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2. Uvod

V poslednich letech jsou velmi studovanou oblasti chemie blokové kopolymery z ditvoda
jejich mozného vyuziti jako nosict 1é¢iv pro cilenou dopravu a uvoliiovani. Velmi Casto
studovanym kopolymerem je poly(laktid)-b-poly(ethylenoxid), dale jen (PLA-PEO). Jeho
vyhodou je biokompatibilita s lidskym organismem a jeho dobra biodegradovatelnost.
Nejcastéjsimi studovanymi formami PLA-PEO jsou linearni dvojbloky a trojbloky ABA a
BAB, kde A je blok PLA a B je blok PEO. V nasi praci se vSak zamétime hlavné na studium
¢tyframmeného hvézdicového kopolymeru PLA-PEO a srovnani jeho vlastnosti S podobnym
kopolymerem poly(e-kaprolakton)em-b-poly(ethylenoxid)em, dale jen (PCL-PEQ), opét ve
formé ctyframenné hvézdice. Vnitiek hvézdice tvoii vzdy bloky PEO a ramena hvézdice jsou
bud’ PCL, nebo PLA, zalezi o jaky polymer se jednd.(Obr. 1) Tato struktura polymeru neni

natolik prostudovana jako pravé linearni dvoj- a trojbloky.

Obr. 1.

——PEO
PCL/PLA

Struktura polymeru (PCL-PEO)4 nebo (PLA-PEO)4



3. Popis metod

3.1 rozptyl svétla

Rozptyl svétla je metoda, ktera se pouziva pro studia struktury a dynamiky polymernich
systémi.

Jestlize latkou prochézi elektromagnetické zatreni (dale jen EMG), tak elektrické pole
indukuje v molekulach latky oscilujici dipolové momenty, které jsou zdrojem rozptyleného
EMG zéteni.

Tento jev nelze pozorovat v usporadané krystalové miizce, kde zateni zanika negativni
interferenci jednotlivych rozptylovych center. Naopak v kapalinach (diky koncentra¢nim,
teplotnim nebo hustotnim fluktuacim) je rozptyl snadno méftitelny.

Velmi siln¢ koncentracni fluktuace vykazuji roztoky makromolekularnich latek, je-li
jejich index lomu je jiny nez rozpoustédla.

Pfi samotném meéfeni sledujeme intenzitu rozptyleného zafeni (Casové primérovanou)
Vv zavislosti na thlu, pod kterym méfime. Z této intenzity jsme pak schopni ziskat napft.
molarni hmotnost a dalsi veliiny.

Pti vyhodnocovani méteni se pouziva veli¢ina nazyvana velikost rozptylového vektoru

oznacovana g, ktera je definovana vztahem:

q=4 .sin< (1.1)

kde no je index lomu rozpoustédla, 9 je tzv. rozptylovy thel, coz je thel mezi primarnim
paprskem a smérem pozorovani a 4 je vinova délka rozptylen¢ho zateni.

Jestlize chceme charakterizovat rozptyl svétla v zavislosti na hmotnostni koncentraci ¢ a
na rozptylovém vektoru g, tak k tomu pozijeme veli¢inu znamou jako Rayleighiv pomér

R(q,c), ktera je definovana vztahem:

R(g,c)= @ (1.2)
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kde lo je intenzita primarniho paprsku a 1(g,C) je intenzita rozptylené¢ho svétla vztazena na
jednotku objemu ve vzdalenosti r od zdroje rozptylu. Pokud chceme vyjadrit Rayleightiv

pomér v zavislosti na ¢ a g, tak k tomu Ize pouzit Zimmovu rovnici:

K 1
R(a.c) M,P(q)

+2AC+... (1.3

kde A; je druhym viralnim koeficientem, ktery popisuje interakci rozptylujici latky a
rozpoustédla, My je molekulova hmotnost rozpusténé latky a K je konstanta definovana

vztahem:

2.2 2
K A7 nofdn/dc) | (1.4)
PN,

kde Na je Avogardova konstanta a dn/dc je inkrement indexu lomu (zvyS$eni indexu lomu o
dn, pokud zvysime koncentraci rozpusténé latky o dc.)

Nelze zanedbat interferenci mezi zafenim z jednotlivych rozptylovych center. Tuto
interferenci lze vyjadtit funkci P(Q), coZ je tzv. rozptylova funkce, ktera popisuje zeslabeni

zéfeni v dusledku interference. Tato funkce je definovana takto:

P(o)- £33 000 09

n“ 53 Ud

kde uij je vzdalenost mezi i-tym a j-tym segmentem rozptylujici Castice a n je pocet segmenti
Abychom popsali zavislost rozptylové funkce na tvaru a velikosti ¢astic pouzivame tento

VZorec:

P(q) = + (1.6)

1+§qu2

Tento vzorec je pouze ptiblizny a plati pouze pro castice mensi nez A a malé tihly. Rgje

gyracni polomér definovany vztahem:



1.7

Pii méfeni intenzity rozptyleného svétla I(t) pozorujeme ¢asové fluktuace. Tyto fluktuace

jsou zpusobeny neusporddanym pohybem jednotlivych rozptylovych center. Na registrovani

téchto odchylek se pouziva experimentalni metoda DLS — dynamicky rozptyl svétla (dynamic

light scattering). Jako vystup je v této metodé¢ je tzv. Casova autokorelacni funkce intenzity,

ktera je definovand vztahem:

J
9o (t) =57, (1.8)
(100)
lomené zévorky v tomto vztahu naznacuji integraci, tedy:
.17
<I(O)I(t)>:TI|_m?E[I(t N(t+t)dt (1.9)

S Casem se ztraci korelace mezi hodnotami funkce I(t) a stejné funkce posunuté o ¢” tim
rychleji ¢im klesa hodnota autokorela¢ni funkce. V limité pro t'— oo hodnota g)(t)

konverguje k jednicce, gq)(t) k nule tedy:
T t
go(®)= A(r)exp(— —jdr, (1.10)
0

kde A(z) je distribucni funkce tzv. relaxacnich ¢ast z. Tyto Casy charakterizuji dynamiku
daného systému. Nejjednodussi mozny popis souboru, ktery je popsan jedinym relaxacni

¢asem je Uprava rovnice (1.10) do tvaru:

go(t)= exp(— 1jdr , (1.11)

T



Ze zavislosti relaxaénich ¢asii na rozptylovém thlu 1ze rozhodnout jakému typu pohybu
V rozptylujicim systému pfislusny relaxacni ¢as odpovida.

Polydisperzni soubor Castic 1ze popsat autokorelac¢ni funkci 1.10 Kromé toho mizeme
popsat tento soubor pomoci rozvoje do mocninné fady. Cleny této fady se oznacuji jako

kumulanty:

Ing,,(t)= —Ft+%t2 —%ﬁ bt (D" %t“ o (1.12)

: 1. w1 “
kde y,,..., ,je druhy az n-ty kumulant a I' = = je pfevracend hodnota stfedniho relaxacniho
T

casu.

Index polydisperzity souboru lze vyjadfit rovnici:

Y7
Iep =r—§, (1.13)

Pro polydisperzni soubor ¢astic dostaneme ze vztahu tthlové zavislé hodnoty 7" a tim i
difuzniho koeficientu a to z toho dlivodi, Ze ¢astice rizné velké maji 1 riizné rozptylové

funkce. Pfi extrapolaci na nulovy thel (za podminky P(0)=1)mizeme ziskat vztah:

F(gz’c) = DL+ koc+CR2G? +..), (1.14)

kde C je strukturné zavisly parametr, kp je druhy viralni koeficient a D je difuzni koeficient.
Pokud ziskame difuzni koeficient, 1ze z n¢j vypocitat hydrodynamicky polomér Ry

odpovidajici kouli o daném difuznim koeficientu D pomoci Stokes-Einsteinova vztahu:

R, = KT |
6Dxn

(1.15)

kde k je Boltzmanova konstanta, T termodynamicka teplota a # je viskozita.



3.2 Fluorescence

Fluorescence je jev, pii kterém je nejprve absorbovano svétlo a molekula zvysi svou
energii do excitovaného stavu (prvniho, v nékterych ptipadech i do vyssich) a poté tuto
energii bud’ vyzafi ve formé elektromagnetického zafeni S timto piechodem do vyssiho
excitacniho stavu souvisi i piechod do vyssich rotacnich a vibracnich stavii (energie prechodu
rotacnich a vibracnich stavil je o nékolik fadli mensi nez energie potfebna na excitaci).

Molekula v excitovaném stavu zac¢ne pii srazkach s okolnimi molekulami relaxovat a tim
uz neni s to pfijmout energii na to, aby se molekula byla schopna vratit do zakladniho
elektronového stavu, a tak mize pieckat dostate¢né dlouho na to, aby doslo ke spontanni
emisi fotonu a tim ke snizeni energie do zdkladniho elektronového stavu.

Jednou z vyhodou fluorescencnich spekter je to, Ze tato spektra jsou ovlivnéna chemickym
okolim fluoreskujici latky, a to proto, ze fluoreskujici latka zistava ve svém excitovaném
stavu pomérné dlouho a tak mtze dojit k intermolekuldrnim interakcim s bezprosttednim
okolim.

Jako znacka se pti méfeni fluorescence jsme pouzivali DPH (1,6-difenyl 1,3,5-hexatrien).
Vlnova délka excitace je 370 nm a vlnova délka emise je 427 nm. Tato znacka ndm déva
informace o okoli sledované molekuly a to jak o polarité, tak i o viskozit¢. DPH ma dva
excitaéni pasy a to ze stavii 1Ag" a !Bg". Zakladni stav je totalné symetricka hladina Ag.
Piechod Ay —!Aq je symetricky zak4azan, proto je ve spektru malo vyrazny. Vnitini konverze
mezi 'Ag" a 1By je siln& ovlivnéna rozpoustédlem a teplotou. Doba Zivota DPH je citliva na
okoli. D4 se tici, ze klesa s dielektrickou permitivitou rozpoustédla.

V nékterych rozpoustédlech je pozorovano dvouexponencionalni vyhasinani.

Rozdil mezi ¢asem zivota emisnich stavil 1ze vysvétlit Casoveé nerozliSenou emisni
anisotropii. Pro nejjednodussi piipad, pro symetricky rotor, lze vyjadrit anisotropii r pomoci

rovnice:

r= r{1+ T—Fj_ : (2.1)

kde ¢ je rotacni korelacni Cas, ro je pocatecni anisotropie a zr je doba Zivota emise znacky (v
naSem piipadé¢ DPH). Pokud zjistime dobu Zivota emise znacky, 1ze v daném prostiedi 1ze jiz

pak snadno dopocist rotacni korelacni cas ¢ a z n¢j pak viskozitu:



\V
0 ZZ_T’ (2.2)

kde 7 je viskozita, V je molarni objem znacky, R je plynova konstanta a T je

termodynamicka teplota.
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3.3 NMR spektroskopie

Nami méfena *H NMR spektroskopie nebyla klasickd, ale méfili jsme tzv. relaxaci.
V tomto piipadé si pod pojmem relaxace miizeme piedstavit méteni, ke nejprve vyvedeme
systém z rovnovahy a pak sledujeme jeho navrat zpét do rovnovazného stavu. Jinymi slovy
1ze Tici, Ze relaxace popisuje jak rychle spiny ,,zapomenou‘ smér do kterého byly orientovany.

Za relaxaci nuklearniho spinového magnetického vektoru M zpét do sméru externiho
magnetického pole Bo jsou zodpovédné dva procesy, oznacme si je Ty a To.

Podélny relaxacni ¢as T1 je vyhasinaci konstantou pro navraceni z-tové komponenty

nuklearni spinové magnetizace M; do termicky rovnovazného stavu M eq:
M,() =M, —[M, ., -M,Qf"", (3.1)
pokud je M; orientovano do plochy xy pak lze psat:

M, () =M, [1-e""), (3.2)

z,eq

Pfi¢ny relaxacni Cas T2 je vyhasinaci konstantou pro komponentu M kolmou na Bo.

M, (t) =M, (0)e '™, (3.3)
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3.4 AFM

AFM neboli mikroskopie atomarnich sil je metoda, ktera se pouziva k trojrozmérnému
zobrazovani povrchi. Metoda pracuje pii velmi vysokém rozliseni je mozné diky ni zobrazit 1
atomy. Existuji dva mozné reZimy a to kontaktni a bezkontaktni. V nasem ptipad¢ jsme
pouzivali bezkontaktni rezim. V tomto pfipad¢ je velmi ostry hrot upevnén na ohebném
nosniku. Mezi zkoumanym vzorky a hrotem AFM neni mechanicky kontakt, ale ptsobi na
sebe predevsim skrze van der Waalsovy sily. Nosnik je v tomto rezimu rozkmitan a je méfena
jeho amplituda. Diky sledovani zmén amplitudy pak Ize sestavit obraz povrchu vzorku.

Pro pohyb hrotu se pouzivaji piezoelektrické skenery, které umoziuji realizovat pohyby
mensi nez desetina nanometru. Ohyb nosniku méfime pomoci laseru a to tak, ze na nosnik
nechame dopadat laserovy paprsek, paprsek se od nosniku odrazi a dopadé na fotodetektor.
Pokud se zméni ohyb nosniku, zméni se 1 misto dopadu na fotodetektoru a tak je mozné urcit

ohyb nosniku.
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4. Vlastnosti latek

4.1 PLA

Polylaktid, nebo také polymlécnad kyselina PLA je biodegradovatelny, alifaticky,
termoplast pattici do skupiny polyesteri. Vyrabi se z cukrové titiny.

Nejprve se fermentaci ziské kyselina mlécna z titinového cukru. Z kyseliny mlécné se
nemuze piimo polymerizovat na PLA, z toho diivodu Ze v kazdé jednotlivé polymerizacni
reakci vznika molekula vody a ta degraduje vznikajici polymerni fetézec tak, ze vznikaji
polymery pouze o malé¢ molekulové hmotnosti. Misto toho se nejprve vznikla kyselina mlé¢na
oligomeruje a poté dimeruje a vznika laktid

PLA o vysoké molekulové hmotnosti se piipravuje z laktidu metodou ring-openening.
Jako katalyzator se pouziva organotin (coZ je katalyzator zaloZzeny na cinu s organickymi

zbytky). V laboratornim méfitku se pouziva jako katalyzator SiCl, .

4.2 PEO

Poly(ethylen oxid), PEO, také znamy jako poly(ethylenglykol), PEG nebo
poly(oxyetylen), POE je polymer pfipravovany z etylenoxidu metodou otevirani kruhti. Tento
polyethert je naptiklad poly(propylenglykol).

Nazvy PEO, PEG a POE jsou z chemického hlediska ekvivalentni. Historicky se vSak tyto
nazvy rozlisuji a to podle molarni hmotnosti daného polymeru.

Poly(etylenglykol) je oligomer nebo polymer s molekulovou hmotnosti do 20 000g/mol,
poly(etylenoxid) je oligomer nebo polymer s molekulovou hmotnosti nad 20 000g/mol a jako
poly(oxyetylen) je ozna¢ovan dany polymer o jakékoliv molarni hmotnosti.

Poly(etylenoxid) je kapalina nebo nizkotajici latka v zavislosti na molekulové hmotnosti.

Poly(etylenglykol) se vyrabi interakci etylenoxidu s vodou, etylenglykolem, nebo
oligomery etylenglykolu. Pii vyrobé se preferuje vyroba s etylenglykolem nebo z jeho
oligomeru pied vyrobou s vodou, z toho divodu, ze pfi vyrobé s vodou ma vysledny
poly(etylenglykol) vyssi polydisperzitu.

Tyto polymerizace je kysele nebo bazicky katalyzovana. V zavislosti na pouzité katalyze
se jedna o bud’ kationtovou nebo aniontovou polymerizaci. Polymerace etylenoxidu patii

mezi exotermické reakce. Piehtati této reakce, nebo kontaminace katalyzatory, mtize vést
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k nefizené polymeraci a dokonce i k vybuchu. Preferuje se aniontova opét z divodu toho, ze
pfi aniontové polymerizaci vznika polymer s nizsi polydisperzitou.

Poly(etylenoxid) se vyrabi suspenzni polymerizaci. Pii této polymerizaci je monomer, ¢i
smés monomeru ve vodné fazi, kde jsou zaroven i malé kulicky (0,01 — 3 mm), které slouzi
jako iniciatory. Tato polymerizace je katalyzovana organokovovymi katalyzatory
(hotecnatymi, hlinitymi a vapenatymi). K tomu, abychom zabranili koagulaci vznikajiciho

polymeru se pridava chelatovaci slozka (dimethylglyoxim).
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4.3 PCL-PEO

Nejcastéjsim zpiisobem piipravy vodného roztoku nanocastic PCL-PEO je rozpusténi
kopolymeru ve smési rozpoustédla vhodného pro hydrofobni blok a vody, ve kterém se
samovolné vytvoii micely. Zastoupeni organické ¢asti smési rozpoustédel se pak postupné
snizuje a to ptidavanim roztoku s nadbytkem vody, destilaci nebo dialyzou proti vod¢. S
asociacnim c¢islem vzniklych micel stoupa termodynamicka kvalita rozpoustédla a klesa se
zastoupenim organické slozky. Dalsi snizovani zastoupeni rozpoustédla vhodného pro
hydrofobni blok vede k takzvanému kinetickému “zamrznuti”. Za timto bodem se jiz
asociacni ¢islo dale neméni. Asociacéni ¢islo ovSem zavisi na koncentraci a slozeni, sloZeni
rozpoustédla, teploté a dalSich faktorech. Velmi slibné pro aplikaci PCL-PEO v Iékaistvi je
fakt, Ze asociacni Cislo a velikost vzniklé ¢astice se d4 ménit riiznymi postupy piipravy.
Umoziuje to vyladit vhodné vlastnosti a minimalizovat pocet syntéz vzorkt rizné délky a
chemického sloZeni.

Dalsi moznou pfipravou je ptimé rozpusténi ve vodé, které je ovSem velmi obtizné, skoro
az nemozné. obecné se nedati rozpustit ptimo polymery s dlouhym hydrofobnim fetézcem ani
jako 0,001 % (hm.). Vangyete a kolektiv?® pfipravili nanoéastice s relativné kratkym PCL
fetézcem (Mnneptesdhlo 3900g/mol) a to ptfimym rozpusténim ve vode o teplote 80°C.
Bohuzel touto metodou se nepodaftilo pfipravit polymery s vy$s$i molarni hmotnosti
hydrofébniho fetézce.

Metodami SANS a SAXS bylo zjisténo, ze micely PCL-PEO pfipravené pfimym
rozpousténim ve vodé za zvysené teploty maji asi 20 nm v priméru,? zatimco micely
pfipravené za pomoci organického rozpoustédla byly daleko vétsi. Dynamickym rozptylem
svétla byl u téchto micel naméten hydrodynamicky polomér 50 nm.

Velmi Casto se jako organicka slozka rozpoustédla pouziva tetrahydrofuran (déle jen
THF). Ve shodé¢ s teoretickymi pfedpoklady bylo zjisténo, Ze s rostouci délkou nerozpustného
bloku kopolymeru (v nagem piipadé PCL) klesa rozpustnost ve smési THF/voda.?* Minimalni
zastoupeni THF ve sledovaném rozpoustédle bylo 60% (brano pro rozpusténi 5 mg
kopolymeru v 1 ml rozpoustédla). Nastiik roztoku PCL/PEO ve smési THF/voda do nadbytku
vody vedlo ke stabilnim mikrocasticim, pouze v ptipad€ pokud zastoupeni THF bylo
80 — 90%.

Zajimavym faktem bylo, Ze vzniklé nanocastice byly pfili$ velké a jejich agregacni Cislo

bylo pfili§ velké pro klasickou micelarni strukturu.

15



Byly jiz popsany konkrétni schopnosti kopolymeru PCL-PEO dopravovat latky na urcita
mista v organismu.R.Savic? a kolektiv zkoumali dopravu barviva na bazi fluoresceinu.
Barvivo bylo navéazano kovalentni vazbou na PCL blok kopolymeru PCL-PEO. Do té doby
nez byly micely rozbity barvivo nemélo zadnou signifikantni flurescenci. Micely byly stabilni
jak v komplexech biologickych medii, tak i pfimo in vivo. (bezsrsta myS§ SKH-1).

P. Vangyete?® a kolektiv piipravili az 5 % (hm.) roztok pfimym rozpousténim ve vodé o
teplote 82 °C. Bylo zjisténo, ze v tomto roztoku vedle sebe existuji jak micely, tak volné
unimery. Opét bylo potvrzeno, ze micely pfipravené piimym rozpousténim maji daleko mensi
polomér nez micely pfipravované rozpoustenim v organickych rozpoustédlech. Dale bylo
Vv tomto ¢lanku publikovéno, Ze agregacni ¢islo micel se snizuje se snizujici se délkou
hydrofébniho bloku. Na velikost vyslednych micel ovSem toto snizovani agregacniho ¢isla
nema vliv, protoze se da fici, Ze polomér micely je skoro vyhradné zavisly na velikosti

hydrofobniho fetézce.
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4.4 PLA-PEO

Nami studovany kopolymer se jiz pouziva a ma i nadalé velky potencial jako latka pro
cilenou dopravu a fizené uvoliovani 1é¢iv. Cilend doprava a fizené uvolnovani 1éCiv se
vyuzivaji z toho divodu, aby se potlaéily nezadouci vlastnosti a 1é¢ivo bylo cilené dopraveno
do pouze urcité ¢asti téla (naptiklad nddoru) a aby zde bylo cilen€ uvoliiovano.

Pokud vyvijime nové 1é¢ivo, velmi Casto vyvstava problém s tim, ze velmi ucinna lé¢iva
maji velké nezaddouci u€inky a naopak 1éciva bez nezadoucich ucinkii (nebo pouze s malymi)
nejsou tak ucinna. Jako dalsi prekazky pfi vyvoji mizeme jmenovat Spatnou distribuci do
cilového organu, obtiznou rozpustnost a dalsi.

V nékterych pfipadech mizeme tento problém fesit prave jiz zminénou cilenou dopravou
1éc¢iv.

Pokud dopravime 1é¢ivou latku pravé a pouze do mista, kde je ji zapotiebi, zvySime tim
jeji ucinnost a potla¢ime nezadouci Gcinky.

Néami zkoumany kopolymer se pouziva pro dopravu hormontl, protinadorovych 1é€iv a
antibiotik. Jeho uc¢innost se jiz prokazala v n¢kolika farmaceutickych produktech, které se jiz
dnes pouzivaji. Za v§echny jmenujme naptiklad Nutropin Depot, vyrabény firmou Genetech,
kde je dopravovanou latkou riistovy hormon, a Decapeptyl, kde je u€innou latkou Triptorelin,
ktera se pouziva pro 1écbu rakoviny prostaty.

Vhodny systém pro dopravu léciva jsou naptiklad nami zkoumané micely. Micela,
nejcastéji ve vodném roztoku, je agregat s hydrofilni ¢4sti molekuly orientovanou do vodné
faze a hydrofobni ¢asti skrytou uvniti micely. Micela je nejcastéji kulicka, alé mize byt i
véalcového nebo elipsoidniho tvaru. Tento tvar zaleZi jak na vlastnostech dané latky, ktera
micely tvofi, tak i na vlastnostech roztoku jako naptiklad pH, teplota apod. Tyto micely
mivaji velikost v fadu desitek nanometrui.

Pro dopravu a uvolnéni 1é¢iva, které je uloZeno v micele do nadoru, je vyuzivano toho, Ze
micely maji vysokou relativni molekulovou hmotnost, a tak jsou prednostné ukladany do
nadori, jelikoZ cévy jsou v téchto nddorech daleko propustné;si nez v ostatni tkani. Proto
miuize t€émito cévami vstoupit do nadoru ¢astice az o velikosti 100 nm, coz je pii velikosti
na$eho kopolymeru 30 nm vice nez dostacujici.?’ Dalsi nedokonalosti nddoru je ¢asto
naprosto neexistujici odvod lymfy. Micely se tedy snadnéji dostanou do nddorové tkané a zde
se hromadi. Koncentra¢né miiZze byt rozdil az o fad oproti koncentraci v okolni tkéni. Spolu
s micelami se v nadoru tedy hromadi i cytostatikum, zatimco ostatni micely se pohybuji

Vv krevnim fecisti, odkud jsou po rozpadu na unimery odfiltrovany ledvinami.
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V roztoku se ustanovuje dynamicka rovnovaha mezi molekulami unimeru a micelami.
Proto miize byt polymerni nosi¢ (pfes svoji vysokou molekulovou hmotnost) vylouc¢en
Z organismu, poté, co dopravi lé¢ivo na misto urceni, a to ve formé& unimeru. Tento
mechanismus bude fungovat pouze za pfedpokladu, Ze unimer ma molekulovou hmotnost pod
renalnim prahem. Jako nevyhodu této nestability 1ze poukézat na to, ze diky tomuto
vylucovani se znac¢né snizuje doba, po kterou latka cirkuluje v krevnim fecisti, a tim se
snizuje jeji t€inost ukladani se v nadoru. Tato nevyhoda se potlacuje chemickym sitovanim
jadra pomoci tzv. biodegradovatelnych vazeb.

Lécivo mize byt v micele navazano dvéma zpusoby, a to bud’ hydrofobni interakci, tedy
rozpus$ténim v jadie molekuly, nebo kovalentni vazbou na polymerni nosi¢. Hydrofobni
vazani je co do principu zna¢n¢ jednodussi a univerzalngjsi, ale je daleko obtiznéjsi fidit
uvoliovani ptipravku z polymerni micely. Naopak pfi pouziti biodegradovatelné vazby
muizeme snadno fidit rychlost uvoliiovani 1é€iva a toto uvoliiéni spustit az poté, co je micela i
S lé¢ivem umisténa v nadoru. Proto nedochazi k uvoliiovani 1é¢iva do krevniho feciste ¢imz se
zvysuje ucinnost dopravy. Jako piiklad mizeme ukazat mechanismus hydrazonové vazby.
Stabilita této vazby se znacné lisi v zavislosti na pH okoli. Proto tedy ve slabé kyselém
prostiedi nadoru (kyselost tohoto prostiedi je zptisobena hypoxii) je tato vazba labilnéjsi nez
V neutralnim prostiedi krevniho fecisté.

Velmi Casto zkoumanou veli¢inou u téchto polymeru je stabilita a jejich
biodegradovatelnost.?

Degradace naSeho polymeru probihd mechanismem nadhodné hydrolyzy hlavniho fetézce.
Stupeni hydrolyzy je pak zavisly na n¢kolika faktorech jako je sloZeni polymeru a jeho
molekulova hmotnost, jeho hydrofobicita a krystalinita. Pokud pouZijeme tento polymer pro
cilenou dopravu 1é¢iv musime uvazit dalsi faktory ovliviiujici hydrolyzu, jako je struktura a
morfologie jeho nanocastice.

V tomto piipad¢ byla studovana a porovnavana biodegradovatelnost naSeho kopolymeru
tedy PLA-PEOQ, dale pak pouze PLA Tyto polymery byly studovany metodami NMR a
diferen¢ni skenovaci kalorimetrie (DSC). DalS$imi metodami k méteni byly test degradace ,,in
vitro* a pro stanoveni molekulové hmotnosti polymeru pak také gelova permeacni
chromatografie. Mezi zajimava zji$téni ziskana z téchto méfeni patii to, Ze teplota skelného
ptechodu Tg je pro PLA-PEO je nizsi nez pro homopolymer PLA. Jak je dobfe znamo, teplota
skelného ptechodu je zavisld na molarni hmotnosti, kterou ma PLA-PEO vétsi nez PLA, ale
obsahuje bloky ethylenoxidu, které naopak tuto teplotu snizuji. Teplota skelného ptechodu

pro polymer v mikrocastici je vzdy vyrazn€ vyssi nez pro polymer v makroskopickém vzorku.
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Lze tici, ze fyzikalni struktura mikrocastice ovlivituje rychlost degradace polymeru, stejné
jako primérnou ztratu molekulové hmotnosti a absorpci vody. A také bylo zjisténo, ze ¢im
vice je polymer hydrofilni, tim je jeho biodegradace rychlejsi. Tedy pokles molekulové
hmotnosti je u PLA-PEO vétsi neZ u homopolymeru PLA a to jak ve vétsi ¢astici tak i

v mikrocastici.

Prvni popis ptipravy ABA trojbloku, kde A je PLA a B je PEO byl publikovan v roce
1987 S. Cohnem a jeho kolektivem®. Kopolymer byl piipraven polykondenzaci kyseliny
mlééné v piitomnosti PEO v inertni atmosféte. Jako katalyzator byl pouzit Sb2O3 a kyseliny
fosforu. Vysledny polymer mél slozeni v rozmezi 20 - 80% molarnich PLA s PEO fetézci o
primérné molekulové hmotnosti 600 az 6000. Znacnou nevyhodou této ptipravy byla
pomérné dlouhd reakéni doba (vEtsi nez 35 hodin) a zna¢na teplota (kolem 200°C)

V roce 1990 se podatilo Dengovi a jeho kolektivu za pouziti chloridl cinu jako
katalyzatorti také ptipravit ABA trojblok.* Polymer byl syntetizovan v makroskopické &astici
pti teplotach 170-200°C a vznikl polymer s pouze jednim pikem v gelové permeacni
chromatografii a s pomé&rmé nizkou polydisperzitou Mw/Mn = 1,39. Uginnost polymerizace
byla v tomto piipadé 84%.

Kolektivu kolem S. Amarpreeta se podatilo syntetizovat PLA-PEO, kdyz jako katalyzator
pouzili 2-ethylhexanoat cinaty, ktery je daleko mén¢ jedovaty nez diive pouzivané
katalyzatory. Polymerizace byla provadéna metodou tzv. otevirdni kruht.® Nasledné pak
mikrocastice vzniklého polymeru uvoliioval vice nez 2 mésice molekuly lidského sérového
albuminu, pfedtim do nich solubilizované.

Zhu a kolektivu se podafilo docilit u¢innosti polymerizace az 96%, kdyz opét pouzili
acetaty cinu jako katalyzator.® Teplota, pfi které polymerizace probihala, byla v rozmezi 180-
190°C a doba polymerizace byla 10 hodin. Vznikly kopolymer mél ov§em pomérné malou
molekulovou hmotnost (méné€ nez 10000) a pomérné vysokou polydisperzitu Mw/Mn = 2,0-
3,0.

Byly zkouseny i dalsi kovové oxidy jako katalyztory a GeO2 a SnO, ovS§em bez uspéchu.
I pti vysokych teplotach byla ucinnost polymerizace nizka. Sh2O3 dokonce zptsoboval
¢asteéné racemizaci L-laktidu. Pouze SnO se ukdzal jako pouZitelny.” Ovsem pii studiu
vzniklého kopolymeru gelovou permacéni chromatografii se na chromatogramu objevily piky,
které odpovidaly vzniklému homopolymeru PLA

Dalsi, komu se povedlo kopolymer syntetizovat, byl Li a kolektiv, ktery jako katalyzator
pouzil zinek a CaH28 Zbytkové ionty zinku a vapniku nebyly ve vzniklém systému toxické a

stopové mnozstvi téchto iontil se snadno odstranilo filtraci po probéhlé polymerizaci.
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Nevyhodou této polymerizace byla jeji dlouha doba, a to 4-7 dni. Dal$i nevyhodou byla nizka
molekulova hmotnost vzniklého polymeru.

Jako dals$i moznost katalyzy Ize pouzit triisopropooxid hlinity pro kopolymerizaci L-
laktidu s poly(ethylenoxidem)® Polymerizace probihala pii 150°C a opét v makroskopickém
vzorku. Vznikly kopolymer byl prométen gelovou permeacni chromatografii, ktera ukazovala
tizkou a unimodalni distribuci molekulové hmotnosti. U&innost této polymerizace byla 90%.

Deng a kolektiv pouzili jako komplexni katalyzator Al( 'Bu)s —HsPO4 — H,0.2° Teplota
polymerizace byla 140-160°C a konverze byla vice jak 90%. Zastoupeni PEO a kvalitni
katalyzator mély vyborny vliv na molarni hmotnost vzniklého polymeru. Distribuce
molekulové hmotnosti byla mala, Mw/Mn =1,29-1,83.

Jako dalsi katalyzatory pro syntézu v roztoku byly pouzity n¢které alkoxidy kovt
vzacnych zemin. Opét Deng a jeho kolektiv publikoval syntézu kopolymeri za pouZiti acetatu
lanthanu jako katalyzatoru .} Tento katalyzator je stabilni a relativng snadny na piipravu.
Konverze ovSem v tomto piipad¢ byla nizka a to 60-87%. Struktura tribloku byla potvrzena
pomoci *C - NMR a 'H — NMR spektroskopie.

Dal$i moznosti je pouziti aniontové polymerizace. Touto metodou se zabyval Jedlinshi a
jeho kolektiv!? a Kricheldorf se svym kolektivem®®. V téchto piipravach bylo pouzito
makroinicidtori a to sodnych a draselnych soli PEO.

Zhu a jeho kolektiv ptipravili pomoci draselnych soli trojolok kopolymeru ABA.14
Aniontova polymerizace probiha velmi rychle, a proto vSechen laktid zreaguje asi béhem 5
minut. Reakce ovSem neni tak selektivni, a proto mé vznikly kopolymer velkou polydisperzitu
a to Mw/M, =3,0-4,2. I pouziti PEO je limitované.

V poslednich letech se nizkomolekularni multiblokovy PLA-PEO pfipravuje postupnou
kondenzaci PEO a PLA.™ Vznikly kopolymer mé4 pomérné tizkou distribuci molarni
hmotnosti Mw/Mn =1,25-1,74. U&innost polymerace je 80-90%.

Pro zlepSeni vlastnosti PLA-PEO lze postupovat tak, Zze mezi bloky fetézce PLA vlozime
segmenty PEO. Deng a jeho kolektiv ptipravovali tyto kopolymery o rizném slozeni PEO
(0-50% PEO).%® Podatilo se také pfipravit blokovy kopolymer o stejném slozeni (10% PEO) a
rizné molarni hmotnosti.

Li a kolektiv také dokazal, Ze vlozeni blokid PEO do PLA mohou sniZit emulzifikaci pii
piipravé mikro¢astice.!” Pi¢inou je pravdépodobné velky rozdil mezi vysokou hydrofilicitou
bloki PEO a hydrofobicitou PLA

Hydrofilni doména kopolymeru mtZe slouZit jako stabilizator proteinu, a tak zlepsit jeho

stabilitu a zvysit efektivitu pfi cilené dopravé 1é¢iv. Bylo zjisténo, Ze mikros¢astice piipravena
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z PLA-PEO ma vyssi nosnou kapacitu nez homopolymer PLA. Degradaci kopolymeru je
mozné ménit slozenim kopolymeru. Molarni hmotnost a hydrofobicitu 1ze upravovat
vkladanim PEO a jeho umistnénim v fetézci.%Jako dalsi kladnou vlastnost lze vyzdvihnout
dobrou biokompatibilitu naSeho kopolymeru pti pokusech in vivo.

Je zde n€kolik divodl pro¢ pouzit pravé PLA-PEO pfi cilené doprave proteini. jednim z
dulezitych divodu je zvySeni stability proteinu pii prepravé pravé PLA-PEO. Jako dalsi
diivod miizeme jmenovat to, Ze mikrocastice PLA-PEO se uvoliiuji priibézné a plynuleji nez
jsou-li uvoliiovani ze samotného PLA. Na zavér Ize zminit, ze biodegradace PLA-PEO je
velmi zavisla na molarni hmotnosti a proto mtize byt velmi snadno ladéna molarni hmotnosti
PEO a/nebo pomérem mezi molarni hmotnosti PEO a PLA. Jako viceméné jen ¢astecnou
vyhodu z hlediska chemie (spiSe Ize fici, Ze tato vlastnost je vhodna pro transport) je mozno
uvést, ze mikro¢astice PLA-PEO lze lyofilizovat do pevné faze, kterd je daleko vice vhodna
pro transport, chlazeni a skladovani nez kapalna faze.

Jak je jiz ztejmé je mnohem vyhodnéjsi pouzit PLA-PEO pro cilenou dopravu proteinti

nez samotny PEO nebo PLA

5. Experimentalni ¢ast
5.1 Chemikalie

Nami pouzivany kopolymer PLA-PEO byl zakoupen od firmy Aldrich. jeho

charakteristiku mazete vidét v tabulce 1.
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Tabulka 1:

vzorek Mw Mw(PLA) Mx(PEO) Mw/Mn
PLA-PEO 24,8 3,7 2,5 1,20
PCL-PEO 20,8 2,7 2,5 1,19

molekulova véaha je udavana v kg/mol.

DPH bylo nakoupeno od firmy Fluka, stejn¢ jako aceton a tetrahydrofuran. Jako
rozpoustédlo byla pouZivana deinonizovana voda. Pro NMR méfeni byly pouzivany CDCl3 a
D20, (99,8% D) Chemotrade (Lipsko, SRN).

K ptipravé vzorku PLA-PEO bylo pouzito nasledujiciho postupu.10 mg vzorku jsem
rozpustil ve smési THF/voda (zastoupeni THF 90%) a nechal na tfepacce klepat do druhého
dne. Tento roztok byl pak po kapkach ptikapavan do 4 ml vody, za stdlého michani. Nakonec
byl vznikly roztok nékolikrat dialyzovan proti vodé, aby se vyplavil vSechen THF. Stejné bylo
postupovano pfi ptipraveé vzorku pro NMR, pouze s tim rozdilem, Ze misto vody byla pouzita
tézka voda.

Pfi znaceni vzorku pomoci DPH byl ptidan 1 ul 5 mM roztoku DPH v acetonu do 2 ml
vodného roztoku hvézdicového kopolymeru (¢ = 1,5mg/ml). Po pfidani této znacky se roztok

nechal 24 hodin ustalit.
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5.2 Pristrojové vybaveni
Meéteni rozptylu svétla bylo provadéno na fotometru ALV (Langen, Némecko),

skladajiciho se z He-Ne laseru (A = 633 nm), goniometru ALV CGS/8F, detektoru ALV high
QE APD a korelatoru ALV 5000/EPP. Roztok byl pfed méfenim ptefiltrovan na ptes
mikrofiltry Acrodisk (0,45 um) a méteni probihalo pii 20 °C.

AFM bylo méfeno na Digital Instrument NanoScope dimension 3, vybaveném
kifemikovymi hroty o tuhosti 40 N/m. Polymerni micely byly umistény na Cerstvych
odlouplych platkach slidy (teoreticky vzorec KMgzAlSizO10(OH).). Po naneseni vzorku na
slidovou desticku z n¢j byla odpafena voda a byl suSen cca 5 hodin ve vakuové picce.

'H NMR spektroskopie v CDCls a D20 byla méfena na spektrometru Varian 300 pfi 25
°C.

Jako referenc¢ni signaly byly pouzity rezidudlni signdly rozpoustédel (7,26 ppm pro
chloroform a 4,80 ppm pro vodu)

Stacionarni fluorescence a anisotropie byly méfeny v 1 cm ¢tvercové kyvete na
fluorometru SPEX Fluorolog 3 — 11. Casové rozligena fluorescence byla méfena metodou
¢asove€ korelovaného ¢itani fotont na piistroji Edinburgh ED 299 T. Fluorometr byl vybaven
zdrojem NanoLED (IBH, Glasgow, Velka Britanie). Pulsni dioda emitovala svétlo s vinovou

délkou 4 = 370 nm, Sitkou pulsu 1,5 ns a repeti¢ni frekvenci 1 MHz.
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6. Vysledky a diskuze

V mé praci jsem studoval kopolymer PLA-PEO metodami dynamického a statického
rozptylu svétla (DLS a SLS), *H NMR spektroskopii, mikroskopii atomarnich sil (AFM) a
fluorometrii. Ziskana data pak byla porovnana s daty kopolymeru PCL-PEO.

Oba kopolymery mély stejnou strukturu, a to ¢tyframenné hvézdice, kde ramena byla z
hydrofilnich blokl a uvnitt, v centru byly bloky PEO. Na zékladé¢ toho, Zze PLA je méné
hydrofobni nez PCL bylo moZzné piedpokladat, ze asociacni Cislo bude nizsi pro prvni

zminény kopolymer. Ukézalo se, ze tato predstava pro popis nestaci.

6.1 DLS a SLS

Me¢éfteni dynamického rozptylu (obr. 1) odhalilo, Ze oba polymery maji unimodalni, ale

ovsem pomeérné Sirokou distribuci velikosti ¢astic.

Obr 1.

A(7)

Distribu¢ni ktivky hydrodynamickych polomért ziskané métenim DLS pro kopolymer (a) (PCL-PEO)sa (b)
(PLA-PEO)4 0 koncentraci ¢ = 1,5 g/l. Méfeni bylo provadéno pti thlech 6 = 45° (kiivka 1), 90° (ktivka 2) a
135° (ktivka 3).
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Velka polydisperzita ¢astic obou kopolymeri (zvlasté pak (PCL-PEQ)4) zptisobuje
znacnou zavislost hydrodynamického poloméru a difuzniho koeficientu na thlu méteni.
(obr. 2)

Obr. 2
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Zavislost diftizniho koeficientu na &tverci rozptylového vektoru g2. Koncentrace kopolymeru byla ¢=1,5
g/l. Ktivka 1 (PCL-PEO)a, kiivka 2 (PLA-PEO)s,.

Nejprve jsme zméfili SLS pro (PLA-PEO)s ovSem ziskana data se nedala zpracovat
Zimmuv diagramem. Proto byly zachovany pouze data pro rozptylové thly od 60°-150°. Tato

data jiz poskytovala rozumné vysledky viz obrazek 3.
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obr 3.

x 108
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7.30
=
=
o
x 6.70
L2
[3)
x
6.10
3.50
1 1 1 1 1
0 600 1200 1800 2400
(g*+kc) X pm?
M) 1.784e+07 aimol M a®) 1.794e+07 gimol
A2 2 7292-08 mol dmefg® Rg 2.590e+01 nm
Vysledky z SLS a DLS jsou ukazany v tabulce 2.
Tab 2.
kopolymer — Mw*99x10°(g/mol) (S22 (nm (RwD)i(hm) p2  Z° derr(g/cm®)©
)
(PCL-PEO)s 1318 235 201 1.17 63400 0.021
(PLA-PEO); 7.8 37 38 0.97 314 0.019

a — pomér hydrodynamického a gyraéniho poloméru p = (5272 (Ru);
b — asociacni ¢islo

¢ — efektivni hustota deft = 3Mw(Rr™)3/47NA
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Nanocastice (PCL-PEO)4 jsou vétsi a maji vy$s$i molarni hmotnost nez nanocastice
ptipravené z kopolymeru (PLA-PEO)s. Hodnoty poméru gyra¢niho a hydrodynamického
poloméru ukazuji, ze nanocastice (PLA-PEQO)4 jsou kompaktnéjsi nez nanocastice PCL-
PEQ)s. Z divodu vysoké polydisperzity je nutné se timto zabyvat hloubé&ji. Pro polydisperzni
vzorky se pro porovnani jejich kompaktnosti pouziva efektivni hustota. Jak je vidét z tabulky
2, ta je srovnatelna pro oba kopolymery. Lze tedy fici, ze oba kopolymery maji strukturu
osmaocenych agregati obklopenych vodou.

Struktura studovanych hvézdic se podoba n¢kolika trojblokiim ABA (kde A a B jsou
rozpustné a nerozpustné bloky), spojenych v centru fetézce (obrazek 4a). Domivam se, ze
pokud ma ¢tyframenna hvézdice stejné asociacni chovani jako trojblok ABA, potom
hvézdicovy kopolymer muze tvofit ,,kvétinové™ micely (z angl. flower micelles) (obrazek 4b)
S jadrem z hydrofobniho bloku a obalem z PEO blokd. Na rozdil od (PLA-PEQO)s nemtize mit
(PCL-PEO)4 klasickou micelarni strukturu, protoze jeho gyraéni polomér je vice jak sedmkrat
vEtsi nez rameno hvézdice a jeho asociacni ¢islo je pfili§ velké. Muze tedy mit bud’ strukturu

vesikuly, nebo micelarnich agregatt (shluku micel).
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Pro zjisténi pfesné struktury bylo zméfeno SLS v rozsahu 20° - 150° s krokem 2,5° pro
velmi zfedény roztok (PCL-PEQO)s (c = 15 mg/1). Ziskané body P(q)
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(P(9)=Re(q,co)/ReA(g—0,co) byly vyneseny do Kratkyho digramu (P(q)g? na q) (obrazek 5a)
spolu s daty pro (PLA-PEO)4 (c = 180mg/1) (obrazek 5b). Pro porovnani obsahoval obrazek 5
form faktory tuhych kouli (Carkovana ¢ara), sférické vrsty (teCkovana ¢ara) a polydisperzniho
klubka (plna ¢ara) experimentalng ziskanych pro (PCL-PEO)4 (52);!2 = 235 nm a pro (PLA-
PEO)4 (5%, = 37 nm.

Obr 5
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Rozptyl svétla pro (PLA-PEO)4 mize byt popsan Guinierovou aproximaci pro cely rozsah
méfenych thli a odchylka od form faktort pro (S%),"2 = 37 nm je zanedbateln4. Na rozdil od
toho kopolymer (PCL-PEO)4 poskytuje pfi vyssich hodnotach rozptylového uhlu g znaénou
odchylku od form faktoru tuhych kouli pro (S?);'2 = 235 nm a ukazuje se, Ze 1épe se da popsat
pomoci form faktoru polydisperznich klubek s tim, Ze ¢astice maji vyssi hustotu (jak jadra,
tak propojujicich PEO fetézcl) v centru, nez na okraji. Lze tedy fici, Ze koplymer (PCL-
PEO)s4 ma strukturu shluku micel.

Tento zavér je navic podepien faktem, ze konformace na pbr. 4b je entropicky
nevyhodnd, coz vede k systému shluku micel propojenych sdilenymi unimery.

Neni bez zajimavosti, ze Lu a kolektiv?? popsal étyframenny hvézdicovity kopolymer
(PCL-PEQ)s s kratsimi PCL bloky poskytujici sol-gel ptechod piesné pti kritické koncentraci

ve vodnych roztocich. Je pravdépodobné, Ze tento kopolymer bude mit podobnou stavbu jako
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mnou studovany v zfedéném roztoku. Z toho diivodu je pravdépodobné Ze shluky micel jsou
sloZeny z relativné malych stavebnich bloki, tedy z nékolika malo nerozpustnych jader

(kineticky zamrzlych) s relativné dlouhymi a solvatovanymi PEO bloky.

6.2 AFM

Obrazky z méfeni AFM jsou oznaceny 6a a 6b. Na téchto skenech je mozné krasné vidét
iregularitu a polydisperzitu ¢astic Dal$im vystupem z AFM jsou grafy a obrazky ukazujici
jednu c¢astici shora (horni fada) a zespodu (spodni fada) (7a — PCL-PEOQ) (7b — PLA-PEO).
Jak je vidét na obr. 7a kopolymer s PCL je zna¢né deformovan a to do tvaru ,,livancu®, které
m¢ély horizontalni velikost asi 1 um a vysku asi 4 nm. Tato deformace byla patrnd i u
kopolymeru PLA-PEO, ale nebyla zdaleka tak velka, je vidét, Ze kopolymer ma klasickou
micelarni strukturu(b). Struktura nanocastic, poté co jsou vysuseny pted AFM, se drasticky

meéni.

Obrazek 6:
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Obrazek 7:
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6.3 'H NMR spektroskopie

00 02 04 06 08
X/ pm

Naméfena spektra PLA-PEO a PCL-PEO v D20 jsou spolu se spektry v CDClg, coz je

dobré rozpoustédlo pro oba bloky, na obrazkach 8a a 8b. Mensi obrazky vloZzené do spekter

ukazuji signaly CHs protonti z PLA a CH2 z PCL, normalizované na intenzitu signdlu CH20

v PEO. Srovnani spekter neukazuje pouze rozsifeni signali PLA a PCL protont

V nanocasticich v porovnani s unimery PLA-PEO a PCL-PEO v CDCls, ale i markantni rozdil

v intenzitdich PLA a PCL protonovych signalti vii¢i protonim v CH20 v PEO na 3,7 ppm

méfenych v D20 roztoku. Bylo zjisténo ze pii méteni (PCL-PEO)4 v D20 je signal z

hydrofébnich blokt siln€ potladen, z toho je tedy jasné, Ze pohyblivost jadra z PCL je vétsi

nez v ptipad¢ jadra PLA.
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Obrazek &:
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6.4 Fluorescence

Vysledky z méteni Casové rozliSené fluorescence jsou na obrazku 9 spolu se spektry
ze stacionarni fluorescence. Parametry dvojexponencialoniho prokladu vyhasinani ,
vypoctena doba zivota a stacionarni anisotropie jsou v tabulce 2. Jak je vidét z této tabulky

(konkrétné podle doby zivota), tak umisténi znacky v (PLA-PEO)4 je vice heterogenni a ma
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mensi pramérnou mikropolaritu nez v kopolymeru (PCL-PEQ)a. Tento vysledek je zna¢né
ptekvapivy, kdyz si uvédomime, ze PLA je mén¢ hydrofilni nez PCL. Jedno z moznych
vysvétleni je to, ze domény tvofené PCL jsou natolik malé, ze nedokazou pojmout molekuly
DPH, a tak jsou ¢astecn¢ obklopeny polarnim mikrookolim mimo jadro.

obr 9.

10* ¢ . : : :
10° 3
§2]
c
S
o
O 102 L
10" M
Y T .
20 40 60 80
Time/ ns

Rotacni korelacni ¢asy vypoctené podle rovnice 2.1 (pocatec¢ni hodnota anisotropie DPH
ro=0,362) méfené v glycerolu, pii teploté -60 °C jsou také uvedeny v tabulce 3. Ve shodé
s vysledky z NMR spektroskopie miizeme fict, ze ziskané hodnoty ¢ ukazuji, ze rotacni

pohyb DPH v (PLA-PEO)4 je vyznamné omezeny nez v piipadé (PCL-PEO)as.

Tabulka 3:
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kopolyme

r 1% (NS) Fq? 8,22 (nS) ° (ns) r ¢%(ns)
PLA-PEO 7,1 0,97 0,5 6,89 0,119 34
PCL-PEO 11,8 0,67 6,2 9,96 0,295 43,8

a — parametry pro dvojexponencialni fit vyhasinani
1(t)oc | /2p s fexp(=t/ e, )+ |@—F)/ 7, Jexp(=t/ 7 )
b — doba Zivota emise t. = Ft., + (1-F e,

C — stacionarni anisotropie

d — korelaéni ¢as rotace. (viz rovnice 2.1)
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7. Zaver

Z naméfenych vysledku tedy vyplyvalo, kopolymer (PCL-PEO)4 nemiize mit na rozdil od
(PLA-PEO); klasickou micelarni strukturu, protoze jeho agrega¢ni ¢islo je prilis velké a dale,
ze pokud jsou molekuly v kineticky zamrzlém nerovnovazném stavu, tak vyssi flexibilita PCL
bloki oproti PLA (viz vyse) v jadie mize ovlivnit priub¢h asociace.

Z dat ziskanych metodou AFM tedy mizeme opét fici, ze (PLA-PEQ)s ma klasickou

vvvvvv

slozenou z né€kolika domén, které poskytuji riznou interakci s hrotem AFM.
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