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ABSTRAKT

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra: Farmaceutické technologie

Skolitel: PharmDr. Ondfej Holas, Ph.D.

Posluchac: Michal Barta

Nézev diplomové prace: Piiprava farmaceutickych nanocastic: optimalizece procesu

Farmaceutické, polymerni nanocastice funguji mimo jiné jako nosice léCiv.
Unikatni jsou nejen diky subcelularni velikosti, ale také protoze jsou biodegradabilni
a biokompatibilni. Vyhodou je moznost piipravy selektivnich ¢astic, které¢ jsou
schopny kontrolované¢ a dlouhodobé uvoliovat lécivo. K tvorbé polymernich
nanocastic se pouzivaji metody piipravy z hotovych polymert nebo polymeraci
z monomerd. Cilem této prace byla optimalizace procesu tvorby polymernich
nanocastic a studovani vlivu pouzitého rozpoustédla. Vyuzivalo se metody
odpafovani rozpoustédla a nanoprecipitace. Sledovanymi parametry byla velikost
vyslednych ¢astic, jejich polydisperzita a zeta potencial. Granulometrické
a elektrické vlastnosti ¢astic byly méfeny na pfistroji Zetasizer ZS 90. M¢éteni
dokazalo, ze pro ptipravu malych nanocéstic s nizkou polydisperzitou a dostatecnou
stabilitou je vhodnéjsi pouzit metodu nanoprecipitace. Z vysledkti granulometrické
analyzy nanocastic pfipravenych metodou odpafovani je zjevné, ze mensi Castice
poskytuji pfevazné vétvené polymery . Jako nejlepsi rozpoustédlo se ukdzala smés

acetonu s ethanolem v poméru 7:3.



ABSTRACT

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of: Pharmaceutical Technology

Consultant: PharmDr. Ondfej Holas, Ph.D.

Student: Michal Barta

Title of Thesis: Preparation of pharmaceutical nanoparticles: optimalization process

Pharmaceutical, polymer nanoparticles besides others work as well as a drug
carriers. Their uniqueness is not only because of their subcelular size, but as well
because of the biodegradability and biocompatibility they hold. The benefit of these
nanoparticiples is the possibility of creation of selective naoparticiples which are able
to controle long-term release. The formulation of polymer nanoparticles can be
reached within methods using preformed polymer or with polymerization
of monomers. The main goal of my thesis was to optimize the production process of
polymer nanoparticles and the observation of the solvent influences. The methods
used for this reaserch were evaporation method and nanoprecipitation. Granulometric
and electrical characteristics of particles were measured with Zetasizer ZS 90.
Measurements have prooved, that it is preferable to use the nanoparticle method for
the prepartion of the the small nanoparticles with low polydispersity and sufficient
stability. From the results of the granulometric analysis of nanoparticles made by the
evaporation method is clear that the smaller particles provide mainly branched
polymers. As the best solvent has shown the mixture of acetone with ethanol in ratio

7:3.
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1. ZADANI PRACE

Cilem této prace bylo zjistit vliv pouzitého organického rozpoustédla
na velikost a morfologii vzniklych nanocastic. Jako materidl byly zvoleny
kopolymery poly laktid-co-glykolid syntetizovana na KFT. Rozpoustédla byla
zvolena podle své misitelnosti s vodou na zdkladé pouzité metody. Pouzita byla
rozpoustédla a jejich smési, které jsou v literatufe popsana jako vhodna pro tuto
aplikaci. V literatufe dosud chybi podobna srovndvaci studie studujici vliv
rozpoustédla podobnym zplisobem. Cilem bylo nalézt takové nastaveni procesu

tvorby nanocastic s optimalni velikosti (cca 200 nm) a co nejnizsi polydisperzitou.



2. SEZNAM ZKRATEK

AC
ACN
APS
CDg8", 4*
CLR
C/LRP
DB
DCM
DMSO
EMK
EPR
ETAC
ETOH
LDL
PDI
PDLLA
PEG
PGA
PLA
PLLA
PLGA
PNP’s
RES
RESS
RESOLV
STAT 3
TAA
TLR

aceton

acetonitril

amonium persulfat

klastr diferenciace

C-typ lektin receptor

tfizend/living radikalova polymerace
dendritické bunky

dichlormethan

dimethyl sulfoxid

ethylmethyl keton

zvySenda permeabilita a retence

ethyl acetat

ethanol

lipoproteiny o nizké hustoté

polydisperzita

kyselina DL-polymlécna

polyehylen glykol

kyselina polyglykolova

kyselina polymlécna

kyselina L-polymlécna

kopolymer kyseliny DL-mlé¢né s kyselinou glykolovou
polymerni nanocéstice

retikuloendotelialni systém

rychla expanze superkritického roztoku
rychla expanze superkritického roztoku do kapalného rozpoustedla
signalni transduktor a aktivator transkripce 3
tumor asociované antigeny

toll-like receptor



3. UVOD

Nanotechnologie se zabyva tvorbou a vyuZzitim nanomateriali. Ty maji Siroké
uplatnéni v oborech jako je naptiklad medicina, farmacie, textilni primysl,
zem&delstvi, stavebnictvi, potravinafstvi a dalsi. Tato Siroka paleta mozného vyuziti
v mnoha odvétvich se odrazi na obrovské poptavce po novych objevech. Tento fakt
je dobfe viditelny na pfilivu financi do vyvoje nanotechnologii, ktery se od roku

2000 neustale zvysuje ( viz Obr. 1).

Total Global Nanotechnology Funding
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Obr. 1! Investice do nanotechnologii mezi lety 2000 az 2015.!

V poslednich né¢kolika desetiletich miizeme ve vyvoji farmaceutické
technologie pozorovat odklon od klasickych 1ékovych forem jako jsou tablety, kapsle
nebo parenterdlni roztoky k vyvoji ndsobnych forem I1é¢iv jako jsou mikro-
a nanodastice.? Je to z diivodu mnoha piednosti ¢asticovych systémi. Jedna se hlavné
o moznost cilené distribuce 1éCiv a jejich fizené uvoliovani, dale o zmirnéni
nezadoucich G¢inkd a tim padem o zvySeni terapeutické Uc¢innosti 1é¢iv. K 1écbe
je navic zapotiebi niz§i mnozstvi u¢inné latky.

Z pohledu farmaceutického vyuziti hraji velkou roli polymerni nanocastice
(PNP’s), které umoziuji cilenou distribuci celé fady hydrofilnich i lipofilnich latek
do specifickych tkani nebo bun€k. Modifikaci jejich povrchu lze presné urcit jakou
tkan budou ovliviiovat. Nanocastice tak mohou uskutecnit 1 prostup hydrofilnich

1é¢iv skrz lipofilni membrany. Toho se vyuziva naptiklad v onkologické 1é¢be.



Enkapsulované latky je pouzito méné a navic pusobi pfevazné jen v patologické
tkani, coz vyrazné snizuje dopady na zdravou tkan. Vyhodou pro transport 1éCiv
je nesporné jejich mala velikost, proto se dostanou i na mista kam by se samotné
1é¢ivo dostat nemohlo. PNP’s jsou wurceny pro transport U¢innych latek
pii peroralnim, parenteralnim i lokalnim podani.

Nedostatky nanocasticovych systémt jsou nizkd enkapsulacni efektivita
pro pomérné velkou ¢ast 1é¢iv, nakladnost 1écby a fakt, Ze zatim nejsou dostatecné
prozkoumdna rizika, které s sebou muze tato terapeutickd metoda nést. Ocekavan
je od nich fizeny transport cytostatik, specifické doruceni antibiotik a antiparazitik,
ale napiiklad i vyuziti v peroralnich transportnich systémech pro inzulin, proteiny

a geny.? Navic mohou byt dobrym nastrojem pro diagnostiku riznych onemocnéni.

4. TEORETICKA CAST

4.1. Poly(e-hydroxykyseliny)

Pfirodni polymery, jako jsou napfiklad proteiny nebo polysacharidy, jsou
v poslednich desetiletich vyuzivany k pfipravé nanocéstic stale méné zejména kvili
jejich Cistote, ktera se Casto lisi mezi konkrétnimi substancemi, ale také protoze ¢asto
vyzaduji zesiténi, které ovliviiuje enkapsulovanou latku.’> Diky tomu se dnes Casto
pouzivaji syntetické linearni polymery odvozené od a-hydroxykyselin jako je PLA
(kyselina polymlécna), PGA (kyselina polyglykolova) nebo PLGA (kopolymer
kyseliny glykolové a kyseliny mlé¢né). Tyto latky vynikaji svou biokompatibilitou
a biodegradabilitou. Navic velkou vyhodou PLGA je moZnost ovlivnit rychlost jejich
degradace a podobné¢ i rychlost uvolfovani potencidlné enkapsulovaného Iéciva.
To se déje na zdkladé poméru kyselin v kopolymeru. PLA zvySuje hydrofobni
charakter a PGA zvySuje hydrofilni charakter PLGA.? Obsahuje-li tedy matrice vice
PLA nez PGA prodluzuje se polocas eliminace polymeru i uvoliiovani IéCiva z né;j.

Polykondenza¢ni reakci a-hydroxykyselin s vicesytnymi alkoholy nebo cukry
(mannitol, glukosa, pentaerythritol, PVA) je mozné ziskat oligoestery
a nizkomolekularni polyestery s vétvenymi molekulami.* Uplatiuji se hlavné

vétvené polymery s niz§i molarni hmotnosti, kvili jejich kratSimu intervalu



degradace ve fyziologickych podminkach. Syntéza vétvenych polyesterti probiha
stupiiovou kopolymeraci kyseliny glykolové a kyseliny DL-mlé¢né, systém je navic
doplnén o vétvici slozku, ktera mize mit riznou koncentraci.* Zvolena vétvici latka
a jeji koncentrace mé vliv na vysledné vétveni a moldrni hmotnost polyesteru.
Molarni hmotnost polymeru klesa pti vyssi koncentraci vétvici slozky.

Kyselina glykolova je jednoduchou o-hydroxykyselinou, kterd neobsahuje
opticky aktivni atom. OvSem kyselina mlé€na obsahuje jedno chirdlni centrum
a rozlisuji se u ni produkty polymerace L-mlé¢né kyseliny (krystalicka PLLA), D-
mlécné kyseliny (amorfni PDLA) nebo racematu DL- mlécné kyseliny (PDLLA),
ktery je vyuzivan nejcastéji. PLGA, v poméru kyselin 1:1, je kopolymer, ktery
obsahuje stejné molarni mnozstvi kyseliny DL-mlé¢né a glykolové. Miize obsahovat
jejich monomery, cyklické dimery a v n€kterych piipadech i lakton kyseliny DL-

mlécné.
4.1.1. Biodegradabilita

Pfitomnost esterovych vazeb v polymerech umoziiuje jejich biodegradabilitu
ve fyziologickém prostfedi.> V organismu dochazi k postupnému vstupu vody
do polymerni matrice. Nastava esterova hydrolyza polymeru a zaroven se snizuje
molarni hmotnost nanonosice. Proces se primarné uskuteéiiuje uvniti télesa.
Stépenim vznikaji oligomery a monomery mlééné a glykolové kyseliny, ty jsou
rozpustné ve vodé a migruji smérem k poriim na povrchu a skrz né¢ do okolniho
prostiedi.* B&éhem degradace dochazi k nartstu poctu karboxylovych skupin, coz ma
za nasledek autokatalyzu esterové hydrolyzy. Odbourdvani malych ¢astic mize byt
pomalej$i nez odbouravani vétsich téles.® Pokud je rychlost vstupu vody
do polymerni matrice stejnd nebo vyssi nez rychlost difuze oligomeri a monomert
z polymeru, jedna se o homogenni degradaci. O heterogenni rozklad se jedna pokud
je vstup vody pomalejsi nez difuze rozpustnych produktti hydrolyzy.” Posledni fazi
je zpracovani monomeru kyselin. Kyselina mlé¢na vstupuje do citratového cyklu
a tam je rozloZena na oxid uhli¢ity a vodu. Kyselina glykolova je z t€la vyloucena

v nezménéném stavu nebo minoritné také vstupuje do citratového cyklu.®



Rychlost biodegradace ovlivituje fada faktort. Napiiklad slozeni, molekulova
hmotnost, polydisperzita, krystalinita nebo stupein vétveni polymeru. Dale hraje roli

pH prostiedi, okolni teplota atd.

4.1.2. Pevné polymerni nanocastice

Polymerni nanocastice jsou definovany jako pevné koloidni Ccastice
o velikosti 10-1000 nanometrd.” Vétsinou v8ak jde o rozmér 100-500 nanometri.
Velmi casto se k jejich utvoteni pouzivaji pravé poly(a-hydroxykyseliny) a mizeme
je dale délit na nanokapsle a nanosféry. Nanosféry jsou celistvé, matricové Castice,
zatimco nanokapsle jsou v podstaté rezervoary, ve kterych jsou uzavieny latky
do dutiny, ktera je tvofena kapalnym jadrem a kolem néj je pevny plast’.!° Toto jadro
muze mit charakter hydrofilni nebo lipofilni. Nanosféry funguji jako nosi¢ 1é¢iva tak,
ze se ucinna latka naadsorbuje na jejich povrch nebo je enkapsulovéana v ¢astici.

Velkou vyhodou téchto c¢astic je moznost piipravy PNP’s o nejriznéjsi
velikosti. Na tom se podili celd fada faktorti pii jejich piipravé, jako je volba
pomocnych latek ale samoziejme i samotnd volba metody jejich pfipravy. Velmi
Casto se pouziva metoda odparovani rozpoustédla nebo nanoprecipitace. Tento typ
nanocastic navic vykazuje vyhodu naptiklad oproti lipozémim v tom, Ze jsou
stabilngj$i a jsou schopny uvoliovat latky kontrolovang. Jejich stabilitu vyjadiuje
naboj na povrchu ¢astic. Kapalina obklopujici ¢astici se déli na vnitini Sternovu
vrstvu, kde jsou ionty siln€¢ vazany k povrchu a vnéjsi difuzni oblast, kde je vazba
iontl slab8i. V difuzni vrstvé je teoreticka hranice tzv. rovina skluzu a potencidl,
ktery se na této hranici nachazi se oznaluje jako zeta potencial (viz Obr. 2).!!
Hladina, ktera znaci, ze se jedna o stabilni koloidni systém je £30 mV. Pokud maji
vSechny c¢astice v suspenzi velky zaporny nebo kladny zeta potencial, pak se budou

navzajem odpuzovat a nebudou mit tendenci k flokulaci.!!
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Obr. 2 Schématické znazornéni elektrickych vrstev &asice.!!

4.2. Metody pripravy polymernich nanocastic

Pro piipravu polymernich nanocastic (PNP’s) se pouzivaji 2 zakladni
strategie. Tou prvni je vytvofeni disperze pomoci pfipravené¢ho polymeru (top
to bottom). Druh4a moznost je vyuziti monomerua a jejich pfima polymerace (bottom
to top).!® Poté je mozné zvolit vhodnou techniku pro produkci nanoéastic. Vybér
metody je zavisly na mnoha faktorech jako je naptiklad: velikost pozadovanych
¢astic, jejich distribuce nebo misto v lidském organismu, kde efekt nanocéstic
zamySlime atd. V medicin¢ a farmacii se voli metoda i na zaklad¢ toho, aby produkt
neobsahoval rezidua rozpoustédel nebo zbytky surfaktantu.

Na findlni vlastnosti nanonosi¢li méa kromé procesnich parametrii pfipravy nanocastic
velky vliv 1 volba pomocnych latek ze skupiny stabilizatorti fazového rozhrani

rozpoustedla, nebo zvoleného polymeru ¢i monomeru atd.
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Obr. 3 Schématické rozdéleni ptipravy polymernich nanocastic. !

4.2.1. Metody pripravy z hotovych polymeru

Jak je zobrazeno na Obr. 3, z preformovanych polymertd vznikd nejdiive

disperze a rliznymi technikami jsou néasledné utvofeny pevné polymerni nanocastice.

4.2.1.1. Odparovani rozpoustédla
Odpatovani rozpoustédla bylo prvni vyvinutou metodou pro ptipravu PNP’s
z piedpiipravenych polymert.!? Dodnes je nejpouzivanéj$i metodou. V minulosti se

vyuzivala zejména chlorovana rozpoustédla a to hlavné DCM (dichlormethan)



a chloroform. Ty vSak maji nevyhovujici toxikologicky profil, proto byly nahrazeny
emulze a nasledné jeji pfevedeni na suspenzi nanocastic. Déje se tak vlivem
odpafovani té€kavého rozpoustedla a vznikem nanocastic ve vnéjsi vodné fazi.!?
Jedna se tedy nejcastéji o jednoduché emulze typu o/v nebo dvojité emulze typu
v/o/v. Olejovou fazi tvoii polymer v rozpoustédle nemisitelném s vodou a vodna faze
je roztokem surfaktantu ve vodé. Tyto metody vyuzivaji vysokorychlostni
homogenizaci nebo homogenizaci ultrazvukem pro tvorbu emulze. Roztok polymeru
je tak ve formé& nanokapének dispergovan do vodné slozky emulze. Poté dochézi
za stdlého michdni na magnetické michacce k odpafeni rozpoustédla. K tomu
dochazi za laboratorni teploty, nebo se proces odpaieni da urychlit zvysenim teploty
a snizenim tlaku. Odpatfovani rozpoustédla vede k formulaci nanocastic v suspenzi.
Jakmile je vSechno organické rozpoustédlo odpateno, je produkt v n€kolika cyklech
centrifugovan, supernatant je odpipetovan a objem je doplnén CciSténou vodou

10 Poté se produkt lyofilizuje. Mnohé pokusy dokazaly,

na pavodni hodnotu.
ze na vysledné velikosti ¢astic se podili volba kopolymeru ¢i polymeru, pouzité
rozpoustedlo, stabilizator a zvolena koncentrace téchto slozek. Z vysledkl studii
je patrné, ze hraje vliv i to, zda vyuzijeme jednoduché nebo dvojité emulze.
Zanedbatelny faktor neni ani molekulova hmotnost polymeru.! Metoda odpafovani
rozpoustédla je celkem jednoduchou metodou piipravy nanocastic ale je také naro¢na

na ¢as. Nevyhodou je také to, Ze behem odpatovani se mlze vyskytnout v suspenzi

koalescence a ovlivnit tak findlni velikost ¢astic a jejich morfologii.

4.2.1.2. Nanoprecipitace

Dalsi metodou je nanoprecipitace, ktera je nékdy také nazyvana metodou
vytlacovani rozpoustédla. Zakladni princip spoc¢iva v mezifazové separaci polymeru
po vytlaceni semipolarniho rozpoustédla, které je misitelné s vodou z lipofilniho
roztoku. Nasleduje rychla difuze rozpoustédla do nerozpustné faze, coz vede
ke snizeni mezifazového napéti mezi dvémi kapalinami a nasledné ke zvySeni plochy
povrchu. Vytvoii se malé kapicky organického rozpoustédla.'* Vlivem pozvolného
vytékani tohoto rozpoustédla dochazi k formulaci nanoc¢ésic ve vodném prostiedi.

Cely nanoprecipitacni systém je tvofen tfemi hlavnimi komponenty:

polymerem, ktery miiZze byt synteticky, polosynteticky nebo piirodniho plvodu,



rozpoustédlem, které je misitelné s vodou a navic dobie odpafitelné a fazi ve které
polymer neni rozpustny - tou je vétsinou voda. Casto pouzivané polymery jsou PLA,
PLGA, PCA (polykyanoakrylat), PACA (polyalkylkyanoakrylat) nebo ptirodni latky,
jako je Skrob ¢i estery dextranu. Jak bylo uvedeno vyse, rozpoustédlo se voli tak,
aby bylo misitelné s vodou a dobfe odpaftitelné, proto na tomto poli hraje nejvétsi roli
aceton, ethanol, hexan, dioxan aj., popfipad¢ jejich binarni smési. Treti ¢ast systému
tvoti takzvané nerozpoustédlo nebo kombinace nerozpoustédel. VétSinou obsahuje
vodu a jednu ¢i vice povrchové aktivnich latek. Ackoliv u nanoprecipitace
stabilizator neni pfimo zapotfebi pro formulaci PNP’s, bylo zjiSt€no, Ze svou
povahou a koncentraci ovlivituje velikost &astic.!> Navic piidavek surfaktantu
pomaha ochranit suspenzi nanoc¢astic pred aglomeraci pii dlouhodobém skladovani.'*

Nanocéstice jsou pii této metod¢ pfipravovany pomalym piidavanim
organické faze do vodné faze za staleho michani na magnetické michacce. Vyhodou
je, ze tento krok se da uskute¢nit i opacné€, coz znamena, zZe i po pridani vodné faze
do organické dochazi k formulaci PNP’s. Velkou roli hraje zvolend metoda miseni,
rychlost michéni a rychlost jakou je pfidavana organickd faze do té vodné. Tyto
aspekty ovliviiuji fyzikalné-chemické vlastnosti ¢astic. Charakteristiku PNP’s také
samoziejm& ovlivni  koncentrace zvolenych  komponent.!® Cely proces
nanoprecipitace se da shrnout do tfi fazi. Tou prvni je nukleace neboli tvorba jader,
na ni navazuje rist Castic a agregace. Rychlost kazdého kroku urcuje velikost
nanodastic.!”

Tato metoda produkuje ¢éstice s velmi dobfe definovanou velikosti. Jedna se
o techniku, ktera je celkem jednoduchd, c¢asové nendro¢na a slouzi zejména

k ptipravé nanosfér.

4.2.1.3. Vysolovani

Tato metoda nevyzaduje pfidavek tenzidu ani chlorovanych rozpoustédel,
které maji nevyhovujici toxikologicky profil. To je nespornou vyhodou naptiklad
oproti odpafovani rozpoustédla.

Emulze je tvofena pomoci rozpoustédla, které je dobfe misitelné s vodou,
jako je tomu u nanoprecipitace. Soustava je tvofena vhodnym polymerem jako
je mapi. PLGA, PDLLA, PTMC (polytrimethylen karbonét) rozpusténém

v rozpoustédle misitelném s vodou a vodnym roztokem soli nebo sachardzy, ktera
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ma silny vysolovaci potencial.!® Vhodnymi elektrolyty jsou napiiklad: hexahydrat
chloridu hote¢natého, chlorid véapenaty nebo tetrahydrat magnesium acetatu.
Misitelnost vody s organickym rozpoustédlem je snizena pravé piidavkem téchto
elektrolyti.!> Zpétnym vysolovacim efektem dosazenym zfedénim emulze
nadbytkem vody dojde k vysrdzeni polymeru rozpusStén¢ho v kapickach emulze.
Ve skuteCnosti na zdklad¢ zfedéni nastdvd migrace rozpoustédla polymeru z kapicek
emulze, kterd je vyvoldna snizenim koncentrace soli nebo sachardzy ve vnéjsi fazi

emulze.'® Timto zpisobem lze o¢ekavat formulaci nanosfér.

4.2.1.4. Dialyza

Tato metoda je jednoduché a velmi efektivni v pfipravé malych nano&astic.!
Polymer je rozpus$tén v organickém rozpoustédle DMF (dimethylformamid), DMSO
(dimethyl sulfoxid) aj. a vlozen do dializa¢ni trubice. Uvniti dializacni membrany
je nahrazeno rozpoustedlo roztokem, ve kterém polymer neni rozpustny, coz
je nasledovano progresivni agregaci polymeru a utvofenim homogenni suspenze
PNP’s. V soucasnosti vSak cely tento proces formulace nanocastic neni zcela
pochopen. Predpoklada se vSak, ze mechanismus je podobny nanoprecipitaci
popsané Fessim a kolektivem. '

Popsan byl i zpisob piipravy zalozeny na osmoéze.!” Principem je vyuZiti
specialni dialyzacni membrany nebo jednoduché semipermeabilni membrany,
kterda umoznuje pasivni transport rozpoustédla za uclelem zpomaleni miseni
polymerniho roztoku s nerozpoustédlem. Schématicky je tato metoda zobrazena na

obr. 4.
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Obr. 4 Schématické zobrazeni dialyzaéni metody zaloZené na osmoze.!”

4.2.1.5. Nadkritické fluidni metody

Ostatni metody zahrnuji vyuZiti organického rozpoustédla. Proto byly védci
vyvinuty tyto metody, které jsou o mnoho Setrn&j§i pro Zivotni prostiedi.
Superkritické kapaliny jsou velmi perspektivni k ptipravé Ccistych nanocastic
bez nutnosti pouziti neekologického a Casto i toxického rozpoustédla.?’ Obecné
superkritické kapaliny maji hustotu blizkou kapalindm a viskozitu podobnou plynim.

Prozatim byly popsany dvé metody.

4.2.1.5.1. Rapidni expanze superkritického roztoku (RESS)

Zde je polymer rozpustén v superkritické tekutiné a vznik4 roztok. Nasyceny
roztok je vystaven rychlému snizeni tlaku a expanzi. Rychld expanze roztoku
probéhne skrz kapilairu do okolniho vzduchu. To vede k nukleaci dobie

dispergovanych ¢astic.!” Touto metodou vznikaji jak nanoc¢astice, tak i mikrogastice.
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Takto pfipravil nanocastice PSFTE v roztoku CO: naptiklad Chernyak
a kolektiv.?! Ti piipravili roztok polymeru pfi laboratorni teploté, ale za velmi
vysokého tlaku. CO> bylo zavadéno do PSFTE (poly(perfluoropolyether) diamid)
injek&ni pumpou, poté byl roztok zahtivan v predexpanzni jednotce. Castice pak byly
rozpraseny vlivem rychlé expanze roztoku kapildrou na sklicko. Koncentrace, stupeii
nasyceni polymeru a molekulovd hmotnost ma samoziejmé obrovsky vliv
na velikost a tvar &astic.!® Nevyhodou metody RESS je velikost vznikajicich ¢astic.
Ty maji spiSe rozméry v fddu milimetri neZ v nanometrech, tento nedostatek fesi

metoda RESOLV.

4.2.1.5.2. Rapidni expanze superkritického roztoku do kapalného rozpoustédla

Rozdil od predeslé popisované metody je v tom, Ze zde superkriticky rotzok
tryské kapilarou do kapalného rozpoustédla. To ma za nésledek potlaceni ristu ¢astic
a vznikaji tak spiSe PNP’s.! Takto se daji pfipravit nanoastice PHDFDA
(poly(heptadekafluorodecyl) akrylat) v roztoku CO, Ty byly rozptyleny do vody,
ktera méla laboratorni teplotu. Castice ve vodé precipitovaly, oviem samotna voda se
pozd¢ji ukdzala jako méné vhodna, protoze PNP’s se vlivem agregace ¢asem zvétsily.
Proto se voda nahradila vodnym roztokem NaCl. V tomto rotzoku se suspenze stala
mnohem stabilngj§i.??> S vyhodou se u této metody vyuziva také kosolventu, ktery
zvySuje rozpustnost polymeru v superkritickém COx.

Navzdory tomu, Ze existuje celd fada superkritickych kapalin (voda, n-pentan,
CO2, amoniak aj.), vétSina polymera je v téchto latkdch obtizn¢ rozpustnd, nebo

zcela nerozpustna.?

4.2.2. Metody pripravy nanocastic polymeraci monomeru

Dosahnout pozadovanych vlastnosti nanoc¢éstic vyzaduje mimo jiné i1 idealni
sloZzeni polymeru. Toho lze dosdhnout polymeraci monomerti. Podle pouziti
povrchové aktivnich latek muze byt klasifikovana jako konvenéni polymerace

a polymerace bez povrchové aktivnich latek.?*
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4.2.2.1. Emulzni polymerace

4.2.2.1.1. Konven¢ni emulzni polymerace

Jednd se o nejpouzivanéjsi emulzni polymeracni metodu. Pro uskute¢néni
je zapotiebi voda, monomer, ktery je ve vod¢ Spatné rozpustny, surfaktant a iniciator.
Inicidtor je naopak ve vod€ rozpustny. Zahajeni polymerace nastava srazkou
iniciatoru a monomeru, ktery je jiz ve vod¢ rozpustén. Iniciatorem je volny radikal
nebo ion. Nejcastéji pouzivanym iniciatorem je APS (amonium persulfat) nebo KPS
(persulfat draselny).!® Dalsi moznosti je vytvofeni zahajujiciho monomeru pomoci
vysokoenergetického zafeni. Tim mulZe byt y-zateni, UV zafeni nebo silné viditelné
svétlo.!® Oddéleni fazi a vznik ¢astic probiha pied nebo po ukonceni polymeraéni
reakce. Primér nanoléstic zavisi na typu pouzitého tenzidu.’!! Touto metodou
vznikaji PNP’s o velikosti 100 nm. Nevyhodou je zde vSak fakt, Ze finalni produkt
musi byt zbaven rezidui povrchové aktivnich latek. Toho se d4 casto dosdhnout
jen velmi obtizné€.>> Proto se jevi jako lepsi moznost pouzit metodu emulzni

polymerace bez pouziti tenzidu.

4.2.2.1.2. Polymerace bez povrchové aktivnich latek

Suroviny potiebné pro uskuteénéni této polymerace jsou deionizovana voda,
iniciator rozpusny ve vodé a samoziejm& monomery (nejCastéji vinylové nebo
akrylové). Ke stabilizaci Castic zde dochdzi pomoci ionizovatelnych iniciatori nebo
iontovych ko-monomerd. Nukleace a rlst ¢astic je popsana vice mechanismy.
Pro piiklad se jedna o micelarni nukleaci?® nebo homogenni nukleaci. Rozdilem mezi
témito mechanismy je rozpustnost monomeru ve vodé.?” Na velikost ¢astic ma vliv
koncentrace monomeru. Tato metoda se d4 povazovat za ekologicky vyhodnou prave

kvuli absenci surfaktantu.

4.2.2.1.3. Miniemulzni polymerace

Zde se polymeracéni systém sklada z vody, inicidtoru, monomerni smési, ko-
stabilizatoru a surfaktantu. Klicovy rozdil mezi emulzni a miniemulzni polymeraci
je ve vyuziti nizkomolekularnich sloucenin, ko-stabilizatoru a také ve vyuziti
vysokoenergetickych zafizeni (ultrazvuk atd.).?* Mini emulze vyzaduji velkou energii

k dosazeni ustaleného stavu. Jejich povrchové napéti je vzdy vice nez nula.
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Na povahu a vlastnosti nano¢astic maji prevladajici vliv zvolené iniciatory a ko-
stabilizatory a jejich koncentrace v soustavé. Za pouziti ve vodé rozpustného
iniciatoru APS vznikaji mikrocastice, ale za pouziti lipofilnich radikalnich iniciatort,
jako je azo-bis-isobutyronitril, byly pfipraveny vyrazn¢ mensi ¢astice o priméru 80-
150 nm.?® Na tomto piikladu je patrné, jak obrovsky vyznam ma vybér iniciatoru.

Prabéh této metody shrnuje obr. 5.

Monomer < |
Water<

Surfactant®

In (a) := Surfactant;
In (b} and (c) : * Surfactant micelle with monomer n core
In (d): ', Surfactant micelle with polymer in core

Obr. 5 Schématické zobrazeni procesu miniemulzni polymerace (a) preemulzifikace,

(b) vysokoenergeticka emulzifikace, (¢) polymerace.'®

4.2.2.1.4. Mikroemulzni polymerace

Tato metoda se na prvni pohled jevi velmi podobnd metod¢ jednoduché
emulze. Ob¢ tyto techniky ve vysledku produkuji koloidni polymerni nanocastice
s vysokou molekulovou hmotnosti, rozdil je ov§em v kinetice téchto reakci. Klasicka
emulzni polymerace se skldda =ze tii intervali reakéni rychlosti, zatimco
mikroemulzni metoda ma pouze dva intervaly. Navic velikost PNP’s a primérny
pocet fetézcll v astici je u mikroemulzni metody znaéné mensi.'°

Iniciator, ktery je ve vod¢ rozpustny, je piidavan do vodné faze
termodynamicky stdlé mikroemulze. Ta obsahuje nabobtnalé¢ micely. Tato metoda
je zavisla na velkém ptidavku povrchové aktivnich latek.

Polymerace tedy za¢ne spontanné z termodynamicky stabilni emulze. Diky
surfaktantu se mezifazové napéti v systému o/v piiblizuje k nule. Castice jsou
v podstaté Upln€ pokryty surfaktantem. Zpocatku jsou polymerni fetézce formovany
jen v mens$im mnozstvi kapének. Pozdéji vlivem osmotického a elastického tlaku
dojde k destabilizaci mikroemulze. To méa za nasledek zvétSeni ¢astic, tvorbu

prazdnych micel a sekundarni nukleaci nano¢astic.?’
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Kinetiku reakce a velikost vyslednych Castic ovlivituje tada faktord: typ

iniciatoru, koncentrace tenzidu, zvoleny monomer a reakéni teplota.

4.2.2.1.5. Mezifazova polymerace

Tato metoda zavisi na polymeraci dvou reaktivnich monomerti nebo latek,
z nichz kazdy je rozpustény v jedné fazi (kontinualni nebo diskontinudlni). Reakce se

odehrava na rozhrani dvou kapalin.’

Vznikaji duté nanocastice, a to diky
mezifazovym polymernim reakcim, jako je polyadice, polykondenzace nebo
radikalova polymerace.'® Polymeraci monomerti na rozhrani mikroemulze olej/voda
byly pfipraveny nanokapsle obsahujici olej.>! Organické rozpoustédlo, které je plné
misitelné s vodou, funguje jako nosi¢ monomeru a mezifdizovd polymerace
pak probihd na povrchu olejovych kapicek, které se utvotily béhem emulgace.
Polymer se tedy hromadi na rozhrani fdzi a precipitaci dochdzi k formulaci
nanokapsul.

Pro pfipravu nanotobolek je doporuceno pouziti spiSe aprotickych
rozpoustédel jako je aceton nebo acetonitril. Na druhou stranu pokud je cilem
vytvofit spiSe nanosféry, je vhodné zvolit protickd rozpoustédla. Tedy ethanol,
isopropanol apod.*?

Alternativnim zplsobem je pouziti membranového reaktoru.>’> Pomoci néj
muzeme dosdhnout kontrolovaného ptidavku organické faze do vodné, a to tak, Ze do
proudu kontinualni faze je pod tlakem membranou davkovéana dispergovana faze.!°
Vybérem membrany a jejimi parametry navic mizeme ovlivnit vyslednou velikost

¢astic. Tato metoda je vSak finanéné€ velice naro¢na.

4.2.2.1.6. Rizena radikalova polymerace(C/LRP)

Podnétem pro vznik této metody byla snaha o snizeni nezaddoucich dopadi
na Zivotni prostfedi. S tim jsme se jiz setkali 1 pfi snaze vyuZivat enviromentalné
bezpecnych rozpoustédel jako je voda nebo superkriticky CO.. Radikalova
polymerace je Siroce vyuzivana hlavné pfi emulzni polymeraci. Primarnim cilem
byla kontrola vlastnosti polymeru jako je molarni hmotnost, funkce a morfologie
castic.

C/LRP miZeme rozdélit do tif zékladnich vyuZivanych technik: NMP

(nitroxidem zprostfedkovana polymerace), ATRP (Radikalova polymerace pomoci
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prenosu atomu) a RAFT (polymerace pienosem skupin).'® Spoleénym problémem

vSech tii technik je vysoka koncentrace zbytki kontrolni latky v produktu. Odstranit

Zbytky kontrolni latky mohou mit dopad na samotnou stabilitu, barvu nebo pach.
Velikost nanocastic ovliviiuje hlavné povaha a koncentrace kontrolniho agens,

iniciator, emulzni typ a monomer.!°

4.3. Modifikace povrchu nanocastic

Pfed tim nez se rozhodneme, jakou metodu vyuZijeme pro syntézu nanocastic,
musime vzit v uvahu povahu 1é¢iva, které ma byt ¢asticemi neseno. Zvazit je také
nutné dobu, kterd je pozadovana pro to, aby se 1éCivo dostalo na zamyslené misto.
Tyto atributy ovlivni to, jak pfipravime nanocasice.

V podstaté se da fict, Ze nasSe télo rozpozndva hydrofobni nanocastice jako
cizorodé a builkky naSeho retikuloendotelidlniho systému je rychle fagocytuji.
Pfi intraven6znim podani hydrofobnich nanocastic jsou tedy rychle pozieny
makrofagy a konéi v jatrech nebo ve slezing.? Pokud tedy nechceme piimo ovlivnit
jaterni tkan nebo slezinu, je vhodné upravit povrch castic. Cilem je tedy “schovat”
castici pfed RES. Povrch se tak zda jako hydrofilni a neni makrofdgy rozpoznan.
Lipofilni molekuly totiz byvaji ve fyziologickém prostiedi, které je hydrofilni, ¢asto

povazovany za antigen.

4.3.1. PEGylace

PEGylace je v soucasnosti nejcastéji pouzivanou metodou. PEG je hydrofilni,
neionicky a biokompatibilni polymer. Mtize se k nanoc¢ésticim vadzat mnoha zpusoby:
kovalentni vazbou, jako soucast reakéni smési béhem ptipravy PNP’s, nebo se
na povrch adsorbuje.® Obalenim povrchu se vyrazné zvysi doba, po kterou jsou
nanocastice schopné cirkulovat v krevnim feciSti. Navic fetézce PEGu sniZuji
schopnost enzymi a proteinti vdzat se na povrch castic, coz znaéné prodluzuje
biodegradaci nanonosicli. Stupeni adsorbce proteinti se d4 minimalizovat zvySenim
hustoty a molekulové hmotnosti PEGu na povrchu &astic.>*

Leroux et al.*®> Prokazali, Ze vy$§i molekulova hmotnost PEG vyrazné sniZila

interakce ¢astic a RES (Obr. 6). To zarucilo delsi systémovou cirkulaci PLGA-PEG.
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Li et al.’¢ dokazali prodlouzit polo¢as eliminace hovéziho sérového albuminu
(BSA) na myS$im modelu z tfindcti a pil minuty na ¢tyfi a pal hodiny, a to pravé
enkapsulaci BSA do PLGA nanocastic, jejichz povrch byl modifikovan molekulami
PEG.

Dalsi vyhodou je, ze po peroralnim podani se usnadiluje prichod Ccastic
Peyerovymi platy do lymfatického systému.’’” Navic probéhl i experiment, ktery
simuloval chovani PLA nanocastic v zalude¢nim prostiedi. Z vysledk vyplyva,

ze po Ctyfech hodindch se rozloZilo na laktat o dvé tfetiny méné nanocastic, které

byly PEGylovany.3®
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Obr. 6 Zobrazeni rozdilu pristupu buné¢k RES k modifikované a nemodifikované

nanocastici.??

4.3.2. Poloxamery a poloxaminy

Tyto latky se také osvédCily jako vhodna modifikace povrchu. Obdobné
snizily aktivitu makrofagii vzhledem k hydrofobnim nanoc¢ésticim.

Navic bylo dokédzano, ze pokud byly PLGA castice obaleny poloxamerem
407 a poloxaminem 908, polocas eliminace n€kterych 1é€ivych nebo diagnostickych

latek se mnohokrat zvySil. Pokus byl proveden s bengélskou cerveni. Pokud
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je do krevniho fecisté aplikovana samotna Cerven, zbyde ji po péti minutach asi 8%.
Naopak namétené hodnoty u PLGA modifikovanych nosicii se pohybovaly kolem

30% po jedné hoding.*

4.3.3. Chitosan

Modifikace PLGA chitosanem zvySilo prinik téchto nanoéastic sliznicemi.*!
Chitosan zlepS$il prichod nosni a intestindlni sliznici. Navic CS zvySuje pozitivni
zeta potencial Castic. Toho bylo vyuzito pii enkapsulaci toxoidu tetanu, ktera
se pravé diky tomu signifikantné zvysSila. Toxoid byl navic radioaktivné znacen
pomoci jodu '>’I a naslednym méfenim bylo prokazano, Ze pfitomnost !>
v lymfatickych uzlinach je o mnoho vys$i pravé kdyz vyuZijeme CS.>’ Z toho plyne,

ze tato modifikace mize mit do budoucna obrovsky potencial pti moderni vakcinaci.

4.3.4. Polysorbaty

Kreuter et al.*> dokazali dorucit nékolik latek pfes hematoencefalickou bariéru
za pouziti nanocastic poly-butylkyano akryldtu obalenych polysorbatem 80.
Ma se za to, ze po podani takto upravenych PNP’s se na polysorbat adsorboval
apolipoprotein E. Takto upraveny povrch molekul v podstaté¢ napodobil v tél¢ LDL

a Castice tak mohly skrz bariéru projit pomoci receptoru pro LDL.

4.4. Vyuziti nanocastic v mediciné a farmacii

Velky pfinos nanocastic jako nosi¢d 1écCivych, diagnostickych nebo
vakcinacnich latek je v poslednich letech velmi popularni oblasti védy. Vyzkum
se soustiedi hlavné na cilenou 1écbu nemoci, kterd by méla snizit rizika nezaddoucich
ucinkd 1éciv.
4.4.1. Imunitni systém

Nanoc¢astice mohou do budoucna predstavovat obrovsky pfinos i v imunologii.

4.4.1.1. Vakcinace pomoci PLGA nanocastic

Studie ukazuji, Ze nanonosi¢e mohou usnadnit antigen prezentujicim bunikam

piijem antigend a adjuvancii.** Adjuvans je latka nebo celd bakterie, ktera zesiluje
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imunitni reakci na podany antigen. PLGA nanocastice poskytuji v tomto oboru
mnoho vyhod.

Do PNP’s jiz bylo Gspésn¢ zavedeno mnoho antigent jako napiiklad: proteiny,
peptidy, lipopeptidy, bun&né lyzaty, plasmidy aj.** Pfi o€kovani miZe prodlouzené
uvolnovani enkapsulovaného antigenu pfinést lepsi imunitni odpoveéd’, a také snizit
riziko imunitni tolerance.> Velkou vyhodou je i to, Zze Castice miize obsahovat
kombinaci antigenti nebo kombinaci antigenu a adjuvans. Navic nanocastice obsahuji
jen velmi malé mnozstvi téchto latek, a i tak jsou schopny vyvolat silnou reakci
T lymfocyti.*¢ Pouziti co nejmensiho mnoZstvi obou latek snizuje riziko vedlejsich
ucinkd, které jsou Casto zptisobeny praveé vysokym piidavkem adjuvancii.

Prezentace antigenu pies hlavni histokompatibilni fetézec 1 je nesmirné
dalezitd pro kontrolu infekénich nemoci nebo potencidlné vznikajicich nadori.

Je to totiz cesta ke stimulaci cytotoxickych CD8" T lymfocytu.

4.4.1.2. Targeting imunitniho systému

Funkcionalizace nanocastic pomoci ligandi namifenych proti povrchovym
receptorim bunék umozfiuje targeting imunitniho systému.*’ Jako cilici ligandy
mohou byt pouzity peptidy, bilkoviny, protilatky, polysacharidy nebo lektiny.*®
Pozieni nanocastic antigen prezentujicimi bunikami zavisi na nékolika faktorech, jako
je velikost, tvar, povrchovy naboj a hydrofilni nebo hydrofobni charakter.*
Tyto vlastnosti 1ze modifikovat uz ptipravou PLGA nanocastic. Asi nejdulezitéjSim
atributem je velikost ¢astic. Idedlni rozmér nanocastic je stale predmétem vyzkumu,
ovSem vime, Ze antigen prezentujici buiiky se vyvinuly tak, aby bojovaly pifedevsim
proti virim (20-100 nm) a bakteriim, popiipad¢ 1 buitkam (rozmér
v mikrometrech).*°

Ackoliv periferni dendritické bunky (DB) mohou pohltit nanocastice vz v
pokoZce nebo Skare, zda se vyhodnégjsi aplikovat je pfimo do lymfatickych uzlin, kde
je vétsina dendritickych bunck nezralych a reaguji na tento signal plnym vyvinutim.
Pokud vSak cilime rovnou na uzliny, musime zvazit velikost ¢astic. Vychozi
lymfatické cévy maji primer okolo 10-60 pm, kdezto sinusoidy ve slezin¢ dosahuji
praméru 150 nm az 200 nm.>! Z toho plyne, Ze ¢astice mensi nez 200 nm se mohou
dostat pfimo do lymfatickych organl, zatimco véEtsi vyzaduji APB a na to,

aby dorazily do uzlin potfebuji okolo 24 hodin.>
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Antigen prezentujici buitky maji na svém povrchu celou fadu receptorti. Jedna
se o tzv. PRR (pattern recognition receptory), které se zapojuji do zahajeni, podpory
i provedeni cel¢ fady imunitnich procest. Jednd se zejména o TLR (Toll-like
receptory), NOD-like receptory, scavenger receptory a CLR (C-type lectin receptory).
Tyto receptory dokazou rozeznat mnohé struktury na povrchu patogenu. Rozeznavaji
tzv. PAMP (pathogen associated molecular patterns).>

Jak se ukazalo, tak pfima stimulace pomoci agonisty TLR na CD4" a CD8*
lymfocytech T a na lymfocytech B vyrazné zesiluje proliferaci téchto imunitnich
bunék.’* Pouziti TLR agonisty jako adjuvans spolu s vakcinou se tedy jevi jako velmi

zajimava myslenka do budoucna.

4.4.1.3. Imunoterapie rakoviny

PLGA nanocastice byly jiz dfive testovany jako nosi¢e protinadorovych
vakcin enkapsulaci tzv. tumor asociovanych antigeni (TAA).>> Dokonce
i v kombinaci s TLR ligandy jako adjuvans.’® Tato strategie vyvolala o mnoho
siln€j8i imunitni odpovéd’ nez podani samotného TAA, které nebylo enkapsulovano
do nanonosicu.

Jeden z nejvétsich nedostatkll imunoterapie rakoviny je fakt, ze v prostiedi
tumoru je imunita zna¢né& oslabena.’’ Proto jsou vyvijeny stile nové terapeutické
strategie, které maji za kol obnovit obranyschopnost u pacientt s rakovinou.

Jednim z moznych feSeni se zd4a byt inhibice ,,signdlniho transduktoru
a aktivatoru transkripce 3” (STAT3). Tato latka je v nddorovych bunkach neustale
produkovana a brani tak DB zasdhnout. DB jsou diky ni vi¢i tumoru témet netecné.
Proto byla do PLGA nanocastic enkapsulovana latka JSI-124, ktera funguje jako
STAT3 inhibitor>® Pozdé&ji i s TLR ligandem.

Budoucich feseni se v§ak nabizi vice.**

® ZjednoduSeni vstfebani nanocastic dendritickymi bunikami pouzitim ligandii
cilenych na PRR. Napftiklad na CLR.
Plna aktivace dendritickych bun¢k pouzitim TLR ligandu.
Pouziti STAT3 inhibitoru.
Vyuziti TAA, ty jsou Cetné zastoupeny v nadorech a dosatecné rozpoznany

lymfocyty T.
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4.4.2. Lécba rakoviny pomoci PLGA nanocastic

Chemoterapeutika napadaji 1 zdravé tkané. To vede k systematické toxicité
a velkému mnozstvi nezaddoucich ucinki, coz zna¢n¢ limituje maximalni pacientem
tolerovanou davku, a tim padem se snizuje terapeuticka ucinnost téchto 1é¢iv. Proto
se do budoucna upird velka pozornost na nanocdstice, ty mohou ovlivnit tumor

bud’ pasivnim nebo aktivnim targetingem (Obr. 7).4

4.4.2.1. Pasivni targeting

Zde je velkou vyhodou nanocastic jejich velikost, diky které mohou 1épe
prostupovat do nadoru. Céstice navic mohou vyuzit unikatni anatomické abnormality
nadorového cévniho systému. To jim dava moznost akumulace v intersticiu tumoru.
V nadorech navic nejsou lymfatické cévy nebo jsou neefektivni. Je tedy velmi
nepravdépodobny odvod latek z této patologické tkan€. Tento fakt vede k retenci
nanocastic.

Dohromady jsou oba dva fenomény zndmy jako EPR efekt (enhanced

permeability and retention efect)->®

4.4.2.2. Aktivni targeting

Povrch nanocastic je obohacen o specifické ligandy.®® Ty jsou zvoleny tak,
aby cilily na receptory, které jsou exprimovdny nddorovymi buiitkami nebo
vaskulaturou tumoru. Nanocastice tedy zasahuji rakovinné buiniky nebo endotel
nadorovych cév. Bunécné receptory, na které se daji ligandy zaméfit jsou naptiklad:
transferinovy receptor, folatovy receptor, receptor pro epidermdlni rlstovy faktor
nebo integriny. Pokud chceme ovlivnit endotel cév, miiZzeme cilit naptiklad
na receptory VEGFR-1, VEGFR-2 (vascular endothelial growth factor receptors)
nebo na VCAM-1 (vascular cell ahesion molecule 1).** Zni¢enim endotelu cév

muzeme dosadhnout usmrceni bunék nadoru vlivem nedostatku zivin a kysliku.®
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Obr. 7 Schématické zobrazeni modifikované funkcializované nanod¢astice.°!

4.4.2.3. Chemoterapie

Do dne$niho dne jiz byla zkouSena enkapsulace mnoha chemoterapeutik.
Dutivodii pro vyuziti nanonosic¢li je mnoho. Omezeni nezadoucich ucinkt, zlepSeni
terapeutického efektu, moznost prodlouzeni Ui€inku, targeting aj.

Doxorubicin je anthracyklin, ktery se uziva v terapii uz dlouhy c¢as. Nicméné
ma celkem zavazné nezadouci UCinky, zejména na srdce. Enkapsulaci této latky
do PLGA nanocastic, které byly pegylovany, doslo k drastickému snizeni
kardiomyopatii ve srovnani s lypozomalnim doxorubicinem.®?

Terapie nadorth mozku, napt. glioblastomu, je v soucasnosti hodné neefektivni.
Je to dano zejména neprostupnosti vétSiny chemoterapeutik pres hematoencefalickou
bariéru. Pokus o feseni tohoto problému prob¢hl zatim jen na modelu krysiho mozku.
Nicméné PLGA nanocastice s doxorubicinem byly modifikovany na povrchu
poloxamerem 188 a tyto Castice prosly ptes bariéru az do mozku a navic efektivné
snizily rdst nadoru.®®

Paklitaxel je rostlinny alkaloid ze skupiny taxanti, ktery ptisobi jako mitoticky
jed. Jeho nevyhodou je nizky terapeuticky index, velmi nizkd rozpustnost ve vodé
a z mechanismu ucinku vychdzejici zdvazné nezadouci UcCinky. Enkapsulace
do PLGA nanocastic silné zvySuje toxicky efekt na rakovinné buinky oproti
registrovanému piipravku Taxol.®* Navic obrovskou vyhodou téchto ¢&astic
je moznost opatfit jejich povrch ligandy, které ptimo cili na patologickou tkan.

Dalsi latkou, kterd byla uspéSné¢ enkapsulovana je 9-nitrokampotecin.
Ta se zaméfuje na jaderny enzym topoizomerdza I, ktery inhibuje. Tento derivat

je ale siln¢ nestabilni ve fyziologickém pH a navic je skoro nerozpustny ve vode¢.
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Ovsem pii pouziti PLGA nanocastic se z nich 9-nitrokampotecin kontrolované
uvolioval po 160 hodin.%

Mnohé preklinické studie ukazaly, ze aktivni targeting bun¢k nebo endotelu
cév nadoru je efektivnéjsi. Naptiklad uprava povrchu folatem u nanocastic PLGA
s doxorubicinem dosahovala asi jeden a piilkrat vyssi ucinnost pii 1€cbé nadoru prsu.
Tyto ¢&astice cilily na buitky MCF-7.# Nanoc¢astice PEG-PLGA s paklitaxelem,
znovu na povrchu modifikovany folatem, vykazovaly mnohokrat vyssi cytotoxitu
vici HEC-1A buitkkdm (human endometrium cancer cells). V tomto piipad¢ je vyuzit
aktivni i pasivni targeting.5

Velkou pozornost v poslednich letech pfitahuje moznost perordlniho podani
chemoterapeutickych latek. Z vysledki studii naptiklad vyplyva, ze po podani PLGA
nanodastic s tamoxifenem se biodostupnost 1é¢iva zvySila aZ jedenactkrat.®’

V soucasné dobé¢ je vSak vyzkum pouze v preklinickych fazich nebo
se vysledky interpretuji na hodnotach ziskanych v podminkach in vitro. Do budoucna
jsou vsak obrovskym pfislibem dal$i postupy. Jedna se zejména o cilenou genovou
terapii pomoci enkapsulace plasmidi nebo biologickou 1écbu v podobé PLGA

nanocastic se specifickymi proteiny.

4.4.2.4. Diagnostika a zobrazovani rakoviny

Zobrazovaci metody hraji v klinické onkologii kli¢ovou roli. Pomahaji
identifikovat solidni nadory, determinovat recidivujici tumor a samoziejm¢ také
odpovéd’ na 1é¢bu. Od doby, co je mozné pomoci ligandd na povrchu nanocastic cilit
na pozadovanou tkan, je mozné zavést kontrastni latku pouze na misto, kde jeji
piitomnost potfebujeme.®

Enkapsulaci superparamagnetickych oxidi zeleza do PLGA nanocastic doslo
k vyraznému zvySeni polocasu eliminace kontrastni latky a navic se do zna¢né miry
odbouraly jeji nezadouci Uc¢inky. Pomoci magnetické rezonance bylo mozné poftidit
snimek nadoru.®® Dal$im pfikladem muze byt enkapsulace radioaktivné znaceného
indikatoru *Tc¢ k zobrazeni takzvanych “sentinel” lymfatickych uzlin. To jsou
uzliny, které jsou jako prvni zasazeny metastazemi pii rakovinném bujeni.

K zobrazeni se vyuziva scintiografie.®

24



4.4.2.5. Specifické nedostatky nanocastic v 1é¢bé rakoviny

Jeden z nejvétSich problémi se zda byt pasivni targeting a EPR efekt, jehoz
intenzita je znacn¢ individualni u kazdého pacienta, ale 1 u kazdého druhu nadoru.
Dalsi nedostatek souvisejici s aktivnim targetingem, ktery by mél byt teoreticky
ucinngjsi, vézi v tom, ze je doprovazen zvysSenou imunogenitou a adsorbci proteinti

na Castice. OvSem i tak jsou cilené nanodastice v 1é¢bé efektivngjsi. ¢

4.4.3. Lécba zanétu pomoci PLGA nanocastic

Lokalni podani imunosupresiv se do budoucna jevi jako zajimavy ukol.
Systémové podavani protizanétlivych 1€kt je v dlouhodobém métitku spojeno

se zavaznymi nezadoucimi uc¢inky.

4.4.3.1. Targeting zanétu

PLGA nanocastice jsou schopny piimo cilit na misto zanétu a navic
enkapsulovanou latku uvoliiuji dlouhodob&.”® Po systémovém podani &astic dojde
k jejich fagocytdze pomoci bun¢k retikuloendotelialniho systému. Dé&je se tak hlavné
v zanétlivé tkani, a to proto, Ze v tomto misté je koncentrace makrofagti, lymfocyti
a dendritickych buné¢k nékolikanasobné¢ zvysena. Nanocastice se v misté zanétu
kumuluji. Modifikaci povrchu PNP’s mlzeme cilit na specifické antigeny, bunky
nebo receptory, keré se vyskytuji pouze v zanctu. Aktivni targeting lze nasmérovat

napf. na integrin a,f-3.7!

4.4.3.2. Revmatoidni artritida

RA je chronickd zanétlivd nemoc zpisobujici poskozeni kloubl a kosti.
Terapie spo¢iva hlavné v potladovani jejich symptomi. Casto dochézi
1 k dlouhodobému uzivani glukokortikoidd, ty vSak maji zdvazné nezddouci ucinky.
Proto se i zde vyskytly pokusy o vyuziti nanotechnologie. Ve studiich bylo dokazano,
ze Castice z nebiokompatibilnich a nebiodegradabilnich polymeri mohou vyvolat
nezadouci efekt, tzv. krystaly navozenou bolest.** Proto se jako nosi¢
protizanétlivych 1€kt pouzivaji PLGA nanocastice.

PLGA nanocéstice byly podany injekéné ptimo do kloubniho pouzdra krysy.

Zatimco PLGA mikrosféry zustaly pouze v synovidlni tekuting, tak nanocastice byly
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fagocytovany makrofagy a dostaly se i do kloubu a kosti. Enkapsulovanou latkou byl
betamethason.”

Studie ukazaly, ze po poddni nanocastic o velikosti 300-490 nm piimo
do kloubniho pouzdra doslo k postupnému uvoliiovani uc¢inné latky. Experiment byl

provadén na kralicich.”?

5. PRAKTICKA CAST

5.1. Pouzité pristroje

Analytické vahy Ohaus discovery (Ohaus, Greifensee, Svycarsko), max. 210 g,
d=0,1 mg

Vahy Kern 440-53N (Kern, Balingen, Némecko), max. 400 g, d=0,01 g

Magnetickd michacka IKA-WERKE RT 5 power (IKA, Staufen, Némecko), 100-
1000 ot./min, Ika

Homogenizator Ultra Turrax T10 basic (IKA, Staufen, Némecko) 8000-30000
ot./min., 6 pasem

Zetasizer ZS 90, (Malvern Panalytical, Malvern, Spojené kralovstvi)

Stopky DS 35 ZPA PRAGOTRON (Pragotron, Praha, Ceska republika)

Centrifuga Micro 7 (Fischer Scientific, Hampton, Spojené staty americké)

Vakuové odparka IKA RV 10 (IKA, Staufen, Némecko)

Spektrofotometr Helios y (Thermo scientifica, VarSava, Polsko)

5.2. Pouzité chemikalie

T3: Terpolymer kyseliny DL-mlé¢né, kyseliny glykolové a tripentaerytritolu (3%) ,
syntéza na KFT

Kopolymer kyseliny DL-mlé¢né s kyselinou glykolovou (1:1), syntéza na KFT
Aceton, Penta, Chrudim

Acetonitril Sigma-Aldrich, Praha

Dichlormethan, Honeywell, Olomouc

Dimethyl sulfoxid, Honeywell, Olomouc

Ethanol, Penta, Chrudim

Ethylacetat, Lachema, Neratovice
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Ethylmethylketon, Lachema, Neratovice
Koliphor 188, Sigma-Aldrich, Praha
Pluronic F127, Sigma-Aldrich, Praha
Rhodamin B, Sigma-Aldrich, Praha

5.3. Pracovni postup

5.3.1. Priprava vniti'ni faze

Na analytickych vahach bylo navéazeno vzdy 25 mg polymeru. Pro své méfeni
jsem pouzival jeden linearni polymer, tim bylo PLGA (1:1) nebo vétveny polymer
T3. Nasledn¢ byl polymer rozpustén v jednom mililitru zvoleného rozpoustédla nebo
ve smési organickych rozpoustédel, jejichz pomér byl predem zvolen. Jediny
problém piedstavovala rozpustnost polymerdt v DMSO, protoze PLGA i T3 jsou

v ném obtizné rozpustné. Vnitini faze byla pfipravena vzdy az v Cas potieby.

5.3.2. Priprava vnéjsi faze

Vnéjsi faze byla tvotfena 1% roztokem povrchové aktivni latky v Cisténé
vodé. Do dostatetné Siroké kadinky byl navaZzen Koliphor® 188 nebo
Pluronic® F127 a doplnén vodou. Roztok byl michdn do tplného rozpusténi

surfaktantu. VétSinou bylo pfipravovano 100 ml vodné faze.

5.3.3. Priprava suspenze nanocastic

Suspenze byla ptipravena dvéma zpiisoby:

Odparovani rozpoustédla

Do kadinky s vnéjsi fazi byla pfiddna vnitini faze. Ob& faze se zietelné
oddélily. Poté byla kadinka okamzité umisténa pod homogenizétor, na kterém byly
postupné zvy$ovany otadky az na maximum. Homogenizace trvala 60 sekund. Cas
byl méfen na stopkach. Poté byly otacky pomalu snizovany na minimum.
Takto vznikld emulze byla v kadince umisténa na magnetickou michacku.
Tam se po dobu asi 2-3 hodin odparovalo pii laboratorni teploté¢ a atmosferickém
tlaku organické rozpoustédlo. Doba odpatovani hodné zavisela na zvoleném solventu

nebo jejich kombinaci. Na zaklad¢ informaci z literatury je doba 3 hodin dostatecna

27



pro odpaieni organického rozpoustédla.!® Takto vznikld vodna suspenze nanocastic

pak byla prefiltrovana pfes membranovy filtr o velikosti pora 0,8 pm.

Nanoprecipitace

Vodna faze surfaktantu byla v dostatecné Siroké kéadince umisténa
na magnetickou michacku. Pfipravena vnéjsi faze byla natazena do injekéni stiikacky
bez jehly nebo do pipety. Takto bylo snadno vyieseno pozvolné prikapavani vngjsi
faze. Tato faze byla pfidavana do kadinky frekvenci zhruba jedné kapky za dvé
sekundy. Pro méfeni tohoto intervalu byly pouzity stopky. Poté byla kadinka
ponechana 2-3 hodiny na magnetické michac¢ce. To byla doba nutna k odpareni
veskerého rozpoustédla. Tento ¢as vSak byl pro kazdy solvent individuélni. Zpravidla
po tfech hodinach jiz vzorek neobsahoval rozpoustédlo. Pro urychleni procesu
odpatfovani byla pouzita v jednom ptipad€ i vakuova odparka. Poté byla suspenze

podrobena granulometrickému méteni na Zetasizeru.

5.3.4. Priprava nanocastic s rhodaminem B

Na analytickych vahach bylo navazeno do kadinky 25 mg polymeru
a zaroven 0,25 mg rhodaminu B. Obé tyto latky byly rozpustény v rozpoustédle nebo
kombinaci rozpoustédel a suspenze nanocastic byla utvoifena metodou odpatfovani
rozpoustédla. Jako stabilizator byl pouzit Koliphor® 188 v koncentraci 1% vodného
rozoku. Poté byly nanocastice s enkapsulovanym rhodaminem podrobeny méteni
na zetasizeru. Poté bylo odméfeno do eppendortky mnozstvi 1,5 ml suspenze a takto
zpracovany vzorek byl vloZen do centrifugy na 15 minut pfi 10 000 RPM. Po prvnim
centrifuga¢nim cyklu byl ze vzorku odebran supernatant a nahrazen 1,5 ml vody.
Voda byla ptfidana tak, aby redispergovala sediment. Poté byl vzorek opét 15 minut
cenrifugovan pii 10 000 RPM. Znova byl odebran supernatant a nahrazen vodou tak,
aby se zvifil sediment. Poté doslo k posledni centrifugaci a supernatant byl nasledné
nahrazen 1 ml acetonitrilu. Vzorek pak byl vlozen do mémé kyvety
a na spektrofotometru byla zmétena koncentrace enkapsulovaného rhodaminu B.

Méfteni probe¢hlo pii vinové délce svétla 556 nm proti slepému vzorku acetonitrilu.
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5.3.5. Kvantifikace enkapsulované¢ho rhodaminu B

Po rozpusténi suspenze nanocéstic v acetonitrilu byl vzorek vlozen do mérné
kyvety a na spektrofotometru byla zméfena koncentrace enkapsulovaného rhodaminu
B. M¢éfteni probéhlo pfi absorpénim maximu roztoku rhodaminu B v acetonitrilu.
Tato hodnota byla 556 nm. Naméfené hodnoty absorbance byly vlozeny
do kalibra¢ni kiivky (Obr. 8). Z ni byla odectena koncentrace enkapsulovaného

rhodaminu B dosazenim do vzorec¢ku.

y=0,1601x-0,144

Kde y je naméfena absorbance a x je koncentrace enkapsulovaného

rhodaminu B

kalibracna krivka RhB v ACN
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Obr. 8 Kalibrac¢ni kiivka roztoku rhodaminu B v acetonitrilu pii 556 nm.

5.3.6. Méreni velikosti a zeta potencialu ¢asic

K méteni hodnot byl pouzit pfistroj Zetasizer ZS 90. Do plastové mérné
kyvety bylo pfidano 0,05 ml suspenze nanocéstic a vzorek byl doplnén destilovanou
vodou na 2,0 ml. Kyveta byla vloZena do pfistroje a probéhlo méteni velikosti Castic

a jejich polydisperzity. Meétfeni kazdého vzorku pfistroj provedl tiikrat.
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Poté byl stejnym zplsobem ziedén vzorek na meéfeni zeta potencidlu. Vzorek
byl pomoci injekéni stiikacky aplikovan do specialni kyvety s kapilarou
a elektrodami (Obr. 9). Ta byla vlozena do pfistroje, ktery kazdy vzorek proméfil
tiikrat.

Elek‘[mdalj_@

Kapilara

Obr. 9 Schématické zobrazeni mérné kyvety pro méfeni zeta potencialu.'!

5.3.7. Princip méreni velikosti Castic

Metoda méteni velikosti ¢astic vyuziva jevu takzvaného dynamického rozptylu
svétla.

Castice se v disperzi neustale pohybuji. Vykazuji tzv. Browniiv pohyb, coz
je jev, kdy neustdle dochazi ke srazkam castic s molekulami okolni kapaliny
a nasledkem toho je chaoticky pohyb c¢astic. V naSem ptipad¢ je kapalinou voda.
Velmi dilezitym rysem tohoto pohybu je fakt, Ze mensi ¢astice se pohybuji rychleji
nez vétsi. Vztah mezi velikosti ¢astic a rychlosti jejich pohybu je definovan Stokes-

Einsteinovou rovnici.”*

kT

4(H)= 377D

Kde d(H) je hydrodynamicky pramér castice, D je koeficient difuze, k je

Boltzmannova konstanta, T je absolutni teplota a n je viskozita disperzniho prostiedi.
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Zetasizer méfi intenzitu odrazeného laserového svétla v Case. Lépe feceno,
méfi rychlost kolisani intenzity rozptyleného svétla. Toto se déje pomoci digitdlniho
korelatoru. Ten v podstaté méti podobnost mezi dvéma signaly po urcitém case.
Kazdy signél se s pfibyvajicim ¢asem méni. Rychlost této zmény zédvisi na velikosti
¢astic. Vystupni hodnotou pfistroje je distribuce velikosti ¢astic. Zakladni distribuci
velikosti je distribuce intenzity rozptyleného svétla, kterd je funkci velikosti ¢éstic.
Tu lze pfevést i na distribuci objemu materidlu intereagujiciho s paprskem. Miru
velikosti nejednotnosti ¢astic definuje polydisperzita (PDI).[%"]

Sledované atributy tedy jsou: intenzita zaznamenaného signalu (véEtsi Castice
rozptyluji mnohem vice svétla nez mensi) a rychlost migrace bodu (Castic)
generujicich danou intenzitu rozptylu svétla (mensi Castice se pohybuji rychleji nez

vétsi). Schématicky zndzornuje méfeni velikosti ¢astic Obr. 10.

Obr. 10 Kde 1 je laser, 2 je kyveta, 3 je detektor, 4 je atenudtor laserového paprsku, 5

je korelator a 6 je po¢itad.”

5.3.8. Princip méreni zeta potencialu

Dusledkem existence elektrickych nabojii na povrchu ¢astic je jejich pohyb
v aplikovaném elektrickém poli. Vykazuji tzv. elektrokinetické efekty. Pro méteni
na zetasizeru je dilezity efekt elektroforézy, coz znamend, Ze nabité ¢astice vykazuji

pohyb vzhledem ke kapaling, ve které jsou suspendovany, pod vlivem aplikovaného
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elektrického pole.!' Pokud na elektrolyt aplikujeme elektrické pole, tak jsou
suspendované ¢astice pritahovany smérem k elektrod¢ s opaénym nabojem. Tomuto
pohybu do jisté miry brani viskozita elektrolytu. Rychlost Castice je zavisla na sile
elektrického pole, dielektrické konstanté elektrolytu, viskozité elektrolytu a zeta
potencialu.!! Rychlost se oznacuje jako elektroforeticka pohyblivost a zeta potencial

z ni lze vypocitat aplikovanim Henryovy rovnice.

_ 2&f (Ka)
= —377

Ue

Kde Ue je elektroforeticka pohyblivost, € je dielektricka konstanta, z je zeta
potencial, f(Ka) je Henryova funkce a m je viskozita. Za f(Ka) se pii meéfeni
ve vodném prosttedi dosazuje tzv. Smoluchovskiho aproximace, kterd nabyva

hodnoty 1,5.

Technika méfeni zeta potencidlu v kyveté s elektrodami a aplikovanym napétim
se nazyva laserovd Dopplerova velocimetrie. Tato metoda zachycuje rychlost
nanodCastic v proudu kapaliny.'! Mé&feni je zavislé také na hodnoté pH. Pii naSem

meéteni byly ¢astice suspendovany ve vode. Proto Ize fict, ze pH méfeni bylo 7

5.3.9. Pouzita rozpoustédla a jejich vlastnosti

Pro vybér rozpoustédla je dilezité zvazit k jaké metodé bude pouZito.
Pii metodé€ odpatovani rozpoustédla je Zadouci, aby solvent nebyl misitelny s vodou
zcela nebo jen velmi omezené. Naopak pifi nanoprecipitaci bylo zvoleno
rozpoustédlo misitelné s vodou, které ma zaroven schopnost rozpustit celkem
lipofilni kopolymer PLGA 1:1. U vSech pouzitych rozpoustédel byla pozadovéana
schopnost, aby byly tékavé a do nékolika hodin lehce odpafitelné pii laboratorni
teploté. To bylo zaruceno jejich nizkou hodnotou bodu varu.

Pro metodu odpatovani rozpoustédla byl pouzit DCM, ethylacetat (ETAC)
a ethylmethyl keton (EMK) neboli butan-2-on nebo jejich smési. Dichlormethan
(CH2Cly) je nepolarni rozpoustédlo s typickym nasladlym zapachem a jeho vyhodou
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je jeho tékavost. S ostatnimi organickymi solventy se da dobife misit. OvSem

jeho nevyhodou je nevyhovujici toxikologicky profil.

CH3;COOCH2CHjs a je to ester ethanolu a kyseliny octové. Ma nasladlou vini, ktera
je dulezitd pro detekci organického rozpoustédla v emulzi, ze které je suspenze
nanocastic utvorena. Butan-2-on je bezbarvd kapalina typického karamelového
zapachu. Jeho funkéni vzorec CH3C(O)CH2CHj3 naznacuje jeho obtiznou misitelnost
s vodou. Ma drazdivé Uc¢inky, nicméné jen pii dlouhodobé expozici velkym
mnozstvim této latky. Jeho nevyhodou je del$i doba nutnd k jeho odpafeni
pfi laboratorni teplotg.

Pfi nanoprecipitaci byl pouzit ethanol (ETOH), aceton (AC), acetonitril (ACN)
a jejich smési nebo samotny DMSO. Ethanol (CH3CH:OH) je protické polarni
rozpoustédlo, které je neomezené misitelné s vodou. Pro tento Gcel se pouziva pouze
koncentrovany (96%), ale i tak se k rozpousténi polymert samotny nehodi kvili
jeho prevladajicimu polarnimu profilu. Proto se nabizi jeho pouziti ve smési,
naptiklad s acetonem.

AC nebo také dimehylketon ma funkéni vzorec CH3C(O)CHs. Je to bezbarva
kapalina, kterd ma charakteristicky zapach. Jedna se o aprotické¢, nepolarni
rozpoustédlo, které je s vodou neomezené misitelné. Nevyhodou je, ze pii vysSich
laboratornich teplotach se odpatuje velmi rychle a vysoka koncentrace par acetonu
pisobi tlumivym ufinkem na centrdlni nervovy systém. Proto je dulezita
pfi manipulaci s nim prace v digestofi. Pfi bézném pouziti vykazuje jen mirnou
toxicitu a nejsou dostate¢né dikazy pro chronické G¢inky na zdravi.”

ACN (CH;CN) je nejjednodussi organicky nitril. Je to bezbarva, tékava
kapalina, kterd je dobfe misitelnd s vodou i jinymi organickymi rozpoustédly.
Ma povahu semipolarniho solventu. Acetonitril ma v nizkych davkéach jen malou
toxicitu.”® V téle vSak mize byt metabolizovan na kyanovodik.

DMSO méa funkéni vzorec (CH3).SO. Je to bezbarva kapalina, ktera
ma povahu semipolarniho, aprotického rozpoustédla. Je dobie misitelny s vodou

1 celou fadou organickych solventil. Pfi vyss§i koncentraci par mé drézdivy potencial.
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5.4. Slozeni vzorku

Tabulka 1 Slozeni vzorku.

Cislo Polymer Rozpoustédlo Surfakant Metoda ptipravy
vzorku | (nav.25mg) (1ml) (10 ml, 1%)

1 T3 DCM Koliphor 188 | Odpat. rozpoustédla
2 T3 ETAC Koliphor 188 | Odpat. rozpoustédla
3 T3 EMK Koliphor 188 | Odpat. rozpoustédla
4 T3 EMK:DCM 1:1 | Koliphor 188 | Odpaf. rozpoustédla
5 T3 ETAC:EMK 1:1 | Koliphor 188 | Odpat. rozpoustédla
6 T3 DCM:ETAC 1:1 | Koliphor 188 | Odpaf. rozpoustédla
7 T3 DCM:EMK 7:3 | Koliphor 188 | Odpatf. rozpoustédla
8 T3 DCM:ETAC 7:3 | Koliphor 188 | Odpaf. rozpoustédla
9 PLGAS/5 DCM Koliphor 188 | Odpat. rozpoustédla
10 PLGAS/5 ETAC Koliphor 188 | Odpat. rozpoustédla
11 PLGAS/5 EMK Koliphor 188 | Odpat. rozpoustédla
12 PLGAS/5 EMK:DCM 1:1 | Koliphor 188 | Odpaf. rozpoustédla
13 PLGAS/5 ETAC:EMK 1:1 | Koliphor 188 | Odpat. rozpoustédla
14 PLGAS/5 DCM:ATAC 1:1 | Koliphor 188 | Odpat. rozpoustédla
15 PLGAS/5 DCM:EMK 7:3 | Koliphor 188 | Odpaf. rozpoustédla
16 PLGAS/5 DCM :ETAC 7:3 | Koliphor 188 | Odpat. rozpoustédla
17 T3 AC:ETOH 1:1 | Pluronic F127 Nanoprecipitace
18 T3 AC:ETOH 7:3 | Pluronic F127 Nanoprecipitace
19 T3 ACN Pluronic F127 Nanoprecipitace
20 T3 ACN:AC 1:1 Pluronic F127 Nanoprecipitace
21 T3 ACN:AC 7:3 Pluronic F127 Nanoprecipitace
22 T3 ACN:AC 3:7 Pluronic F127 Nanoprecipitace
23 T3 DMSO Pluronic F127 Nanoprecipitace
24 PLGA 5/5 AC:ETOH 1:1 | Pluronic F127 Nanoprecipitace
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25 PLGA 5/5 AC:ETOH 7:3 | Pluronic F127 Nanoprecipitace
26 PLGA 5/5 ACN Pluronic F127 Nanoprecipitace
27 PLGA 5/5 ACN:AC 1:1 Pluronic F127 Nanoprecipitace
28 PLGA 5/5 ACN:AC 7:3 Pluronic F127 Nanoprecipitace
29 PLGA 5/5 ACN:AC 3:7 Pluronic F127 Nanoprecipitace
30 PLGA 5/5 DMSO Pluronic F127 Nanoprecipitace
Tabulka 2 Slozeni vzorkl s rhodaminem B.
Cislo Polymer Rozpoustedlo Surfaktant Rhodamin B
vzorku | (nav.25mg) (1ml) (10 ml, 1%) (navazka v mg)
31 PLGA 5/5 | DCM: ETAC 7:3 | Koliphor 188 0,28
32 PLGA 5/5 DCM:EMK 7:3 | Koliphor 188 0,24
5.5. Vysledky méreni
Tabulka 3 Velikost vzniklych nanocastic a jejich polydisperzita.
Cislo vzorku Primérna Smérodatna Primérna Smérodatna
velikost ¢astic odchylka polydisperzita odchylka
[nm]
1 152,8 +16,534 0,266 +0,042
2 204,5 +1,450 0,431 +0,018
3 189.,4 +7,914 0,379 +0,074
4 128,9 +0,330 0,226 +0,006
5 201,0 +6,479 0,300 +0,047
6 146,1 +1,250 0,223 +0,002
7 97,6 +0,188 0,216 +0,017
8 111,1 +0,471 0,210 +0,018
9 5279 +26,000 0,738 +0,008
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10 470,7 +51,150 0,665 +0,123
11 211,3 +8,000 0,300 +0,010
12 154,0 +1,674 0,265 +0,009
13 263,1 +8,948 0,425 +0,074
15 95,8 +0,404 0,287 +0,017
16 155,3 +1,376 0,112 +0,018
17 151,0 +1,837 0,132 +0,019
18 198,2 +1,406 0,098 +0,023
19 209,6 +1,330 0,175 +0,008
20 200,9 +0,981 0,145 +0,005
21 207,3 +3,586 0,174 +0,007
22 179,4 +1,173 0,096 +0,026
23 128,4 +1,257 0,067 +0,007
24 164,9 +0,741 0,112 +0,019
25 165,5 +1,558 0,125 +0,010
26 219,6 +0,403 0,213 +0,006
27 193,7 +2,123 0,157 +0,007
28 194,0 +0,957 0,084 +0,005
29 159,3 +2,290 0,100 +0,003
30 96,8 +0,426 0,097 +0,012

Tabulka 4 Velikost vzniklych nanocastic s enkapsulovanym rhodaminem B.

Cislo vzorku Primérna Smérodatna Primerna Smérodatna
velikost ¢astic odchylka polydisperzita odchylka
[nm]
31 296,8 +8,572 0,432 +0,031
32 191,3 +4,453 0,444 +0,066
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Graf 1 Velikosti nanocastic, sefazené od nejmensSiho rozméru, vznikajicich z

polymeru T3, pfipravenych odpafovanim rozpoustédla.
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Graf 2 Velikosti nanocastic, sefazené od nejmenSiho rozméru, vznikajicich z

polymeru PLGA 5/5, pfipravenych odpafovanim rozpoustédla.
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Graf 3 Velikosti nanocastic, sefazené od nejmenSiho rozméru, vznikajicich z

polymeru T3, ptipravenych nanoprecipitaci.
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Graf 4 Velikosti nanocastic, sefazené od nejmenSiho rozméru, vznikajicich z

polymeru PLGA 5/5, pfipravenych nanoprecipitaci.
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Graf 5 Srovndni obou polymeri ve vztahu k velikosti ¢astic: DCM, ETAC a EMK

(metoda odpatfovani rozpoustédla).
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Graf 6 Srovnani obou polymerid ve vztahu k velikosti ¢astic: DCM:ETAC 1:1,
EMK:DCM 1:1 a ETAC:EMK 1:1 (metoda odpafovani rozpoustédla).
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Graf 7 Srovnani obou polymerti ve vztahu k velikosti ¢astic: DCM:ETAC 7:3 a
DCM:EMK 7:3 (metoda odpatovani rozpoustédla).
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Graf 8 Srovnani obou polymert ve vztahu k velikosti ¢astic: AC:ETOH 1:1 a
AC:ETOH 7:3 (metoda nanoprecipitace).
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Graf 9 Srovnani obou polymert ve vztahu k velikosti ¢astic: ACN:AC 7:3, ACN:AC
1:1 a ACN:AC 3:7 (metoda nanoprecipitace).
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Graf 10 Srovnani obou polymert ve vztahu k velikosti ¢astic: ACN a DMSO

(metoda nanoprecipitace).
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Graf 11 Srovnani velikosti nanocastic s enkapsulovanym rhodaminem B a bez

enkapsulovaného rhodaminu B (DCM:ETAC 7:3 a DCM:EMK 7:3).

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)

Size (d.nm)

Record 114: 3_PLGA_DCMEMK_7:31 ~ — Record 115: 3_PLGA_DCM:EMK_7:3 2
Record 116: 3_PLGA_DCM:EMK_7:3 3

Graf 12 Distribuce intenzity rozptyleného svétla prazdnych nanocastic PLGA
(DCM:EMK 7:3). Uvedeneno jako srovnani ke grafu 13.
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Size Distribution by Intensity
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~  Record 250: 9_PLGA55_DCM:EMK_7:3_RHODAMIN Il 1
~ Record251: 9_PLGA55_DCM:EMK_7:3_RHODAMN Il 2
— Record252:9 PLGA55_DCM:EMK_7:3_RHODAMIN Il 3|

Graf 13 Distribuce intenzity rozptyleného svétla nanocastic PLGA s rhodaminem B
(DCM:EMK 7:3).

Tabulka 5 Primérny zeta potencial nanocastic.

Cislo vzorku | Primémy zeta Smérodatna
potencial [mV] odchylka
1 -37,0 +1,389
2 -14,7 +0,741
3 -35,3 +3,989
4 -24.5 +3,536
5 -16,0 +2,716
6 -29,5 +0,531
7 -38,0 +1,050
8 -37,1 +1,768
9 -34,1 +1,112
10 -39,6 +1,300
11 -41,5 +0,883
12 -29,5 +1,951
13 -16,0 +2,716
14 -8,6 +2,115
15 -40,0 +0,741
16 -38,6 +1,525
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17 29,1 +2,304
18 274 +0,806
19 41,0 +0,946
20 31,0 +0,329
21 -35,8 +0,419
22 31,0 +0,245
23 27,5 +0,170
24 28,5 +2,978
25 21,0 +0,834
26 -35,9 +1,613
27 28,6 +0,793
28 27,0 +1,347
29 -18,8 +1,838
30 -32,0 +0,735

Tabulka 6 Primérny zeta potencidl nanocéstic s enkapsulovanym rhodaminem B.

Cislo vzorku | Primémy zeta Smérodatna
poencial [mV] odchylka
31 -55,8 +3,646
32 -41,0 +0,735
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Graf 14 Zeta potencidl nanocastic (sefazené od nejstabilnéjSich ¢astic po nejméné

stabilni) vznikajicich z polymeru T3, pfipravenych odpafovanim rozpoustédla.
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Graf 15 Zeta potencidl nanocastic (sefazené od nejstabilnéjSich castic po nejméné

stabilni) vznikajicich z polymeru PLGA 5/5, pfipravenych odpatfovanim rozpoustédla.
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Graf 16 Zeta potencidl nanocastic (sefazené od nejstabilnéjSich ¢astic po nejméné

stabilni) vznikajicich z polymeru T3, pfipravenych nanoprecipitaci.
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Graf 17 Zeta potencidl nanocastic (sefazené od nejstabilnéjSich ¢astic po nejméné

stabilni) vznikajicich z polymeru PLGA 5/5, pfipravenych nanoprecipitaci.
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Graf 18 Vysledny zeta potencidl. Porovnani obou polymert ve vzahu k zeta

potencalu: DCM, ETAC a EMK (metoda odpafovani rozpoustédla).
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Graf 19 Vysledny zeta potencidl. Porovnani obou polymert ve vzahu k zeta
potencalu: DCM:ETAC 1:1, EMK:DCM 1:1 a ETAC:EMK 1:1 (metoda odpatfovani

rozpoustédla).
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Graf 20 Vysledny zeta potencidl. Porovnani obou polymert ve vzahu k zeta

potencalu: DCM:ETAC 7:3 a DCM:EMK 7:3 (metoda odpafovani rozpoustédla).
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Graf 21 Vysledny zeta potencidl. Porovnani obou polymert ve vzahu k zeta

potencalu: AC:ETOH 1:1 a AC:ETOH 7:3 (metoda nanoprecipitace).
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Graf 22 Vysledny zeta potencidl. Porovnani obou polymert ve vzahu k zeta

potencalu: ACN a DMSO (metoda nanoprecipitace).
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Graf 23 Vysledny zeta potencidl. Porovnani obou polymert ve vzahu k zeta

potencalu: ACN:AC 7:3, ACN:AC 1:1 a ACN:AC 3:7 (metoda nanoprecipitace).
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Graf 24 Srovnani zeta potencidlu nanoc¢astic s enkapsulovanym rhodaminem B a bez

DCM:ETAC 7:3

DCNEEME 7:3
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enkapsulovaného rhodaminu B (DCM:ETAC 7:3 a DCM:EMK 7:3).

Tabulka 7 Enkapsulacni efektivita rhodaminu B.

Cislo vzorku Absorbance  pfi | Koncentrace Enkapsula¢ni
556 nm [ng/ml] efektivita [%]

31 0,922 6,658 7,93

32 0,583 4,541 6,31
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6. DISKUZE

V této praci byl zkouman vliv rozpoustédla, pouZzitého pti tvorbé nanocastic
emluzni odpafovaci metodou a nanoprecipitaéni metodou na velikost, polydisperzitu
a elektrické vlastnosti ptfipravenych ¢éstic. Experimentalni métfeni bylo uskutecnéno
na dvou typech polymert. Jednim byl linearni PLGA 5/5, tim druhym byl vétveny
T3. V praci byl zohlednén pouzity typ polymeru a jeho dopad na vysledné
granulometrick¢ vlastnosti nanocastic piipravenych za pouziti rozdilnych

rozpoustédel a nasledné kombinaci téchto solventd.

Vysledky granulometrické analyzy

Odparovani rozpoustédla

K této metodé¢ byla pouzita rozpoustédla nebo smési rozpoustédel,
kterd nejsou misitelné s vodou: DCM, EMK, ETAC, ETAC:EMK 1:1, DCM:EMK
1:1, DCM:ETAC 1:1, DCM:EMK 7:3 a DCM:ETAC 7:3. Piesné slozeni vzorku
obsahuje tabulka 1.

Pii srovnani EMK, DCM a ETAC je z grafu 5 patrné, Ze nejmensi Céstice
vznikaji kombinaci DCM s vétvenym polymerem T3 (152,8 nm). Tyto ¢astice maji
navic nizkou polydisperzitu (PDI 0,266). Oproti tomu kombinace ETAC nebo DCM
s linearni PLGA 5/5 poskytla o0 mnoho vétsi nanocastice (527,9 nm pro DCM a 470,7
nm pro ETAC), navic s vysokou polydisperzitou (PDI 0,738 pro DCM a 0,665 pro
ETAC). Z toho plyne, Ze tato kombinace polymeru a rozpoustédla se pro splnéni cile
mé prace nehodi. Pti pouziti EMK doslo k formulaci PNP’s s primérem okolo
200 nm (189,4 nm pro T3 a 211,3 nm pro PLGA 5/5) a slibnou polydisperzitou, jejiz
hodnota se pohybovala mezi 0,3-0,38. EMK se osvéd¢il jako vhodny solvent. Jiz z
grafu 5 je Citelné, Ze velikost vzniklych ¢astic ovliviiuje volba typu polymeru. Je
patrné, ze PNP’s utvotené z linedrniho polymeru jsou vétsi (DCM 527,9 nm, ETAC
470,9 nm, EMK 211,3 nm, DCM:EMK 1:1 154,0 nm, ETAC:EMK 1:1 263,1 nm,
DCM:ETAC 1:1 172,6 nm, DCM:ETAC 7:3 155,3 nm) nez pii pouziti T3 (DCM
152,8 nm, ETAC 204,5 nm, EMK 1894 nm, DCM:EMK 1:1 1289 nm,
ETAC:EMK 1:1 201,0 nm, DCM:ETAC 1:1 146,1 nm, DCM:ETAC 7:3 111,1 nm).
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Tento fenomén se nakonec potvrdil téméf u vSech vzorku pfipravenych emulzni
odpatrovaci metodou. Jedinou vyjimkou byl vzorek piipraveny s DCM:EMK 7:3
(95,7 nm pro PLGA 5/5 a 97,6 pro T3).

Granulometrickou analyzou vzniklych nanocastic bylo dokadzano, Ze mensi
Castice vznikaji spiSe pfi pouziti smési rozpoustédel (DCM: EMK 7:3 96-98 nm,
DCM: ETAC 7:3 111-155 nm), jak je patrné z grafu 1 a 2.

Dalsi zkouSenou smési solventdi byla kombinace DCM:EMK 1:1.
Tato kombinace se ukdzala jako velmi dobrd, zejména protoze vzniklé nanocastice
disponovaly nizkou polydisperzitou (0,226 pro T3 a 0,265 pro PLGA 5/5). Castice
mély prumér mezi 129-154 nm. Stejné tak se osvédcilo i pouziti DCM:ETAC 1:1.
Vzniklé ¢astice mely nizkou polydisperzitu (0,223-0,310) a velikost mezi 146 nm
az 173 nm. Pfesné hodnoty pro oba polymery lze najit v tabulce 3. Z grafu 6 je znovu
patrny fenomén pouzitého typu polymeru.

Vzhledem k tomu bylo dale postupovano volbou smési rozpoustédel s vétSim
podilem dichlormethanu. Z grafu 7 vyplyva, Ze touto cestou vznikaly cCastice
o menSich rozmérech (95-155 nm). Navic, jak je doloZeno v tabulce 3, takto vzniklé
PNP’s maji velmi nizkou polydisperzitu. Jeji hodnota se nachazi v intervalu od 0,112
do 0,287. Zajimavé je, ze u samotného DCM se polydisperzita pohybuje od 0,266
pro T3 az do 0,738 pro PLGA 5/5.

Z vysledki tedy vyplyva, Ze pro piipravu malych nanoc¢éstic metodou
odpatrovani rozpoustédla (v rozmezi od 95 nm do 170 nm) s nizkou polydisperzitou
(PDI 0,110-0,310), jsou vhodné tyto smési  rozpoustédel: DCM:EMK 7:3,
DCM:ETAC 7:3, DCM:EMK 1:1, DCM:ETAC 1:1. Optimalni velikost ¢astic, tedy
okolo 200 nm, poskytuje EMK (189,4-211,3 nm) a kombinace EMK:ETAC 1:1
s vétvenym polymerem T3 (201,0 nm). U vSech polymert, aZ na jednu vyjimku
(DCM:EMK 7:3), se potvrdil fenomén zvoleného typu polymeru, ze kterého plyne,
ze polymer T3 poskytuje s danymi solventy Céstice o mensSim priaméru nez

pti pouziti PLGA 5/5.
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Nanoprecipitace

Pro tuto metodu byla pouzita rozpoustédla misitelnd s vodou: DMSO, ACN,
AC:ETOH 1:1, ACcETOH 7:3, ACN:AC 1:1, ACN:AC 7:3 a ACN:AC 3:7.
Z tabulky 3 lze vyvodit, Ze touto metodou vznikaji spiSe malé¢ nanoc¢éstice (96-220
nm) s velmi nizkou polydisperzitou. Polydisperzita vSech vzorkli pfipravenych
nanoprecipitaci je v rozmezi 0,067-0,213. Vliv pouzitého polymeru na morfologii
PNP’s byl pfi pouziti této metody zanedbatelny ve srovnani s PNP’s vzniklymi
metodou odparovani rozpoustédla.

V grafu 10 je znazornéno porovnani DMSO a ACN. DMSO se osvédcil jako
velmi dobré rozpoustédlo pro ptipravu malych cCastic (96,8 nm pro PLGA 5/5
a 1284 nm pro T3 ) s velmi nizkou polydisperzitou. PDI se u téchto vzorkl
této prace. Jeho velkou nevyhodou je vSak drazdivost a nevhodny toxikologicky
profil. ACN poskytuje ¢astice o velikosti 209,6 nm (PDI 0,175) pro T3 a 219,6 nm
(PDI 0,213) pro PLGA 5/5. Jedna se naopak o nejvétsi Castice piipravené touto
metodou. Jelikoz v literatuie se velmi Casto popisuje vliv AC na velikost nanoc¢astic
a jedna se o nejCastéji pouzivané rozpoustédlo, tak samotny pro tuto praci vyuzit
nebyl. OvS§em v mnohych studiich je snadno dohledatelné, ze takto vznikaji Castice
o velikosti 110 nm az 208 nm.?

Prvni zkouSenou smési solventii byla kombinace acetonu a ethanolu. Zde
je nutné podotknout, Ze se nehodi pouzit smés s vy$§Sim podilem ethanolu.
Je to z divodu, Ze tato smés by nebyla schopna rozpustit ani jeden z polymert.
Byl tedy zvolen pouze podil AC:ETOH 1:1 a 7:3. Vysledné hodnoty jsou zaneseny
do grafu 8 a vyplyva z nich, Ze takto pfipravené Castice maji velikost 150-200 nm.
Pro T3 se jedna o hodnoty AC:ETOH 1:1 151,0 nm (PDI 0,132) a AC:ETOH 7:3
198,2 nm (PDI 0,098) a u PLGA 5/5 je prumér castic pro AC:ETOH 1:1 164,9 nm
(PDI 0,112) a AC:ETOH 7:3 165,5 nm (PDI 0,125). Z téchto vysledkt je patrné,
ze vétsi podil ETOH ma vliv pouze na velikost nanocastic vzniklych z vétveného T3.
Pti pouziti AC:ETOH 1:1 vznikaji mensi ¢aastice nez pii pouziti AC:ETOH 7:3.

NejmenS$i nanocastice vznikaly bez ohledu na volbu polymeru pii pouZiti DMSO
(96,8 nm pro PLGA 5/5 a 128,4 pro T3). Naopak nejvétsi vznikly pfi pouziti ACN
(210-220 nm). Toto lze vyvodit ze souhrnnych grafiit 3 a 4. Z obou grafii je navic
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zietelny fenomén pridavku acetonitrilu. Se stoupajicim podilem ACN se primérna
velikost vzniklych nanoc¢astic zvySovala a viilbec nejvyssi byla pii pouziti samotného
ACN. Tento jev byl pozorovatelny u obou typti polymeru.

Detailngji se timto fenoménem zabyva graf 9 u kombinace ACN:AC v riiznych
pomérech. Zde vidime, jak se postupné se zvySujicim se podilem ACN zvySuje
i velikost castic. Jejich diametr stoupa u PLGA 5/5 od 159 nm do 194 nm (PDI
0,084-0,157). U T3 se jedna o hodnoty od 179 nm do 200 nm (PDI 0,096-0,174).

Jsou to tedy PNP’s menS$ich rozmérii s nizkou polydisperzitou.

Stabilita Castic

Za stabilni nanocastice jsou povazovany ty, které maji hodnotu zeta potencialu
+30 mV.

Ze souhrnnych grafii 14 a 15 je patrné, ze velkd cast PNP’s piipravenych
metodou odpafovani rozpoustédla je stabilnich. Velkd nestabilita se vSak ukdzala
u vzorkt, které vznikly za pouziti ETAC (-14,7 mV) nebo kombinace ETAC s EMK
1:1 (-16 mV) s vétvenym polymerem T3. U PLGA 5/5 se jednd vzhledem
k vyznamné nestabilit¢ o vzorky vzniklé pii pouziti ETAC s EMK 1:1 (-16 mV)
aDCM s ETAC 1:1 (-8,6 mV).

Pti nanoprecipitaci se u polymeru T3 nevyskytovaly vzorky, které¢ by byly velmi
nestabilni. Z grafu 16 lze vyvodit, ze zeta potencidl téchto nanocastic se pohyboval
od -27,4 mV do -41,0 mV. Podrobnéji shrnuje vysledky tabulka 5. OvSem
u linearntho PLGA 5/5 vykazoval nizsi stabilitu vzorek pfipraveny se smesi
ACN:AC 3:7 (-18,8 mV). Ostatni vzorky vykazovaly hodnoty od -21 mV do -36 mV.
To je naznaceno v grafu 17.

V grafech 18-23 je zndzornéno porovnani obou typi polymeru ve vztahu k zeta
potencidlu a ke zvolenému rozpoustédlu. Z téchto grafii nelze vypozorovat zadny
jednoznaény fenomén, ktery by se tykal pfimého vlivu polymeru na hodnotu zeta
potencialu.

Podle teorie by mél byt zeta potencial imérny velikosti &astic. Cim veétsi

v
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skutecnosti, ze vetsi Castice maji oproti menSim vyznamné mensi plochu povrchu
a naboj je tak na povrchu vyrazngjsi. To vSak toto méfeni zcela nepotvrdilo. Je tedy
pravdébodobné, ze do stability ¢astic zasahuje vice faktort. Jednim z nich mize byt

u tohoto experimentu i zvolena koncentrace povrchoveé aktivni latky.

Enkapsulaci rhodaminu B

Rhodamin B zastupuje lipofilni latku (log P= 6,71). Pro piipravu byl zvolen
linearni polymer PLGA 5/5. Jako rozpoustédlo byla zvolena smés dichlormethanu
s ethylmethylketonem 7:3 a smé¢s DCM s EMK 7:3. Pouzita byla metoda odparovani
rozpoustédla. Pfesné slozeni vzorka ukazuje tabulka 2.

Primér a polydisperzita nanocastic s enkapsulovanou latkou (tabulka 4) nabyva
signifikantné vétSich hodnot nez v ptipad¢ prazdnych PNP’s (s rhodaminem B 190-
300 nm, prazdné PNP’s 96-155 nm). Toto Ize vidét v grafu 11. Polydisperzita je
u nanocastic s rhodaminem 0,432-0,444. U prazdnych castic je nizkd a nabyva
hodnot 0,111-0,287. Lze usuzovat, ze je to dano pravé enkapsulaci latky
do nanonosict. Srovnani distribuce intenzity rozptylu svéla ¢asticemi je znazornéno
na grafech 12 a 13.

Pokud se zaméfime na stabilitu takto vzniklych nanocastic, tak z tabulky 6
muzeme vyvodit, Ze se jedna o velice stabilni ¢astice s vysokym zapornym zeta
potencidlem (-55 mV pro nanocastice piipravené v DCM:EMK 7:3 a -41 mV
pro DCM:ETAC 7:3). To je pravdépodobné zpiisobeno adsorbci barviva na povrch
PNP’s nebo zménou elektrickych vlastnosti PLGA ve smési s rhodaminem B.
Srovnani s prazdnymi nanocasticemi je v grafu 24.

Enkapsulaéni efektivita rhodaminu B do nanocastic ukazuje tabulka 7. Z téchto
hodnot je patrné, Ze tato metoda enkapsulace poskytuje nizkou enkapsulaéni

efektivitu.
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7. ZAVER

V préci byly vyzdviZeny ptednosti biodegradovatelnych polymert, ze kterych
vznikaji farmaceutické nanocastice. Déle byly shrnuty metody jejich piipravy
a mozné vyuziti v medicin€ a farmacii.

V experimentalni ¢asti diplomové prace byly pfipraveny nanoc¢astice metodou
odpatfovani rozpoustédla a metodou nanoprecipitace. Zkouman byl zejména vliv
rozpoustédla na granulometrické a elektrické vlastnosti ¢astic. Pozdéji byly
pripraveny i PNP’s s enkapsulovanou latkou. Z vysledkti vyplyva, Ze pro ptipravu
malych nanocastic (95-220 nm) s nizkou polydisperzitou (PDI 0,065-0,210)
a dostatecnou stabilitou (-19 mV az -41 mV) je vhodnéj$i pouzit metodu
nanoprecipitace. Pro splnéni cile této prace a pripravu castic o pruméru okolo
200 nm s nizkou polydisperzitou se pii metodé nanoprecipitace nejvice osveédcila tato
rozpoustédla v kombinaci s polymerem T3: AC:ETOH 7:3 (198,2 nm, PDI 0,098),
ACN:AC 1:1 (200,9 nm, PDI 0,145) a ACN:AC 7:3 (207,3 nm, PDI 0,174).
V kombinaci s PLGA 5/5 se pak jedna o ACN:AC 1:1 (193,7 nm, PDI 0,157)
a ACN:AC 7:3 (194,0 nm, PDI 0,084).

U emulzni metody odpatfovani rozpoustédla vznikaly men$i nanocastice
z vétveného polymeru T3 (97-205 nm, PDI 0,210-0,430). Z PLGA 5/5 vznikaly
castice o velikosti 95-530 nm. Jejich polydisperzita byla v rozmezi 0,110-0,730.
Pro tvorbu mensich nanocastic s nizkou polydisperzitou (96-170 nm, PDI 0,110-
0,310) jsou vhodné tato rozpoustédla: DCM:EMK 7:3, DCM:ETAC 7:3, DCM:EMK
1:1, DCM:ETAC 1:1. K tvorbé ¢astic s diametrem okolo 200 nm je nejvhodnéjsi
pro T3: EMK (189,4 nm PDI 0,379), ETAC:EMK 1:1 (201,0 nm, PDI 0,300)
a ETAC (204,5 nm, PDI 0,431). Pro linearni PLGA 5/5 se jednd jen o EMK
(211,3 nm, PDI 0,300). Je tedy zifejmé¢, ze ackoliv tato metoda poskytuje
pozadovany rozmér ¢astic jejich PDI je vyssi nezZ u PNP’s vzniklych nanoprecipitaci.
Stabilita Castic pfipravenych odpafovanim rozpoustédla se pohybovala od -8,6 mV
pro PLGAS5/5-DCM:ETAC 1:1 do -41,5 pro PLGAS5/5-EMK.

Enkapsulaci rhodaminu B vznikaly ¢astice o velikosti 190-300 nm s vysokou
polydisperzitou (PDI 0,430-0,440). Tyto PNP’s byly velmi stalé (-41 mV az -55 mV).
Enkapsulaéni efektivita této latky byla nizka a v procentech dosahovala hodnot

jen okolo 6,3-8%.
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