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1. ⁄vod

Trval˝ nedostatek lidsk˝ch d·rc˘ tk·nÌ a org·n˘ pro trans-
plantaci dal vznik novÈmu oboru aplikace polymer˘ v me-
dicÌnÏ, tzv. imunoprotekci. Tato metoda spoËÌv· v obalenÌ
bunÏk nebo mal˝ch kousk˘ tk·nÌ produkujÌcÌch proteiny, en-
zymy Ëi jinÈ bioaktivnÌ l·tky do semipermeabilnÌ membr·ny,
kter· je chr·nÌ p¯ed buÚkami imunitnÌho systÈmu hostitele.
Koncepce imunoprotekce zahrnuje dva kroky: 1) p¯Ìpravu
jakÈhosi mikro-bioreaktoru, produkujÌcÌho bioaktivnÌ l·tky,
jejichû nedostatek se projevil v organismu pacienta a 2) n·-
slednou implantaci do tÏla pacienta, umoûÚujÌcÌ pak dlouho-
dobÏ vyrovn·vat hladinu tÏchto deficitnÌch l·tek.

Pro enkapsulaci bunÏk lze volit jednu ze dvou vyuûÌva-
n˝ch forem1. Mikroenkapsulaci, p¯i kterÈ jsou buÚky enkapsu-
lov·ny do mnoha sfÈrick˝ch kapsulÌ o pr˘mÏru 100ñ600 µm,
a makroenkapsulaci, p¯edstavujÌcÌ enkapsulaci velkÈho mnoû-
stvÌ bunÏk nebo jejich klastr˘ do kapsulÌ ¯·dovÏ vÏtöÌch roz-
mÏr˘ a r˘zn˝ch tvar˘, nebo do dut˝ch vl·ken o pr˘mÏru
0,5ñ6 mm a celkovÈ dÈlce 0,5ñ10 cm. Oba zp˘soby majÌ svÈ
v˝hody a nev˝hody. Mikrokapsule umoûÚujÌ transplantovat
velkÈ mnoûstvÌ bunÏk v malÈm objemu a jejich hlavnÌ v˝ho-
dou je snadn· implantace, nev˝hodou m˘ûe b˝t obtÌûnÏjöÌ
eventu·lnÌ zpÏtnÈ vyjmutÌ. Naproti tomu rozmÏrnost makro-

kapsulÌ omezuje v nÏkter˝ch p¯Ìpadech jejich pouûitÌ, jsou
vöak sn·ze vyjÌmatelnÈ po ukonËenÌ aplikace. Volba zp˘sobu
enkapsulace je tak do znaËnÈ mÌry urËov·na objemov˝mi
moûnostmi v cÌlenÈm mÌstÏ implantace. V tomto Ël·nku se sou-
st¯edÌme na v˝voj a p¯Ìpravu polymernÌch materi·l˘ pro mi-
kroenkapsulaci bunÏk a ¯eöenÌ problÈm˘ s tÌm souvisejÌcÌch.

P¯estoûe prvnÌ pr·ce zab˝vajÌcÌ se mikroenkapsulacÌ bio-
logicky aktivnÌch materi·l˘2 (hemoglobinu, enzym˘, protei-
n˘, bunÏk, mikroorganism˘ aj.) byla publikov·na jiû v r. 1964,
k intenzivnÌmu rozvoji imunoprotekce doölo aû v obdobÌ dvou
poslednÌch dek·d, coû je podmÌnÏno jak dosaûen˝m pokrokem
v technologii kultivace bunÏk a tk·nÌ, tak v˝vojem v oblasti
biopolymer˘ a v neposlednÌ ¯adÏ interdisciplin·rnÌ t˝movou
spolupr·cÌ v oblasti chemie polymer˘, imunologie, bunÏËnÈ
a molekul·rnÌ biologie a chirurgie.

2. BunÏËn· terapie, mikroenkapsulace bunÏk

BunÏËn· terapie je relativnÏ nov· biomedicÌnsk· disci-
plÌna, kterou lze charakterizovat jako terapeutickÈ zav·dÏnÌ
bunÏk do organismu pacienta. V p¯ÌpadÏ mikroenkapsulace
b˝vajÌ tyto buÚky uzav¯eny do polymernÌch mikrokapsulÌ
a n·slednÏ implantov·ny do tÏla pacienta s cÌlem lÈËit nemoci
zp˘sobenÈ obvykle selh·nÌm sekreËnÌ Ëinnosti bunÏk. Cel˝
koncept je zaloûen na imunoprotekci, tj. separaci implan-
tovan˝ch bunÏk semipermeabilnÌ polymernÌ membr·nou od
r˘zn˝ch typ˘ bunÏk a jin˝ch sloûek imunitnÌho systÈmu hos-
titele. Tento zp˘sob umoûÚuje ˙spÏönou implantaci bunÏk bez
pouûitÌ imunosupresiv. PolymernÌ membr·na musÌ z·roveÚ
umoûÚovat dostateËn˝ p¯Ìsun kyslÌku a nÌzkomolekul·rnÌch
bunÏËn˝ch ûivin do kapsulÌ a naopak, difuzi terapeutick˝ch
produkt˘ bunÏËnÈ sekrece a bunÏËnÈho odpadu z kapsulÌ do
tÏla pacienta (obr.1).

Pro ˙Ëely bunÏËnÈ terapie lze vyuûÌt t¯Ì druh˘ bunÏk:
i) autolognÌch (vlastnÌ buÚky pacienta nebo jednovajeËnÈho
dvojËete), ii) alogennÌch (od jinÈho lidskÈho d·rce) a iii) xe-
nogennÌch (zvÌ¯ecÌch). PouûitÌ xenogennÌch bunÏk umoûÚuje
eliminovat nedostatek lidsk˝ch d·rc˘, specifick˝ genov˝ pro-
dukt tÏchto bunÏk vöak nesmÌ b˝t s·m o sobÏ imunogennÌ.
EnkapsulovanÈ buÚky jsou implantov·ny do p¯Ìsluön˝ch cÌlo-
v˝ch mÌst v tÏle pacienta (b¯iönÌ dutina, mozek), kde tato
aplikace umoûnÌ produkci p¯ÌsluönÈho terapeutickÈho pro-
duktu v z·vislosti na jeho pot¯ebÏ v hostitelskÈm organismu.
⁄spÏönost imunoprotekËnÌ bunÏËnÈ terapie pro lÈËbu nemocÌ
zp˘soben˝ch ztr·tou sekreËnÌ funkce bunÏk byla ovÏ¯ov·na
na zvÌ¯ecÌch modelech, v nÏkter˝ch p¯Ìpadech jiû i v klinickÈ
praxi. V˝sledky studia jsou publikov·ny v ¯adÏ pracÌ se zamÏ-
¯enÌm na lÈËbu diabetes mellitus3ñ9 , Parkinsonovy nemo-
ci10ñ12, Alzheimerovy nemoci13ñ14, Huntingtonovy choroby15,
chronick˝ch bolestÌ16ñ18, selh·nÌ funkce ledvin19, jater20 a pod-
vÏsku mozkovÈho21, lÈËbu anemie22, hemofilie B323 a amyo-
trofnÌ later·rnÌ sklerÛzy24.

* autor pro korespondenci
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3. Poûadavky na materi·ly
pro mikroenkapsulaci bunÏk

Polymery pouûÌvanÈ pro enkapsulaci bunÏk musÌ splÚovat
celou ¯adu poûadavk˘. P¯edevöÌm nesmÌ b˝t toxickÈ ani mu-
tagennÌ (kancerogennÌ Ëi teratogennÌ). MusÌ vykazovat velmi
dobrou biologickou sn·öenlivost (biokompatibilitu), dostateË-
nou mechanickou stabilitu, vysokou odolnost v˘Ëi degradaci,
nehydrolyzovatelnost za fyziologick˝ch podmÌnek a dobrou
interakci  s  buÚkami.  D·le je nutno definovat mÌru jejich
prostupnosti pro molekuly biologickÈho p˘vodu.

Biokompatibilita biomateri·l˘ (vöech materi·l˘ pouûÌva-
n˝ch pro medicÌnskÈ aplikace) je definov·na jako schopnost
materi·lu vyvolat p¯ijatelnou odezvu v organismu hostitele p¯i
danÈ aplikaci25. Jiû z tÈto definice lze odvodit, ûe biokompati-
bilita nenÌ û·dnou jednoznaËnÏ definovanou vlastnostÌ, n˝brû
multifunkËnÌm pojmem. ZavedenÌm cizÌho tÏlesa do ûivÈho
organismu doch·zÌ vûdy k p¯irozenÈ reakci imunitnÌho systÈ-
mu a snaze toto tÏleso z organismu vypudit. Po implantaci
biopolymeru lze tedy za Ñp¯ijatelnou odezvu organismu hos-
titeleì povaûovat stav, kdy projevy reakce imunitnÌho systÈ-
mu, jako je obr˘st·nÌ neû·doucÌmi fibrÛznÌmi tk·nÏmi, akti-
vace makrof·g˘ vyvol·vajÌcÌ z·nÏty, degradace biopolymeru
aj., jsou zanedbatelnÈ, nebo alespoÚ minimalizov·ny na p¯ija-
telnou mÌru. Praxe ukazuje, ûe hlavnÌmi faktory, kterÈ ovliv-
ÚujÌ biologickou sn·öenlivost biopolymer˘, jsou chemickÈ
a morfologickÈ vlastnosti jejich povrch˘, tedy komponent,
p¯ich·zejÌcÌch do p¯ÌmÈho styku s organismem hostitele. BÏû-
nÏ se testy na biokompatibilitu materi·l˘ prov·dÏjÌ histologic-
k˝mi postupy po explantaci vzork˘.

P¯i volbÏ polymer˘ pro enkapsulaci bunÏk je nutno mÌt na
z¯eteli vyhovujÌcÌ permeabilitu (propustnost) materi·lu. Poly-
mernÌ membr·na musÌ zajiöùovat dostateËn˝ p¯Ìsun nÌzkomo-
lekul·rnÌch ûivin enkapsulovan˝m buÚk·m a difuzi produkt˘
jejich sekrece; naproti tomu musÌ zamezit kontaktu imunolo-
gick˝ch l·tek (imunoglobulin G, imunoglobulin M a dalöÌ
doplÚujÌcÌ frakce s relativnÌ molekulovou hmotnostÌ v rozmezÌ
100 000ñ500 000). Jde tedy o p¯Ìpravu semipermeabilnÌ mem-
br·ny s prahem propustnosti relativnÌ molekulovÈ hmotnosti
»100 000. Tento d˘leûit˝ poûadavek pro zachov·nÌ spr·vnÈ
funkce a ûivotnosti enkapsulovan˝ch bunÏk splÚujÌ polymernÌ
hydrogely, vyznaËujÌcÌ se botnavostÌ ve vodÏ a rovnÏû ve
fyziologickÈm prost¯edÌ. Jejich trojrozmÏrn· struktura je ve
zbotnalÈm stavu prostoupena soustavou pÛr˘ a mikropÛr˘,
umoûÚujÌcÌ difuzi nÌzkomolekul·rnÌch l·tek. Optim·lnÌ veli-

kost pÛr˘ lze ovlivnit volbou typu hydrogelu a podmÌnek jeho
p¯Ìpravy. »ast˝m nedostatkem hydrogel˘, p¯edevöÌm tÏch,
kterÈ v·ûou vÌce vody, je jejich nedostateËn· mechanick·
pevnost a zv˝öen· lepivost. ObÏ tyto neû·doucÌ vlastnosti je
nutno minimalizovat a zamezit tak neû·doucÌmu kolapsu sfÈ-
rickÈho tvaru a shlukov·nÌ mikrokapsulÌ.

DalöÌm d˘leûit˝m poûadavkem je dobr· tolerance polyme-
ru buÚkami, kterÈ majÌ b˝t enkapsulov·ny. Je t¯eba mÌt na
z¯eteli nejen co nejdelöÌ ûivotnost, ale i dobrou metabolickou
aktivitu enkapsulovan˝ch bunÏk. BuÚky majÌ na svÈm povr-
chu celou  ¯adu  receptor˘,  pomocÌ kter˝ch  reagujÌ  na  svÈ
nejbliûöÌ okolÌ. ZjednoduöenÏ ¯eËeno, p¯i dobr˝ch interakcÌch
s polymerem doch·zÌ k rozprost¯enÌ bunÏk na polymernÌm
povrchu a k dobrÈ metabolickÈ aktivitÏ, zatÌmco v opaËnÈm
p¯ÌpadÏ se buÚky shlukujÌ, neadherujÌ na povrchu a jejich
sekrece je omezen·. Tyto prim·rnÌ odezvy bunÏk na polymernÌ
materi·l lze studovat vizu·lnÏ pod mikroskopem.

Z uvedenÈho p¯ehledu je evidentnÌ, ûe v˝bÏr polymernÌch
materi·l˘ pro enkapsulaci bunÏk, kdy je nutno vyhovÏt mnoû-
stvÌ poûadavk˘, Ëasto vz·jemnÏ protich˘dn˝ch, je velmi n·-
roËn˝ a vyûaduje multidisciplin·rnÌ p¯Ìstup.

4. Polymery na b·zi komplex˘ polyelektrolyt˘

PrvnÌ funkËnÌ enkapsulaËnÌ systÈm byl p¯ipraven z kom-
plexu p¯irozen˝ch polymer˘ algin·t-poly(L-lysin)3,26ñ28, kter˝
je ve vodÏ nerozpustn˝ a vznik· reakcÌ vodn˝ch roztok˘
polyaniontu (algin·t) a polykationtu poly(L-lysinu) (PLL).
Komplexy polyelektrolyt˘ jsou dlouho zn·mÈ l·tky29, kterÈ
naöly öirokÈ pole vyuûitÌ, mj. v p¯ÌpravÏ ultrafiltraËnÌch, mi-
krofiltraËnÌch a jin˝ch typ˘ membr·n pro separaËnÌ proce-
sy. Charakteristick˝m rysem tvorby komplex˘ elektrolyt˘ je
vznik p·r˘ opaËnÏ nabit˝ch iont˘, kterÈ drûÌ celou trojrozmÏr-
nou strukturu elektrostatick˝mi coulombick˝mi silami.

Princip p¯Ìpravy mikrokapsulÌ z komplexu algin·tu a PLL
spoËÌv· v odkap·v·nÌ kapiËek roztoku alkalickÈ soli algin·tu
z d·vkovacÌ jehly do roztoku PLL, kde se na povrchu algin·-
tov˝ch kapiËek tvo¯Ì komplex a doch·zÌ k inverzi f·zÌ (vylou-
ËenÌ mikrokapsulÌ v pevnÈ f·zi). Po urËitÈ reakËnÌ dobÏ je
p¯ebyteËn˝ PLL odstranÏn a vzniklÈ mikrokapsule promyty.
Velikost a rychlost tvorby mikrokapsulÌ je regulov·na koncen-
tracÌ roztoku algin·tu, pr˘mÏrem d·vkovacÌ jehly a tlakem
vzduchu, kter˝ kapiËky un·öÌ. P¯i enkapsulaci jsou buÚky
p¯edem suspendov·ny do v˝chozÌho roztoku algin·tu, zb˝va-
jÌcÌ postup je stejn˝.

Obr. 1. SchÈma mikrokapsule a jejÌ funkce

polymernÌ membr·na
buÚky a protil·tky imunitnÌho systÈmu

enkapsulovanÈ buÚky
kyslÌk, glukosa, ûiviny

bunÏËnÈ produkty
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PrvnÌ aplikace mikrokapsulÌ algin·t-PLL v pokusn˝ch
zvÌ¯atech byly optimistickÈ z hlediska jejich biokompatibility,
jako nedostatek se vöak projevila jejich omezen· mechanick·
stabilita (mÈnÏ neû t¯i mÏsÌce), v˝znamnÏ limitujÌcÌ moûnosti
klinickÈho pouûitÌ tohoto materi·lu. DegradacÌ stÏn kapsulÌ
hrozÌ imunizace p¯Ìjemce buÚkami d·rce a moûnost rozvoje
autoimunnÌch onemocnÏnÌ. V pr˘bÏhu dalöÌch let v˝voje po-
lymernÌch materi·l˘ pro mikroenkapsulaci bunÏk se proto
auto¯i zamÏ¯ili na zlepöenÌ jejich biokompatibility a hlavnÏ
mechanickÈ stability. V˝hoda jednoduchÈho postupu p¯i p¯Ì-
pravÏ mikrokapsulÌ na b·zi komplex˘ polyelektrolyt˘ i nad·le
p¯edurËovala volbu v˝chozÌch materi·l˘, o Ëemû svÏdËÌ mnoû-
stvÌ d·le uveden˝ch publikovan˝ch modifikacÌ tohoto systÈmu.

Je zn·mo, ûe povrchy materi·l˘ s pozitivnÌmi n·boji jsou
v˝born˝mi substr·ty pro r˘st bunÏk. P¯ebyteËnÈ pozitivnÌ
n·boje na povrchu mikrokapsulÌ algin·t-PLL vöak vyvol·valy
tk·Úovou reakci, vedoucÌ k omezenÌ pr˘chodnosti nÌzkomo-
lekul·rnÌch produkt˘  semipermeabilnÌ membr·nou  kapsulÌ
a k n·slednÈmu uhynutÌ enkapsulovan˝ch bunÏk. Snaha o po-
tlaËenÌ tohoto nedostatku byla realizov·nan·slednou komple-
xacÌ30,31povrchovÈ vrstvy mikrokapsulÌ roztokem polyanion-
tu. TÌm byly vysyceny volnÈ aminoskupiny PLL a v˝sledn˝
povrch zÌskal naopak negativnÌ n·boje, vykazujÌcÌ lepöÌ bio-
kompatibilitu. Jako polyanion byla vÏtöinou opÏt pouûita al-
kalick· s˘l algin·tu. Takto zÌskanÈ mikrokapsule p˘sobily p¯i
aplikaci menöÌ z·nÏtlivost, jejich obr˘st·nÌ fibrÛznÌmi tk·nÏmi
se zpomalilo a prodlouûila se tak jejich mechanick· stabilita
a ûivotnost enkapsulovan˝ch bunÏk na öest mÏsÌc˘ a dÈle.

V˝raznÈho zlepöenÌ biokompatibility mikrokapsulÌ algi-
n·t-PLL bylo dosaûeno v p¯ÌpadÏ, kdy v˝chozÌ algin·t byl
p¯eËiötÏn  dial˝zou s PBS (pufrovan˝ fyziologick˝ roztok,
zkratka z angl. phosphate buffered saline) za p¯Ìtomnosti l·tky
schopnÈ redukovat disulfidovÈ vazby asociovan˝ch protei-
n˘32, jako nap¯. dithioerythritolu a 2-sulfanylethanolu. TÌmto
postupem  byl podstatnÏ  snÌûen  obsah  protein˘ v  algin·tu
a p¯edevöÌm byly odstranÏny disulfidovÈ vazby, kterÈ mohou
vyvol·vat p¯i implantaci neû·doucÌ reakce. PozitivnÌ v˝sledky
byly potvrzeny po implantaci tÏchto mikrokapsulÌ s enkapsu-
lovan˝mi Langerhansov˝mi ostr˘vky do tÏla laboratornÌch
potkan˘.

Algin·ty z r˘zn˝ch zdroj˘ se liöÌ rozdÌln˝mipomÏry v obsahu
guluronovÈ (G) a mannuronovÈ (M) kyseliny. Thu a spol.33,34

v studiÌch in vitro zjistili, ûe mikrokapsule s vyööÌm obsahem
G algin·t˘  se vyznaËujÌ  vÏtöÌ mechanickou stabilitou neû
kapsule p¯ipravenÈ z frakce s jejich st¯ednÌm obsahem. N·sle-
dujÌcÌ histologickÈ testy35vöak uk·zaly, ûe zatÌmco kapsule se
st¯ednÌm obsahem G ¯etÏzc˘ osvÏdËily dobrou biokompatibi-
litu a stabilitu in vivo, kapsule s vyööÌm obsahem G ¯etÏzc˘
byly zcela obrostlÈ z·nÏtliv˝mi buÚkami (makrof·gy). Stu-
diem chemickÈho sloûenÌ povrch˘ tÏchto materi·l˘ XPS foto-
elektronovou spektroskopiÌ bylo zjiötÏno, ûe kapsule s vyööÌm
obsahem G algin·t˘ obsahujÌ evidentnÏ vÏtöÌ mnoûstvÌ PLL,
navÌc systÈm obsahuje menöÌ poËet opaËnÏ nabit˝ch iontov˝ch
p·r˘. VyööÌ koncentrace voln˝ch aminoskupin a z·roveÚ men-
öÌ poËet vazebn˝ch mÌst vysvÏtlujÌ silnou z·nÏtlivou reakci
vyvol·vanou tÌmto materi·lem.

Z pokus˘ o chemickou modifikaci mikrokapsulÌ na b·-
zi algin·t-PLL lze povaûovat za ˙spÏönÈ n·slednÈ naroubo-
v·nÌ poly(ethylenoxidu)36, nebo pokrytÌ poly(ethylenglyko-
lem)37,38 (PEG). V obou p¯Ìpadech etherovÈ vazby osvÏdËily
velmi dobrou biologickou sn·öenlivost a takto vznikl˝ neio-

nogennÌ povrch kapsulÌ minimalizoval koagulaci krve, ad-
sorpci protein˘, z·nÏtlivou reakci a jinÈ imunologickÈ proce-
sy39. KromÏ algin·t˘ byly patentov·ny i jinÈ p¯ÌrodnÌ materi·ly
jako agar, agarosa, karagenan, chitosan, ûelatina, fibrinogen
a kolagen. Mikrokapsule z tÏchto materi·l˘, p¯ipravenÈ na
stejnÈm principu komplex˘ polyelektrolyt˘, byly pouûity pro
enkapsulaci zvÌ¯ecÌch bunÏk, kultivovan˝ch bunÏk, bakteriÌ,
¯as a hub40. PolymernÌ mikrokuliËky byly p¯ipraveny disper-
gov·nÌm vodn˝ch roztok˘ polymer˘ a bunÏk v organickÈ f·zi.
Tak nap¯. Langerhansovy ostr˘vky byly suspendov·ny v aga-
rose a vytlaËov·ny z injekËnÌ jehly do studenÈ l·znÏ s parafi-
nov˝m olejem41. VzniklÈ kuliËky byly d·le pokryty polyakryl-
amidem fotochemickou polymerizacÌ akrylamidu in situ za
p¯Ìtomnosti methylenbisakrylamidu jako sÌùovadla. Tyto kap-
sule vykazovaly velmi dobrou sekreci inzulÌnu jako odezvu na
glukosu42.

Vzhledem k mÌrn˝m podmÌnk·m p¯i enkapsulaci byl p¯Ì-
rodnÌ algin·t nejËastÏji pouûÌvan˝m polymerem. P¯ÌrodnÌ po-
lymery vöak majÌ i svÈ nev˝hody. RozdÌly ve sloûenÌ, zp˘so-
benÈ r˘zn˝m obsahem p¯ÌrodnÌch p¯ÌmÏsÌ u materi·l˘ r˘znÈho
p˘vodu, mÏnÌ jejich v˝slednou biokompatibilitu, pevnost a ji-
nÈ vlastnosti. Ned·vajÌ tedy vûdy z·ruku p¯esnÏ definovan˝ch
a konstantnÌch charakteristik mikrokapsulÌ. Z tohoto hlediska
umoûÚuje uûitÌ syntetick˝ch polymer˘ lepöÌ reprodukovatel-
nost a nabÌzÌ moûnost ÑuöÌt na mÌruì v˝slednÈ vlastnosti podle
specifick˝ch pot¯eb. Proto se nÏkte¯Ì auto¯i pokusili pouûÌt
k enkapsulaci syntetickÈ polymery; nap¯. Cohen a spol.43 za-
mÏnili algin·t za polyfosfazeny obsahujÌcÌ v postrannÌch ¯e-
tÏzcÌch karboxylovÈ skupiny. VlastnÌ enkapsulace na principu
tvorby komplex˘ polyelektrolyt˘ probÌhala analogicky. Hy-
drolyticky stabilnÌ polyfosfazeny byly komplexov·ny ve vod-
nÈm prost¯edÌ dvojvazn˝mi nebo trojvazn˝mi kationty Ca2+

nebo Al3+ a n·slednÏ jeötÏ stabilizov·ny roztokem polykation-
tu, nap¯. PLL. In vitro testy prok·zaly, ûe takto vznikl˝ kom-
plex nenÌ toxick˝ a podporuje r˘st a rozmnoûov·nÌ bunÏk.

Z mnoûstvÌ pokus˘ o zlepöenÌ mechanick˝ch vlastnostÌ
algin·tov˝ch mikrokapsulÌ jmenujme n·hradu PLL jin˝mi po-
lykationty. Pokusy s pouûitÌm poly(vinylaminu) nebo poly(al-
lylaminu)38,44 vöak nedopadly p¯esvÏdËivÏ. PodstatnÏ lepöÌch
v˝sledk˘ bylo dosaûeno n·hradou PLL (3-aminopropyl)poly-
siloxanem, p¯ipraven˝m sol-gel hydrol˝zou dvou prekurzo-
r˘, (3-aminopropyl)trimethoxysilanu a tetramethoxysilanu45.
P¯ebyteËnÈ aminoskupiny na povrchu hydrogelov˝ch kuliËek
byly d·le neutralizov·ny pono¯enÌm do vodnÈho roztoku algi-
n·tu sodnÈho. Takto p¯ipravenÈ kapsule algin·t/(3-aminopro-
pyl)polysiloxan/algin·t byly ˙spÏönÏ odzkouöeny ve funkci
umÏlÈho pankreatu.

DalöÌ modifikace spoËÌvajÌ v zesÌtÏnÌ vrchnÌ PLL vrstvy
klasick˝ch kapsulÌ algin·t-PLL tosylovan˝m poly(vinylalko-
holem) nebo Ë·steËnou modifikacÌ voln˝ch aminoskupin PLL
fotocitliv˝m 3,5-difenylpenta-2,4-dienoylchloridem a n·sled-
n˝m svÏteln˝m oz·¯enÌm p¯i ~320 nm (cit.46,47). V obou p¯Ì-
padech se zlepöila mechanick· pevnost mikrokapsulÌ, jistou
nev˝hodou chemickÈho postupu vöak je uvolÚov·nÌ toluensul-
fonovÈ kyseliny jako vedlejöÌho produktu.

5. SyntetickÈ polymery

Jak jiû bylo ¯eËeno, v˝hodou syntetick˝ch polymer˘ oproti
p¯ÌrodnÌm je moûnost p¯Ìpravy hydrogel˘ s p¯esnÏ definova-
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n˝mi parametry pro poûadovanou velikost pÛr˘ a optim·lnÌmi
chemick˝mi vlastnostmi povrchu. ZavedenÌm kovalentnÌch
vazeb u syntetick˝ch polymer˘ lze odstranit problÈmy s me-
chanickou stabilitou, projevujÌcÌ se u komplex˘ polyelektro-
lyt˘. P¯esto vöak je poËet navrûen˝ch postup˘ pro enkapsulaci
bunÏk s vyuûitÌm syntetick˝ch polymer˘ podstatnÏ menöÌ.
HlavnÌ p¯ÌËinou jsou podmÌnky polymerizace nebo sÌùov·nÌ
(vyööÌ teplota, rozpouötÏdlo, p¯Ìtomnost inici·tor˘ aj.), kterÈ
jsou nutnÈ pro vytvo¯enÌ rigidnÌ trojrozmÏrnÈ matrice, ale
kterÈ by byly pro p¯ÌtomnÈ buÚky vÏtöinou zhoubnÈ, toxickÈ
nebo z jin˝ch d˘vod˘ nep¯ÌznivÈ.

Pokud je zn·mo, enkapsulace bunÏk do kovalentnÏ zesÌtÏ-
nÈ trojrozmÏrnÈ polymernÌ matrice byla provedena jen dvÏma
pracovnÌmi t˝my. V obou p¯Ìpadech bylo pouûito hydrogelu
na b·zi PEG. Pathak a spol.48 suspendovali buÚky do rozvÏt-
venÈho poly(ethylenglykol)-akryl·tu s ethyleosinem a trietha-
nolaminem a jiû d¯Ìve popsan˝m zp˘sobem zÌskanÈ kuliËky
byly n·slednÏ zesÌtÏny polymeracÌ in situ pomocÌ UV z·¯enÌ.
Takto vzniklÈ kapsule vykazovaly velmi dobrou biokompati-
bilitu i imunoprotekci. Princip zesÌtÏnÌ hydrogelu na b·zi PEG
podle patentu autor˘ Jordana a spol.49 spoËÌv· v pokrytÌ bunÏk
fluorescenËnÌm barvivem (fotosenzibiliz·torem), suspenzi tak-
to pokryt˝ch bunÏk v polymernÌ smÏsi a n·slednÈm zesÌtÏnÌ
vyvolanÈm laserov˝m z·¯enÌm o vhodnÈ frekvenci. Barvivo
je vlivem mÌrnÈho  z·¯enÌ excitov·no  do  tripletovÈho  sta-
vu, coû umoûÚuje vznik voln˝ch radik·l˘ z vhodnÈho dono-
ru elektron˘ (triethanolamin) a n·slednÈ zesÌtÏnÌ hydrogelu.
Tlouöùku membr·ny takto vzniklÈ mikrokapsule (10ñ20 µm)
lze regulovat podmÌnkami p¯Ìpravy, mj. dobou oz·¯enÌ systÈ-
mu. Z ¯ady testovan˝ch fluorescenËnÌch barviv se nejlÈpe
osvÏdËily  isothiokyan·t  eosinu a fosfolipidy odvozenÈ od
fluoresceinu a eosinu, kterÈ vytv·¯ejÌ specifickÈ vazby s bu-
nÏËnou membr·nou. Jako v˝chozÌ polymer byl pouûit diakry-
l·t PEG 400 nebo polyakryl·t PEG 18500. Auto¯i prezentujÌ
˙spÏönÈ testy na ûivotnost a sekreËnÌ aktivitu takto enkapsu-
lovan˝ch Langerhansov˝ch ostr˘vk˘.

V˝hody pevn˝ch kovalentnÌch vazeb syntetick˝ch poly-
mer˘ a moûnosti dosaûenÌ lepöÌ reprodukovatelnosti vlastnostÌ
mikrokapsulÌ (biokompatibilita, permeabilita) vyuûil Sefton
se spolupracovnÌky. Jejich zp˘sob je zaloûen na sr·ûenÌ neze-
sÌtÏn˝ch, ve vodÏ nerozpustn˝ch polymer˘ z roztok˘ organic-
k˝ch rozpouötÏdel. Tento zp˘sob enkapsulace m· specifickÈ
poûadavky. JednÌm ze z·kladnÌch je optim·lnÌ volba organic-
kÈho rozpouötÏdla50, kterÈ nesmÌ b˝t toxickÈ ani jinak ökodlivÈ
pro enkapsulovanÈ buÚky. PrvnÌm pouûit˝m hydrogelem byl
komerËnÌ Eudragit RL (cit.51), p¯i dalöÌm hled·nÌ p¯ipravili
kopolymery na b·zi methakryl·t˘ s kombinovan˝mi voln˝mi
skupinami v postrannÌch ¯etÏzcÌch. Jako v˝chozÌch monomer˘
pouûili kyselinu methakrylovou, 2-(dimethylamino)ethyl-me-
thakryl·t, methyl-methakryl·t (MMA) a 2-hydroxyethyl-me-
thakryl·t (HEMA)52,53. V tÏchto testech se osvÏdËil jako per-
spektivnÌ hydrogel poly(HEMA-co-MMA) (mol·rnÌ pomÏr
75:25), p¯ipraven˝ roztokovou polymeracÌ v ethanolu54. N·-
sledovala ¯ada publikacÌ, zab˝vajÌcÌ se enkapsulacÌ Langer-
hansov˝ch ostr˘vk˘ produkujÌcÌch inzulÌn55, bunÏk PC 12 se
sekrecÌ dopaminu56, jaternÌch bunÏk HepG2 vyluËujÌcÌch pro-
tein57, CHO fibroblast˘58 aj. a byly sledov·ny interakce bunÏk
s membr·nou hydrogelu, jejich ûivotnost a sekreËnÌ aktivita,
morfologie a permeabilita polymernÌ stÏny kapsulÌ, limitnÌ
molekulov· hmotnost propustnosti, biokompatibilita hydro-
gelu a dalöÌ charakteristiky. Pro tento zp˘sob enkapsulace

byla vyvinuta speci·lnÌ aparatura, jejÌû poslednÌ modifikace59

umoûÚuje p¯ipravit mikrokapsule o pr˘mÏru ~400 µm. SchÈ-
ma tÈto aparatury je na obr·zku 2. Roztok kopolymeru a sus-
penze bunÏk v ûivnÈm roztoku (nap¯. Ficoll 400, MatrigelÆ)
jsou oddÏlenÏ d·vkov·ny do vytlaËovacÌ trysky skl·dajÌcÌ se
ze dvou koncentrick˝ch injekËnÌch jehel umÌstÏn˝ch ve spe-
ci·lnÌ kom˘rce. St¯iûnÈ sÌly pro vznik kapsulÌ je dosaûeno
pulzy proudu hexadekanu, umoûÚujÌcÌmi regulovat velikost
kapsulÌ v rozmezÌ 300ñ600 µm. Odkap·vajÌcÌ mikrokapsule
klesajÌ za mÌrnÈho mÌch·nÌ nejprve vrstvou hexadekanu, kde
se stabilizuje jejich sfÈrick˝ tvar, do sr·ûecÌ l·znÏ PBS. Pro
usnadnÏnÌ p¯echodu kuliËek z vrstvy hexadekanu do PBS se
p¯id·nÌm malÈho mnoûstvÌ surfaktantu sniûuje mezif·zovÈ
napÏtÌ. N·sleduje prom˝v·nÌ v PBS, p¯iËemû se vym˝v· roz-
pouötÏdlo z polymernÌ membr·ny za mÌrnÈ kontrakce mikro-
kapsulÌ.

V˝sledky test˘ poly(HEMA-co-MMA) p¯i aplikaci r˘z-
n˝ch typ˘ bunÏk byly celkem ˙spÏönÈ, naznaËovaly vöak
moûnosti dalöÌho zlepöenÌ. DalöÌm cÌlem byla p¯Ìprava hydro-
gelu s vyööÌ permeabilitou nÌzkomolekul·rnÌch substr·t˘ a se
zlepöenou interakcÌ s buÚkami. Tato strategie sleduje zlepöenÌ
ûivotnÌch podmÌnek enkapsulovan˝ch bunÏk. OËek·van˝m
efektem je pak prodlouûenÌ jejich ûivotnosti a zlepöenÌ jejich
sekreËnÌ aktivity. Za tÌm ˙Ëelem byly p¯ipraveny kopoly-
mery HEMA s r˘zn˝mi typy alkyl-akryl·t˘ a methakryl·t˘
a takÈ amid˘ kyseliny akrylovÈ a methakrylovÈ60ñ62. Kopoly-
mery byly charakterizov·ny stanovenÌm botnavosti ve vodÏ
a PBS, viskozimetricky stanoven˝mi relativnÌmi molekulov˝-

Obr. 2. SchÈma enkapsulaËnÌ aparatury
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Tabulka I
Charakteristiky HEMA kopolymer˘62

Kopolymer Mol·rnÌ Botnavosta Rel. molekulov· Obsah
pomÏr [hm.%] hmotnost komonomeru

monomer˘ ve vodÏ v PBS M
h
.10ñ3 (NMR) [mol.%]

HEMA-MMA 75:25 27,0 23,2 300 21,0
HEMA-EMA 90:10 33,9 30,6 320 12,6

80:20 28,5 24,8 280 20,7
70:30 24,3 20,5 330 26,7

HEMA-BA 90:10 36,8 31,3 150 9,7
85:15 35,3 28,1 120 9,8
70:30 28,8 20,7 150 20,1

HEMA-BMA 90:10 31,1 26,1 275 9,8
85:15 27,5 23,4 280 13,9
70:30 19,2 13,8 290 27,6

HEMA-iPAAm 90:10 41,2 39,1 140 3,6
80:20 40,7 37,1 140 6,2
70:30 39,8 35,2 150 10,8

HEMA-iPMAAm 90:10 39,5 37,2 236 4,3
80:20 38,3 37,6 188 10,0
70:30 38,2 34,1 183 16,1

HEMA-tBAAm 90:10 35,6 32,4 200 5,9
80:20 31,5 28,4 120 11,2
70:30 27,6 24,5 115 15,9

HEMA-tBMAAm 90:10 35,4 34,4 nb 4,9
80:20 32,3 31,4 nb 9,3
70:30 30,1 26,4 nb 14,7

a Procentov˝ obsah vody v zbotnalÈm polymeru; b nestanoveno; EMA ethyl-methakryl·t; BA butyl-akryl·t; BMA butyl-metha-
kryl·t; iPAAm N-isopropylakrylamid; iPMAAm N-isopropylmethakrylamid; tBAAm N-terc-butylakrylamid; tBMAAm N-terc-
-butylmethakrylamid

mi hmotnostmi a NMR anal˝zou a jejich vlastnosti byly po-
rovn·v·ny se standardnÌm kopolymerem HEMA-MMA (tab. I).
Je evidentnÌ, ûe vÏtöina p¯ipraven˝ch vzork˘, zvl·ötÏ pak
s amidov˝mi komonomery, m· vyööÌ botnavost, coû svÏdËÌ
o jejich vÏtöÌ prostupnosti pro nÌzkomolekul·rnÌ substr·ty.
RelativnÌ molekulovÈ hmotnosti jsou velmi d˘leûitÈ veliËiny,
urËujÌcÌ vhodnost kopolymeru pro enkapsulaci. Bylo zjiötÏno,
ûe pro alkyl-akryl·tovÈ a methakryl·tovÈ kopolymery jsou
optim·lnÌ hodnoty kolem 300 000. Z¯ejmÏ nÌzk· relativnÌ
molekulov· hmotnost kopolymeru HEMA s butyl-akryl·tem
byla p¯ÌËinou borcenÌ sfÈrickÈho tvaru kapsulÌ. Naproti tomu
mnohem niûöÌ hodnoty u amidov˝ch kopolymer˘ vykazovaly
vyhovujÌcÌ mechanickou stabilitu kapsulÌ. NMR anal˝zy sta-
novujÌ skuteËn˝ pomÏr monomernÌch jednotek v kopolyme-
ru a z·roveÚ umoûÚujÌ zjistit kopolymeraËnÌ reaktivity jed-
notliv˝ch komonomer˘ v˘Ëi HEMA. AmidovÈ kopolymery
HEMA jsou na rozdÌl od alkylsubstituovan˝ch transparentnÌ
a umoûÚujÌ tak p¯ÌmÈ mikroskopickÈ sledov·nÌ enkapsulova-
n˝ch bunÏk.

6. BiologickÈ testy

Vzhledem k tomu, ûe tento p¯ehledn˝ Ël·nek je urËen
p¯edevöÌm pro chemickou ve¯ejnost, bude biologick˝m test˘m

vÏnov·na jen r·mcov· pozornost. Z·kladnÌ testy lze rozdÏlit
do dvou skupin:

In vitro testy
a) Cytotoxicita ñ prov·dÌ se 24hodinov˝ sterilnÌ v˝luh poly-

mernÌho vzorku, kter˝ je p¯id·n ke kultu¯e bunÏk. Sleduje
se vliv polymer˘ na ûivotaschopnost a r˘stov˝ potenci·l
bunÏk63.

b) Adhezivita bunÏk ñ buÚky jsou kultivov·ny na povrchu
polymeru a mikroskopicky se sleduje, zda jsou schopny
adheze a n·slednÈho r˘stu na tÏchto polymerech64.

c) Vitalita a metabolick· aktivita bunÏk ñ prvnÌ testy se
prov·dÏjÌ v kultivaËnÌch misk·ch. Jako p¯Ìklad testu na
vitalitu uveÔme vyöet¯enÌ pomocÌ trypanovÈ mod¯i, kterou
se mrtvÈ buÚky zbarvÌ a statistick˝m zp˘sobem se vyhod-
notÌ poËet ûiv˝ch a mrtv˝ch bunÏk v urËit˝ch Ëasov˝ch
intervalech pokusu. Metabolick· aktivita bunÏk je velmi
Ëasto stanovov·na MTT testem, spoËÌvajÌcÌm v p¯emÏnÏ
bezbarvÈho 5-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,3-difenyltetra-
zolium-bromidu mitochondri·lnÌ sukcin·tdehydrogenasou
na barevn˝ formazan, jehoû koncentrace se po rozpuötÏnÌ
v dimethylsulfoxidu stanovuje fotometricky p¯i vlnovÈ
dÈlce 570 nm. Pro n·zornost a z·roveÚ doplnÏnÌ charakte-
ristik HEMA kopolymer˘ s alkyl-akryl·ty a methakryl·ty
a akryl- a methakrylamidy62, jsou v˝sledky tÏchto test˘

Chem. Listy 98, 14 ñ 21 (2004) Refer·t

18



Tabulka II
Adheze, r˘st a metabolick· aktivita 3T3 fibroblast˘ na povrchu polymernÌch vzork˘62

Kopolymer 24 hodin 48 hodin 96 hodin MTT test

PBa◊10ñ3 MBb PB◊10ñ3 MB PB◊10ñ3 MB
absorbance

[%] [%] [%]
p¯i 570 nm

HEMA 51 55,6 38 23,7 72 12,5 0,391
HEMA-MMAc 57 21,1 74 25,6 117 5,1 0,273
HEMA-EMAd 69 17,4 153 19,6 246 6,1 0,768
HEMA-BAd 120 37,5 131 13,0 252 19,0 0,711
HEMA-BMAd 66 31,8 141 24,8 102 25,0 0,284
HEMA-iPAAmd 63 41,2 92 23,0 117 7,7 0,165
HEMA-iPMAAmd 88 29,3 84 26,3 81 14,8 0,267
HEMA-tBAAmd 110 34,3 119 13,5 204 17,6 0,378
HEMA-tBMAAmd 96 23,6 99 12,2 193 11,5 0,339

a PB: poËet bunÏk, b MB: podÌl mrtv˝ch bunÏk, c mol·rnÌ pomÏr HEMA:MMA v kopolymerizaËnÌ smÏsi 75:25; d mol·rnÌ pomÏr
HEMA:komonomer v kopolymerizaËnÌ smÏsi 70:30

uvedeny v tabulce II. Lze tedy vyvodit z·vÏr, ûe nejlepöÌ
dlouhodobÈ vitality a z·roveÚ metabolickÈ aktivity 3T3 fib-
roblast˘ bylo dosaûeno na povröÌch poly(HEMA-co-EMA)
a poly(HEMA-co-BA) hydrogel˘. Oba uvedenÈ testy se pro-
v·dÏjÌ i pro enkapsulovanÈ buÚky, avöak za speci·lnÌch tech-
nick˝ch podmÌnek65. SekreËnÌ aktivita enkapsulovan˝ch bu-
nÏk  se pochopitelnÏ  testuje i stanovenÌm  mnoûstvÌ speci-
fick˝ch  bunÏËn˝ch  produkt˘42,45,55ñ59, vztaûenÈho  na poËet
bunÏk.

In vivo testy probÌhajÌ ve dvou f·zÌch:
1) Implantace polymer˘ ñ mikrokapsule  bez bunÏk nebo

prouûky polymernÌch vzork˘ jsou implantov·ny subku-
t·nnÏ (do podkoûÌ), intraperitone·lnÏ (do pob¯iönice) nebo
intracerebr·lnÏ (do mozkovÈho parenchymu) pokusn˝ch
zvÌ¯at (vÏtöinou krys) a po urËitÈ dobÏ vyjmuty a fixov·ny
pro histologickÈ vyhodnocenÌ.

2) HistologickÈ testy reakcÌ hostitele na implantovanÈ vzorky
polymer˘ ñ histologick· vyöet¯enÌ implant·t˘ prov·dÏn·
v urËit˝ch Ëasov˝ch intervalech se zamÏ¯enÌm na detekci
charakteristick˝ch bunÏk kolonizujÌcÌch nejen povrch im-
plant·tu, ale i okolnÌ tk·nÏ. Jde p¯edevöÌm o kolonizaci
z·nÏtliv˝mi buÚkami (siderof·gy, reaktivnÌmi astrocyty,
ob¯Ìmi buÚkami z cizÌch tÏles, makrof·gy, kolagennÌmi
vl·kny61 aj.), kterÈ jsou citliv˝m ukazatelem intenzity
z·nÏtu indukovanÈho implantovan˝m polymerem.

7. Z·vÏr

CÌlem v˝zkumu v oblasti bunÏËnÈ terapie je v˝voj implan-
t·t˘ obsahujÌcÌch ûivÈ alogennÌ nebo xenogennÌ buÚky, jejichû
aplikacÌ by bylo moûno lÈËit choroby zp˘sobenÈ ztr·tou sek-
reËnÌ Ëinnosti bunÏk. BunÏËn· terapie je zaloûena na koncepci
imunoprotekce, spoËÌvajÌcÌ v enkapsulaci bunÏk Ëi mal˝ch
kousk˘ tk·nÌ do semipermeabilnÌ membr·ny a n·slednÈ im-
plantaci do tÏla pacienta, kde dlouhodobÏ vyrovn·vajÌ deficit
chybÏjÌcÌch enzym˘, bÌlkovin a jin˝ch biologick˝ch p˘sobk˘.
Funkci semipermeabilnÌ membr·ny, kter· m· zabezpeËit p¯Ì-

sun kyslÌku a poûadovan˝ch metabolit˘, d·le umoûnit uvolÚo-
v·nÌ produkt˘ bunÏËnÈ sekrece a zamezit pr˘niku vÏtöÌch
cytotoxick˝ch sloûek imunitnÌho systÈmu, ˙spÏönÏ plnÌ poly-
mernÌ hydrogely.

V tomto p¯ehlednÈm Ël·nku jsme se zamÏ¯ili pouze na
problematiku mikroenkapsulace, pouûÌvajÌcÌ sfÈrickÈ kapsule
o pr˘mÏru 100ñ600 µm. Byly uvedeny d˘leûitÈ poûadavky na
polymernÌ hydrogely pro ˙Ëely mikroenkapsulace. Z p¯ehle-
du dosud pouûit˝ch polymernÌch materi·l˘ je evidentnÌ, ûe
p¯evl·dajÌ hydrogely na b·zi komplex˘ polyelektrolyt˘ ñ p¯e-
v·ûnÏ p¯ÌrodnÌch polymer˘, jejichû velkou p¯ednostÌ je jed-
noduch· p¯Ìprava za mÌrn˝ch podmÌnek, vhodn· pro enkap-
sulovanÈ buÚky. Naproti tomu trojrozmÏrn· struktura poly-
elektrolytov˝ch komplex˘ je drûena pouze elektrostatick˝mi
coulombick˝mi silami mezi p·ry opaËnÏ nabit˝ch iont˘ a je-
jich mechanick· pevnost a hydrolytick· stabilita jsou ome-
zenÈ. ZavedenÌm syntetick˝ch polymer˘ a kopolymer˘ s ko-
valentnÌmi vazbami lze p¯ipravit hydrogely lÈpe reproduko-
vatelnÈ a definovatelnÈ, odolnÈ v˘Ëi hydrol˝ze a s lepöÌmi
mechanick˝mi vlastnostmi. ProblÈmem je naopak volba vy-
hovujÌcÌch podmÌnek polymerizace za p¯Ìtomnosti bunÏk nebo
volba netoxickÈho rozpouötÏdla pro sr·ûenÌ polymernÌch roz-
tok˘ v PBS. Jen r·mcovÏ jsou zmÌnÏny biologickÈ testy pro
vyhodnocenÌ vhodnosti polymernÌch hydrogel˘ jak pro enkap-
sulaci bunÏk, tak i implantaci mikrokapsulÌ do tÏla pokusn˝ch
zvÌ¯at.

Tato pr·ce byla podpo¯ena Grantovou agenturou »R,
grantem 304/00/0338.
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J. Luk·öa, T. Fenclov·a, J. Mokr˝b, and J. Karbanov·b

(aInstitute of Macromolecular Chemistry, Academy of Scien-
ces of the Czech Republic, Prague, bFaculty of Medicine,
Charles University, Hradec Kr·lovÈ): Chemistry, Physical
Properties and Biocompatibility of Hydrogels for Immu-
noprotection of Mammalian Cells

The goal in the research of cell therapy is to develop
implants containing living allogenic or xenogenic cells to treat
disorders caused by the loss of secretory cell function. Cell
therapy is based on the concept of immunoprotection, which

involves encapsulation of cells or small clusters of tissue in
a semipermeable membrane capsule and subsequent implan-
tation of the capsules into the body in order to eliminate
a long-term lack of enzymes, proteins, or other biological
substances. The semipermeable membrane should permit dif-
fusion of oxygen and necessary metabolites and release of cell
secretion products but restrict the transport of large cytotoxic
agents of the bodyís immune system. This function is success-
fully fulfilled by polymer hydrogels. The review concerns cell
microencapsulation, i.e. producing capsules 100ñ600 µm in
diameter. The requirements qualifying polymers for cell en-
capsulation are discussed. Various types of polymers used in
cell microencapsulation are reviewed and their pros and cons
discussed. Biological tests of hydrogels for cell encapsulations
are briefly mentioned.

Univerzita Pardubice

po¯·d· veletrh pracovnÌch p¯ÌleûitostÌ

Kontakt 2004

dne 29.4.2004 v Aule Univerzity Pardubice

Program:
8:00ñ10:00 registrace firem
10:00ñ15:00 ˙stnÌ prezentace v aule
firemnÌ prezentace u st·nk˘

Kontakt 2004 je prezentacÌ firem p˘sobÌcÌch v »R s cÌlem informovat studenty o profilech firem

BliûöÌ informace o veletrhu, p¯ihl·öky k ˙Ëasti a podmÌnky ˙Ëasti je moûnÈ zÌskat na dÏkan·tu

a moûnostech uplatnÏnÌ absolvent˘. K dispozici bude katalog s informacemi o z˙ËastnÏn˝ch firm·ch.

a Ing. Iva Ulbrichov·, CSc., n·m. »s. legiÌ 565, 532 10 Pardubice, dekanat@upce.cz, tel 466 037 514, -507.
Fakulty chemicko-technologickÈ, www.upce.cz, kontaktnÌ osoby: doc. Ing. Ladislav Svoboda, CSc.

Fakulta chemicko-technologick·

Fakulta ekonomicko-spr·vnÌ

Chem. Listy 98, 14 ñ 21 (2004) Refer·t

21


