikowanej
procedurze uwalniania. Zanurzony wradku symulujcym srodowisko komorkowe
materiat mieszano przez caty czas trwania ekspargun&aobserwowano przyspieszenie
uwalniania tej samej dawki antyoksydantu w poréwmado materiatu uwalnianego

w standardowych warunkachzroca w czasie uwalniania wyniosta okoto 12 dni.
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Rys. 4.25. Profil uwalniania al-tokoferolu z materiatbw o fdych pocztkowyct
zawartociach leku w materiale: 5% (MT1), 10% (MT2), 5% @)T Linig ciggtg
przedstawiono wyniki oblicdenumerycznych modelu mikroskopowe(podstawowegt
dopasowujcych profil uwalniania do danych eksperymentalnych.

Badanie powtarzalndgci procesu elektroprzdzenia

Przeprowadzono dodatkowe eksperymentyangapa celu zbadanie powtarzalcio
procesu elektroperizenia i wytwarzania materiatow zawie@jch lek. Badania nad
kontroh powtarzalnéci wynikalty z faktu ddej zmiennéci typowej dla procesu
elektroprzdzenia, gdzie nieznaczna zmiana warunkéw otoczemze mie€ znaczny
wplyw na struktug materiatu, a tym samym szyb¥ouwalniania leku. Uzyskane dane
pozwolity stwierdzé, ze dla takich samych warunkéw procesowych, adakateriatowych,

mozliwe jest uzyskanie zblonych profili uwalniania alfa-tokoferolu.
08
07
06
05
0,4
03
0.2

o1 2

0,0
0 3 6 9 12

Czas (dni)

Utamek masowy uwolnionego alfa-tokoferolu (-)

Rys. 4.26. Wplyw powtarzalft elektroprzdzenia na profil uwalnianialfa-tokoferolu. Poréwnar
trzy takie same materiaty wytworzone wmgm czasie. Punkty przedstawiajsrednione wartéci
trzech pomiar6éw. Limi cigglq przedstawiono wyniki oblicée numerycznych mode
mikroskopowego (podstawowego) dopasagaygh profil uwalniania do danych eksperymentalnych.
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Badanie wptywu sterylizacji na proces uwalniania dh-tokoferolu

Sprawdzono wptyw sterylizacji materialu polimeroweg alfa-tokoferolem na
proces uwalniania. Materiat poddano sterylizagmkiem etylenu wedtug procedur Zaktadu
Sterylizacji Szpitala Bieleskiego w Warszawie. Nie wykazano znggyzh ré&nic w profilu
uwalniania alfa tokoferolu w materiale bez i pagieac;i.

0,8 1

0,7 A

0,6 -
0,5 -
04 -
03 -

0,2

0,1

0,0 - : ‘ . : ‘
0 5 10 15 20 25
Czas (dni)

Rys. 4.27. Wplyw sterylizacji tlenkiem etylenu nafip uwalniania alfe-tokoferolu
Poréwnano dwa fragmenty tego samego materiatu. Punkiedstawiag usrednione
wartasci pomiarow. Ling ciggltg przedstawiono wyniki oblicéenumerycznych mode
mikroskopowego (podstawowego) dopasgeygh profil uwalniania do dany:
eksperymentalnych.

Whioski

Utamek masowy uwolnionego alfa-tokoferolu (-)

Otrzymane wyniki bada uwalniania alfa-tokoferolu skonsultowano ze
wspotpracownikami z IMDIK (prof. M Frontczak-Banié, dr D. Sulejczak) i stwierdzono
iz stopniowe uwalnianie dawki leku wedtug otrzymanyxbfili moze przyczyné sie do
korzystnej odbudowy tkanki nerwowej po uszkodzemawrochirurgicznym. Uwolnienie
okoto potowy dawki leku zawartego w materiale przekres 23 dni i stopniowe
wyhamowanie uwalniania zapewnstate dostarczanie alfa-tokoferolu do uszkodzonej
tkanki przez wiele miesty od implantacji materialu. Waym parametrem
odpowiedzialnym za procesy naprawcze w tkancesjestnie alfa-tokoferolu w materiale,
gdzie dla materiatu 0 15% wag. zawadideku w badaniach pilotawych zaobserwowano
mozliwos¢ wystapienia niekorzystnego olygizu tkanki nerwowej. Przeprowadzone badania
powtarzalnéci elektroprzdzenia oraz aktywrigi posterylizacyjnej wykazaty zachowanie
nalezytych parametrow materiatu nieginych do wytworzenia opatrunku gheego do

neuroprotekcji tkanki nerwowej.
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4.1.2. Badania nad uwalnianiem lekéw hydrofilowych
4.1.2.1. Analog leku — BSA-FITC

Wstepne badania materialdw zawiegg@jch substancje biatkowe prowadzono
z wiokien otrzymywanych w procesie elektrogizenia emulsji oraz z widkien typu rdize
w osnowie polimerowej. Analogiem stosowanych w lealeh na matym modelu
zwierzcym czynnikow wzrostu NGF i BDNF (rozmiar biatka* 2,6 nm) byta albumina
surowicy wotowej sprgzong z izotiocyjanianem fluoresceiny (BSA-FITC), ktoregzmiar
wynosi okoto 3,6 nm. Docelowo albumina surowicy oweéj (bez barwnika) m@ by
uzyta jako czynnik ostaniagy czynniki wzrostu przed denaturacj

Podobnie jak w przypadku Rodaminy B i alfa-tokofar do wykonania materiatow
wykorzystano trzy polimery tigce s¢ czasem degradacji. Zawarte w nanowtéknie krople
fazy wodnej mog przyczyné si¢ w kazdym przypadku do zwkszenia szybkgi degradacii
materiatdw (w poréwnaniu do materiatéw z lekamiofifpwymi) z uwagi na utatwienie
transportu substancji powodaych degradae¢jdo wretrza nanowtokien. Przyspieszona
degradacja mae mie posrednio wptyw na szybkid uwalniania leku.

Podczas elektropgdzenia emulsji wykorzystegg pojedyncz dysz, przy
zachowaniu odpowiednich warunkéw elektraglzenia maliwe jest uzyskanie struktury
nanowtokna przypominagej struktue typu rdzés w osnowie. Rdze nanowtokna w tego
typu strukturze nie ma strukturyagiej za przybiera formg blisko sisiadupcych kropli fazy
wodnej (Rys. 4.28.). Mdiwe jest w tym przypadku oggniccie wydiuzonego w czasie
uwalniania substancji aktywnej. Dla jednego z peliGw — PLC, wykonano widkna
technilg rdzer w osnowie wykorzystgr uktad dwudyszowy (Rys. 4.33.). Aby zksz\(¢
lepkas¢ rdzenia i zapewni prawidtowe elektroprgdzenie oraz formowanie esstruktury
rdzen — osnowa, do roztworu rdzenia dodano polimeru RE@kupc zawarté¢ 4% wag.
polimeru w rdzeniu. Zastosowanie techniki niize osnowa pozwolito na unikstie
stosowania surfaktantu w nanowtoknach, ktoryzenanie€ cytotoksyczne dziatanie na
komorki tkanki nerwowe.

Badania goniometryczne nanowitdkien zawigtggh faz wodmy, wykazaty dug
zwilzalngé¢ materiatu z natychmiastawabsorpgy wody przez materiat. W przypadku
materiatlu z otoczk polimeru PLC wykonanego techpikdzer w osnowie, otrzymany
wynik zwilzalngsci byt podobny jak w przypadku materiatéw zawigcgich Rodamia B
(Tab. 4.1.) i wyniost 121 + 10°.
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20um

Rys. 4.28. Nanowidkna powstate z elektregzenia emulsji. Zdgie wykonano r
mikroskopie fluorescencyjnym, barwnik — fluoresaein

Parametry elektropedizenia byly takie same dla idego ze standardowych
materiatdbw elektroprizonych z emulsji. Natenie obg¢tosciowe przeptywu roztworu
polimeru przez dyszwynosito Q = 800 ul/h. W przypadku elektrogaizenia w uktadzie
typu rdzé w osnowie natzenie obgtosciowe roztworu rdzenia wynosito:@& 500 pl/h z&
roztworu osnowy @ = 1500 pl/h. Rénica potencjatéow pomdzy dysza a kolektorem
w kazdym z przypadkéw wynosita 1 kV/icm gapdlegigé 15 cm. W zalenosci od
warunkéw, nieznacznie modyfikowano te parametry alnysk& lepsz stabilnag¢
elektroprzdzenia. Uwalnianie prowadzono w temperaturze 3®€&,roztworu buforu

fosforanowego PBS symuligegosrodowisko komaorkowe.

Badania wptywu sktadu roztworu polimeru na napecie powierzchniowe pomgdzy faza

wodna i olejowg

Przeprowadzono szereg badaad wptywem skltadu roztworow zywanych
w elektroprzdzeniu emulsji oraz w uktadzie typu rdzesnowa, na dynamgknapkcia
powierzchniowego poradzy fazami (Rys. 4.29). W kdym z przypadkéw wykonano
roztwory polimerow PLC o steniu 9% wag. wzgdem polimeru. Badania kalibracyjne
wykonano dla uktadu powietrze — woda, dla ktéregpigtie powierzchniowe wg danych
literaturowych wynosi 72 mN/m. W wykonanym na petry niniejszej pracy ukladzie
eksperymentalnym, otrzymany wynik naga powierzchniowego wynosit 67 + 4 mN/m.
Dalsze badania prowadzono w uktadzie dwoch fazhaibk roztwor polimeru — woda.
Napkcie powierzchniowe w ukfadzie roztwér polimeru PR@ wag. w chloroformie —
woda wykazato brak znagzych zmian wartéci napecia powierzchniowego w czasie.

Dodatek rozpuszczalnika DMF do roztworu polimerustesunku 1:9 (DMF:chloroform)
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spowodowat nieznaczny wzrost ngpa powierzchniowego z 25 do 28 mN/m przez
pierwsze 30 sekund eksperymentu. Rozpuszczalnik DN#sza si z wody, siad tez po
rozpoczciu pomiaru mogt on przechodz fazy organicznej do wodnej powogleispadek
objetosci kropli. Dodatek surfaktantu (2% wag. SPAN-80)fdpy organicznej spowodowat
znaczny spadek nagia powierzchniowego pogtdzy dwiema fazami. Zaobserwowano
zmiare napkcia miedzyfazowego w czasie od wastd okoto 13 do 10 mN/m. Dwukrotny
wzrost zawartéci surfaktantu w roztworze polimeru (4% wag. SPAN-8powodowat
nieznaczny spadek pagkowego nagicia powierzchniowego do 9 mN/m i talsam
dynamile zmiany napjcia mgdzyfazowego w czasie jak w przypadku zawait@ % wag.
surfaktantu w roztworze polimeru. Znajofdo wartgci parametru napcia
powierzchniowego jest bardzo sea z punktu widzenia tworzonych widkien typu nilxe
osnowie jak rownie procesu emulsyfikacji. Dla jak najlepszego rozdiiehia kropel fazy
wodnej w fazie olejowej mma stosowa rézne surfaktanty (SPAN-80, Triton-X, SDS,
lecytyna sojowa), pozwalgge zachowa stabilnég¢ emulsji dzeki zahamowaniu
koalescencji kropel fazy rozproszonej. Na potrzatipiejszej pracy postanowiono

wykorzyst& najczsciej stosowany w literaturze surfaktant SPAN-80.

15,0 A chloroformie. DMF.

10,0 surfaktnant 2% wag. -

45,0 ~
— g _ . =Roztwoér polimeru w
E 40,0 el o =gy chloroformie - woda
P
£ 350 -
S A T
g 30,0 - :u,.:v el ais iR, | —Roztwor polimeru w
= 58 1 4 e ' . chloroformie i DMF
§ i - woda
& 200 -
§_ == Roztwor polimeru w
(%)
'©
[
=
©
p

: woda
5,0 1 Roztwor polimeru w
00 chloroformie. DMF.

surfaktnant 49% wag. -
0 20 40 60 80 100  woda

Czas (sek)
Rys. 4.29. Wplyw sktadu roztworéw na dynamikpiccia powierzchniowegc
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Badania wptywu sktadu roztworu na proces tworzenigemulsji

W tabeli 4.3 przedstawiono wyniki analizy wieskbkropel fazy wodnej dla éiych
ilosci poszczegoblnych skiadnikow. W idym z przypadkow, procedura wytwarzania
emulsji byla jednakowa. Zaobserwowano wzréstdnicy kropel w przypadku wkszej
zawartdci fazy wodnej w roztworze polimeru PLC oestniu 9% wag. dla dwoch
zawartdci surfaktantu 2% wag. oraz 4% wag. Dodatkowo, zEowo spadeksrednicy
kropel wraz ze spadkiem zawaitouzytego surfaktantu w roztworze polimeru PLC (9%
wag.). Parametry elektropdzonych materiatdbw przedstawiono w tabeli 4.4.

Tab.4.3. Wyniki pomiarérednicy kropel emulsji w roztworze polimeru PLC @#g. z faz
wodny.

Zawartosé Zawartosé fazy Srednica | Odchylenie
surfaktantu wzgl. wodnej wzgl. kropel | standardowe
polimeru (% wag.) | polimeru (% wag.) (um) (um)

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

Analiza mikroskopowa nanowtékien z biatkiem BSA-FITC

Obrazy mikroskopii elektronowej (Rys. 4.30. — 4)3bskazug na popraws budowe
materiatu z polimeru PDLG i PLLA oraz sklejenie Wién PLC. W szczego6ldoi materiat
z polimeru PLC charakteryzowatsadmiennm morfologh wtokien. Wzrost zawartei fazy
wodnej w emulsji (Rys. 4.34.) spowodowat prawdogmde utrudnienia w odparowaniu
rozpuszczalnika z widkien. Najgkisze posklejanie widkien otrzymano dla mniejszjcil
surfaktantu (Rys. 4.35.). Podobne wyniki morfologsklejanych wiékien otrzymano

w pracach innych grup badawczych [148].



Tab.4.4. Parametry badanych materiatéw zawigeggh biatko BSA-FITC.

Zawartosé

Zawartosé

Zawartosé¢ fazy

z emulsji

Nr . BSA-FITC surfaktantu wzgl. | wodnej wzgl. Grqus? Porowatosé
. Polimer . Dodatkowe cechy . ) nanowitokien .
materiatu wzgl. polimeru polimeru (% polimeru (% materiatu (-)
(% wag.) wag.) wag.) (Lm)
Standardowy
MBF1 PDLG 1,7 materiat elektroprz 4 2,5 1,08 £ 0,35 0,70
z emulsji
Standardowy
MBF2 PLC 1,5 materiat elekt. z 4 2,5 0,80 £ 0,50 0,60
emulsji
Standardowy
MBF3 PLLA 1,8 materiat elektroprz 4 2,5 1,47 £ 070 0,45
z emulsji
Rdze
MBF4 PLC 1,0 w oshowie brak 10 1,26 £ 0,80 0,40
Standardowy
MBF5 PLC 0,7 materiat elektroprz 2 2,5 1,37 +£0,35 0,30
z emulsji
Standardowy
MBF6 PLC 0,8 materiat elektroprz 2 5 1,04 + 0,65 0,25
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“10kv |\ X3,000__5fim™ & 10kV  X3,000 5um
Rys. 4.30. Obraz mikroskopii SEM powuarzc Rys. 4.31. Obraz mikroskopii SEM powierz

nanowidkien  polimeru PDLG (MBF1).nanowtdkien polimeru PLC (MBF2). Widoc.
Prawidtowa morfologia wioknin SCi posklejanie nanowtokien.

20KV \ﬂoo 5pm RS P\ -

Rys 4.32. Obraz m|kroskop|| SEM powierzc Rys. 4.33. Obraz mikroskopii SEM pOW|erz
nanowidkien  polimeru  PLLA  (MBF3).nanowtdkien poliraru PLC elektropradzonycl
Prawidtowa morfologia wtoknin technilg rdzei w osnowie (MBF4). Widocz
duza ilos¢ cienkich wiokien, powstatych
wyniku wtérnego elektropgdzenia ze stru
polimeru.

LI 20kV  X3,000 5pm

Rys. 4.34. Obraz mikroskopii SEM powierzc Rys. 4.35. Obraz mikroskopii SEM powierz
nanowtokien polimeru PLC o zawaftd 2,5% nanowitdkien polimeru PLC o zawastd 5% faz'
fazy wodnej wzgl. polimeru (MBF5). Widoc: wodnej wzgl. polimeru (MBF6). Widoc:
czesciowe posklejanie nanowtokien. bardzo dde posklejanie nanowtdkien.
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Wyniki uwalniania biatka BSA-FITC

Przebieg uwalniania biatka BSA-FITC z materialdwgastawionych w tabeli 4.3.
pokazano na rysunkach 4.36 — 4.39. Wykresy przetgtakumulatywnie uwolniog mas
analogu, odniesiando catkowitej masy biatka obecnego w materiale.

W pierwszej kolejnéci wykonano badania uwalniania biatka BSA-FITC
z nanowtokien polimerow: PLC, PDLG i PLLA. Podobnak w przypadku uwalniania
Rodaminy B z nanowidkien elektrogdzonych technik standardow, najwyzszym
stopniem uwolnienia cechyjsic widkna PLC (Rys. 4.36). Przez pierwsze 3 dni
eksperymentu, materiat ten uwalniat biatko z nalwis szybkdcia, po czym w nagpnych
dniach zaobserwowano stopniowe spowolnienie uwaiajav rezultacie oggajgc 70%
uwolnionego biatka po 11 dniach. Materialy z PDLGPLLA cechowaly s szybkim
wzrostem uwalniania do poziomoéw odpowiednio 9% i.\R@alszym etapie uwalniania

zaobserwowano bardzo powolny wzroskgicuwolnionego biatka.
0,8 -

07 -
06 -
05 -
04 -
0.3 -
0,2 -

0,1 1

Utamek masowy uwolnionego biatka
BSA-FITC (-)

0,0 T T T 1
0 3 6 9 12
Czas (dni)

Rys. 4.36. Profil uwalniania biatka B-FITC z trzech materiatbw sporzdzonycl
zpolimerow: PLC (MBF6), PDLG (MBF1) oraz PLLA (MBER)nig cigglg przedstawion
wyniki obliczé& numerycznych modelu mikroskopowego (podstawovwEp@sowujcyct
profil uwalniania do danych eksperymentaln

Dla materiatu typu rdzeosnowa (MBF4) widoczny jest pagtkowy wyrzut leku
(Rys. 4.37). Spowodowane jest to najprawdopodolmzigriowym peckaniem nanowtokien
z ktorych wyptywa roztwor leku. Zauwalne jest to podczas obserwacji pod mikroskopem
fluorescencyjnym nanowtokien naniesionych na skkiehakrywkowe. Dalszy wzrost
uwolnionej masy z nanowidkna z rdzeniem jest hanmywarzez membranostaniagca
rdzen, co jest typowe w tego typu uktadach. Uwalnianetia z widkien sporgdzonych

metody emulsyjry (MBF2, MBF5), cechuje siodmiennym przebiegiem procesu. Brak jest
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zauwaalnego wyrzutu leku, Zasam przebieg eksperymentu przypomina obserwowany
wczesniej profil uwalniania alfa-tokoferolu. Materiatriew ciggu 12 dni uwolnit niemal
catkowitsy dawke substancji zawagt w nanowitdknach, co nie wskazywa na dua
koncentragj kropel emulsji przy powierzchni nanowtokien.

0,9 1
0,8 -

0,7 A

e S

BSA-FITC (-)
© © © o o ©
- N w S (&)1 (o))

A Wiokna typu rdzen w osnowie
® \Widkna z emuls;ji

Utamek masowy uwolnionego biatka

o

0 3 6 9 12
Czas (dni)

Rys. 4.37. Profil uwalniania biatka B-FITC z materiatbw PLC o strukturze wiok
monolitycznych (MBF5) oraz widkien typu rdze osnowie (MBF4). Widoczn&opniowe
uwalnianie biatka z wtdkien wykonanych standarddechnilg elektroprzdzenia emuls
oraz skokowe uwolnienie biatka z widkien typu fidze@snowie. Linj Ciggtg przedstawion
wyniki obliczé numerycznych modelu mikroskopowego (podstawowsga®wujcycl
profil uwalniania do danych eksperymentaln

Poroéwnano rowniewptyw obecnéci surfaktantu w emulsji na proces uwalniania
biatka (Rys. 4.38). Zmniejszenie o pokpwosci uzytego surfaktantu od 4% wag. (MBF2)
do 2% wag. (MBF5) surfaktantu spowodowato niewiglizrost uwalniania BSA-FITC od
7 dnia eksperymentu. Me by to zwigzane z rozbiciem kropel na mniejszednice, a przez

to szybszym transportem leku z kropel doodka odbierajcego skiadnik.
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Rys. 4.38. Profil uwalniania biall BSAFITC z materiatow PLC elektroprdzonycl
z emulsji dla rénych zawartéci surfaktantu w materiale: 4% (MBF2) oraz 2% (MB}
Linig cigglg przedstawiono wyniki oblicge numerycznych modelu mikroskopow
(podstawowego) dopasowalch profil uwalniania do danych eksperymentalnych.

Poréwnanie materiatbw o x0ej zawartéci fazy wodnej wzgildem masy polimeru
wskazuje na blisko trzykrotne zgkiszenie uwolnionej masy po 11 dniach eksperymelatu d
materiatu 0 5% wag. zawat fazy rozproszonej (MBF6). Materiat ten przezi@rpsze
dni uwolnit okoto 60% pocgkowe] masy substancji, agiagc po kolejnych 9 dniach
statego uwalniania 75% masy BSA-FITC. Material392 zawartécia fazy wodnej (MBF5)

z uwagi na mniejsgilos¢ BSA-FITC w calym materiale charakteryzowa¢ snniejsz
szybkdaciag uwalniania. W obu przypadkach nie zaobserwowargatygynego zjawiska
poczatkowego wyrzutu iléci dawki substancji (Rys. 4.40).
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Rys. 4.39. Profil uwalniania B¢-FITC z materiatow PLC elektroprdzonych z emulsji ¢
roznych zawartgci fazy wodnej w materiale: 5% (MBF6) oraz 2% (MBHSnig cigglg
przedstawiono wyniki oblicdéenumerycznych modelu mikroskopowego (podstawo
dopasowujcych profil uwalniania do danych eksperymentalnych.
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4.1.2.2. Leki hydrofilowe — czynniki wzrostu NGF BDNF

Po przeprowadzonej serii eksperymentow uwalnianieatkddo BSA-FITC
z polimeréw PLC, PDLG oraz PLLA do dalszych badaczynnikami wzrostu wybrano
polimer PLC charakteryzggy si najwickszym stopniem uwolnienia biatka BSA-FITC
(Rys. 4.36).

Obok bada materiatow wykonanych zzaiciem emulsji wyprzdzono dwa materiaty
z NGF wytworzone technikrdzer — osnowa (Rys. 4.40). W pierwszym z materiatdw do
sporadzenia roztworu rdzenia wykorzystano polimer PEO 4&g. wzgédem wody
w 0,01M buforze PBS z odpowiednioscig biatka NGF. Dodatek PEO miat za zadanie
zwickszy¢ lepkas¢ roztworu i jednoczaie poprawd przedncs¢ rdzenia. Do drugiego
materiatu dodano polimer PEO (4% wag.) oraz glicefgko czynnik ostaniagy biatko
oraz dodatkowo zwkszajcy lepka¢ roztworu rdzenia. Roztwor polimeru PLC 9% wag.
zostat uyty do utworzenia osnowy (powtoki) nanowtokna.

Parametry elektropedizenia byly takie same dla idego ze standardowych
materiatdbw elektroprizonych z emulsji. Natenie obg¢tosciowe przeptywu roztworu
polimeru przez dyszwynosito Q = 800 ul/h. W przypadku elektrogaizenia w uktadzie
typu rdzé w osnowie natzenie obgtosciowe roztworu rdzenia wynosito:@& 500 pl/h z&
roztworu osnowy @= 2000 ul/h. Rénica potencjatow pomdzy dysz a kolektorem w
kazdym z przypadkow wynosita 1 kV/icmgadlegiagé 15 cm. W zalenosci od warunkow,
nieznacznie zmieniano te parametry aby uz§slapsz stabilngé elektroprzdzenia.
Uwalnianie prowadzono w temperaturze 37°C, do rommbuforu fosforanowego PBS
symulupcegosrodowisko komérkowe.

Dane dotycgce badanych materiatbw umieszczono w Tab. 4.5.



Tab. 4.5. Parametry badanych materiatéw zawigrggh czynniki wzrostu NGF i| BDNF. Wszystkie malerg/konano z polimeru PLC.

., Zawartosé
., Zawartosé fazy . . .7
. Zawartosé . gliceryny w Porowatosé Grubosé
Nr Metoda Stezenie leku wodnej wzgl. . . L
. . Lek surfaktantu wzgl. . rdzeniu wzgl. materiatu nanowtokien
materiatu | elektroprzedzenia (% wag.) (-10% . polimeru (% :
polimeru (% wag.) roztw. rdzenia ) (um)
wag.)
(% wag.)
MN1 Z emulsiji NGF 1 4 4,7 brak 0,40 0,97 £ 0,15
MN2 Z emulsiji NGF 0,5 4 2,5 brak 0,40 1,02 + 0,10
MN3 Z emulsiji NGF 3 4 13 brak 0,35 0,68 £ 0,15
MN4 Z emuls;ji NGF 1 2 4,7 brak 0,30 0,86 + 0,20
MN5 Z emulsiji NGF 1 4 6,0 brak 0,30 2,34 £ 0,85
MNG6 Rdzeéy w osnowie | NGF 1 brak 10 25 0,60 2,15 + 1,40
MN7 Rdzeéy w osnowie | NGF 1 brak 10 brak 0,55 1,22 + 0,4(
MB1 Z emulsji BDNF 1 2 5 brak 0,45 1,28 + 0,40
MB2 Z emulsji BDNF 1 4 5 brak 0,35 1,57 £ 0,65
MB3 Z emulsiji BDNF 15 2 7 brak 0,30 1,33+0,20
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Analiza mikroskopowa nanowtokien z czynnikami wzrotu NGF i BDNF

Na rysunkach 4.40 — 4.49 przedstawionoc¢adj SEM materiatow i widkien
zbieranych na szkietka mikroskopowe. W przypadkutenia@ow elektroprzdzonych
z emulsji, widoczne jest zespolenie wtokien spowealoe niecatkowitym odparowaniem
rozpuszczalnika organicznego podczas elektralzenia, z& pézniejszym odparowaniem
Z zebranego na kolektorze materiatu. W porownaaimdtody elektropkgizenia z emulsji,
widkna typu rdzé — osnowa zachowaly typaw morfologe wiokniny. W celu
przedstawienia rozktadu grudm wiokien, podczas elektropdzenia zbierano widkna na
szkietka mikroskopowe w odledic od dyszy zblionej do odlegtéci kolektora tak aby

otrzyma& reprezentatywnproble.

2 51 20kV  X3,000 5pm \
Rys 4.0. Obrazy SEM p0W|erzchn| widkien polimeru PLC zaajigeych czynnik wzrostu NGF
4,7% fazywodnej (materiat MN1) (po lewej) oraz pojedynczywbkien ze szkietka mikroskopow
(po prawej). Widoczne posklejanie wtokien materelkktroprzdzonego z emulsiji.

20kV ~ X3,000 X5p 20kV  X5,000 5um

Rys. 4.1. Obrazy SEM powierzchni wibkien polimeru PLC eaajizcych czynnik wzrdg NGF
w 2,5% fazy wodnej MN2 (po lewej) oraz pojedynczyldkien ze szkietka mikroskopowego
prawej). Widoczne posklejanie wtdkien materiatiketmprzzdzonego z emuls
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(

20kV-—X5,000 5um
Rys. 4.2. Obrazy SEM powierzchni widkien polimeru PLC esgjicych czynnik wzrostu NC
w 13% fazy wodnej MN3 (po lewej) oraz pojedynczydkieh ze szkietka mikroskopowego
prawej). Widoczne posklejanie wiokien materiatiket#przedzonego z emuls

\ Lo

20kW,  X1,000 , RS LEMR 20kV  X5,000 5um
Rys. 4.3. Obrazy SEM powierzchni widkien polimeru PLC esgjicych czynnik wzrostu N(
w 4,7% fazy wodnej MN4 (po lewej) oraz pojedynczyldkian ze szkietka mikroskopowego
prawej). Widoczne posklejanie wiokien materiatueamiliwiajgce odrénienie wiokier

~ L »

20kV  X3,000 5pm

Rys. 4.4. Obrazy SEM powierzchni widkien poéru PLC zawiergicych czynnik wzrostu N(
w 6% fazy wodnej MN5 (po lewej) oraz pojedynczychkierd ze szkietka mikroskopowego
prawej). Widoczne posklejanie wibkien materiatuenmiliwiajgce odrénienie widkier
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4 20kv/ X1,0000 dopm .
Rys. 4.5. Obrazy SEMpowierzchni nanowtdkien polimeru PLC elektramtzonego technikrdze:
- osnowa MNG6 (po lewej) ze Zighiem na poszczegodlne widkna (po prawej). Mateviatizeni
nanow%okna zawierat 25% gliceryny. Widoczna prawied morfologia wiokniny.

Rys 4, 6 Obrazy SEMpOW|erzchn| nanow+ok|en pollmeru Plék@oprzedzonego temgkrdzez
- osnowa MN7 (po lewej) ze zZidhiem na poszczegodlne witdkna (po prawej). Widopznaidtowe
morfologia wtdkniny.

20kV X1 ,000 10|Jm J y20kV:  X3,000 5pum~

Rys. 4.7. Obrazy SEM pOW|erzchn| witkien polimeru PLC eaajicych biatkoBDNF w 5% faz

wodnej MB1 (po lewej) ze ztdniem na poszczegoélne widkna (po prawej). Widopasklejani
wibkien materiatu elektropezizonego z emulsiji.
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20kV- X300, 50pm : o . '
Rys. 4.8. Obrazy SEM pOW|erzchn| w’roklen polimeru PLC qucych b|a+koBDNF w 5% faz
wodnej MB2 (po lewej) ze zi#hiem na poszczegdélne widkna (po prawej). Widopesklejani
wiékien materiatu elektro prizonego z emulsji.

(L z;okv (1%1,000 1\m\f' OT) Rs-EMP 20kV  X3,000 5um
Rys 4.49. Obrazy SEM powierzchni widkien polimeru Pla@ierajcych biatkoBDNF w 7% faz
wodnej MB3 (po lewej) ze zi#hiem na poszczegoélne widkna (po prawej). Widopesklejani

widkien materiatu elektroperizonego z emulsiji.

Wyniki uwalniania czynnikow wzrostu NGF i BDNF

Na poniszych wykresach (Rys. 4.50 — 4.54) przedstawioaflemuwalniania biatek
NGF i BDNF otrzymane metadopisaa w rozdziale 2.5.2. Pierwsze poréwnanie
sporzdzono dla materiatdw wykonanychzrg technilg elektroprzdzenia (rdz&-osnowa,
elektroprzdzenie roztworu emulsji). Charakterystyka uwalreaMNGF z nanowtdkien
wytworzonych technik przedzenia emulsji jest taka sama jak w przypadku anaBRSA-
FITC (poréwnaj 4.5014.37). W przegu pierwszych 3-4 dni nagtuje szybsze uwolnienie
ilosci biatka bez wyrzutu leku. W ngginych dniach zaobserwowano stopniowy wzrost
uwolnionej substancji. Przewidywania modelu mikiaséwego (podstawowego) wskazuj
na hamowanie uwalniania przy poziomie 8%. Podatarakterysty&kuwalniania czynnika
wzrostusrédbtonka naczyniowego zaobserwowano w pracach iTian[56]. Uwolnienie
biatka z wtdkien typu rdze— osnowa (MN5) miato podobny przebieg jak w prajipa

analogu leku (poréwnaj 4.50 i 4.37). Zaobserwowaigznaczny wzrost ikzi substancji
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uwolnionej do érodka odbierajcego lek i dalszy powolny wzrost §la uwolnionego
czynnika wzrostu. Dodanie gliceryny do roztworuediza (MN6) (wodny roztwor PBS

zawierajcy 4% wag. PEO) spowodowato obeiie ilaésci uwolnionego biatka NGF.
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Rys. 4.0. Profile uwalniania biatka NGF z materiatdw eledgrzzdzonych rénym
metodami (wtdkna z emulsji i rdze osnowa) jak rowniez dodatkiengliceryny w rdzeni
widkna (poréwnanie materiatow MN1, MN5, MNG). kirgigglg przedstawiono wyni
oblicze: numerycznych modelu mikroskopowego (podstawowsmmgsowujcych profi
uwalniania do danych eksperymentalnych.

W przypadku biatka NGF, podobnie jak dla analoglABSTC, spadek zawarfoi
surfaktantu skutkowat wzrostem §lo uwolnionego czynnika wzrostu (por. 4.38 i 4.51).
Sredni rozmiar nanowtokien z mniejszawartgcia surfaktantu (MN4) byt okoto 100 nm
mniejszy, co réwniz mogto mi€ wpltyw na zwekszony strumig uwalnianego czynnika
wzrostu (4.51). Rinica uwalniania czynnika BDNF nie bytazjtak wyrana, dagc wynik
niejednoznaczny (Rys. 4.52). Jedndcze dla BDNF zaobserwowano dwukrotniegkszy
stopien uwolnienia po 21 dniach w porownania do NGF. Wbétk czagsteczek obu

czynnikow jest jednakowa.
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Rys. 4.1. Profile uwalniania biatka NGF z materiatéw ozréej zawartdci surfaktantu: 2% wa
(MN4) i 4% wag. (MN1). Lini cigglg przedstawiono wyniki oblicdéenumerycznych mode
mikroskopowego (podstawowego) dopasgeygh profil uwalniania do danych eksperymentalnych.
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Rys. 4.2. Profile uwalniania biatka BDNF z materiatdw ozrtej zawartdci surfaktanti
2% wag. (MB1) i 4% wag. (MB2). Lintiggtg przedstawiono wyniki oblica@umerycznyc
modelu mikroskopowego (podstawowego) dopasmyal profil uwalniania do dany:
eksperymentalnych.

Wiekszy udziat fazy wodnej (stenie biatka w roztworze w kdym przypadku byto
takie samo) w materiale skutkowat zkézeniem iléci uwolnionych czynnikéw wzrostu
(Rys. 4.53). Przyczynjest najprawdopodobniej obecitavigkszej ilasci fazy rozproszonej
przy powierzchni wiokna i utatwiony transport biatz kropli poza widkno. Zbyt da

zawarté¢ fazy wodnej mee prowadzi do niekorzystnego pogtkowego wyrzutu
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substancji czynnej. W przypadku biatka BDNF rownmozna zauway¢ wicksz ilosé

uwolnionego biatka dla materiatu oakszej zawartéci fazy wodnej (Rys. 4.54).

} }

® 13% fazy wodnej
0O 6% fazy wodnej
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Rys. 4.3. Profile uwalniania biatka NGF z materiatéavréznej zawartéci fazy wodne
13% wag. (MN3), 6% wag. (MN5), 4,7% wag. (MN1)22wag.( MN2).
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Rys. 4.4. Profile uwalniania biatka BDNF z materiatow ozreej zawartdci fazy wodne
7% wag. (MB3), 5% wag.( MB1).

Whioski

Otrzymane wyniki bada uwalniania czynnikbw wzrostu podobnie jak
w poprzednim przypadku skonsultowano ze wspOtpradami z IMDIK (prof. M
Frontczak-Baniewicz, dr D. Sulejczak). Stwierdzomno,z uwagi na niewielk réznice
pomicdzy profilami uwalniania z materiatdbw przygotowywah z 2% wag. i 4% wag.
zawartdcig surfaktantu w materiatach z NGF i BDNF na modelierzecym naley
zastosow& materiaty z 2% wag. zawa#ima SPAN-80. Uwolnienie okoto 8% (NGF,
materiat MN1) i 23% (BDNF, materiat MB1) dawki lekawartego w materiale przez okres
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21 dni i stopniowe wyhamowanie uwalniania zapewsiate dostarczanie czynnikow

wzrostu do uszkodzonej tkanki przez wiele miegiod implantacji materiatu.
4.2. Uwalnianie analogéw leku do hydrzelu PVA

Kontrolowane, dtugotrwate podawanie Ilekébw do moézgoo operacjach
neurochirurgicznych, ma olbrzymie znaczenie w térprzeciwrakowej oraz chorobach
neurodegeneracyjnych (Parkinsona, Alzheimera). Aaniskladu nanowitdkien oraz ich
utozenia w materiale pozwala na modyfikagzybkaci uwalniania lekow. Dobranie
odpowiedniej porowatmi materialu oraz morfologii widkien wptywa na dyfa leku,

a zatem daje mtiwos¢ kontroli profilu uwalniania lekéw z materiatu [1R%$149].

W niniejszej czsci pracy przedstawiono wyniki eksperymentalne i etyozne (model
makroskopowy, podstawowy) uwalnianiazelu dwéch substancji modelowych: Rodaminy
B i BSA-FITC. Badania mialy na celu ocemvykonanych materiatdw z nanowitdkien
w osrodku imitugcym witasngci dyfuzyjne tkanki mézgowej. Wybranymdek sktadajcy
sie z hydraelu poli(alkoholu winylowego) usieciowanego boraksemaliwit unikniecie
rozpraszanidwiatta na tacuchach polimeru. &ycie optycznie transparentnego hyiriu
byto konieczne do obserwacji niezaburzonej fluogesfi obu uwalnianych substancji
modelowych. Zmierzone podczas eksperymentu pojeersia uwolnionej substancii
stanowito dane wégiowe dla przygotowanego dwuwymiarowego modelu mycmnego,
uwzgkdniagcego skiad materiatlu jak rowiiekinetyke uwalniania substanciji. Tak
prowadzone badania pozwolity na optymalizasktadu materiatlu a tak wyznaczenie
rozktadu s¢zenia w funkcji odlegtéci od materiatu dla mnych czaséw eksperymentu.
Otrzymane informacje pozwpha estymagjefektywndci terapii lub lokalnej toksyczroi
uwalnianej substancji. Metodologia przedstawionainiejszej czsci zostata wykorzystana
do optymalizacji materiatbw neuroprotekcyjnych stwanych w zapobieganiu
neurodegeneracji spowodowanej operacjami neuragficanymi przeprowadzonymi na
modelu zwiergcym [150], [151], omowionych w rozdzialegbym.

Na potrzeby eksperymentdw w hydetu, wykorzystano szé materiatow
zawierajcych Rodamia B (Tab.4.1, materiaty MR1- MR6) oraz dwa materizdyvieragce
BSA-FITC (Tab. 4.3, materialy MBF1 - MBF2). W monué® umieszczenia wyglych
materiatbw na hydrelu PVA, rozpoczynano rejestracjntensywndci fluorescencji
uwalnianych analogow lekow. Czas pedry dwoma rejestrowanymi obrazami wynosit 5

minut. Zebrane dane poddano obrobce zgodnie z gwec@rzedstawiog w rozdziale
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drugim. Dla wekszej przejrzystei, na pontszych wykresach przedstawiono co dzgsi
punkt eksperymentalny. Wspotczynniki kinetyczne eladnumerycznego (podrozdziat
3.3.4.) zostaty dobrane dla danych eksperymenthlsgeenia w funkcji czasu w punkcie
P odleglym od materiatu 0 1,5 mm. Ngstie, dla otrzymanych waroi wspétczynnikdw
Ka i kd, porownano profile z oblicienumerycznych i danych eksperymentalnyciiestia

substancji w funkcji odlegkei od implantu wzdta linii L (Rys. 3.11).

Wyznaczanie wspoétczynnika dyfuzji w porach mgdzy nanowtdknami wypetnionymi

hydrozelem

Procedura wyznaczania wspotczynnika dyfuzji pginy widknami zebranymi na
szkietku mikroskopowym byta identyczna jak w przgtha pomiaru w czystymelu PVA
sieciowanym boraksem (rozdziat 2). Widkna zbierare szkietku mikroskopowym
wytworzono technif elektroprzdzenia emulsji zawieragej biatko BSA-FITC.
Umieszczenie biatka BSA-FITC w nanowioknach pegla do wizualizacji w widkien na
szkietku oraz Rodaminy B rozpuszczonej w hyeta w trakcie eksperymentu FRAP. W
trakcie prowadzenia bafdlakazato s}, iz obecna w hydrelu Rodamina B bardzo szybko
adsorbowata na powierzchni nanowidkien, adajinformacg na temat potzenia
nanowtokien na szkietku mikroskopowym (Rys. 4.5hcdest to rownie bezpdredni
dowod wptywu adsorpcji na proces uwalniania sulggtan powierzchni nanowtdkien.
Badania dyfuzji w hydrezelu PVA bez wiokien porownano z nanowtokgio morfologii
przypadkowej (Rys. 4.55c-d) oraz ukierunkowanejqR4.55e-f). Wspotczynnik dyfuzji
Rodaminy B w hydrzelu PVA wyniést: Bva = 6,3 = 1,1-18' m%s, pomédzy
nanowtoknami utéonymi przypadkowo Bzp = 1,5 * 0,6-10 m¥s, zad pomidzy
witdknami ukierunkowanymi Rier = 5,3 + 0,9-10! n?/s. Zauwaalny spadek warkei
wspotczynnika dyfuzji Rodaminy B poruzy widknami mae mie istotny wplyw na
proces uwalniania i transportu leku z elektregdeonych materiatéw i w dej mierze

bedzie zaleat od porowatéci otrzymanego materiatu.
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0 pm - 250 0 um - 250

Rys. 4.5. Zdgcia wykonane podczas badmetod FRAP wykonanego w celu okienia
wspoétczynnika dyfuzji Rodaminy B pedzy nanowtéknami. a) preparat hydetu PVA td
po wywieceniu, b) ten sam preparat po 100 sekundachriade) preparat hydrgelu PV/
z nanowiGknami ukmnymi wsposoéb przypadkowyzpo wywieceniu, d) ten sam prepa
po 20 sekundach badania, e) preparat hydho PVA z nanowtéknami wonymi w sposc¢
ukierunkowany ttipo wywieceniu, f) ten sam preparat po 20 sekundach badan
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Analiza mikroskopowa nanowtokien

Materialy (MBF1 i MBF2), wytworzone z dwoch wdych polimerow, po
przeprowadzonym eksperymencie uwalniania w hiyglto PVA — boraks, zostaly
dodatkowo badane pod mikroskopem elektronowym. rGeleto zbadanie wplywu
alkalicznegarodowiska hydrgelu na powierzchginanowtokien lub morfologimateriatu.
Po czterech dniach prowadzenia eksperymentu migtgniaeptukano wogl destylowan
aby usug¢ hydrazel i pozostawiono do wyschytiia. Obrazy mikroskopowe wykazaty brak
zmian w morfologii oraz na powierzchni nanowtékierprzypadku materiatu wykonanego
z polimeru PDLG (poréwnaj Rys. 4.56 i 4.58). Zaua@o niewielkie zmiany w postaci
mniejszej liczby cienkich widkien w przypadku maaér z polimeru PLC (porownaj Rys.
4.57 1 4.59).

-

X3,000__-5fim = tRS, LEN , 10KV  X3,0000  5pm

Rys. 456. Obrazy SEM powierzchiRys. 457. Obrazy SEM powierzck

nanowtokien polimeru PDLG (MBF1). Grufao nanowtdkien polimeru PLC (MBF2rubgsé

wiokien d = 1,08 £0,35 nm. wiokien d = 0,80 +0,50 nm.
< 4 \ g & ! ‘ ; ’

8 . L , ;»')!3,000 pm RS - ENIP /
Rys. 458. Obrazy SEM powierzchmys. 459. Obrazy SEM powierzchr
nanowtdkien polimeru PDLG (MBF1). Materiatanowtokien polimeru PLC (MBF2Material
analizowany po czterech dniach proceanalizowany po czterech dniach proc

uwalniania w hydreelu PVA. Grubg¢ widkien uwalniania w hydréelu PVA.Grubasé¢ widkier
d=1,03+0,34 nm. d=1,16 £0,40 nm.
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Wyniki uwalniania analogu leku lipofilowego— Rodamny B

Materiat z PLLA zawierajcy Rodamig B (MR1, Rys. 4.60) wykazat szybki wzrost
stezenia w punkcie oddalonym od materiatu o odlég#® do poziomu 7 pg/ml, a naghie
szybki spadek gtenia czynnika fluorescencyjnego do poziomu 1 pghrdymupcego s¢
od 3 do 6 dnia eksperymentu. Otrzymany pgkestia rodaminy byt najaszy w poréwnaniu
do materiatow z polimerow PLC i PDLG. Uzyskanaglagodna¢ profili stezenia modelu

numerycznego (makroskopowy, podstawowy) i danyapekymentalnych.

7,0
6,0 4

50 - . . )
/L —— Wynik obliczen

4,0 1 % A Eksperyment
3,0

2,0

Stezenie w punkcie P (pg/ml)

1,0

0,0

0 1 2 3 4 5 6

Czas (dni)
Rys. 4.0. Stzenie Rodaminy B w punkcie P w funkcji czasu. Malterykonany z polime
PLLA, zawiergicy 2,7% Rodaminy B (MR1). Linia reprezentuje wyolklicze:
numerycznych modelu makroskopowego (podstawowego).

Na rysunku 4.61 przedstawiono poréwnanie profgiehia w funkcji odlegtéci od
materiatu dla czterech xdych czaséw prowadzenia eksperymentu. Wyniki poxévamo
dla czaséw: 1, 6, 24, 48 godzin. W przypadku malerMR1, dla kadego z czasow
uzyskano doktadne dopasowanie krzywych pochogzh z modelu makroskopowego.
W pierwszej i szostej godzinie eksperymentu, wkidisodlegtadci od materiatu uzyskano
stezenie na poziomie 15 i odpowiednio 23 pg/ml. Na stapie eksperymentu, odlegto
wnikania Rodaminy B w hydéelu byta niewielka i wyniosta odpowiednio 2,5 i 4mm
W dalszym etapie, dla 24 i 48 godzin prowadzenigpekymentu, stenie w bliskiej
odlegiaci materiatlu ulegto zmniejszeniu z uwagi na zmizefse ilégci uwalnianej
Rodaminy B z materiatu. Dla czasu 48 godzin odi@gtonikania Rodaminy B w gb
hydrazelu byta weksza i wyniosta odpowiednio 6,2 i 9 mm.
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25
¢ Eksperyment, t = 1 godzina
B Eksperyment, t =6 godzin

20 Eksperyment, t = 24 godziny
® Eksperyment, t =48 godzin
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Rys. 4.1. Stzenie Rodaminy B w hydielu w funkcji odlegiéci od materiatu MR:
Poszczegolne punkty przedstawiagiezenie dla rGgnych czaséw eksperymentu. L
reprezentuj wyniki obliczé numerycznych modelu makroskopowego (podstawowego).

Materiat z PLC (MR2) spowodowat réwnie szybki warakzenia Rodaminy B
w hydrazelu jak w przypadku materiatu PLLA, a ngstie gwaltowny spadek ¢fenia
czynnika fluorescencyjnego do poziomu 1 pg/ml pngch trwania eksperymentu (Rys.

4.62). Osigniety pik skzenia byt najwyszy z poréwnywanych materiatéw PLLA i PDLG.
20,0
18,0
16,0
14,0
12,0
10,0
8,0
6,0
4,0
2,0
0,0 1

—Wynik obliczen

A Eksperyment

Stezenie w punkcie P (pg/ml)

Czas (dni)
Rys. 4.2. Stzenie Rodaminy B w punkcie P w funkcji czasu. Maltarykonany z polime
PLC, zawieragicy 2,8% Rodaminy B (MR2). Linia reprezentuje wymiklicze:
numerycznych modelu makroskopowego (podstawowego).

Dla materialu MR2 dopasowanie profilu modelu makopowego uzyskano jedynie
dla danych z pierwszej i ostatniej godziny ekspemta (Rys. 4.63). Dla danych z 6 i 24
godziny eksperymentu wynikegenia rodaminy uzyskanych z modelu numerycznego byt

niedoszacowany. Dodatkowo, porownanie danych z @zigg eksperymentu wyniki
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modelu numerycznego wykazaly znacznie mnigjgicbokas¢ dyfuzji Rodaminy B.
Prawdopodobg przyczyrm niedoszacowania szybszego uwalniania leku jestizier
porowata struktura materiatuznuwzgkdniona w modelu numerycznym, usligzviajaca

znacznie szybsze uwolnienie analogu leku do hedwo

25
¢ Eksperyment, t = 1 godzina

" B Eksperyment, t =6 godzin
0. m A Eksperyment, t = 24 godziny
a ® Eksperyment, t = 48 godzin

© Wynik obliczen, t = 1 godzina
15 - Wynik obliczen, t = 6 godzin
Wynik obliczen, t = 24 godziny
Wynik obliczen, t = 48 godzin

Stezenie (pg/ml)

10 1@

*e 'l.. [ALATATABN |
0+ S s essverrroiniiitaliossonea

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

Rys. 4.38. Stzenie Rodaminy B w hydielu w funkcji odlegici od materialu MR2. Lin|
reprezentuj wyniki obliczé numerycznych modelu makroskopowego (podstawowego).

Uwalnianie z materialu PDLG (MR3), charakteryzowsitomniejsz szybkdcia niz
w przypadku materiatdbw z PLLA i PLC (Rys. 4.64). IMgmalry wysoka¢ piku stzenia
osiggnicto po 10 godzinach uwalniania, jednogre spadek ggenia w punkcie P byt
znacznie tagodniejszy hdla omowionych materiatdbw. Otrzymano dglzagodndc¢ profilu

stezenia z symulacji numerycznych z danymi eksperymeytai.
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Rys. 4.4. Stzenie Rodaminy B w purnikd® w funkcji czasu. Materiat wykonany z polin
PDLG, zawieragcy 2,8% Rodaminy B (MR3). Linia reprezentuje wybitlicze:
numerycznych modelu makroskopowego (podstawowego).
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Dane z kadego z czasOw eksperymentu prezentowaly gla@dgodnd¢ profili
stezenia modelu makroskopowego i danych eksperymerdhln§Rys. 4.65). Jedynie
przewidywana gibokas¢ dyfuzji w glgb hydraelu dla czaséw 24 i 48 godzin byta isya
w modelu numerycznym haiw uzyskanych danych eksperymentalnychz®e wynika
z uwzgkdnienia w modelu numerycznym izotropii dyfuzji wdrgzelu zamiast transportu

anizotropowego, wikiwego dla tego typu struktur.

18 l ¢ Eksperyment, t = 1 godzina
B Eksperyment, t = 6 godzin
8 | A Eksperyment, t = 24 godziny
® Eksperyment, t = 48 godzin
E . Wynik obliczen, t = 1 godzina
2 6 Wynik obliczen, t = 6 godzin
.g - Wynik obliczen, t = 24 godziny
ﬁ Wynik obliczen, t = 48 godzin
& 41
]

0 0,0025 0,005 0,0075 0,01

Odlegto$¢ od materiatu (m)
Rys. 4.5. Stzenie Rodaminy B w hydielu w funkcji odlegiéci od materialtu MR3. Lin
reprezentuj wyniki obliczé numerycznych modelu makroskopowego (podstawowego).

Wzrost s¢zenia Rodaminy B z 2,8 do 4,4% wag. w materiale PDIMIR4),
spowodowat znacznie gwattowniejszy wzrost szyskawalniania oraz dwukrotnie vigze
stezenie rodaminy w punkcie P w porownaniu do materiBi(Rys. 4.66.). Jednocige,
profil stezenia charakteryzowat giznacznie gwaltowniejszym spadkiemezgnia po

osiggnieciu maksimum na wysokoi 23 pg/ml.
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Czas (dni)
Rys. 4.6. Stzenie Rodaminy B w punkcie P w funkcji czasu. Malterykonany z polimeru PDL
zawierapcy 4,4% Rodaminy B (MR4). Linia reprezentuje wyotlkcze: numerycznych mode
makroskopowego (podstawowego).
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Podobnie jak w przypadku materialu MR3, najeize rGnice pome¢dzy profilami
stezenia wys¢puja dla danych eksperymentalnych dla 24 i 48 godzinoagoczcia bada
(Rys. 4.67). Zaobserwowano przeszacowarygesia w funkcji odlegtéci od materiatu
w hydrazelu w modelu makroskopowym dla obu czaséw ekspemumeNagly wzrost
stezenia Rodaminy B w punkcie P (Rys. 4.66) zostat iéwnauwaony w przebiegu profili
stezenia w funkcji odlegtéci od materiatu (Rys. 4.67), gdzie dla danych zabziny

eksperymentu otrzymano wgze s¢zenie maksymalne Rodaminy B w pablimateriatu.

25
¢ Eksperyment, t = 1 godzina
B Eksperyment, t = 6 godzin
20 A A Eksperyment, t = 24 godziny
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Rys. 4.7. Stzenie Rodaminy B wyhdrazelu w funkcji odlegici od materialu MR4. Lin
reprezentuj wyniki obliczé numerycznych modelu makroskopowego (podstawowego).

Zastosowanie materiatu typu warstwowego (MR5) spmiwato powolniejszy
wzrost s¢zenia w punkcie P niw przypadku typowego materiatu MR2 (Rys. 4.68%t e
spowodowane opiieniem transportu Rodaminy B przez wakstmateriatu bez uwalnianej
substancji. Dodatkowo zaobserwowano trzykrotnissze maksymalne gitenie w punkcie

P w poréwnaniu do materiatu MR2.
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Rys.4.68 Stzenie Rodaminy B w punkcie P w funkcji czasu. Maltesiarstwowy, wykonal
2 polimeru PLC, zawieracy 2,7% Rodaminy B (MR5). Linia reprezentuje wyalKicze:
numerycznych modelu makroskopowego (podstawowego).
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Pomimo bardzo dobrego dopasowania wspoétczynnikometicznych modelu
makroskopowego, zauwalne § duze r&nice w profilach stzenia dla danych z 1, 24 i 48
godziny eksperymentu (Rys. 4.69). Wynik symuladimerycznej znagzo przeszacowat
giebokas¢ penetracji hydrezelu przez RodaminB. Wydaje s3, ze zastosowany w modelu
jednowymiarowy warunek brzegowy ptaszczyznygamyfazowej wymaga modyfikacji

i uwzgledniania rownania dyfuzji w kierunku poprzecznym.

¢ Eksperyment, t = 1 godzina
B Eksperyment, t = 6 godzin

A Eksperyment, t = 24 godziny
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Odlegtos¢ od materiatu (m)
Rys. 469. S¢zenie Rodaminy B w hydrelu w funkcji odlegiéci od materiatu warstwowego (MR5)
Linie reprezentyj wyniki obliczé numerycznych modelu makroskopowego (podstawol

Materiat wytworzony technik rdzen w osnowie (MR6) wykazat siniewiele
mniejsz pocatkowsa szybkdcig uwalniania w porownaniu do typowego materiatu MR2
(Rys. 4.70). Zaobserwowanoegpiokrotny spadek maksymalnegaznia w punkcie P,
spowodowany wolniejszym transportem skladnika zeniz nanowtokna do jego
powierzchni.
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A Eksperyment

Stezenie w punkcie P (pg/ml)
N
o

Czas (dni)

Rys. 4.0. Stzenie Rodaminy B w punkcie P w funkcji czasu. Maltevi/konanyz polimeru PLC
zawierapcy 1,0% Rodaminy B (MRG6). Linia reprezentuje wyoikcze: numerycznych mode
makroskopowego (podstawowego).
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Wynik dopasowania profili ggenia dla materiatu typu rdaev osnowie dla danych
z 16 godziny eksperymentu jest zadowgdgj(Rys. 4.71). Ména zauwayc¢, iz dla czasow
1, 6 i 24 godziny, stenie skfadnika przy materiale jest jednakowe coamgje na stat
szybka¢ uwalniania sktadnika z materiatu i odprowadzanibssancji w gib hydroelu.
Nie uzyskano dopasowania profilesenia danych eksperymentalnych i numerycznych dla
czasOw 24 i 48 godzin. Jest to najprawdopodobrpejvedowane nie uwzglinieniem
w modelu numerycznym dyfuzji Rodaminy B przez nawgpsnowy polimerowej, ktory

to proces jest najwolniejszym etapem transportstaunaji z materiatu.
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Rys. 4.1. Stzenie Rodaminy B w hydrelu w funkcji odlegiéci od materiatu MR6. Lin
reprezentuj wyniki obliczé numerycznych modelu makroskopowego (podstawowego).

Wyniki uwalniania analogu leku hydrofilowego — BSAFITC

Materiat wytworzony technikelektroprzdzenia z emulsji polimeru PDLG (MBF1)
charakteryzowat sgi natychmiastowym wzrostem ¢génia BSA-FITC w punkcie P,
a nasgpnie gwattownym spadkiem do poziomu 1 pg/ml (Rys24 Przebieg profilu
stezenia wskazuje na zjawisko niekorzystnego wyrzutistancji z materiatu, co ne

prowadz¢ do szybkiego przekroczenia waitogranicznych szenia toksycznego.
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A Eksperyment

——Wynik obliczen
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Rys. 4.2. Stzenie biatka BSAITC w punkcie P w funkcji czasu. Materiat wykonangolimer
PDLG, zawieragcy 2,7% BSA-ITC (MBF1). Linia reprezentuje wynik oblicz&numerycznyc
modelu makroskopowego (podstawowego).

Dla kazdego z analizowanych czasow eksperymentu, pojawial®¢ znacace
przeszacowanie gtenia w modelu makroskopowym (Rys. 4.73). Dla dargzdhgodziny,
na catej diugéci odcinka L, przewidywane w modeluestnie znacznie przewgzato
stezenie z eksperymentu. W pozostatych przypadkacmica pom¢dzy profilami s¢zenia
przy materiale byta niewielka, natomiast gkszata s w miar oddalania od materiatu. Jest
to prawdopodobnie spowodowane obecipwickszaci kropel z faz wodm blizej rdzenia

widkna i brakiem maiwosci uwzgkdniania tego typu mikrostruktury w modelu

makroskopowym.
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Rys. 4.3. Stzenie biatka BSA-FITC Wwydrcatelu w funkcji odlegtéci od materiatu MBF!
Linie reprezentyj wyniki obliczé numerycznych modelu makroskopov
(podstawowego).
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Zastosowanie materiatu wykonanego z polimeru PLCBER), rownie
spowodowato gwattowny wyrzutem substancji z powdbri nanowtdkien do hydielu
(Rys. 4.74). Otrzymana maksymalna wéttstezenia piku jest nieznacznie wsza ni dla
materiatu MBF1 wykonanego z PDLG. Jedndcze spadek ggenia przebiega znacznie
tagodniejsze jak w przypadku poprzednim (Rys. 4.Tak szybkie uwalnianie BSA-FITC
z nanowitdkien wykonanych techgilelektroprzdzenia emulsji, mee by¢ spowodowane
pckaniem i wylaniem zawarfoi kropel znajdujcych sé najblizej powierzchni

nanowtdkien.
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Rys. 4.4. S¢zenie biatka BSA-FITC w punkcie Pfunkcji czasu. Material wykonany z polim
PLC, zawierajcy 2,7% BS-FITC (MBF2). Linia reprezentuje wynik obligzenumerycznyc
modelu makroskopowego (podstawowego).

Uzyskano stosunkowo doktadne dopasowanie progitestia dla danych z kdego
czasow eksperymentu (Rys. 4.75). Zaobserwowandelide/niedoszacowanieggenia dla
niewielkich odlegtéci od materiatu i przeszacowaniezgnia dla wgkszych odlegtéci od

materiatu wskazagp na 7,5 (mm) gbokas¢ dyfuzji juz po pierwszej godzinie uwalniania.
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Rys. 4.5. Stzenie biatka BSAITC w hydraelu w funkcji odlegici od materiatu MBF2. Lini
reprezentuj wyniki obliczé numerycznych modelu makroskopowego (podstawowego).
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Podsumowanie

Przeprowadzone badania wykagupze metoda ewaluacji uwalniania lekow,
wykorzystupca agrodek hydraelowy sprzzony z uktadem plaskiej wikki laserowej,
pozwala na uzyskanie dokladnych danych czasopeesstych stzenia substancii
uwalnianej z materiatu. Poréwnanie przedstawionetaaly fluorescencyjnej z metgpd
absorpcyjg Sindhwaniego i in. [124] wskazuje na lepsioktadnd¢ opisanej w niniejszej
pracy metody bezpecedniego wyznaczaniaegkenia. Przedstawiona metoda pozwala na
unikniecie niedoktadnego procesu rzutowania trojwymiarcweagzkiadu sizenia na
rozktad dwuwymiarowy (transformacja Abela).

Poréwnanie wspotczynnikow kinetycznych uzyskanyohaelu numerycznego dla
uwalniania do roztworu PBS oraz hydetu PVA (Tab. 4.6) wskazujee dla tych samych
materiatow, uzyskane wspétczynniki desorpgjdea rzdy wielkasci wicksze w przypadku
uwalniania do hydreelu PVA, z jednoczaie zblzonymi wart@ciami wspotczynnika
adsorpcji. Wskazuje to na uwolnienie¢kszej ilcci substancji w krotszym czasie do
osrodka hydraelowego. Wzrost wartoi stalej desorpcji w przypadku uwalniania do
hydrazelu PVA mae by spowodowany alkalicznyndrodowiskiem uwalniania, ktére
wptywa na oddziatywania polimer — substancja akigwrutatwia desorpegj substancii
Z powierzchni nanowtokien.

Tab. 4.6. Wspotczynniki kinetyczne: szybkdesorpcji, szybkd adsorpcji, szybka
wymiany masy otrzymane na podstawie przeprowadhoekgsperymentow w modelach
numerycznych (makroskopowym i mikroskopowym) dlaenagw analizowanych
w hydraelu PVA oraz buforze PBS.

Nr ka (m3kg-s) ka (1/s) ke (M/s)
materialu | PYA | PBS | PVA | PBS | PVA | PBS
(109 | (10% | (109 | (10% | (107) | (10™)
MR1 0,9 0,2 4,5 2,1 0,2 0,12
MR2 2,1 0,98 3,1 0,09 0,6 6
MR3 1,4 0,52 6,7 0,44 1,4 32
MR4 0,76 1,0 0,01 0,35 0,1 35
MR5 0,8 0,9 53 0,03 0,5 3
MR6 0,5 0,23 4,9 0,15 1,9 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

Poréwnujc materiaty z polimeréw PLLA (MR1), PLC (MR2), PDL®IR3) mazna
zaobserwowa iz w przypadku uwalniania do hydmelu PVA jak réwnie buforu PBS,

najwolniejsze uwalnianie wygtuje dla materialu z PLLA (Tab.4.6). Jednakr&nica
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pomicdzy materiatami w uwalnianiu do hydmu nie byta tak dia jak w przypadku
uwalniania do buforu fosforanowego. Wspotczynnikisdrpcji w buforze wskazaljna
picciokrotnie szybsy desorpaj z wiokien PLC (MR2) w poréwnaniu do widkien PLLA
(MR1), podczas gdy w trakcie uwalniania do hyeia desorpcja jest jedynie dwukrotnie
wigksza dla materiatu PLC (MR2). Dla przypadku uwatmaz materiatu zawieragego
2,8% Rodaminy B (MR3), desorpcja i adsorpcja bytaikrotnie i siedemdziegtiokrotnie
szybsza i w przypadku materialu zawiesgpgo 4,4% Rodaminy B (MR4). Szybsza
adsorpcja skutkowata ponad dwukrotnie mniejszym simkm s¢zenia (poréwnaj Rys.
4.64 i 4.66). Podobnie jak w eksperymentach i swejach uwalniania z materiatow
warstwowego oraz typu rdazev osnowie do buforu PBS (MR5 i MR6), rowniewalnianie
do hydraelu byto znacznie wolniejsze w poréwnaniu do typgwenateriatu PLC (MR2).
Uzyskane wspotczynniki desorpcji byty dwukrotniezierokrotnie nisze odpowiednio dla
materiatu MR5 i MR6, w poréwnaniu do typowego miter MR2.

Wyniki uwalniania dla materiatdw elektropdzonych z emulsji wskazajna
niewiele szybsy desorpa i wolniejsz adsorpcje sktadnika z powierzchni polimeru PLC
(MBF2). Efekt ten mee by zwigzany z obecrizia wigkszej ilasci kropel fazy wodnej
zawieragcej BSA-FITC przy powierzchni nanowtdkien lubeksz powierzchm wiasciwg
materiatu zwizaryg z mniejsz grubdccia otrzymanych nanowtokien.

Aby doktadniej porowna roznice w szybkéciach uwalniania z materiatow
rézniacych sé rodzajem aytego polimeru, parametry procesu elektredeznia powinny
by¢ dobrane w ten sposéb aby otrzymednakowe rozkiady grukoi nanowtdkien oraz
porowatdci materiatdw. Jak pokazaneg¢dzie w kolejnych podrozdziatach, wplyw
ukierunkowania czy teporowatdci materiatu mae znaczco zmiené szybka¢ uwalniania
substancji aktywnej z materiatu.

Wyniki symulacji numerycznych dostarczyly informiagjpolu stzenia dla rénych
parametrow materialowych takich jak:¢stnie pocztkowe analogu w materiale,
porowatd¢ lub grubd¢ nanowtdkien w materiale. Informacja oezniu w funkcji
odlegtcci od implantu pozwala okék¢ skutecznéc terapii poprzez np. stwierdzeniezsn
powyzej granicy toksyczriei lub wartgci ponizej minimalnego stzenia terapeutycznego.
Wyniki symulacji numerycznych oméwionego modelu mapstizy¢ dla optymalizacii

dyfuzji lekuin vivow eksperymencie prowadzonym na modelu zwigym [116], [152].



159

4.3. Analiza parametryczna modeli numerycznych

4.3.1. Model dwuwymiarowy (rozszerzony bez pulsacptynu mézgowo -

rdzeniowego)

Przedstawiony w rozdziale trzecim model matematycopisupcy transport
substancji w materiale i hydrelu zostat eksperymentalnie zwalidowany w podrcalézi
4.2. W niniejszej ogci pracy rozbudowano opisany model numeryczny wwisjea
fizyczne, ktérych wplywu nie mima byto zbada eksperymentalnie. Uwzgdniono m.in.
stah szybkdaci reakcji eliminacji w tkance mozgowej odzwierd@ukj domen Q2. Wartcé
wspotczynnika reakcji eliminacji dla biatka NGF tla wybrana na podstawie pracy
Krewsona i Saltzmana [116] i wynosiik = 2,5 -1¢* 1/s. W tej pracy, przeprowadzono
badania autoradiograficzne ptaskich fragmentéwkkarzgowej zawieragej znakowane
izotopem *?% biatko NGF. Biatko uwalniano z implantu poli(egylco-octan winylu)
(EVAc) z dodatkiem biatka BSA. Na rysunkach 4.76apizedstawiono dane
eksperymentalnegtenia ¢29)NGF w funkcji odlegtdci od implantu [116] wraz wynikiem
modelu numerycznego (makroskopowego) opracowywareginiejszej pracy. Autorzy
cytowanej pracy nie zawarli informacji na tematqwataici, dlatego przyjto porowatéé
rzedu 10% (wz¢to pod uwag technilke wytworzenia implantu). Wspoétczynnik dyfuzji
wykorzystany w obliczeniach wynositNgr = 6,3 + 1,1- 10 m%s. W niniejszej pracy
uzyskano zadowalg@je dopasowanie profili gtenia dla kadego z czaséw eksperymentu.
Wynik modelu numerycznego wskazuje nakszy spadek stenia dla drugiego dnia od
implantacji. Jak mizna zauway¢ przewidywana ghbokas¢ dyfuzji biatka dla kadego
z czasOw od implantacji jest jednakowa i wynosiZn), za& zmienia s} jedynie s¢zenie
w niewielkiej odlegtéci od implantu wskazgg na coraz wolniejsze uwalnianie biatka
z materiatu. Powolna dyfuzja w gt tkanki i niska maksymalna ggokas¢ dyfuzji jest
zwigzana z procesem eliminacji substancji w wyniku wigbroceséw fizycznych

I biochemicznych.
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Rys. 4.7. Stzenie *1)NGF w funkcji odlegtsci od materiatu polimerowego dla a)dhia
b) 4 ¢) 7id) 14 dni od implantacji. Dane ekspeeytalne stzenia NGF w funkcji odlegiai
od materiatu implantowanego w modelu zwgeyzn wykorzystano z pracy Krews
| Saltzmana [116]. Dopasowanie profilegtnia (linia cigta) wykonano ziyciemmodelt

numerycznego (makroskopowego) opracowanego w szejgpracy.
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W kolejnym etapie niniejszej pracy rozbudowywanwudrymiarowy model
numeryczny. W domenie znajdagj st nad materiatem, uwzglniono przeptyw ptynu
symulupcego ptyn mézgowo-rdzeniowy (porownaj rozdziaty.8.3 3.3.5.). Przeptyw taki
moze mig istotny wptyw na szybk& uwalniania substancji z materiatu stosowanego jako
opatrunek. Wprowadzono dodatkpwdomer ptynu @s) z warunkami brzegowymi
uwzgkdniagcymi profil predkosci ptynu. Przeanalizowano wptyw gatkosci maksymailnej
ptynu m-r na ilé¢ sktadnika przeniesiagnw kierunku domeny reprezerdagj tkank (Q2),
ptyn (Q3) oraz odprowadzaeywraz z ptynem z uktadu'§). Wyniki symulacji numerycznych
potwierdzag znaczny wzrost masy skitadnika przenoszonego doedgprptynu wraz ze
wzrostem pgdkosci przeptywu ptynu po 3 dniach od rozpecia uwalniania (Rys. 4.77.).
Zwiekszanie pgdkosci przeptywu ptynu powoduje doptyw w okodienateriatu ptynu bez
uwalnianego skladnika, zekszapc tym samym rénice stzen pomidzy domenami
I transport skfadnika. Informacja o przewidywanejci sktadnika opuszczggego materiat
I przedostajcego s¢ do krwioobiegu jest istotha z punktu widzenia pac&onej terapii,

gdyz maze pomoc w ocenie skutkdw ubocznych uwalniania sutaitz implantu.

> > > > >
1,0E-06 . . . . .
1,0E-07
o o g o o o
~10E08 + ¢ 0 ——0o0 ¢
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=
) / —e—Kumulatywna masa sktadnika
F/ -
E 1,0E-10 / przetransportowana do ptynu m-r
= / —a— Kumulatywna masa sktadnika
/ opuszczajaca uktad z ptynem m-r
1,0E-11 /
[ —O— Kumulatywna masa sktadnika
przetransportowana do domeny
1,0E-12 imitujacej tkanke

Rys. 4.7. Wplyw pedkasci maksymalnej (m/s) przeptywu pltyma mag skiladnik:
przeniesiop z materiatu do ptynu (okgte czarne punkty) oraz domeny reprezejue)
tkanke (okrggte biate punkty). Dodatkowo, przedstawiono ¢naktadnika opuszczajg
uktad wraz z ptynem (szare trgjlk). Przedstawione dane otrzymanomyniku obliczeé
numerycznych dla czasu rownego 3 dni.
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Na rysunku 4.78 przedstawiono wpltywe@kosci przeptywu plynu na gptasé
strumienia sktadnika opuszczeggo domegiwraz z ptynem. Najwksz ilos¢ substancji
przeniesionej do ptynu, a naghie wraz z ptynem poza ukfad, wystije przy pedkosci
maksymalnej ptynu rownej 0,5 mm/s. Wraz ze spadkpgdkosci maksymalnej ptynu
maleje réwnie gestas¢ strumienia sktadnika co jest zgane ze zwikszeniem strumienia
dyfuzji w kierunku domeny reprezendag) tkank. Pik maksymalnego strumienia
substancji ulega przesgniu z uwagi na wydienie czasu konwekcyjnego unoszenia

sktadnika wraz z ptynem do brzegu modelowanegodukta
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Rys. 4.8. Wplyw pedkaosci ptynu na gstosé strumienia uwalnianegskiadnika opuszczagegc
domem wraz z ptynem.

4.3.2. Model dwuwymiarowy uwzgédniajacy pulsacje przeptywu ptynu mézgowo-
rdzeniowego
Przeprowadzono rowniesymulacje numeryczne uwzghiapgce uproszczony profil
pulsacji przeptywu ptynu moézgowo - rdzeniowego. Bipadzono dwie typowe €gtasci
pulsacji zwgzane z cgstaicig akcji serca: 72 i 120 udenz@a minut (Rys. 4.79).
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Rys. 479. Wplyw cestasci akcji serca na przebieg maksymalnejdkasci ptynu moézgow
rdzeniowego (Réwnanie 3.88). Przebieg ten zastasoyako warunek brzegowy w symulacj
numerycznych modelu dwuwymiarowego, rozszerzonego.
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Na wykresie 4.80 przedstawiono porownanie wptywchvczstotliwosci pulsacji
i ich braku na gsta¢ strumienia substancji opuszcaaggo domeg wraz z ptynem.
Symulacje przeprowadzono dla maksymalnegiposci przeptywu réwnej gax= 0,5 mm/s.
Czas uwalniania substancji skrocono z 4 dni dodkgoz uwagi na zastosowanie znacznie
mniejszego kroku czasowego rownego 0,1 sekundykbDwmu doktadnie odwzorowano
przebieg pulsacji stosowanych w warunku brzegowyfrzywe gstasci strumienia
sktadnika dla obu eatotliwosci pulsacji poddano konwersji do pojedynczej lstibsujc
metod sredniej kroczcej. Dzeki tej operacji uzyskano znacznie lepsarzejrzystéc
wykresu. Amplituda pulsacjiggtasci strumienia leku w obu przypadkach wynosita okoto
2-108 kg/n?s (czego nie pokazano na rysunku 4.80). Dla obstettiwasci pulsacji mana
zauway¢ iz jedynie w pocatkowej fazie odprowadzania substancji z uktadu wyse
niewielka r@nica pomgdzy profilami gstasci strumienia sktadnika. W dalszym etapie,
krzywe gstasci strumienia g do siebie zbfione a ich przebieg w czasie ma mnigjsz
tendeng} spadkowy anizeli obserwujemy to w przypadku braku pulsacji (R¥s80).
Réznica pomédzy wynikami dla braku pulsacji i pulsacji ptynu<£f1,2 — 2) dla czasu 1,5
godziny od rozpoczxia uwalniania, wskazuje na blisko poéttorakrotnyadgk @stosci

strumienia sktadnika przy wygiieniu pulsacji ptynu.
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Rys. 4.0. Wplyw cegstasci pulsaciji przeptywu plynuna gestasé¢ strumienia sktadnik
opuszczajcego domepn wraz z ptynem. Do obliczewykorzystano @dkas¢ Umax = 0,5
mm/s.

4.3.3. Model tréjwymiarowy (podstawowy)

Podstawow funkcja, jaka musz spelné systemy uwalniania lekéw jest kontrola
przebiegu procesu uwalniania tak, aby w zliwde automatyczny sposéb zapewni
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optymalry, skutecza kuracg. Czsto wymaga to zapewnienia stalego dawkowania
uwalnianego leku w okresach tygodniowych a nawetsigtznych. Zastosowanie
odpowiednio dobranej struktury wewgtrenej widkna np. wspotosiowy rdiaez lekiem

| powtoka polimerowy (rdzer - osnowa) [153]-[156] czy teprzedzone z emulsji woda
w oleju widkna zawierage krople z substancjaktywrg, maze wplyrgé na szybkéc
podawania leku. Podobnie mikrostruktura materiatwkierunkowanymi réwnolegle
witoknami [77] lub zamknricie warstwy nanowitdkien z lekiem pogdzy dwoma warstwami
nanowtdkien bez leku (wielowarstwowa kanapka) [94D], [73], [90], dzéki dobraniu
optymalnej grubgci warstw ostaniajcych mae spowolnt uwalnianie oraz zmniejsgzy
niebezpieczny poagtkowy wyrzut leku. Bardzo wane zatem wydaje siprzeanalizowanie

wptywu modyfikacji geometrycznych systemu wiokiemacie na desorpgj dyfuzje leku

w materiale uwalnigcym substancje aktywne.

20kV X200 100pm RS - ZUK 1 X1,800, -'16'-,m_:\
Rys. 4.1. a) Widok boczny siatki nanowtokien dla fragmentadelowan
diugasé L rowna jest 100 um b) Widok powierzchni nanovetdki

b

ego materia

W tej cz$ci pracy starano sioszacowawptyw poszczegoélnych parametrow mikro
i makrostruktury na proces uwalniania lekéw z mgke@nanych z nanowtokien, ktére byty
wykorzystywane przez zespét z IPPT i IMDIK jako tpaki neuroprotekcyjne
w zapobieganiu nieprawidlowemu bliznowaceniu tkankbzgowej [150], [157]. Dla
szeregu takich struktur maty przeprowadzona zogttasciowa i ilosciowa analiza
procesow transportu leku, ktéra jest nigdliym etapem projektowania systemu uwalniania
lekow.

W celu wykonania symulacji numerycznych wygenenmoavaiatk obliczeniovg dla
sze&cianu o wymiarze L = 100 pm, w ktorym umieszczo6 @#okien dla trzech typowych

dla eksperymentu promieni widékien r = 1, 2, 2,5 pWvymiar boku szé&ianu
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obliczeniowego odpowiadaedniej grubéci rzeczywistego materiatu. Zmiana konfiguracji
geometrii wiékien i porowatmi wymagata w kadym przypadku wygenerowania

kien o zadanej charaktergstya naspnie odgciu ich obgtosci od

0

odpowiedniej liczby wi

domeny obliczeniowej (Rys. 4.82). Typowa siatkaic#@niowa dla rozpatrywanych
konfiguracji zawiera od 2 do 4 min czwéoiennych elementéw, a czas oblitzednego

przypadku przekracza 4 dni.

b)

a)

Rys. 4.2. Kolejne etapy twaenia geometrii obliczeniowej symujogj struktug maty

i umieszczonych w niej nanowtékien.
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Na rysunku 4.81a przedstawiono widok brzegu matyiemajgcej Rodamin B, dla
ktOrej zostata przeprowadzona analiza uwalniangogu leku dla renych konfiguracji jej
struktury wewntrznej. W celu skrdocenia czasu obliazeostata wyodibniona obgtos¢
szé&cianu reprezentgga materiat modelowanej maty nanowtokniny, na lgoréokach
ustalono nagpnie odpowiednie warunki brzegowe. Na dwdch povaleniach sz&ianu
rownolegtych do widkien, zastosowano warunki brzeg®@irichleta, gdzie gkenie leku w
ptynie tw przy sciance wynosi € = 0 kg/n¥. Warunek ten odpowiada sytuacji, w ktorej
powierzchnia ta graniczytaby zsrodkiem o nieskaczone] obgtosci. Na pozostatych
bokach sz&ianu ustalono warunki brzegowe Neumanna, odpoyge€awarunkowi
symetrii w kierunku normalnyni, co odpowiada przy¢iu periodycznych warunkéw
brzegowych w kierunkach X iY. Jako warunek pgkawy stzenia leku mgdzy wioknami
przyjeto Cao = 0 kg/n¥, natomiast na powierzchni wiékien w chwili patikwej przygto
wartas¢ Ca = Ca™* = Cao, obliczomy ze sktadu czstkowego materiatu. Typowa wastoCao

wynosi 10° kg leku/kg maty.

Ukierunkowanie nanowtokien i wptyw lokalnego zagszczenia witdkien na proces

uwalniania leku

Jednym z wazniejszych parametrow analizowanych mat jest ukieowanie
widkien. Podczas procesu wytwarzania matylime jest (w pewnym zakresie) sterowanie
tym parametrem. Analiza numeryczna powinna odpoxigédca pytanie, w jakim stopniu
zmiana utaenia widkien wplywa na proces dyfuzji leku. Georetwdzwierciedlajca
rzeczywiste uteenie wiokien i stopie ich ukierunkowania w domenie opisano tensorem

drugiego rzdu [149]:

sin? a; cos? U; sin? @; sinY; cos¥Y; cos a; sin a; cos Y;
1 . ) . . . .
K=—X1I sin? @; sin9; cos Y; sin? a; sin? 9; cosa; sina;sind; | (4.5)
tot . . .
cosa; sina@; cosv;  cosa; sina; sinY; cos? q;

gdzie: | to dluga¢ i-tego wtdkna (dla wtdkien rownolegtych diugodo krawedzi domeny
jest réwna L), z&liot: to suma wszystkich diugo widkien. Wartd¢ ai okresla kat pomiedzy
i-tym widknem a ogi Z uktadu wspotregdnych, z& wartas¢ 9; okresla kat pomiedzyi - tym

wioknem a ptaszczyanXY. Slad tensora jest zawsze réwny jeéitio Dla wiokniny

izotropowej tensor omega wyndsi = [3, 3, =

33" 37"
Rozpatrujemy struktgrregularma tzn. w badanym obszarze rownomierne raeioe

widkien o statejsrednicy. Odlegté¢ miedzy widknami jest funkej porowatdci lub



167

struktury. Wspotczynniki desorpcji i adsorpcji lelukazdym przypadkusjednakowe, za
zmianie podlega wspotczynnik dyfuzji leku w ptynie Di, ktory jest @rednionym
parametrem zalmym od porowatsci osrodka.

Zbadano dwa przypadki: rownomiernie zdaych widkien i w konfiguracji wizek
zagszczonych widkien, dla praytych arbitralnie trzech porowaiai:

a)e1=0,52;
b) e2=0,72;
c) &3 = 0,96.

W tabeli 4.7 przedstawiono podstawowe parametppatrywanych konfiguracji.
Warto zwroct uwag, ze dla widkien réwnomiernie ubonych o najwkszej porowatgci
maty &3, wspotczynnik dyfuzji wzelu z widknami jest taki sam jak welu bez wiokien.
W pierwszej kolejnéci obliczono szybk& uwalniania dla widkien w strukturze regularnej
wypetniagcej cah domemr obliczeniovy (Rys. 4.83). W tym przypadku widkna znajdowaty
sie w statej odlegtéci od siebie a porowatd zmieniano dostosowag srednic wiokien.
Siatke obliczeniows dobierano tak aby zapewngenerag przynajmniej 10 komorek
elementarnych miedzy wiGknami.

W drugim przypadku przgjo skupienie widkien w vaizki wypetniapce domen Q2
(Rys. 4.84). W domeni€a (bez widkien), wspotczynnik dyfuzji leku wynositrln, zas
w domenieQz, wspotczynnik dyfuzji D byt obliczony na podstawie rownania (3.22). Do
okreslenia stopnia zagpzczenia widkien ulmnych w wazki, wprowadzono parametr,S
stanowigcy stosunek pola kwadratu opisanego na wiéknaem(eoszare pole domeyy)
do catkowitej powierzchni geometrii (suma jasnoienenoszarego pola). Tak opisana
struktura z przestrzeniami wolnymi od widkien, veystie dosy czesto wewntrz
rzeczywistych materiatébw (Rys. 4.82a,b). Wspéitciknka i ka uzyskano na podstawie
pomiaréw uwalniania Rodaminy B z maty PDLG (patorzdziat 4.1).
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Tab. 4.7. Parametry modelu dla trzech wacigporowataci. Cztery pierwsze parametry
stata desorpcji, stata adsorpcji,¢genie pocztkowe, wspotczynnik dyfuzjy svspdlne dla
kazdego przypadku. Pozostate: porowato promie: widkien, stopie zagszczenia
i obliczony wspotczynnik dyfuzji dla materiatéw 1172, 3 réne w zalénasci od struktury.

. . Wibkna ut. Wibékna ut. w
Wspotczynnik . o )
rownomiernie WIqZk@
ka (1/5) 1-16
Ka(m%mol s) 1-16
Cso (kg/kg) 1,0 - 16
Dpva (m?/s) 6,3 - 161
e1(-) 0,52
rn(Um 2,5
a) | i=1 (kM)
Sei(-) 1 0,67
D1 (m?/s) 1,6 - 161 0,5 101
e2(-) 0,72
. rz (Lm 2
b) | i=2 (kM)
Sz2(-) 1 0,25
D2 (m?/s) 3,8 10! 1,2 - 101
ea(-) 0,96
rs (um 1
o | i=3 (Lm)
Sz3(-) 1 0,04
D3 (m?/s) 6,3 - 13" 2,7 - 101
a) b)
900000000000000
000000000000000 [ )
000000000000000
900000000000000
000000000000000 :
000000000000000 o
000000000000000 ®
000000000000000 o
e00000000000000| ©
COO000000000000 M4
9000000000000000 4
w v ww Y WY WY wwwYw .
0000000000000 00 ®
000000000000000 o
0000000060000000 [ J
000000000000000

Rys. 4.8. Przekrdj poprzeczny domeny dRys. 4.4. Przekrdj poprzeczny domeny
widkien ut@donych réwnomiernie,ir= 2,5 widkien skupionych w wike r1 = 2,5 pm
pum,K: = [0 0 1], &1 = 0,52. K:=[00 1], &2 =0,52.
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Na rysunkach 4.85 i 4.86 przedstawiono rezultatyce&y numerycznych gtenia
leku w ptynie zawartym poradlzy rownomiernie utonymi wiéknami po 14 dniach od
rozpoczcia uwalniania dla dwéch przypadkéw o najmniejgmapwatdci 1 = 0,52 (patrz
Tab. 4.5a). W obu symulacjach warunek brzegowychbieta G = 0 kg/n¥ zastosowano na
bocznych ptaszczyznach (prostopadie do rysunkkwidec na rysunku 4.86 zmniejszenie
odlegtagci pomidzy witoknami hamuje dyfuzyjny transport leku costjevidoczne

w domenie w postaci otoczki 0 zmniejszonygrehiu substancji.

40,4623
40,1914

0,45
0,18
0,16
0,14
110,12
10,1

0,08

0,06

0,04

0,02

v 0

Ry:. 4.85. Stzenie leku w plynie pordzy  Rys. 4.86 Skzenie leku w plynie porizy
rownomiernie  roztéonymi  wiOknami  widknami skupionymi w wike (ug/ml).
(ng/ml); n = 25 pm, Kt = [0 O 1], ri=2,5umJK:=[00 1], &1 = 0,52.

e1 = 0,52. Skala reprezentuje ¢senie

sktadnika(ug/mil).

Rysunek 4.87 przedstawia profile szybksiouwalniania leku w zalaosci od
porowatdci (Tab.4.7 a-c) dla trzech badanych poroweito dwoch konfiguraciji wiokien.
Analizujgc uzyskane wyniki mma zauway¢, iz dla maty o najmniejszej porowatn —
linie koloru czarnego (Tab. 4.7a), uwalnianie pregh znacznie wolniej aiw przypadku
mat bardziej porowatych np. dla 4 dnimice segajs blisko 40% (poréwnaj kolory czarny
i zielony Tab. 4.7b i c). Istotny jest rownigvptyw zagszczenia widkien (linia ggta —
widkna rozmieszczone réwnomiernie, linia przerywanetdkna zagszczone). Domena
o wioknach zagszczonych w wjzke charakteryzuje si wolniejszym uwalnianiem
substancji, zgodnie z tym jak wygjdono w poprzednim akapicie. Wraz ze wzrostem
porowat@dci mat r&nica w uwalnianiu porgdzy rownomiernie roztonymi
a zagszczonymi wiGknami maleje, np. dla 14 dnia uwalidaw przypadku geometrii

0 porowatéci €1 = 0,52 r@nica w ilasci uwolnionej substancji wynosi okoto 3% froca
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w wysokdaci czarnej linii cagtej i przerywanej), zadla geometrii o porowafoi 2 = 0,72,

po 14 dniach uwolniona zostata dokladnie taka samga. Wynika z tego natbwosé

wptywu na profil uwalniania przy zachowaniu tej sgncatkowitej ilgci uwolnionego

w zadanym czasie leku.

Utamek masowy uwolnionego skiadnika (-)

1 4

0,8 -

0,6 -

04 -

0,2
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-------- Zageszczona wiazka
wiokien € = 0,52
Wibkna rozilozone
rownomiernie € = 0,52
-------- Zageszczona wigzka
witokien € = 0,72
Widkna rozmieszczone
rownomiernie € = 0,72
-------- Zageszczona wigzka
wiokien € = 0,96
Widkna roziozone
rownomiernie € = 0,96

T T T T

6 8 10 12 14

Czas (dni)

Rys. 4.7. Wplyw porowatxi i zageszczenia wiokien na szyBkaiwalniania leku.

Wptyw nieregularnego utazenia widkien w ptaszczynie XY na proces uwalniania leku

Regularné¢ utozenia wiokien w materiale maa w pewnym zakresie regulogvey

trakcie procesu elektromdzenia.. Dla poréwnania wptywu nieregulasciowtokien na

proces uwalniania leku wykonano dwie serie oblicagtokna regularnie rozmieszczone i

utozone przypadkowo. Dla dokiadniejszego odwzorowanteukgiry materialu o

nieregularnym utgeniu widkien, wibkna umieszczono losowo na ptaszoeyXY. Zostato

wylosowane 225 polen srodkow wiokien (wartéci X i Y losowano z przedziatu 0 — 100

um). Wykorzystanie domeny obliczeniowej z przergkgini sk wzajemnie witoknami,

wraz z zastosowaniem warunku brzegowego na powieragtokien przedstawionego za

pomog réwnania (3.9), stanowi dobre przytgnie dla omawianego problemu. Padaoia

225 widkien wylosowano tylko raz i zastosowano wszystkich trzech geometriach o

roznej porowatéci (réznym promieniu widkien).
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A 0.0876

0.08

0.07

0.06

110.05

0.04

0.03

0.02

0.01

v o

Rys. 4.8. Widkna utéone przypadkowo Rys. 489. Obliczone gtenie leku w ptyn

w ptaszczinie XY, idealnie ukierunkowane, pomedzy przypadkowo uonym

ri=25umJK:=[00 1], ¢ = 0,53. wiéknami po 14 dniach od rozpecia
uwalniania w przekroju poprzeczn
domeny,1=2,5pumK:=[00 1], 1= 0,53.
Skala reprezentuje &enie skiadnik
(ng/mi).

Na rysunku 4.90 zauwzalna jest analogiczna zafteos¢ profili uwalniania od
porowatdci jak w przypadku widkien utmnych rownomiernie (Rys. 4.87)  tdznica, ze
w przypadku witokien utmonych nieregularnie, lokalne zggczenia czy tenachodzenie na
siebie widkien w mniejszym stopniu wptywa na spaviehie procesu uwalniania sktadnika.
Generalizujc, przebieg profilu uwalniania leku z wiokien gmych nieregularniedlzie
zawierat s pomidzy dwoma liniami (cigta | przerywan) na rysunku 4.87. (przy takiej
samej porowat@i wszystkich trzech mat). Analiza oblidzevskazata dodatkowoze
roznica w catkowitej iléci uwolnionego skladnika nie wynigé¢ maksymalnie 7 % dla

materiatu o tej samej porowatd € = 0,53 i czasu uwalniania 4 dni.
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—\Wibkna nieregularne, uozone
przypadkowo na plaszczyznie
XY, €=0,53

0,6 -

0,4 ——WIldkna nieregularne, ufozone
przypadkowo na ptaszczyznie
XY, € = 0,65

0,2 1 ——W\dkna nieregularne, utozone
przypadkowo na plaszczyznie
XY, e=0,94
O T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14
Czas (dni)

Rys. 4.0. Wptyw porowatéci maty dla przypadkowo wonych widkien w ptaszcaye X\
na szybké& uwalniania leku.

Utamek masowy uwolnionego sktadnika (-)

Wptyw ukierunkowania oraz dyspersji promieni widkien na proces uwalniania leku

Materiat z jakiego wykonanegsnaty w procesie elektropdzenia charakteryzuje
znaczny rozrzut parametrOw geometrii agnia witokien. Z tego wzgtlu nasgpnym
krokiem byto zbadanie proceséw desorpcji — dyfuaji strukturach o takiej samej
porowatdci € = 0,72, r@nigcych s¢ sposobem ut@nia widkien. W tym celu poréwnano
ze soly cztery geometrie: o widknach atmych regularnie (idealnie ukierunkowanych),
witoknach umiarkowanie ukierunkowanych oraz dwiergetsie odwzorowujce materiat
izotropowy (tj. bez wyranionego gtdwnego kierunku witokien), z ktorych jedeawierat
wiokna osrednim promieniu widkiemr, za drugi o promieniach wylosowanych z rozktadu
Gaussa. Kierunek i patenie widkien generowane byly losowo,s zarientacg widkien
w catej geometrii okridono na podstawie wzoru (4.5). Dla ¢y wymienionych struktur
zastosowano takie same warunki brzegowe jak w podrale 3.3.2 tj. warunek brzegowy
Dirichleta stzenia leku w plynie tiaprzysciance wynosgy Cs = 0 kg/n?, ustanowiony na
sciankach rownolegtych do gtéwnego kierunku witokien.
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4.81b). Sredni promié otrzymanych wiokien wynosiF = 1,6 um, przy odchyleniu
standardowym rownym = 0,6 um. Nastpnie korzystajc z dopasowania krzywej Gaussa,
wygenerowano losowo 225 grudmd wiokien, ktére zostaly umieszczone w domenie
obliczeniowej.

Tab. 4.8. Charakterystyka ukierunkowania widkiensymulacjach numerycznych dla
porowatgci ¢ = 0,72

Rodzaj wiokien Stopie ukierunkowania wiokiek:
Wibdkna réwnomiernie
roztozone, idealnie [0 0 1]

ukierunkowane
Widkna nieregularne,
umiarkowanie [0,16 0,14 0,70]
ukierunkowane
Wibkna utazone
nieregularnie [0,39 0,31 0,30]
o jednakowym promieniu
Widkna utazone
nieregularnie,
Gaussowski rozktad
promieni widkien

[0,36 0,33 0,31]

Na rysunku 4.95 przedstawiono obliczone profil@lniania leku dla czterech vugj
wymienionych rodzajéw ulenia widkien, w matach o takiej samej poroweit@ownej
e = 0,72. Po czterech dniach uwalniania, wiokna lerge (idealnie ukierunkowane)
uwolnity najmniej leku, okoto 80% pogtkowej dawki. Stwierdzono nieznaczne
przyspieszenie uwalniania w przypadku umiarkowarierunkowanych witokien. Wzrost
szybkaci uwalniania mee by spowodowany wzrostem odle§éd migdzy widknami
| rozrzutem wielkéci poréw, przez co zmniejszeniu ulega hagoyjwptyw sisiadupcych
wiokien. Uwalnianie leku w geometrii z niewymdonym Kkierunkiem wiokien jest
najszybsze dla tego przypadku i nie zaioven r@&nicy pomedzy szybkdécig uwalniania
leku z geometrii o0 wiéknach o statym promieniu dlhach o promieniu zmienigym sk
wg typowego rozktadu Gaussa uzyskanych z pomiaratpokrywanie silinii niebieskiej

i zielonegj).
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—\\f6kna rozmieszczone réwnomiernie
£=0,72
0,6 - ; ; ; ;
—\Wi1dkna nieregularne, umiarkowanie
ukierunkowane € = 0,72

0.4 - ——WI6kna nieregularne, materiat
izotropowy € = 0,72

Utamek masowy uwolniohego skladnika (-)

0,2 - —Widkna nieregularne, materiat
izotropowy, rozkiad grubosci widkien
£=0,72

0 T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14
Czas (dni)

Rys. 4.5. Wptyw ukierunkowania i rozktadu promieni widkenszybk&* uwalniania leku

Podsumowanie

Na podstawie przeprowadzonych symulacji numerydarstierdzono madiwosé¢
sterowania szybkagia i profilem uwalniania poprzez zmiankonfiguracji widkien
umieszczonych w materiale maty. Zostato wykazaeegmniejszenie odlegioi pomidzy
witdéknami doprowadza do spowolnienia uwalniania lekoateriatu. Z drugiej strony wzrost
porowatdci moze doprowadzi do wzrostu szybkai uwalniania i w efekcie do wygtienia
niekorzystnego w pewnych przypadkach, zjawiska wiyrzeku. Stuszne wydajeeszatem
wykorzystanie materialu o0 bardzo ukierunkowanychokmbch tylko na powierzchni
zewretrznej ptaskiego materiatu w celu spowolnienia umaatia leku w jednym 4oz obu
kierunkach. Najszybsze uwalnianie leku agsicto w geometrii o widknach
nieukierunkowanych przy jednoczesnym zaobserwowahraku ranic pomedzy
szybkaciami uwalniania leku z maty zionej z wiokien o jednakowegrednicy
a analogicznej maty z widkien o promieniach wyloaawch wg rozkladu Gaussa. k@
zatem przypuszcza ze wystpujaca w typowych eksperymentach dyspersja promieni
widkien ma stosunkowo niewielki wptyw na efektyywvartas¢ dyfuzji leku. Upowania to
do stosowaniadnednionych, efektywnych wartoi otrzymanych na podstawie pomiaréw

mikroskopowych.
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Rozdziat!

Zastosowanie elektroprzedzonych
nanowlokien jako opatrunkow
w urazach tkanki nerwowej

W ostatnich latach wzrosto zainteresowanie opiekd chorymi we wczesnej fazie
urazu tkanki nerwowej railzy innymi przy zapobieganiu pourazowym zmianom ézgu,
tzw. wtornym uszkodzeniu funkcji moézgu. Zmiany telggap na mechanicznym
uszkodzeniu tkanki nerwowej i nadzkrwionasnych, ktére w konsekwencji powoduj
powiktania zwjzane 2z uciskiem mozgu, takie jak: krwiaki (podtwanitowy,
nadtwardowkowy, wewgtrzmozgowy), wodniak podtwardéwkowy, pourazowy @lrz
mozg, krwotok podpagzynowkowy i pourazowegtniaki mézgu. Wczesne rozpoznanie
wraz z neurochirurgicznymi operacjami usgom krwiakow wykrytych podczas
monitorowania klinicznego w pierwszych dobach poyjiciu chorego do szpitala pozwala
potencjalnie zapobiec skutkom wtérnego uszkodzerdiagu.

Operacje neurochirurgiczne z zasady powinng fioynimalnie inwazyjne, jednale
mog by¢ one réwnie powodem niezamierzonych zmian w moézgupd@cych se
neurodegeneragji atrofia mozgu. Jedn z konsekwencji urazéw mechanicznych lub
operacyjnych uszkodae mdzgu jest bowiem tworzenie blizny glejowej. Pmce
nieprawidtowego bliznowacenia tkanki nerwowej utriad prawidtowe gojenie oraz
funkcjonowanie mdzgu. Istnieje niewystargza ilos¢ danych klinicznych dotyegzych
procedur zapobiegajych bliznowaceniu w obbie mézgowia. Nie gsobecnie stosowane

rutynowozadne materiaty zabezpieczeg przed blizaw obrbie mbzgowia, zastosowane
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materialy uszczelniage czy hemostatyczne np. Tachocomb® czy Oxycel®spae na
bazie kolagenu zwie¢zego mog wywotywat miejscowy reakcg na obce biatko i odczyn
zapalny wokot ciata obcego [158], [159].

Analizowany w niniejszej pracy material z nanowkki zostal zastosowany
w zapobieganiu bliznowaceniu w zabiegach neurogficanych rdzenia kgowego [150]
I mozgu [151]. Wskazano na korzystny wplyw nanowddkna zmniejszenie wielkoi
blizny i zwldknienia zewstrzoponowego tworych s¢&é po  zabiegach
neurochirurgicznych. W celu skutecznej profilaktykraz zahamowania tworzenia
nieprawidtowej blizny tkanki mézgowej, neurodegexddiri $mierci komorek nerwowych
rozpoczto badania nad zastosowaniem aktywnych opatrunkéazugrych na
biokompatybilnych  nanowitéknach. Dodatkowym czyneiki wspomagagym
neuroproteka jest zastosowanie substanciji aktywnych takich gifk-tokoferol, ktory
eliminuje wolne rodniki, jak rownieczynniki wzrostu neuronowNgrve Growth Factor —
NGF, Brain Derived Neurotrophic Factor - BDNFBadania nhad wprowadzeniem lekow do
elektroprzdzonych nanowtdkien miaty na celu uzyskanie stopego uwalniania ich w
okresie 10-21 dni; w okresie waym z terapeutycznego punktu widzenia przebudowy ko

moézgowej w mozgu szczura (model niekliniczny).

12 months

Rys. 5.1. Widok na rozrost uszkodzenia mozgu szqauichirurgicznynuraziemozgu be
natazonego opatrunku z nanowtokien [106].

Zastosowane opatrunki tkanki nerwowej

Tworzenie porowatej struktury zbudowanej z odpowied ukierunkowanych
witokien metod przedzenia elektrostatycznego wraz z charakterystykaterialtow
wykorzystanych do tworzenia opatrunkOow zostatlo g@st@wione w poprzednich
rozdziatach. Jak ju wspomniano w podrozdziatach 4.1.1.2 i 4.1.2.2. cklow

doswiadczalnych na szczurzym modelu zwigrgm z chirurgicznym uszkodzeniem kory
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mozgowej zdecydowano ¢siwykorzystad poli(L-Laktyd-co-kaprolakton). Materiat ten
posiada dopuszczenia medyczne do systeméw uwalnibkiow i protez. Materiat
rozpuszczono w mieszaninie chloroform dimetyloformd dlatego po procesie
elektroprzdzenia, kady z materiatbw umieszczano na okres dwéch do hraggodni

w atmosferze ochronnej w celu usgaia pozostaiéci rozpuszczalnika.

Tab. 5.1. Zestawienie badanych materialdw zastosg@ta w modelu zwiegzym
uszkodzenia moézgu.

Zawartosé leku Zawartosé
. _ Grubosé
Nr materiatu Lek wzg. polimeru (% | leku (ug/ o
widkien (um)
wag.) cm? maty)
MT1 alfa-tokoferol 5 250 0,20 £ 0,07
MN4 NGF 1-1¢ 0,01 0,86 + 0,20
MB1 BDNF 1-1¢ 0,01 1,28 £ 0,40

Przygotowane siatki (Tab. 5.1) poddane zostaty ratinfakosci z zastosowaniem
mikroskopu elektronowego. Gotowa siatka bykgacina fragmenty o wymiarach ok. 3 x 3
mm?, ktére umieszczano w torebkach do sterylizacjiastpnie poddawano standardowe;j
procedurze sterylizacji w atmosferze tlenku etyle@®ptymalizacja metod wytwarzania
elektroprzdzonych nanowtokien do zastosowania jako opatraitywne zawieragce
neuroprotekcyjne substancje ochronne (alfa-tokbfdriatkowe czynniki neurotroficzne:
NGF i BDNF) zostaly opracowane jako pierwszy etapzeprowadzonych bada
(podrozdziaty 4.1.1.214.1.2.2.).
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Rys. 5.2. Spodziewane profile uwalniania lekéw kimki mézgowej. a) al-tokofero
(MT1), b) czynnik wzrostu NGF (MN4), c) czynnikasim BDNF (MB1).

Model eksperymentalny chirurgicznego uszkodzenia nagu

Ocena maliwosci wykorzystania materiatbw z nanowtdkien (Tab. )5jako
systemOow uwalniania lekéw zostatla przeprowadzonaezprwspotpracypy Zespot
w Instytucie Medycyny Dswiadczalnej i Klinicznej PAN. Zgodnie z zatwierdzon
modelem eksperymentalnym przeprowadzono tam badaaiaszczurzym modelu
chirurgicznego uszkodzenia moézgu. Rkzdzono i zanalizowano mechanizmy naprawy

i przebudowy kory mézgowej po chirurgicznym uszkeiz mozgu.
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W kazdej z grup zwiergt pobierano probki tkanki mézgowej od zwiglrpo czasie
przezycia wynoszcym odpowiednio: 4, 7, 14, 30 i 60 dni.swd zwierat objetych
badaniami déwiadczalnymi wydzielono grupkontrolms, ktéra nie zostata zoperowana.
Kolejng grupe zwierzt doswiadczalnych olgto operacgj pozorowan (tzw. sham), podczas
ktorej wykonywano zabieg kraniotomii polegey na wykonaniu dogpu do Kkory
mozgowej, a nagpnie zaszyciu opon moézgowych i skory gtowy. Npei grupe
doswiadczal stanowity zwierzta poddane operacji chirurgicznej, podczas ktorej
zastosowano biodegradowalne maty z nanowtokienomaepzchné nieuszkodzonej kory
mdbzgowej. Dwie kolejne grupy zwiez doswiadczalnych poddano operacji wraz
z chirurgicznym urazem okolicy czotowo-skroniowejrik moézgowej. Uraz ten polegat na
usungciu kosci i opony twardej a nagbnie naciciu kory mozgowej o wielkéxi ok. 1 x 1 x
1 mm. Po wykonaniu chirurgicznego uszkodzenia kor§zgowej, na jednej z grup
zastosowano biodegradowalny materiat z nanowtGkéepowierzchri rany pooperacyjnej,
za$ na drugiej grupie nie zastosowamadnego opatrunku. Ponadto, zwigazu ktorych
zatazono opatrunki z nanowtdkien, zostaly podzieloneves na cztery grupy, w ktorych
materiat petnit funkgj: opatrunku, opatrunku aktywnego uwalg@ggo alfa-tokoferol,
opatrunku aktywnego uwalniggego czynnik troficzny wzrostu nerwow NGFadh
opatrunku aktywnego uwalniggego czynnik troficzny pochodzenia mézgowego BDWF.
sumie dla kadego z czterech typéw opatrunkéw, dwdch grup zwteabijetych inmg
procedug chirurgiczry (grupa kontrolna bez urazu, z urazem oraz grapam” wykonane
byly tylko raz), péciu czaséw przgycia i szczsciu szczurdéw na kaly z czaséw przsgcia

w ramach projektu zoperowano 330 szczurow.
Metoda oceny uszkodzenia

Do przeprowadzenia oceny uszkodzenia i wywotaimjadpowiedzi komorkowej
(komérek nerwowych, glejowych grédbtonkowych) po urazie chirurgicznym kory
mozgowej oraz po zastosowaniu biodegradowalnychtrapiedow z nanowiokien
wykorzystano techniki immunohistochemiczne. Dodato przeprowadzono ocen

odpowiedzi zapalnej na obecdiceelektroprzdzonego materiatu.
Wyniki badan na modelu zwierzcym

W materiale tkankowym pozyskanym ze zwigrkontrolnych nieoperowanych
obserwowano prawidtogvbudovwe morfologiczry wszystkich elementow gtza nerwowo-

naczyniowego (Rys. 5.3A). Nie wykrytzadnych zmian degeneracyjnych dotymzch
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komorek parenchymy mézgowej. Podobne wyniki uzyskdla materiatu pochodeego od
zwierzt poddanych operacji pozorowanej (sham) [151], [160

Analiza materialu pobranego od zwiglrzz opatrunkiem zastosowanym na
nieuszkodzog powierzchng kory mézgowej wykazatae opatrunek nie wywotuje zmian
w badanych strukturach. Nie obserwowangerci komérek kory mézgowej ani objawdéw
reakcji zapalnej ze stronysmdkowego ukladu nerwowego (brak makrofagow oraz
aktywacji mikro— i astrogleju). Wyniki barwienia m@®now i astrocytow wskazj ze
materiat cechuje biokompatybiléo z tkanlky umieszczog w zywym organizmie [151],
[160].

W grupie zwierat poddanych operacji neurochirurgicznej zaobserwmyaasywy
neurodegeneragj smierc komorek nerwowych oraz astrogleju, najsilnigjsz okresie od
4 do 14 dni po operacji (Rys. 5.3B).zlne wczesnych punktach czasowych rejestrowano
masywny naptyw makrofagow [151], [160].

Analiza materialu pozyskanego ze zwigrz urazem zaopatrzonym opatrunkiem
z nanowtdkien wykazata brak zmian zapalnych we wtkigh badanych punktach
czasowych, w przeciwhstwie do obserwacji poczynionych w grupie zwigrz urazem
(Rys. 5.3C-E).

Powyzsze wyniki wskazwj, ze opatrunek posiada witawosci zapobiegajce
procesowi bliznowacenia. Dodatkowo, materiaty zavelidkien hamowaty krwawienie po
wykonanym zabiegu chirurgicznym. Otrzymane wynikikazuj, ze zastosowany materiat
cechuje nie tylko biokompatybild6 z tkank nerwows ale réwnie dziatanie
hemostatyczne.

W przypadku materiatow wykorzystanych jako opatiwaktywne na kay mézgovy
szczura, zastosowanie aktywnych opatrunkéw z aKaferolem, NGF i BDNF na
nieuszkodzom kore moézgows nie wywotato reakcji zapalnej adimierci komérek mikro-
| astrogleju. Analiza materiatu pozyskanego od emgiez uszkodzeniem tkanki nerwowej
zaopatrzonej opatrunkami zawigig@jmi wymienione substancje aktywne, nie wykazata
wplywu uwalnianych czynnikdw na stan tkanki nerwgwielementy zicza nerwowo-
naczyniowego posiadaty cechy wystjagce w grupie zwierg poddanych operacji
| zaopatrzonych materiatem niezawiggim czynnikow neuroprotekcyjnych. W zbadanych
krokach czasowych nie stwierdzono dodatkowego wplywalnianego leku na regenekacj
tkanki nerwowej. Nie mma wykluczy, ze wptyw ten lgdzie widoczny dla dio diuzszych

okresow czasowych.
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Rys. 5.3. Blizna glejowa po urazie mézgu. Znakosvaaiobecn@® GFAP (kwanego biatki
widkienkowego). A) grupa kontrolna, B) 4 dni pormgpg — rana nieopatrzona, C) 4 dni

operacji — rana opatrzona nanomateriatem, D) 14 ¢ operacji —rana opatrzon
nanomateriatem, E) 30 dni po operacji — rana opaira nanomateriaterfl51].

Uzyskane wyniki sugergjochronne dziatanie samego materiatlu z nanowtokien.
Przypuszczalnie struktura przestrzenna zastosowaopatrunkow, imitujca struktug
macierzy zewsgtrzkomérkowej kolagenu, nie promowa prawidiowe gojenie

I ograniczanie obszaru powsiegj blizny.
Podsumowanie

Zastosowanie materiatbw w postaci opatrunkow weloler urazu érodkowego

uktadu nerwowego ni@ by w przyszigci wykorzystane jako skuteczna forma terapii. Po
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przeprowadzeniu w przysad udanych badaprzedklinicznych na pacjentach materiat
bedzie mogt znal&t zastosowanie kliniczne podczas operacji neuroiogich.

Zastosowanie materiatdbw z nanowtdkien polimerowyako aktywnego opatrunku
zapobiegajcego tworzeniu sgi patologicznym zmianom w tkance moézgowej zostato
zgtoszone do ochrony patentowej (P404667) zetgdst przedmiotem publikacji naukowych
dotyczcych systemow uwalniania lekdw oraz w neurologdq]l [151], [160], [161].



6. Podsumowanie wynikow bada

Na podstawie przeprowadzonych symulacji numerydanyodelu mikroskopowego
stwierdzono maliwos¢ sterowania szybkaoia i profilem uwalniania poprzez zmian
konfiguracji wtdkien umieszczonych w materiale matgstato wykazanee zmniejszenie
odlegtgci pomidzy widknami i zwgkszenie regularrsoi struktury doprowadza do
spowolnienia uwalniania leku z materiatu. Z drugs#jony wzrost porowaci maze
doprowadzt do wzrostu szyblki uwalniania i w efekcie do wygtienia niekorzystnego
zjawiska pocatkowego wyrzutu leku. Wyniki symulacji numerycznychmodelu
mikroskopowego dostarczyty informacji o polu¢zgnia dla réanych parametrow
materialowych takich jak: stenie pocztkowe leku w materiale, porowaiolub grubadé
nanowtokien w materiale.

Informacja o sfzeniu w funkcji odlegtéci od implantu w modelu makroskopowym,
pozwala okréi¢ skuteczné terapii poprzez np. stwierdzeniegg powyzej granicy
toksyczndgci lub wartgci ponizej minimalnego stzenia terapeutycznego. Przeprowadzone
badania wykazgj ze metoda ewaluacji uwalniania lekow, wykorzystaj Grodek
hydrazelowy sprzzony z naem swietinym wzbudzajcym analog leku (czynnik
fluorescencyjny), pozwala na uzyskanie doktadnyahydh czasoprzestrzennychkzenia
substancji uwalnianej z materialu. Poréwnanie pstadionej metody fluorescencyjnej
Zz metod absorpcyjg innych autorow wskazuje na lepstoktadnd¢ opisanej w niniejszej
pracy metody bezpgoedniego wyznaczaniaggenia.

Stwierdzono # stopniowe uwalnianie alfa-tokoferolu wedtug otramgch profili
moze przyczynt sie do korzystnej odbudowy tkanki nerwowej po uszkailze
neurochirurgicznym. Uwolnienie okoto potowy dawkkl zawartego w materiale przez
okres 23 dni i stopniowe wyhamowanie uwalnianisexapg state dostarczanie nagkisze]
dawki leku w momencie uszkodzenia mézgu oraz zafgavdawke podtrzymugca przez
wiele mies¢cy od implantacji materiatu. Jednoéme wykazanoz zwigckszenie zawartei
leku w nanowtoknach prowadzi do przyspieszenia niaala leku z uwagi na zekszon
site nagdowa procesu. Przeprowadzone badania powtarzeinelektroprzdzenia oraz
aktywnaci posterylizacyjnej wykazaly zachowanie ngfgch parametrow materiatu
niezlednych do neuroprotekcji tkanki nerwowej.

Uwolnienie czynnikdéw neuroprotekcyjnych w dto okoto 8% NGF i 23% BDNF

pocatkowej ilosci zawartej w materiale przez okres 21 dni zapeengipeutyczne stenie
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leku w obebie uszkodzonej tkanki przez wiele migsi od implantacji materiatu. W ramach
bada wykazano i1 zastosowanie widkien typu rdze osnowa, zawieragych dodatkowo
gliceryre jako czynnik ostaniapy uwalniane biatka jak rowniezwickszapcy lepkaé
rdzenia nanowtdkna, nie znaczco spowolnté proces uwalniania lekow.

Zastosowane opatrunki z lekami i bez leku potvagyd pozytywny wptyw
nanowtokien na proces gojenia tkanki nerwowej zégdic jej dalszemu bliznowaceniu.
Zastosowanie materialtbw w postaci opatrunkow weloier urazu érodkowego uktadu
nerwowego mge by w przyszidci wykorzystane jako skuteczna forma terapii urazéw

osrodkowego uktadu nerwowego.



187

7.
[1]

[2]
[3]
[4]
[5]

[6]
[7]

[8]
[9]

[10]

[11]
[12]
[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

Bibliografia

R. A. Halberstein, “Medicinal plants: historlcand cross-cultural usage patterns.,”
Ann. Epidemiol., vol. 15, no. 9, pp. 686—-99, 2005.

M. J. Brownstein, “Review A brief history of @gies, opioid peptides , and opioid
receptors,” vol. 90, pp. 5391-5393, 1993.

T. Ciach, “Podstawy Farmakologii - wgt do rozprawy habilitacyjnej.,”
Politechnika Warszawska, 2005.

A. T. Florence, “Controlled Release in Oral Qribelivery,” C.G Wilson, P.J.
Crowley, Advnces in Delivery and Technology, 2011.

R. Deanesly, A. S. Parkes, “Further experimamtghe administration of hormones
by the subcutaneous implantation of tablets.,” ledneol. 232, no. 6002, pp. 606—
609, 1938.

J. Folkman, D. M. Long, “The use of siliconébher as a carrier for prolonged drug
therapy.,” J. Surg. Res., vol. 4, no. 3, pp. 132;14964.

“FDA Approved Drug Products - Ocusert Pilo (N[PNr017431.” Dosfpne on-line
dnia 15.01.2014: www.accessdata.fda.gov/scripts/cde drugsatfda/
index.cfm?fuseaction =Search.Label ApprovalHistapghist.

A. S. Hoffman, “The origins and evolution ofootrolled’ drug delivery systems.,”
J. Control. Release, vol. 132, no. 3, pp. 153-6882

R. Langer, J. Folkman, “Polymers for the sustai release of proteins and other
macromolecules,” Nature, vol. 263, no. 5580, p-890, 1976.

M. Sokolsky-Papkov, K. Agashi, A. Olaye, K. &tesheff, A. J. Domb, “Polymer
carriers for drug delivery in tissue engineeringgv. Drug Deliv. Rev., vol. 59, no.
4-5, pp. 187-206, 2007.

O. Pillai, R. Panchagnula, “Polymers in drgidery,” Curr. Opin. Chem. Biol., vol.
5, pp. 447-451, 2001.

W. Saltzman, “Drug delivery: Engineering priples for drug therapy”, Oxford
University Press, New York, 2001.

S. R. Hwang, K. Kim, “Nano-enabled deliveryssgms across the blood-brain
barrier.,” Arch. Pharm. Res., vol. 37, no. 1, p$-20, 2014.

K. S. Soppimath, T. M. Aminabhavi, a R. Kulkg\W. E. Rudzinski, “Biodegradable
polymeric nanoparticles as drug delivery devices. Control. Release, vol. 70, no.
1-2, pp. 1-20, 2001.

M. Arruebo, M. Valladares, A. Gonzalez-Fernand “Antibody-Conjugated
Nanoparticles for Biomedical Applications,” J. Namater., vol. 2009, pp. 1-24,
2009.

E. Mathiowitz, “Drug delivery systems.,” Toxit Pathol., vol. 36, no. 1, pp. 16-20,
Jan. 2008.

M. Tuncay, S. Caji H. S. Kg, M. T. Ercan, |. Peksoy, A.A Hincal, “In vitro and
vivo evaluation of diclofenac sodium loaded albummicrospheres.,” J.
Microencapsul., vol. 17, no. 2, pp. 145-55, 2000.

E. Azizi, A. Namazi, |. Haririan, S. Fouladd®&l. R. Khoshayand, P. Y. Shotorbani,
A. Nomani, T. Gazori, “Release profile and stapilgévaluation of optimized
chitosan/alginate nanoparticles as EGFR antiseas®w,” Int. J. Nanomedicine,
vol. 5, pp. 455-61, 2010.



188

Bibliografia

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

R. M. Mainardes, R. C. Evangelista, “PLGA npadicles containing praziquantel:
effect of formulation variables on size distributig Int. J. Pharm., vol. 290, no. 1—
2, pp. 137-44, 2005.

A. Z. Wilczewska, K. Niemirowicz, K. H. Markigcz, H. Car, “Nanopatrticles as
drug delivery systems.,” Pharmacol. Rep., vol.ré,5, pp. 1020-37, 2012.

M. L. Immordino, F. Dosio, L. Cattel, “Stealtiposomes: review of the basic
science, rationale, and clinical applications, ®@xgs and potential.,” Int. J.
Nanomedicine, vol. 1, no. 3, pp. 297-315, 2006.

L. S. S. Guo, R. L. Hamilton, J. Goerke, JWeinstein, and R. J. Havel, “Interaction
of unilamellar liposomes with serum lipoproteinsdaapolipoproteins.,” J. Lipid
Res., vol. 21, no. 8, pp. 993-1003, 1980.

Y. Qiu and K. Park, “Environment-sensitive gdels for drug delivery.,” Adv.
Drug Deliv. Rev., vol. 53, no. 3, pp. 321-39, 2001.

M. Zochowska, A. Paca, G. Schoehn, J.-P. Andrieu, tolidazek, B. Dublet, E.
Szolajska, “Adenovirus dodecahedron, as a druyeglivector.,” PLoS One, vol.
4, no. 5, p. 5569, 2009.

H.S. Yoo, T. G. Kim, and T. G. Park, “Surfaitenctionalized electrospun nanofibers
for tissue engineering and drug delivery.,” AdvuBmeliv. Rev., vol. 61, no. 12,
pp. 1033—-42, 20009.

A. Odysseos, “Coaxial nanofibers with tunaldéease properties as drug delivery
and tissue engineering platforms,” EuroNanoForuagdpszt, 30 maja, 2011.

X.M. Wu, C. J. Branford-white, D.-G. Yu, N. Bhatterton, and L. Zhu, “Preparation
of core-shell PAN nanofibers encapsuladetdcopherol acetate and ascorbic acid 2-
phosphate for photoprotection.,” Colloids Surf.Bointerfaces, vol. 82, no. 1, pp.
247-52, 2011.

S. Khansari, S. Duzyer, S. Sinha-Ray, A. Hoddexg, A.L. Yarin, B. Pourdeyhimi,
“Two-Stage Desorption-Controlled Release of Fluoceas Dye and Vitamin from
Solution-Blown and Electrospun Nanofiber Mats Camntey Porogens,” Mol.
Pharmaceut. vol. 10, pp. 4509-4526, 2013.

N. Tucker, J. Stanger, “The History of the &uwe and Technology of
Electrospinning from 1600 to 1995.,” J. Eng. Fibeabr. Special Issue, 2012.

W. Gilbert, On the loadstone and magnetic bedand on the great magnet the earth.
A new physiology, demonstrated with many argumentsd experiments.
Tlumaczenie P. Fleury Motellay 1893. London: Londsrnard Quaritch, 1600, p.
432.

A. Formhals, “Process and apparatus for piegarartificial threads,”
US19755041934.

S. N. Reznik, A. L. Yarin, A. Theron, E. Zusam “Transient and steady shapes of
droplets attached to a surface in a strong elefotiat,” J. Fluid Mech., vol. 516, pp.
349-377, 2004.

S. N. Reznik, a. L. Yarin, E. Zussman, L. Bwrici, “Evolution of a compound
droplet attached to a core-shell nozzle under thieraof a strong electric field,”
Phys. Fluids, vol. 18, no. 6, p. 062101, 2006.

S. A. Theron, E. Zussman, A. L. Yarin, “Expegntal investigation of the governing

parameters in the electrospinning of polymer sohgj” Polymer (Guildf)., vol. 45,
no. 6, pp. 2017-2030, 2004.



189

[35]

[36]

[37]
[38]

[39]
[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

[48]

[49]

[50]

P. Nakielski, “Wyszukiwarka informacji naukoely, wynik po wpisaniu frazy
nanofibers AND electrospinning,” 2014. Degst on-line 5 stycznia:
WWW.SCirus.com.

T. A. Kowalewski, S. Barral, “Experiments andodelling of electrospinning
process,” vol. 53, no. 4, pp. 385-394, 2005.

G. Taylor, “Disintegration of water drops in alectric field,” Proc. R. Soc. 1964.

H. Fong, I. Chun, D. Reneker, “Beaded nanaBfermed during electrospinning,”
Polymer (Guildf)., vol. 40, no. 16, pp. 4585-4592999.

J. Doshi, D. Reneker, “Electrospinning processl applications of electrospun
fibers,” J. Electrostat., vol. 35, no. 2-3, pp. 4560, 1995.

T. Kowalewski, “On separation of droplets frdiouid jet,” Fluid Dyn. Res., vol. 17,
no. 121-145, 1996.

F. Innocente, D. Mandracchia, E. Pektok, BitBlet, J.-C. Tille, S. de Valence, G.
Faggian, A. Mazzucco, A. Kalangos, R. Gurny, M. Nere B. H. Walpoth,
“Paclitaxel-eluting biodegradable synthetic vascyt@ostheses: a step towards
reduction of neointima formation?,” Circulation,lv&20, no. 11 Suppl, pp. S37-45,
20009.

H. Jiang, D. Fang, B. Hsiao, B. Chu, W. Ch#reparation and characterization of
ibuprofen-loaded  poly(lactide-co-glycolide)/polyfgtene  glycol)-g-chitosan
electrospun membranes,” J. Biomater. Sci. Polym, . 15, no. 3, pp. 279-296,
2004.

J. Zeng, X. Xu, X. Chen, Q. Liang, X. Bian, Xang, X. Jing, “Biodegradable
electrospun fibers for drug delivery,” J. ContiRélease, vol. 92, no. 3, pp. 227-231,
2003.

J. Zeng, L. Yang, Q. Liang, X. Zhang, H. GuXnXu, X. Chen, X. Jing, “Influence
of the drug compatibility with polymer solution tme release kinetics of electrospun
fiber formulation.,” J. Control. Release, vol. 108, 1-2, pp. 43-51, 2005.

S. H. Ranganath, C.-H. Wang, “Biodegradablecrofiber implants delivering
paclitaxel for post-surgical chemotherapy againglignant glioma.,” Biomaterials,
vol. 29, no. 20, pp. 2996—-3003, 2008.

E.-R. Kenawy, F. I. Abdel-Hay, M. H. EI-Neweh. E. Wnek, F. Abdelhay, M.
Elnewehy, “Processing of polymer nanofibers throwéctrospinning as drug
delivery systems,” Mater. Chem. Phys., vol. 113,Ih@p. 296-302, 2009.

G. Buschle-Diller, J. Cooper, Z. Xie, Y. Wu, Waldrup, X. Ren, “Release of
antibiotics from electrospun bicomponent fibersgllGlose, vol. 14, no. 6, pp. 553—
562, 2007.

Y. Su, Q. Su, W. Liu, G. Jin, X. Mo, S. Ramakina, “Dual-drug encapsulation and
release from core-shell nanofibers.,” J. Biomasei. Polym. Ed., vol. 23, pp. 861—
871, 2011.

R. Srikar, A. L. Yarin, C. M. Megaridis, A. \Bazilevsky, E. Kelley, “Desorption-
limited mechanism of release from polymer nanoBh&ilLangmuir, vol. 24, no. 3,
pp. 965-74, 2008.

C. Wang, K.W. Yan, Y.D. Lin, P. C. H. HsielBibdegradable core/shell fibers by
coaxial electrospinning: processing, fiber chanmdzation, and its application in
sustained drug release,” Macromolecules, vol. 4318, pp. 6389-6397, 2010.



190

Bibliografia

[51]

[52]

[53]

[54]

[55]

[56]

[57]

[58]

[59]

[60]

[61]

[62]

[63]

[64]

D. Han, A. J. Steckl, “Triaxial Electrospun iNafi ber Membranes for Controlled
Dual Release of Functional Molecules,” Appl. Mateterfaces, Vol 5, 8241-8245,
2013.

T. Okuda, K. Tominaga, S. Kidoaki, “Time-pregnmed dual release formulation by
multilayered drug-loaded nanofiber meshes.,” J.tf@brRelease, vol. 143, no. 2, pp.
258-64, 2010.

H. Yoon, G. Kim, “A three-dimensional polycaactone scaffold combined with a
drug delivery system consisting of electrospun fiaecs,” J. Pharm. Sci., vol. 100,
no. 2, pp. 22-23, 2011.

G. Kim, H. Yoon, Y. Park, “Drug release fromnous thicknesses of layered mats
consisting of electrospun polycaprolactone and gqtblylene oxide
micro/nanofibers,” Appl. Phys. A, vol. 100, no.ph. 1197-1204, 010.

X. Li, Y. Su, C. He, H. Wang, H. Fong, X. MGorbitan monooleate and poly(L-
lactide-co-epsilon-caprolactone) electrospun ndmeo§ for endothelial cell
interactions.,” J. Biomed. Mater. Res. A, vol. @b, 3, pp. 878-85, 2009.

L. Tian, M. P. Prabhakaran, X. Ding, D. Kai,®Bamakrishna, “Emulsion electrospun
vascular endothelial growth factor encapsulateg(péactic acid-coe-caprolactone)
nanofibers for sustained release in cardiac tissgeeering,” J. Mater. Sci., vol. 47,
no. 7, pp. 3272-3281, 2011.

X. Li, Y. Su, S. Liu, L. Tan, X. Mo, S. Ramaghna, “Encapsulation of proteins in
poly(L-lactide-co-caprolactone) fibers by emulsgactrospinning.,” Colloids Surf.
B. Biointerfaces, vol. 75, no. 2, pp. 418-24, 2010.

S.Y. Chew, J. Wen, E. K. F. Yim, K. W. Leorf§ustained release of proteins from
electrospun biodegradable fibers.,” BiomacromolesuVol. 6, no. 4, pp. 2017-24,
2005.

S. Maretschek, A. Greiner, T. Kissel, “Elegpoin biodegradable nanofiber
nonwovens for controlled release of proteins. Cdntrol. Release, vol. 127, no. 2,
pp. 180-7, 2008.

Y. Peng, M. Ang, S. Foo, W. S. Lee, Z. Ma, &.Venkatraman, T. T. Wong,
“Biocompatibility and biodegradation studies of sabjunctival implants in rabbit
eyes.,” PLoS One, vol. 6, no. 7, p. 22507, 2011.

C. He, Z. Huang, X. Han, L. Liu, H. Zhang, Chen, “Coaxial electrospun polyL
lactic acid) ultrafine fibers for sustained drudigery,” J. Macromol. Sci. Part B
Phys., vol. 45, no. 4, pp. 515-524, 2006.

J. C. Dias, C. Ribeiro, V. Sencadas, G. Baiglh L. G. Ribelles, S. Lanceros-
Mendez, “Influence of fiber diameter and crystatiiron the stability of electrospun
poly(l-lactic acid) membranes to hydrolytic degriaala,” Polym. Test., vol. 31, no.

6, pp. 770-776, 2012.

N. Bolgen, Y. Z. Mencelglu, K. Acatay, |. Vargel, E. Bkin, “In vitro and in vivo
degradation of non-woven materials made of polyl@psaprolactone) nanofibers
prepared by electrospinning under different condgi,” J. Biomater. Sci. Polym.
Ed., vol. 16, no. 12, pp. 1537-55, 2005.

W. Cui, X. Li, X. Zhu, G. Yu, S. Zhou, J. Wentnvestigation of drug release and
matrix degradation of electrospun poly(DL-lactidépers with paracetanol
inoculation.,” Biomacromolecules, vol. 7, no. 5, 423-9, 2006.



191

[65]

[66]

[67]

[68]

[69]

[70]

[71]

[72]

[73]

[74]

[75]

[76]

[77]

S. C. Chen, X. B. Huang, X. M. Cai, J. LuYdian, J. Shen, “The influence of fiber
diameter of electrospun poly(lactic acid) on dredj\ery,” Fibers Polym., vol. 13,
no. 9, pp. 1120-1125, 2012.

J. L. Lowery, N. Datta, G. C. Rutledge, “Efteaf fiber diameter, pore size and
seeding method on growth of human dermal fibroblaselectrospun poly(epsilon-
caprolactone) fibrous mats.,” Biomaterials, vol, 8a. 3, pp. 491-504, 2010.

Q. P. Pham, U. Sharma, A. G. Mikos, “Electnasppoly(epsilon-caprolactone)
microfiber and multilayer nanofiber/microfiber sfméls: characterization of
scaffolds and measurement of cellular infiltratjbBiomacromolecules, vol. 7, no.
10, pp. 2796-805, 2006.

A. Szentivanyi, T. Chakradeo, H. Zernetsch@asmacher, “Electrospun cellular
microenvironments: Understanding controlled relesas# scaffold structure.,” Adv.
Drug Deliv. Rev., vol. 63, no. 4-5, pp. 209-20, 201

J. B. Lee, S.I. Jeong, M.S. Bae, D.H. Yang\DHeo, C.H. Kim, E. Alsberg, I.K.
Kwon, “Highly porous electrospun nanofibers enhandsy ultrasonication for
improved cellular infiltration,” Tissue Eng. Part ¥ol. 17, no. 21, pp. 2695 —2702,
2011.

J. Sirc, S. Kubinova, R. Hobzova, D. Stran$k&ozlik, Z. Bosakova, D. Marekova,
V. Holan, E. Sykova, J. Michalek, “Controlled gemiain release from multi-layered
electrospun nanofibrous structures of various teslses.,” Int. J. Nanomedicine,
vol. 7, pp. 5315-25, 2012.

S. Srouji, D. Ben-David, R. Lotan, E. Livhe, Rvrahami, E. Zussman, “Slow-
release human recombinant bone morphogenic préteembedded within
electrospun scaffolds for regeneration of bone atefen vitro and in vivo

evaluation,” Tissue Eng. Part A, vol. 17, no. 3pd, 269-277, 2011.

B. Song, C. Wu, J. Chang, “Dual drug releassmf electrospun poly(lactic-co-
glycolic acid)/mesoporous silica nanopatrticles cosi@ mats with distinct release
profiles.,” Acta Biomater., vol. 8, no. 5, pp. 1947 2012.

D. W. Chen, Y.-H. Hsu, J.-Y. Liao, S.-J. LiJ,-K. Chen, S. W.-N. Ueng,
“Sustainable release of vancomycin, gentamicin digdbcaine from novel
electrospun sandwich-structured PLGA/collagen nanaiis membranes.,” Int. J.
Pharm., vol. 430, no. 1-2, pp. 335-341, 2012.

H. Xu, H. Li, and J. Chang, “Controlled druglease from a polymer matrix by
patterned electrospun nanofibers with controll&yiérophobicity,” J. Mater. Chem.
B, vol. 1, no. 33, p. 4182, 2013.

H. B. Wang, M. E. Mullins, J. M. Cregg, A. Hado, M. Oudega, M. T. Trombley,
R. J. Gilbert, “Creation of highly aligned electpos poly-L-lactic acid fibers for
nerve regeneration applications.,” J. Neural Evgj.,6, no. 1, p. 016001, 2009.
Z.Feng, H.-J. Lu, M. K. Leach, N.-P. Huang,Wang, C. Liu, Z. Gu, “The influence
of type-l collagen-coated PLLA aligned nanofibers growth of blood outgrowth
endothelial cells.,” Biomed. Mater., vol. 5, noj6,065011, 2010.

Z. X. Meng, X. X. Xu, W. Zheng, H. M. Zhou, LLi, Y. F. Zheng, X. Lou,
“Preparation and characterization of electrospurGRIgelatin nanofibers as a
potential drug delivery system.,” Colloids Surf. Biointerfaces, vol. 84, no. 1, pp.
97-102, 2011.



192

Bibliografia

[78]

[79]

[80]

[81]

[82]

[83]

[84]
[85]
[86]
[87]

[88]

[89]

[90]

[91]

[92]

[93]

S. Sage, Daniel (Biomedical Image Group (BIGRFL, “OrientationJ ImageJ’s
plugin for directional analysis in images.” Dgston-line 25 stycznia 2014:
http://bigwww.epfl.ch/demo/orientation/

N. K. Mohtaram, J. Ko, M. Carlson, M. B. Juh, M. Willerth, “Nanofabrication of
electrospun fibers for controlled release of ratiraxid,” in Proceedings of the 8th
International Conference on MicroManufacturing, 204p. 432—437.

N. A. Peppas, “Historical perspective on adwahdrug delivery: How engineering
design and mathematical modeling helped the fieltune.,” Adv. Drug Deliv. Rev.,
vol. 65, no. 1, pp. 5-9, 2013.

J. Siepmann, F. Siepmann, “Mathematical modelof drug delivery.,” Int. J.
Pharm., vol. 364, no. 2, pp. 328—-43, 2008.

M. J. McGirt, H. Brem, “Carmustine wafers (&diel) plus concomitant
temozolomide therapy after resection of malignattogytoma: growing evidence
for safety and efficacy.,” Ann. Surg. Oncol., vb¥, no. 7, pp. 1729-31, 2010.

J. Perry, A. Chambers, K. Spithoff, N. Lapere, “Gliadel wafers in the treatment
of malignant glioma: a systematic review.,” Curnd®l., vol. 14, no. 5, pp. 189-94,
2007.

C.H. C. Wang, J. Li, C. S. Teo, T. Lee, “Thaidery of BCNU to brain tumors,” J.
Control. Release, vol. 61, no. 1-2, pp. 21-41, 1999

M. Chasin, D. Lewis, R. Langer, “Polyanhydisder controlled release,” Biopharm.
Manuf., vol. 1, pp. 33-46, 1988.

L. L. Lao, N. A Peppas, F. Y. C. Boey, S. &iKatraman, “Modeling of drug release
from bulk-degrading polymers.,” Int. J. Pharm.,.\8, no. 1, pp. 28-41, 2010.

J. Siepmann, N. A. Peppas, “Higuchi equatiderivation, applications, use and
misuse.,” Int. J. Pharm., vol. 418, no. 1, pp. 6-2A2L1.

D. Cooney, “Effect of geometry on the diss@ut of pharmaceutical tablets and
other solids: surface detachment kinetics contrglfi AIChE J., vol. 18, pp. 446—
449, 1972.

H. Hopfenberg, “Controlled release from erddillabs, cylinders, and spheres.,”
Control. release Polym. Formul. ACS Symp., vol.[33,26-32, 1976.

L. Huang, C. Branford-White, X.-X. Shen, D.-&u, L. Zhu, “Time-engineeringed
biphasic drug release by electrospun nanofiber aseshnt. J. Pharm., vol. 436, no.
1-2, pp. 88-96,. 2012.

M. Jannesari, J. Varshosaz, M. Morshed, M. &aim“Composite poly(vinyl
alcohol)/poly(vinyl acetate) electrospun nanofitsmoats as a novel wound dressing
matrix for controlled release of drugs.,” Int. afdmedicine, vol. 6, pp. 993-1003,
2011.

T. T. Nguyen, C. Ghosh, S.-G. Hwang, N. Chagamch, J. S. Park, “Porous
core/sheath composite nanofibers fabricated byiababectrospinning as a potential
mat for drug release system.,” Int. J. Pharm., 488, no. 1-2, pp. 296-306, 2012.

P. Taepaiboon, U. Rungsardthong, P. Supaphdtamin-loaded electrospun

cellulose acetate nanofiber mats as transdermaldenual therapeutic agents of
vitamin A acid and vitamin E.,” Eur. J. Pharm. Bigpm., vol. 67, no. 2, pp. 387—
97, 2007.



193

[94]

[95]
[96]

[97]
[98]

[99]
[100]
[101]

[102]

[103]

[104]

[105]

[106]

[107]

[108]

[109]

[110]

D. G. Yu, X. Wang, X. Y. Li, W. Chian, Y. LIY. Z. Liao, “Electrospun biphasic
drug release polyvinylpyrrolidone/ethyl celluloser&/sheath nanofibers.,” Acta
Biomater., vol. 9, no. 3, pp. 566572, 2013.

T. Huguchi, “Mechanism of sustained-action meaton,” J. Pharm. Sci, vol. 52, no.
12, pp. 11451149, 1963.

J. Siepmann, F. Siepmann, “Modeling of diffusicontrolled drug delivery.,” J.
Control. Release, vol. 161, no. 2, pp. 351-62, 2011

J. Crank, The mathematics of Diffusion. Claten Oxford Press, 1975.

J. M. Vergnaud, Controlled drug release ofl d@sage forms, Ellis Horwood New
York, 1993.

L. Zeng, X. Wu, “Modeling the sustained releasf lipophilic drugs from
liposomes,” Appl. Phys. Lett., vol. 97, no. 7, g3@01, 2010.

L. Zeng, L. An, X. Wu, “Modeling drug-carriemteraction in the drug release from
nanocarriers.,” J. Drug Deliv., vol. 2011, p. 3783R2011.

A. R. Tzafriri, “Mathematical modeling of difsion-mediated release from bulk
degrading matrices.,” J. Control. Release, vol.né3,1-2, pp. 69-79, 2000.

Y. Zhou, X. Y. Wu, “Finite element analysid diffusional drug release from
complex matrix systems. I. Complex geometries amtposite structures 1,” vol.
49, pp. 277-288, 1997.

D. L. Bernik, D. Zubiri, M. E. Monge, R. M. égri, “New kinetic model of drug
release from swollen gels under non-sink conditior@olloids Surfaces A
Physicochem. Eng. Asp., vol. 273, no. 1-3, pp. 1683-2006.

M. Grassi, G. Grassi, “Mathematical modellengd controlled drug delivery: matrix
systems.,” Curr. Drug Deliv., vol. 2, no. 1, pp—216, 2005.

P. Nakielski, “Symulacje numeryczne processaipcji i dyfuzji leku w materiale z
nanowtékien,” Model. in., vol. 48, pp. 99-111, 2013.

M. Frontczak-Baniewicz, S. J. Chrapusta, Dlefgzak, “Long-term consequences
of surgical brain injury - characteristics of theunovascular unit and formation and
demise of the glial scar in a rat model.,” Foliaungpathol., vol. 49, no. 3, pp. 204—
18, 2011.

W. Sylwanowicz, A. Michajlik, W. RomotowskiAnatomia i fizjologia cztowieka.
Podekcznik dla srednich szkét medycznych. Fawowy Zaktad Wydawnictw
Lekarskich, 1980.

M. Faul, L. Xu, M. Wald, V. Coronado, “Trautim@abrain injury in the United States:
emergency department visits, hospitalizations agatlts 2002—2006,” Natl. Cent.
Inj. Prev. Control, 2010.

J. T. Flaada, C. L. Leibson, J. N. MandrekarDiehl, P. K. Perkins, A. W. Brown,
J. F. Malec, “Relative risk of mortality after traatic brain injury: a population-
based study of the role of age and injury sevetidy.Neurotrauma, vol. 24, no. 3,
pp. 435-45, 2007.

A. W. Brown, A. M. Moessner, J. Mandrekar,NN.Diehl, C. L. Leibson, J. F. Malec,
“A survey of very-long-term outcomes after trauraddrain injury among members
of a population-based incident cohort.,” J. Newoina, vol. 28, no. 2, pp. 167-76,
2011.



194

Bibliografia

[111]

[112]

[113]

[114]

[115]

[116]

[117]

[118]

[119]
[120]
[121]
[122]
[123]

[124]

[125]

[126]
[127]

[128]

A. A. Linninger, M. R. Somayaiji, T. EricksoX, Guo, R. D. Penn, “Computational
methods for predicting drug transport in anisott@id heterogeneous brain tissue.,”
J. Biomech., vol. 41, no. 10, pp. 2176-87, 2008.

C. S. Teo, W. Hor Keong Tan, T. Lee, C.-H.nya*Transient interstitial fluid flow
in brain tumors: Effect on drug delivery,” Chem.geci., vol. 60, no. 17, pp. 4803—
4821, 2005.

J. Siepmann, F. Siepmann, A. T. Florence,cdlacontrolled drug delivery to the
brain: mathematical modeling of the underlying masssport mechanisms.,” Int. J.
Pharm., vol. 314, no. 2, pp. 101-19, 2006.

Z.J. Chen, W. C. Broaddus, R. R. ViswanathBn,Raghavan, G. T. Gillies,
“Intraparenchymal drug delivery via positive-pragsinfusion: experimental and
modeling studies of poroelasticity in brain phantgeis.,” IEEE Trans. Biomed.
Eng., vol. 49, no. 2, pp. 85-96, 2002.

A. Kamal-Eldin, L. A. Appelqvist, “The chentig and antioxidant properties of
tocopherols and tocotrienols.,” Lipids, vol. 31, ippp. 671-701, 1996.

C. E. Krewson, W. M. Saltzman, “Transport atichination of recombinant human
NGF during long-term delivery to the brain.,” Br&es., vol. 727, no. 1-2, pp. 169-
81, 1996.

K. J. Lampe, D. S. Kern, M. J. Mahoney, K. Bugstad, “The administration of
BDNF and GDNF to the brain via PLGA microparticlestterned within a
degradable PEG-based hydrogel: Protein distribuéiod the glial response.,” J.
Biomed. Mater. Res. A, vol. 96, no. 3, pp. 595-6I¥1 1.

M. Rutkowski, K. Grzegorczyk, Modificationd epectrophotometric methods for
antioxidative vitamins determination convenienamalytic practice, Acta Sci Pol,
vol. 6, pp. 17-28,2007.

M. Roth, “Fluorescence reaction for aminodaci’ Anal. Chem., vol. 43, no. 7, pp.
880-2, 1971.

M. Brugnara, “Contact Angle plugin for ImageDostp on-line 25 stycznia 2014:
http://rsb.info.nih.gov/ij/plugins/contact-anglentit

Matlab, Mathworks Inc., http://www.mathworkem
J. Juza, “The pendant drop method of surfeesion measurement: equation

interpolating the shape factor tables for seveeddcied planes”, Chechoslov. J.
Phys., vol. 47, pp. 351-357, 1997.

D. Soumpasis, “Theoretical analysis of flusmence photobleaching recovery
experiments,” Biophys. J., pp. 95-97, 1983.

N. Sindhwani, O. Ivanchenko, E. Lueshen, ker®, A.A. Linninger, “Methods for
determining agent concentration profiles in agageealuring convection-enhanced
delivery.,” IEEE Trans. Biomed. Eng., vol. 58, 3o pp. 626-32, 2011.

P. Nakielski, T. Kowalczyk, K. Zembrzycki, A.. Kowalewski, “Experimental and
numerical evaluation of drug release feom nanofibe&ts to brain tissue”, J. Biomed.
Mater. Res. Part B Appl. Biomater., on-line, 2014

Comsol Multiphysics®, Comsol Inc., www.comsalm.

T. Chung, Computational fluid dynamics, Set.ofdt., New York, NY: Cambridge
University Press, 2010, p. 1058.

D. Kuzmin, A guide to Numerical methods famrsport equations. Friedrich
Alexander Universitat Erlangen Nurnberg, 2010,26.2



195

[129]
[130]
[131]

[132]

[133]

[134]

[135]

[136]

[137]

[138]

[139]
[140]

[141]

[142]
[143]

[144]

[145]

[146]

E. M. Johnson, D. A. Berk, R. K. Jain, W. Dleen, “Hindered diffusion in agarose
gels: test of effective medium model.,” Biophysval. 70, no. 2, pp. 1017-23, 1996.

R. Phillips, “A hydrodynamic model for hindt diffusion of proteins and micelles
in hydrogels.,” Biophys. J., vol. 79, pp. 3350-333d@00.

D. S. Clague, R. J. Phillips, “Hindered d#fon of spherical macromolecules
through dilute fibrous media,” Phys. Fluids, valn®. 7, p. 1720, 1996.

T. Stylianopoulos, A. Yeckel, J. J. Derby;X.Luo, M. S. Shephard, E. A. Sander,
V. H. Barocas, “Permeability calculations in thidiezensional isotropic and oriented
fiber networks.,” Phys. fluids, vol. 20, no. 12,123601,2008.

W. Perrins, “Transport properties of reguarays of cylinders,” Proc. R. Soc. L.,
vol. 369, pp. 207-225, 1979.

L. Johansson, J. Lo6froth, “Diffusion and irgetion in gels and solutions. 4. Hard
sphere Brownian dynamics simulations,” J. Chem.sBhyol. 98, no. 9, pp. 7471—
7479, 1993.

B. Amsden, “Solute diffusion within hydrogelsMechanisms and models,”
Macromolecules, vol. 31, no. 23, pp. 8382—-83958199

M. Gandhi, R. Srikar, A. L. Yarin, C. M. Megdis, R. a Gemeinhart, “Mechanistic
examination of protein release from polymer narexh” Mol. Pharm., vol. 6, no.
2, pp. 641-7, 2009.

E. Washburn, “The dynamics of capillary fléMPhys. Rev., vol. 17, pp. 273-283,
1921.

V. N. Phan, N.-T. Nguyen, C. Yang, P. Josépijeghlaf, D. Bourrier, A.-M. Gue,
“Capillary filling in closed end nanochannels.,” iganuir, vol. 26, no. 16, pp.
13251-5, 2010.

R. Blagoeva, A. Nedev, “Monolithic Controlldaelivery Systems Part 1l . Basic
Mathematical Models,” Bioautomation, pp. 106—-1100&

I. Galdi, G. Lamberti, “Drug release from tma systems: analysis by finite element
methods,” Heat Mass Transf., vol. 48, no. 3, pf-5&R28, 2011.

M. Manzano, G. Lamberti, |. Galdi, M. Vall®egi, “Anti-osteoporotic drug release
from ordered mesoporous bioceramics: experimentd amdeling.,” AAPS
PharmSciTech, vol. 12, no. 4, pp. 1193-9, 2011.

K. Miller, V. Kurtcuoglu, “Biomechanics ohe brain,” pp. 169-188, 2011.

S. Gupta, M. Soellinger, P. Boesiger, D. Ha@kKos, V. Kurtcuoglu, “Three-
dimensional computational modeling of subject-sfiecerebrospinal fluid flow in
the subarachnoid space.,” J. Biomech. Eng., vdl, &8. 2, p. 021010, 2009.

S. Gupta, M. Soellinger, D. M. Grzybowski, Boesiger, J. Biddiscombe, D.
Poulikakos, V. Kurtcuoglu, “Cerebrospinal fluid dymics in the human cranial
subarachnoid space: an overlooked mediator of careisease. |. Computational
model.,” J. R. Soc. Interface, vol. 7, no. 49, pp95-204, 2010.

A. A. Linninger, C. Tsakiris, D. C. Zhu, M.eXos, P. Roycewicz, Z. Danziger, R.
Penn, “Pulsatile cerebrospinal fluid dynamics ie tiuman brain.,” IEEE Trans.
Biomed. Eng., vol. 52, no. 4, pp. 557-65, 2005.

M. Modi, R. Mullapudi, M. R. Somayaiji, M. Xes, A. A. Linninger, D. C. Zhu, R.

Penn, “Mimics — An indispensable tool for patiepesific image analysis

subarachnoid space,” Brain, pp. 1-10, 2006.



196

Bibliografia

[147]

[148]

[149]

[150]

[151]

[152]

[153]

[154]

[155]

[156]

[157]

[158]

[159]

[160]

[161]

B. Sweetman, M. Xenos, L. Zitella, A. A. Limger, “Computational prediction of
cerebrospinal fluid flow in the human brain.,” CamyBiol. Med., vol. 41, no. 2, pp.
67-75, 2011.

S. Yan, L. Xiaogiang, L. Shuiping, M. Xiumd&, Ramakrishna, “Controlled release
of dual drugs from emulsion electrospun nanofibrouests.,” Colloids Surf. B.
Biointerfaces, vol. 73, no. 2, pp. 376-81, 2009.

T. Stylianopoulos, B. Diop-Frimpong, L. L. Mo, R. K. Jain, “Diffusion anisotropy
in collagen gels and tumors: the effect of fibetwwogk orientation.,” Biophys. J.,
vol. 99, no. 10, pp. 3119-28, 2010.

J. Andrychowski, M. Frontczak-Baniewicz, Dul§czak, T. Kowalczyk, T.
Chmielewski, Z. Czernicki, T. A. Kowalewski, “Nanbér nets in prevention of
cicatrisation in spinal procedures. Experimentatlgt” Folia Neuropathol., vol. 2,
pp. 147-157, 2013.

D. Sulejczak, J. Andrychowski, T. KowalczyR. Nakielski, M. Frontczak-
Baniewicz, T. A. Kowalewski, “Electrospun nanofibreat as a protector against the
consequences of brain injury,” Folia Neuropathal, 52, no. 1, pp. 5669, 2014.

C. E. Krewson, M. L. Klarman, W. M. Saltzma&Bjstribution of nerve growth factor
following direct delivery to brain interstitium.Brain Res., vol. 680, no. 1-2, pp.
196-206, 1995.

A. L. Yarin, “Coaxial electrospinning and elsion electrospinning of core-shell
fibers,” Polym. Adv. Technol., vol. 22, no. 3, [§10-317, 2011.

H. Zhang, C. Zhao, Y. Zhao, G. Tang, X. YudB|ectrospinning of ultrafine
core/shell fibers for biomedical applications,” SChina Chem., vol. 53, no. 6, pp.
1246-1254, 2010.

A. L. Yarin, E. Zussman, J. H. Wendorff, Aréger, “Material encapsulation and
transport in core-shell micro/nanofibers, polymeard acarbon nanotubes and
micro/nanochannels,” J. Mater. Chem., vol. 17,2%.p. 2585, 2007.

Y. Z. Zhang, X. Wang, Y. Feng, J. Li, C. Tinl, S. Ramakrishna, “Coaxial
electrospinning of (fluorescein isothiocyanate-cgajted bovine serum albumin)-
encapsulated poly(epsilon-caprolactone) nanofibdos sustained release.”
Biomacromolecules, vol. 7, no. 4, pp. 1049-57, 2006

T. A. Kowalewski, T. Kowalczyk, P. Nakielski, Andrychowski, M. Frontczak-
Baniewicz, D. Sulejczak, Raport z grantu NCBIR ir180081010: ,Zastosowanie
elektroprzdzonych nanowidkien jako opatrunkéw aktywnych w aaEpganiu
pourazowym zmianom w tkance mézgowej” 2013.

P. McGeer, E. McGeer, “The inflammatory respe system of brain: implications
for therapy of Alzheimer and other neurodegeneeatiiseases,” Brain Res. Rev.,
vol. 21, no. 1995, pp. 195-218, 1995.

J. Anderson, “Inflammatory response to impgahASAIO J., vol. 34, pp. 101-107,
1988.

J. Andrychowski, M. Frontczak-Baniewicz, Dul§czak, T. Kowalczyk, T. A.
Kowalewski, P. Nakielski, “Zastosowanie opatrunkdnanowtdkien polimerowych
w zapobieganiu pourazowym zmianom w mézgu. P.404&01.3.

P. Nakielski, T. Kowalczyk, T. A. KowalewsKkDelivery system based on polymer
nanofibers,” IPPT Reports Fundam. Technol. Res. 4K no. 4, pp. 19-24, 2013.



