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ABSTRAKT

Univerzita Karlova

Farmaceutické fakulta v Hradci Kralové
Katedra farmaceutické technologie
Skolitel: PharmDr. Ondfej Holas, PhD.
Posluchag: Petra Stanikova

Nézev diplomové prace: Farmaceutické aplikace polyesteri jako nanonosict 1é¢iv

Nanocéstice jsou v soucasné dobé intenzivné studovanym a perspektivnim typem
I¢kové formy, jejiz potencidl spocivd predevSim v moznosti cilené distribuce
a fizeného uvolnovani 1é¢iva.

Teoretickd cast prace se vénuje jednotlivym druhiim nanocastic a syntetickym
biodegradabilnim polymertim odvozenych od a-hydroxykyselin (PLA, PGA, PLGA).
Velky daraz je kladen na metody pfipravy nanocastic, a to jak zjiz predem
pfipravenych polymert, tak zpfimo polymerizovanych monomerd. V dalSich
kapitolach se prace zabyva modifikaci povrchu ¢asticovych systémui a praktickym
vyuZitim nanomediciny ve zdravotnictvi.

V experimentalni ¢asti je zkoumdan vliv riznych derivati PLGA a jejich navazky
na velikost, polydisperzitu, zeta potencidl nanocéastic a enkapsulacni efektivitu
rhodaminu B. Nanocastice byly pfipraveny nanoprecipitacni metodou nebo metodou
odpatovani rozpoustédla. Méteni velikosti nanocastic a zeta potencialu bylo zajiSténo
pfistrojem Zetasizer ZS 90.

Bylo prokéazéano, ze pro tvorbu nanocastic je nejvhodnéjs$i navazka polymeru 25 mg,
vzorky stouto navdzkou vykazuji vysokou miru reprodukovatelnosti. Jediny
polymer, u kterého byl vliv navdzky na vyslednou velikost nanoc¢astic prakticky
zanedbatelny, je PLGA 3:7. Nanoprecipitacni metodou byly vytvofeny nanocastice
s mnohem mens$i polydisperzitou nez metodou odpaiovani rozpoustédla. Obéma

metodami Ize docilit vzniku stabilnich nanocastic se zeta potencidlem £30 mV.
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Title of Thesis: Pharmaceutical applications of polyesters as drug nanocarriers

Nanoparticles are nowadays intensively studied and perspective type of a drug
carrier. Its potential is based on a possibility of targeted drug delivery and controlled
drug release.

The theoretical part 1is about nanoparticles types, polymers derived
from o-hydroxyacids (PLA, PGA, PLGA). Focus is given on methods
of nanoparticles preparation: dispersion of preformed polymers or the polymerization
of monomers. The modification of particles surface and practical use
of nanomedicine in healthcare are described in other chapters.

The research in experimental part is focused on the influence of different types
of PLGA and their weighing on the size, polydispersity, nanoparticles zeta potential
and encapsulation efficiency of rhodamine B. Nanoparticles were prepared
by nanoprecipitation method or by solvent evaporation method. The Zetasiser ZS 90
device was used to measure the size of the nanoparticles and to measure zeta
potential.

The result of the research shows the most suitable weighing for creation
of nanoparticles is 25 mg. The samples of this weighing show a high reproductive
rate. Polymer PLGA 3:7 was the only polymer where the influence of weighing was
negligible when examining final size of nanoparticles. In comparison to solvent
evaporation method nanoparticles with much smaller polydispersity were created
by using nanoprecipitation method. Both methods were successful in creation

of stable nanoparticles with zeta potential £30mV.



ZADANI

Cilem této prace je studium vlivu molekuldrniho uspofddani a molarni hmotnosti
poly-laktid-co-glykolidu (PLGA) na vlastnosti pfipravenych farmaceutickych
nanocastic. V minulosti byla na KFT v radmci skupiny Doc. Milana Dittricha, CSc.
syntetizovana celd fada derivath PLGA liSicich se geometrii molekuly, stupném
vétveni a molarni hmotnosti. Jak tyto parametry ovliviuji vlastnosti vyslednych
nanocastic, bylo zkouméano promoci emulzni-odpatfovaci metody a nanoprecipitacni
metody pfipravy nanocastic. Optimalni parametry ¢astic jsou velikost pod 200 nm

s nizkou mirou polydisperzity.



SEZNAM ZKRATEK

IT,3T,5T Kopolymery kyseliny DL-mlécné, kyseliny glykolové
a tripentaerytritolu, liS§ici se jeho pomérovym zastoupenim

(1%, 3 %, 5 %)

APC Antigen prezentujici bunika

DOX Doxorubicin

PEG Polyethylenglykol

PLA Polymlé¢na kyselina

PGA Polyglykolova kyselina

PLGA Kopolymer kyseliny DL-mlé¢né a kyseliny glykolové
PNP Polymerni nanocastice

PTX Paklitaxel

RES Retikuloendotelialni systém

RESS Rychlé expanze superkritického roztoku

RESOLV Rychla expanze superkritického roztoku do kapaliny
RhB Rhodamin B
Z-Ave Celkovy stfedni rozmér

Pdl Polydisperzita



1 UVOD

Nanotechnologie je védni obor, ktery se zabyva tvorbou a vyuzitim nanocasticovych
materidli. Diky svym unikatnim vlastnostem zaznamenavaji nanocastice
v poslednich desetiletich velky uspéch nejen na poli mediciny, ale také v textilnim
primyslu, zemédé€lstvi, stavebnictvi, elektronice, forenznich védach a mnoha dalSich
oborech. V obdobi poslednich dvou dekad sledujeme stdle rostouci investice
do rozvoje nanotechnologickych metod (viz obr. 1). Odvétvi se rychle vyviji, Siroka
Skala moznosti vyuziti nanocastic souvisi i s vysokou poptavkou na trhu.
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Obr. 1: Celosvétové financovani nanotechnologii v letech 2000 az 2015'

Nanocéstice jsou v soucasné dobé intenzivné studovanym a perspektivnim typem
1ékové formy. Nejveétsi potencidl Casticovych systémi spociva v moznosti cilené
distribuce a fizeného uvoliiovani 1éCiv. Vyuzivaji se také k maskovani chuti 1éCiv,
enkapsulaci tékavych 1é¢iv a ochrané 1é¢iv pfed metabolizaci nebo jinymi
nezadoucimi vlivy okolniho prostiedi.”

Moderni farmakoterapie cili na udrzovani konstantni terapeutické hladiny léciv
v krevni plazmé, coZ je umoznéno fizenym uvoliovanim 1é¢iv v pozadované davce
po stanoveny cas. To vede ke zvySeni ucinnosti 1éCiva, coZz znamena, ze k terapii je
potteba jeho mensi celkovad davka. Z toho vyplyva velkd vyhoda v podobé vysoké

compliance a convenience pacienta.’ Uvoliiovani z nosi¢e miiZze byt kontinualni



nebo pulzni. Kontinualni uvoliiovani je umoznéno diky kontrolované difuzi 1é¢ivé
latky nebo casové zavislé degradaci polymeru. Pulzni uvoliiovani probiha tak,
ze nosi¢ uvoliuje 1é¢ivou latku jako reakei na specificky stimul, ¢imz simuluje
chovani lidského téla (pfi napk. uvoliiovani hormoni).?

Polyesterové nanocastice umoziuji cilenou distribuci hydrofilnich/hydrofobnich
1é¢iv do specifickych organti, tkani nebo bunck. Piikladem je 1écba onkologickych
onemocnéni, kdy léCivo pusobi efektivnéji na zhoubné buiky, ¢imz se snizi
nezadouci U¢inky na zdravou tkan. Transport 1é¢iv do rGznych c¢asti tcla, které
zustavaji jinym lékovym formam nedostupné, je umoznén diky subcelularni velikosti
nosicl. Pouzity materidl, metoda piipravy castic a modifikace jejich povrchu
rozhoduje, kde budou nosice s lécivem plsobit. Nosi¢e jsou uréené pro cilené
uvoliovani 1é¢iv pii peroralnim, parenteralnim i lokalnim podani, pro aplikaci do oka
i do nosu.”

Nevyhodou ¢asticovych systémil je nutna rekonstituce suspenze pied parenteralni
aplikaci. Ohrozena je i stabilita nékterych 1éCiv, predevsim peptidl, protoze
pii degradaci matrice dochdzi uvnitt ¢astice ke zméné pH. Denaturaci mohou zavinit
i pouzivana organicka rozpoustédla.” Velkym nedostatkem nano&asticovych systémi
je nizkd enkapsulacni efektivita pro znacnou Cast 1éCivych latek. Lécba je velmi
ndkladnd a =zatim nejsou prozkoumdna veSkera jeji rizika (teratogenita,
neurotoxicita). Faktem je i to, Ze laboratorni vysledky nemusi byt shodné s vysledky
v klinické praxi.®

Ocekavanym piinosem nanomediciny je diagnostika a 1écba mnohych onemocnéni.
Kromé cileného transportu cytostatik se ocekava vyuziti pti specifickém podéavani

o e . . « . . . . o ’ vr 4
antibiotik, antiparazitik, inzulinu, proteinti, vakcin a dal$ich.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Klasifikace nanocastic

2.1.1 Polymerni nanocastice

Polymerni nanocastice (PNP) jsou definovany jako pevné koloidni castice
o rozmérech 10-1000 nm v praméru.> ® D&lime je na nanosféry a nanotobolky.
Nanosféry jsou matricové castice, jejichz objem je celistvy. Latky se mohou
adsorbovat bud’ na povrch &astice, nebo mohou byt do &stic enkapsulovany.’
Nanotobolky jsou vezikularni systémy chovajici se podobné jako rezervoary. Latky
jsou zachyceny v uzaviené dutiné, kterd je tvotfena tekutou slozkou (olej, voda)

a vytvaii tak jadro nanotobolky. Jadro je obklopeno pevnym polymernim plagtém.®

A B ]

Obr. 2: Klasifikace polymernich nanocastic

A — nanosféry, B — nanotobolky obsahujici olej, C — nanotobolky obsahujici vodu’

2.1.2 Dendrimery

Dendrimery jsou monodisperzni nanostruktury sférického tvaru o velikosti 1-10 nm.
Jednd se o molekuly s pfesné¢ definovanou strukturou a velikosti. Nevznikaji
nahodnou polymeraci, ale pfesnymi vétvicimi kroky, coZz znich délad vysoce
organizované struktury. Skladaji se z jadra, vnitiniho prostoru a povrchu — tyto tfi
slozky ovliviluji  velikost, tvar, flexibilitu a fyzikéIlné-chemické vlastnosti
nanostruktury. Pfi syntéze dendrimeru se stfidaji dva typy reakci: reakce rlstu
a reakce aktivace. Podle zpisobu rastu struktury rozliSujeme konvergentni
a divergentni metodu. Pfi divergentni metod¢ roste dendrimer od jadra smérem ven.
Konvergentni metoda je zaloZzena na spojovani jednotek povrchu s monomery,

které pii ur&itém stupni velikosti spoji s jadrem za vzniku dendrimeru.'’



jadro — iniciuje tvar a zpusob vétveni

vnitini kaskadovita \ /
struktura \ S/

vnéjsi povrchova oblast dendrimeru

Obr. 3: Struktura dendrimert'!

2.1.3 Fosfolipidické nanosystémy

Micely jsou koloidni utvary o velikosti 5 az 150 nm tvofené pouze jednou
dvojvrstvou fosfolipidii. Vznikaji v roztocich povrchové aktivnich latek
po piekroceni kritické micelarni koncentrace. Jejich povrch je hydrofilni, zatimco
hydrofobni ¢ast micely se orientuje smérem dovniti. VyuZzivaji se jako nosice
hydrofobnich latek. "

Liposomy jsou vezikularni systémy o velikosti 20 nm az 100 um tvofené vice
lipidickymi dvojvrstvami. Hydrofilni ¢ast tvofi vnéjsi 1 vnitini hranici castice, v jadru
1ze tedy transportovat hydrofilni latky a fosfolipidova dvojvrstva slouzi k transportu

hydrofobnich latek. RozliSujeme:
e konven¢ni liposomy — vyuziti k cilené distribuci do RES, obvykle negativni
naboj,
e stericky chranéné liposomy — modifikace povrchu hydrofilnimi skupinami,
dlouhodoba cirkulace v séru,
e cilené liposomy — navazany ligand, interakce s povrchovymi strukturami
bun¢k,

e kationické liposomy — pozitivni naboj, interakce s negativné nabitou DNA."

Obrézek 4: Struktura liposomu a micely'*



2.1.4 Peptidické nanocastice

Peptidické nanocastice se vyuzivaji pro usnadnéni bunécné internalizace peptidii
a nukleovych kyselin. Pfestup nanocastic do nitra buiiky je umoznén diky bunkou
pronikajicim peptidim (CPP), coz jsou kratké sekvence 6 az 30 aminokyselin, které
jsou konjugovany na povrch nanocastice, piipadné¢ inkorporovany piimo
do jeji struktury. Sekvence aminokyselin muize byt polykationickd, amfipaticka
¢i nepolarni., tyto atributy ovliviiuji bunééné vychytdvani. NejocekavangjSim

vr s 1 ’ Mg e v F1ar roorore : 1
prinosem peptidickych nanogastic je moznost peroralniho podavani inzulinu. "

2.1.5 Kremicité nanocastice

Nanocéastice na bazi kifemiku (Si0;) maji specifické povrchové vlastnosti — disponuji
vysoce poréznim povrchem a tim paddem vytvaii velky pocet vazebnych mist
pro distribuovanou molekulu IéCiva ¢i kontrastni latky. Jejich piiprava je jednoducha
a finanéné¢ nenarocnd. Nevyhodou je jejich toxicita (oxidacni stres, poskozeni
membran bunck), kterou lze redukovat povrchovou upravou

aminohexylaminopropyltrimethoxysilanem. '°

2.1.6 Nanocastice z uslechtilych kovi

Pro kovové nanocastice je typicka velikost 1 az 5 nm, prakticky nulova cytotoxicita
a jen nizky vyskyt alergickych reakci. Zlaté a platinové nanocastice se pouzivaji
v diagnostice a 1écbé rakoviny, stiibrné nanocastice se osveédcCily jako antimikrobni

. v ’ . . s NI sl
agens. Lze je vyuzit pro cilenou distribuci i vyhtivani tkani."”

2.1.7 Fullereny

Fullereny jsou nanocastice o velmi malé velikosti (Cgp — 1,1 nm) tvofené vyhradné
atomy uhliku. Jejich charakteristickou vlastnosti je vysokd stabilita, jsou odolné
vuci vngjSim vliviim, jako je teplota nebo tlak. Pokud jde o kulovitou strukturu,
atomy uhliku jsou uspofadané do pétithelnika ¢i Sestitthelnikli a vytvareji uzavienou
strukturu s vnitini dutinou, do které lze vlozit molekuly 1é¢iv. Fullereny mohou mit

i podobu trubicek nebo desek.'®



2.2 Poly(a-hydroxykyseliny)

K ptipraveé polymernich nanocastic se vyuzivaji pfirodni nebo syntetické¢ polymery.
Ptirodni polymery (proteiny, polysacharidy) se pro pfipravu nanocastic vyuzivaji
méné kvuali rozdilim v Cistot€¢ a potfebé sitovani, které by mohlo pozdé&ji
enkapsulovana 1é¢iva denaturovat. Hlavni roli v pfipravé nanocastic hraji polymery
syntetické, predevSim ty odvozené od a-hydroxykyselin — homopolymery PLA
(poly-lactic acid), PGA (poly-glycolic acid) a jejich kopolymer PLGA
(poly-lactide-co-glycolide-acid).  Polykondenza¢ni  reakce  a-hydroxykyselin
s vicesytnymi alkoholy umoziiuje vznik oligoesterti a nizkomolekuldrnich polyestert
s vétvenymi molekulami. Vyhodou téchto polymeri je jejich netoxicita,
biokompatibilita a schopnost resorpce pfirozenymi cestami. Mira degradace
a rychlost uvolfiovani 1é¢iva mohou byt upraveny pomérovym zastoupenim kyselin
v kopolymeru (PLA zvy3uje hydrofobicitu, PGA zvysuje hydrofilitu).' 2

Idedlnimi nosi¢i 1é¢iv jsou vétvené polymery s niz$i molarni hmotnosti,
které degraduji za n€kolik hodin, maximaln¢ dntli. Pro syntézu vétvenych polyesterti
se vyuzivaji tzv. vétvici slozky (mannitol, pentaerythritol, polyvinylalkohol) o rizné
koncentraci. Ty reaguji s ekvimolarni smési kyseliny glykolové a kyseliny mlécné
pfi stupiiové kopolymeraci. Molarni hmotnost nosi¢ii s rostouci koncentraci vétvici
slozky klesa, coz je disledek vzristajiciho piebytku hydroxyld. Stupen vétveni
nosicu vzrista s rostouci koncentraci dipentaerythritolu a klesa pti pouziti mannitolu.
Tento efekt je u mannitolu pravdépodobné zplisoben vyssi reaktivitou primarnich
hydroxyli oproti dvéma del§im fetézclim. Dipentaerythritol oproti nému disponuje
Sesti rovnocennymi hydroxyly, coZ vede ke vzniku pravidelné molekuly.?

ORs OR; ORs
0]
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a b
Obr. 5: Linearni PLGA (a) a hvézdicovité rozvétveny kopolymer z mlécné kyseliny,

glykolové kyseliny a tripentaerythritolu (b). R1-R8 je v&tveni PLGA.*!
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Kyselina mlé¢nad obsahuje chirdlni centrum, v zavislosti na ném rozliSujeme
produkty polymerace odvozené od chiraln¢ CcCist¢ kyseliny L-mlécné
(PLLA — krystalickd forma), D-mlécné (PDLA — amorfni forma) ¢i racematu
(PDLLA). V praxi je preferovan racemat pro moznost vice homogenni disperze
léCiva v polymerni matrici a rychlosti degradace. Monomer kyseliny mlécné,
resp. D- 1 L- izomery, lze ziskat biologickymi a chemickymi metodami. Biologicka
metoda je zalozena na bakteridlni fermentaci Skrobl a polysacharidii a v pripadé
upravenych kment Lactobacillus 1ze docilit zisku L-kyseliny mlé¢né. Chemickym

[ . , N : o 22
procesem vznika racemickd smés D- a L-izomert.”™

2 Kyselina glykolova
je nejjednodussi a-hydroxykyselina a nema chirdlni centrum. Monomer lze ziskat
extrakci nebo purifikaci z cukernatych rostlin nebo laboratorni syntézou. PGA
je vysoce krystalicky alifaticky polyester.”* Kopolymery kyseliny DL-mlé&né (1:1)
a kyseliny glykolové oznacujeme jako PLGA, jsou to zpravidla ekvimolarni smési
monomerd, popiipadé cyklickych dimert kyseliny glykolové a kyseliny DL-mlé¢né

&i jejiho cyklického laktonu.*

L - Kyselina mlééna D - Kyselina mléénd

Obr. 6: Izomery kyseliny mlé&né™

2.2.1 Syntéza

V nésledujici kapitole jsou popsdny moznosti syntézy biodegradabilnich polymert.

2.2.1.1 Piima polykondenzace za pritomnosti katalyzatoru a sniZeného tlaku
Polymerni produkty této metody se vyznacuji nizkou molarni hmotnosti a nizkou
mechanickou pevnosti. Jednotky monomert reaguji za uvolnéni molekul vody, které

se zreakéni smeési téZko odstraiiuji a posouvaji tak rovnovahu smérem



k hydroxykyseling. Dalsi nevyhodou je nemoznost regulace stereoizomerie béhem

reakce. Zvysit molekulovou hmotnost produktu lze p¥i pouZiti prepolymert.?* *

2.2.1.2 Jednostupiova azeotropicka kondenzacni polymerace

Touto metodou lze ziskat vysokomolekularni polyestery za pouziti vysoce ucinného
katalyzatoru a vhodného azeotropického rozpoustédla. B€éhem polykondenzace 1ze
predejit depolymerizaci a racemizaci zvolenim reakcni teploty pod teplotou tani

polymeru. Voda se jako vedlejsi produkt reakce odstrani azeotropicky.*”

2.2.1.3 Polymerace v pevném stavu

Nejdulezitéjsim bodem této metody je zvolit spravnou reakéni teplotu — nad teplotu
skelného prechodu a pod teplotu tani semikrystalického prepolymeru o nizké
molekulové hmotnosti. Diky tomu dochazi k reakcim v amorfni ¢asti polymeru

o 7.0 o ¥ o : vz ’ ’ . ropr 20,2
s diisledkem nariistu fetézce a eliminaci nezadoucich reakci v krystalické fazi.”" >

2.2.1.4 Polymerace za otevieni kruhu

Tato metoda umozituje vznik polymert o vysoké molekulové hmotnosti a jeji velkou
vyhodou je vysoky stupen regulace stereoizomerie. K provedeni jsou potieba
cyklické dimery, které se ziskavaji z nizkomolekuldrnich oligomerti za vysoké
teploty a nizkého tlaku s pouzitim katalyzatoru. Cyklické Sesticlenné dimery se poté
oteviraji a pravé znich je vytvofen prodluZujici se fetézec s pozadovanou

molekulovou hmotnosti. Dle mechanismu a inicidtoru rozliSujeme aniontovou,

kationtovou nebo koordina¢né-insertni metodu.%
O
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Obr. 7: Polymerace za otevieni kruhu®



2.2.2 Biodegradace

Biodegradace PLGA je proces, kdy dochdzi k pfevodu polymeru na jednodussi
slouceniny a jejich naslednému vylouCeni zt€la. Ve vodném prostiedi dochazi
k rozlozeni PLGA diky penetraci vody do matrice. Polymer podléha esterové
hydrolyze, ¢imz dochézi k ndhodnému Stépeni fetézcl za vzniku oligomert
a monomert mlééné a glykolové kyseliny. To vede ke snizeni molarni hmotnosti
1 hmotnosti télesa. Béhem degradace dochézi k naristu poctu karboxylovych skupin,
coz ma za nasledek autokatalyzu esterové hydrolyzy. Oligomery a monomery jsou
rozpustné ve vod¢, za vzniku poért unikaji z matrice do okolniho prostiedi,
¢imz postupné dochazi kUplnému odbourani matrice. Terminalni fazi
je biodegradace monomerd. Kyselina mlécna vstupuje do citratového cyklu a z téla
je eliminovdna ve form¢ oxidu uhli¢it¢tho a vody. Kyselina glykolova se bud’
v nezménéné podobé vylucuje ledvinami, nebo také vstoupi do citratového cyklu.
Pokud je rychlost penetrace vody do matrice stejna nebo vyssi nez rychlost difuze
degradacnich produktli z matrice, oznaCujeme degradaci jako homogenni. Pokud
je rychlosti mensi, jedna se o heterogenni degradaci.”* >’

Rychlost biodegradace je ovlivnitelnd fadou faktor. Roli hraje chemické slozeni
kopolymeru, zda se jednd o polymery odvozené od Cisté kyseliny L-mlécné

¢i racemické smési nebo pH media. Nezanedbatelnymi faktory jsou také molekulova

hmotnost, stupeii krystalinity, pfipadna piitomnost neéistot a reakéni teplota.>*?’
+
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Obr. 8: Biodegradace PLGA®



2.3 Prehled metod pFipravy polymernich nanocastic
Polymerni nanocéstice mohou byt pfipravovany jak =z ptfedem pfipravenych
polymert, tak zpfimo polymerizovanych monomerti. Metody jako odparovani
rozpoustédla, nanoprecipitace, vysolovani, dialyza a technologie superkritickych
kapalin zahrnujici rychlou expanzi superkritického roztoku do vzduchu
nebo kapaliny, se vyuzivaji pro pifipravu PNP z pfedem pfipravenych polymeri
(top to bottom metody). Pro polymerizacni techniky jako mikroemulze, miniemulze,
emulze bez tenzidu, mezifazova polymerace a radikalova polymerace jsou vychozi
surovinou monomery (bottom to top metody). ’

Vybér metody piipravy PNP ovliviiuje mnoho faktor jako pozadavky na velikost
¢astic, misto aplikace nebo polymeracni systém. Polymerni systémy, které jsou
vyvijeny pro vyuziti v biomediciné nebo oblasti zZivotniho prostiedi, by nemély
zahrnovat pfisady nebo reaktanty jako jsou surfaktanty nebo zbytky organickych

rozpoustédel.’

olvent
Evaporation

o o
.oo.

Dispersion o PNP ™9

A 2

Nanoprecipitation

Obr. 9: Schématické zndzornéni riznych technik pfipravy nanocastic
(SCF — technologie superkritickych kapalin, C/LR — koordina¢ni/living radikalova
polymerace)’
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2.3.1 Top to bottom metody
V nasledujici  kapitole  jsou  popsany  metody  pifipravy  nanocastic

z ptedem piipravenych polymert.

2.3.1.1 Metoda odparovani rozpoustédla

Metoda odparovani rozpoustédla je prvni metodou, kterd se zacala pro piipravu
nano&astic z pfedem piipravenych polymerti pouZivat.”® Rozmach metody nastal
pravé v odvétvi farmaceutické technologie, kde se z biodegradabilnich polymeri
pfipravuji nanonosice 1é¢iv.”

Roztoky polymert se pfipravuji pomoci tékavych rozpoustédel. V minulosti
se vyuzival dichlormethan a chloroform, ale ty jsou nyni nahrazeny ethylacetatem
disponujicim lepSim toxikologickym profilem. Roztok polymert se emulguje
do kontinualni vodné faze, ve které je rozpuSténa povrchové aktivni latka
stabilizujici emulzi. Zakladnim principem metody je vytvofeni emulze
a jeji pfevedeni na suspenzi nanocastic, coZ je jev, ktery nastavd diky difuzi
rozpoustédla polymeru do vnéjsi faze a jeho naslednému odpafovani. Obecné plati,
ze polymer rozpustény v organickém rozpoustédle tvoti olejovou fazi, vodnou fazi
tvoii stabilizatory rozpusténé ve vode.*® !

Z hlediska ptipravy emulzi se vyuzivaji dva hlavni zplsoby, a to pfiprava bud’
jednoduché emulze jako naptiklad olej ve vodé (o/v), nebo dvojité emulze jako je
voda voleji ve vodé (v/o)/v. U téchto metod se uplatiiuje vysokorychlostni
homogenizace nebo ultrazvuk — polymerni roztok je tak dispergovan do vnéjsi faze
ve form¢ nanokapének. Nasleduje odparovani rozpoustédla, které probiha za stalého
michdni na magnetické michaéce za pokojové teploty nebo za zvySené
teploty/snizen¢ho tlaku. Odpafovani rozpoustédla vede k precipitaci polymeru
a formulaci nanocastic. Po odpateni rozpoustédla mohou byt nanoc¢éstice separovany
ultracentrifugaci a promyty destilovanou vodou za tcelem odstranéni povrchové

aktivnich latek. Na zavér je produkt lyofilizovan.’
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Jedna se o pomérné jednoduchou metodu k ptipravé nanosfér. Nevyhodou je ¢asova
naro¢nost a riziko koalescence béhem odpafovani rozpoustédla, coz mize mit vliv

na finalni strukturu a velikost &astic.’

2.3.1.2 Nanoprecipitace

Nanoprecipitatni metoda je casto nazyvana metodou vytlateni rozpoustédla
nebo metodou mezifazové depozice. Vyuziva se k piipravé nanosfér.*>

K ptipravé polymernich nanoc€éstic nanoprecipitacni metodou jsou potieba tfi
zakladni komponenty: polymer (synteticky, semisynteticky, pfirodni), rozpoustédlo
polymeru a kapalina, ve které je polymer nerozpustny. Z polymeri se nejcastéji
pouzivaji biodegradabilni polyestery, predev§im PCL (poly(a—caprolactone)”, PLA*
a PLGA™, ale vyuzit lze i Eudragit®® nebo PACA (polyalkylcyanoacrylate)®’.

3

Z ptirodnich polymert Ize pouzit skrob®® nebo dextran®. Jako rozpoustédlo

polymeru je zvoleno organické rozpoustédlo misitelné s vodou, které se d4 snadno
odstranit odpafenim. Nejpouzivanéjsi je pro tuto metodu aceton, ptipadné ethanol,
methanol, dichlormethan nebo dioxan. PouZivaji se i kombinace téchto rozpoustédel.
Nerozpustna faze obsahuje nerozpoustédlo (Casto vodu) nebo smés nerozpoustédel
doplnénou o povrchové aktivni latky. Pfidani tenzidu ovliviiuje velikost Castic
a zéroveti suspenzi chrani pied nezadouci aglomeraci &astic.*" !

PNP se vytvaii pomalym pfidavanim organické faze do faze vodné za mirného
michéni, postup je ale moZné 1 obratit. I pfi pfidavani vodné faze do organicke
se PNP formuluji. Principem metody je ,,vytlaceni* (semi)polarniho rozpoustédla
misitelného s vodou z lipofilniho roztoku a naslednd mezifazova separace polymeru.
Kwvili rychlé difuzi organického rozpoustédla do nerozpustné faze dochazi k zvySeni
mezifazového napéti mezi témito dvéma fazemi, to zvysi plochu povrchu a vede
k vytvofeni malych kapi¢ek organického rozpoustadla.*?

Proces tvorby castic zahrnuje tfi kroky: nukleaci, rist, agregaci. Vlastnosti nové

vzniklych PNP ovlivituje doba trvani kazdého kroku, koncentrace polymeru a jeho

rozpustnost ve smési. Zalezi 1 na rychlosti vstfikovani organické faze do vodné,

12



rychlosti michani, zvolené metod¢ miseni a pridani aditiv. Vzdy zalezi na povaze
. - Y 1, 42,43

a koncentraci jednotlivych slozek.

Vyhody nanoprecepitacni metody spocivaji ve vyuziti méné toxickych rozpoustédel

a snizeni  spotfeby energie — neni potifeba ultrazvuk ani vysokorychlostni

homogenizace, sta¢i mirny stupeit michani.’

2.3.1.3 Vysolovani

Metoda vysolovani je urcend k pfipravé nanosfér a jeji nejvétsi vyhodou je,
ze se obejde bez pouziti povrchové aktivnich latek a chlorovanych rozpoustédel.
K ptipravé organické faze se pouzivaji rozpoustédla misitelnd s vodou, nejcastéji
aceton. Vodnad faze obsahuje vysolovaci slozku ve vysoké koncentraci,
napt. elektrolyt (MgCl,, CaCly). Ztéchto slozek se vytvoii emulze, ovSem
misitelnost fazi je vyrazn¢ snizend pravé ptidanim vysolovaci slozky. Emulze
se nasledné ziedi nadbytkem cisténé vody. Aceton obsazeny v kapi¢kach emulze
zatne do vodného prostiedi difundovat a to vede k vysrdzeni v ném rozpusténého

polymeru, tedy tvorbé& nano¢astic.** *

2.3.1.4 Dialyza

Dialyza je jednoduché a efektivni metoda pro pfipravu malych nanocastic. Polymer
je rozpuStén v organickém rozpouStédle a wumistén do dialyzacni trubice.
V dialyzaéni membrané poté probéhne zdména organického rozpoustédla
za nerozpouStédlo polymeru, coz se projevi progresivni agregaci polymeru
a vytvofenim homogenni suspenze nanocastic. Mechanismus formovani nanocastic
neni zatim zcela objasnén, ale pfedpoklada se, Ze je velmi podobny nanoprecipitaci.*
Pro pfipravu nanocastic I1ze aplikovat i metodu zaloZenou na pisobeni osmotického
tlaku. Polymer rozpustény v organickém rozpoustédle se umisti do dialyzacéni trubice
a ta do nadoby s nerozpoustédlem polymeru. S pouzitim specidlni dialyzacni
membrany nebo bézné semipermeabilni memrany je umoznén pasivni transport
roztokli. To vede ke zpomaleni miseni organického rozpoustédla s nerozpoustédlem

polymeru.*’
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2.3.1.5 Technologie superkritickych kapalin

Technologie superkritickych kapalin jsou velmi atraktivni, nebot’ k pfiprave
nanocastic neni potieba organické rozpoustédlo. Produkty téchto metod jsou
tim padem Setrné k Zivotnimu i fyziologickému prostiedi.*®
Superkritické kapaliny jsou latky, které piekrocCily hranici kritické teploty a tlaku,
dosahly tedy tzv. superkritického bodu, za kterého latka existuje v rovnovaze
mezi plynnou a kapalnou fazi.®
Superkritické kapaliny se pro pfipravu nanocastic pouzivaji v metodach:

a) rychléd expanze superkritického roztoku (RESS),

b) rychla expanze superkritického roztoku do kapaliny (RESOLV).

Rychla expanze superkritického roztoku (RESS)

Polymer je rozpuStén v superkritické kapaliné a nasledné je tryskou expandovan
do okolniho vzduchu. Pfi rozptylu dochdzi k vysokému stupni nasyceni a rychlému
sniZeni tlaku. V dusledku toho se rozpoustéci vlastnosti superkritické kapaliny sniZi,
coz vede k homogenni nukleaci a tvorbé dobte zformovanych ¢astic. Touto metodou
dochazi k produkci smési mikro- a nano&astic, mikro¢astice prevazuji.”

Rychla expanze superkritického roztoku do kapaliny (RESOLYV)

Tato metoda vznikla upravou ptedchézejici metody. Polymer je rozpustén
v superkritické kapaliné¢ a poté expandovan do tekutého media. Tato jednoducha
zaména zpusobi omezeni rlstu Castic, tim padem je zajiSténa primarné tvorba
nano&astic.”!

Pro pfipravu nanocastic se nejcastéji pouziva superkriticky CO,, pro nehotlavost,
netoxicitu a nizkou cenu. Dal§imi moZnostmi jsou n-pentan, voda nebo amoniak.
Velkou nevyhodou je to, Ze polymery jsou v superkritickych kapalinach Spatné
rozpustné &i nerozpustné, coz uzivani RESS a RESOLV limituje. ReSenim
nerozpustnosti  polymeru v  superkritické mlze byt technika SAS
(supercritical antisolvent). Pfi této metodé¢ se pouzije tekuté rozpoustédlo,
nejcastéji methanol, které je misitelné se superkritickym rozpoustédlem a zaroven

je v ném rozpustny dany polymer. Superkriticka kapalina je umisténa ve vysokotlaké
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nadobé. Poté dochazi ke smiseni rozpusténého polymeru v organickém rozpoustédle
a superkritické kapaliny. Organické rozpoustédlo rychle difunduje do superkritické

. , ;. .. vr e 52
kapaliny a tim nastava precipitace a tvorba nanocastic.

2.3.2 Bottom to top metody
V nasledujici kapitole jsou popsany metody pfipravy nanocastic, pro které jsou

vychozi surovinou monomery.

2.3.2.1 Emulzni polymerace

Emulzni polymerace je nejbéznéjsi metoda pro pifipravu Sirokého spektra
polymernich nanocastic. Jako disperzni medium se pouziva voda, ta je Setrna
k zivotnimu prostfedi a zaroven se vyuziva pro odvod tepla, které béhem polymerace
vznikd. Na zéklad€ pouziti surfaktantu metody rozdélujeme na konvencni emulzni
polymeraci a emulzni polymeraci bez tenzidu.>

Konvené¢ni emulzni polymerace je nejpouzivanéjsi emulzni polymeracni metoda.
Jeji realizace zahrnuje pouziti vody, ve vodé Spatné rozpustného monomeru, ve vodé
rozpustného inicidtoru a tenzidu. Vysledné nanocastice dosahuji velikosti fadové
10> nm. Iniciace je zahajena kolizi monomeru rozpusténého v kontinualni fazi
s inicidtorem (ion nebo volny radikal). Alternativné lze iniciujici monomer pfipravit
pomoci vysokoenergetického zafeni, tzn. gama zafenim, UV zafenim nebo silnym
viditelnym svétlem. Separace fazi a vznik pevnych nanocéastic miize probihat
pfed 1 po terminaci polymeracni reakce. Velikost ¢astic zavisi na typu pouzitého
tenzidu — pi1 pouziti lauryl esteru polyethylenoxidu je velikost 50 nm, pifi pouziti
anionickych tenzidi az 300 nm. Handicapem této metody je nezbytnost pouziti
tenzidi. Jejich odstranéni je finanéné i &asové naroéné.>*

Emulzni polymerace bez tenzidu je jednoduchou a ekologickou alternativou
k predchozi metod¢ ptipravy nanocastic. Pro tuto metodu je nezbytna deionizovana
voda, ve vodé& rozpustny iniciator a monomery. Castice jsou stabilizovany za pouZiti
ionizovatelnych iniciator nebo iontovych komonomert. Nukleace a riist ¢astic mize
probihat riznymi mechanismy, naptiklad miceldrni nukleaci nebo homogenni

. ) ., , « 55,56
nukleaci. Tyto mechanismy se li§i rozpustnosti monomeru ve vod¢.”™
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2.3.2.2 Miniemulzni polymerace

K provedeni miniemulzni polymerace jsou potfeba nasledujici suroviny: voda, smés
monomerd, kostabilizator, tenzid a iniciator. V této metodé se na rozdil
od emulzni polymerace pouzivaji nizkomolekuldrni slouceniny (kostabilizator)
a vysokoenergeticka zafizeni (ultrazvuk). K dosazeni ustdlené¢ho stavu miniemulze
je potieba velké mnozstvi energie. Povrchové napéti miniemulze je vzdy mnohem

vice nez nula.””’

Zasadni vliv na vyslednou podobu nanocéstic maji pouzité typy
a koncentrace kostabilizatorii a iniciatort. Pfikladem muize byt pouziti ve vodé
rozpustného inicidtoru amonium persulfatu za vzniku mikroc¢astic nebo lipofilniho
azobisisobutyronitrilu, kdy jsou vyslednym produktem nanocéstice o rozmérech
80 az 150 nm. Ackoliv si tato metoda zaklad4 na pouze malém mnozstvi pouzitého
tenzidu, jeho zbytky v nano&asticich zlstavaji.”® Aby byla jejich pfitomnost
ve findlnim produktu minimalizovdna, zafaly se ke stabilizaci nékterych

miniemulzi vyuzivat extrémné hydrofobni SMA (stearyl metacrylate) a DMA

(dodecyl methacrylate), které plni roli kotenzidi.”

2.3.2.3 Mikroemulzni polymerace

Mikroemulzni polymerace je efektivni metodou pro piipravu polymernich nanocéstic
a na prvni pohled se velmi podoba emulzni polymeraci — produktem obou metod jsou
PNP o vysoké molekulové hmotnosti. OdliSnost metod spociva v kinetice procesu.
Emulzni polymerace ma tfi intervaly reakéni rychlosti, zatimco mikroemulzni
polymerace pouze dva. Velikost ¢astic a pocet fetézcl na ¢astici jsou u mikroemulzni
polymerace zna¢né mensi.*’ Ve vods rozpustny iniciator je ptidavam do vodné faze
termodynamicky stabilni mikroemulze obsahujici zbobtnalé¢ micely. Pfi této metodé
se pouziva velké mnoZzstvi povrchové aktivnich latek. Ty kompletné pokryji povrch
vzniklych nanocastic a zajiStuji hodnoty mezifazového napéti mezi vrstvami emulze
blizké knule. Iniciace polymerace neprobihd v celém systému soucasné, takze
se polymerni fetézce nejprve vytvoii jen v n€kterych mikrokapkach. Pozdéji dochazi
na zékladé pisobeni osmotickych a elastickych vlivi vzniklych fetézci

k destabilizaci mikroemulze, coz ma za nasledek riist nanoc¢éstic, vznik prazdnych
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micel a sekundéarni nukleaci.®' Kinetiku a vlastnosti vyslednych PNP ovliviiuje nejen
typ a koncentrace iniciatoru, tenzidu a monomeru, ale i reak¢éni teplota. Nevyhodou

metody je mnoZstvi pouzitého tenzidu, které ovliviiuje stabilitu polymeru.’

2.3.2.4 Mezifazova polymerace

Tato metoda je zaloZena na reakci dvou monomeri nebo latek, které jsou rozpusténé
ve dvou fazich, a samotné polymerace probihé pravé na mezifazovém rozhrani téchto
dvou kapalin.” Metoda je diky své jednoduchosti preferovana v mnoha oblastech,
od enkapsulace farmaceutickych latek po piipravu vodivych polymeri.”® Duté
polymerni nanocastice lze pfipravit mezifadzovymi sitovacimi reakcemi (polyadice,
polykondenzace®, radikalova polymerace®). Polymeraci monomerdi na mezifazi
velmi jemné mikroemulze typu olej ve vod& vznikaji nanotobolky obsahujici olej.*®
Organické rozpoustédlo plné misitelné s vodou slouzi jako nosi¢ monomeru.
Predpoklada se, ze mezitazova polymerace monomeru pak probiha na povrchu kapek
oleje vytvotenych emulgaci.’”” Pro tvorbu nanotobolek jsou vhodna aprotické
rozpoustédla (aceton, acetonitril), pro tvorbu nanosfér rozpoustédla proticka (ethanol,
n-butanol).®® Finanén& naroénou a ekologicky nesetrnou alternativou této metody
je pouziti membranového reaktoru (viz obr. 10), kdy dispergovana faze pod tlakem
prochdzi pory membrany a vytvaii kapi¢ky v proudu kontinudlni faze. Vybér
membrany (velikosti pérll) a moznost kontroly miseni fazi (rychlost, tlak) vyrazné

ovlivituje vyslednou velikost &astic.®”

Flow direction of l _._ ——— _.
continuous phase e—) o @ Y o . E. o

Memhrane_h? J _o_ E==

Dispersedphase permeationunder pressure

Obr. 10: Schéma pouziti membranového reaktoru’

2.3.2.5 Radikalova polymerace

Vzhledem krychlé¢ radikdlové terminaci typu radikal-radikal jsou limitujicimi

faktory této metody nedostatek kontroly nad molekulovou hmotnosti, molarnim
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objemem a makromolekularni strukturou.”® Rizené nebo ,,z1vé* radikalové
polymerace se vyuzivaji diky trendu environmentdlni Setrnosti a rychlému rozvoji
farmaceutickych aplikaci hydrofilnich polymert.”' Techniky C/LRP lze rozdélit
na nitroxidem zprostiedkovanou polymeraci, radikdlovou polymeraci pomoci
pfenosu atomu a polymeraci ptenosem skupin. Nevyhodou téchto procesi
je jejich néarocnost, vysoké ndklady a pfitomnost rezidui ve finalnim produktu.
Ty maji vliv na produkt (stabilita, barva, zépach) a jejich odstranéni je slozité.

K usp&né komercializaci produktii této metody musi byt nedostatky odstranény.’

2.4 Modifikace povrchu nanocastic

Nanocéstice v lidském téle nachdzeji misto svého plsobeni nejen na zdkladé
velikosti, ale také dle charakteru jejich povrchu. Lidské télo zna¢ny podil ¢astic
v krevni cirkulaci vyhodnocuje jako cizi — ¢astice podléhaji opsonizaci a jsou
fagocytovany makrofagy. Jsou tak zachyceny retikuloendotelidlnim systémem
a hromadi se v jatrech a slezing.” Cilem modifikace povrchu &astic je oddalit
jejich zachyceni RES a prodlouzit tak pfitomnost Castic v systémové cirkulaci,
piipadné usnadnit priichod pes biologické membrany.

K povrchovym upravam se nejCastéji pouzivaji polyethylenglykol (viz nize),
poloxamery, poloxaminy, chitosan a polysorbaty. Upravou povrchu poloxamery
a poloxaminy se docili sniZzeni zachytu makrofagy a prodlouzi se doba pfitomnosti
astic v systémové cirkulaci.’® Chitosan je kationicky polymer, ktery usnadiiuje
prichod sliznicemi a zvySuje kladny zeta potencidl nanocastic. Povrchové upravy
chitosanem se vyuzivaji pii enkapsulaci anatoxinu tetanu.®' Polysorbaty hraji
vyznamnou roli v cilené terapii mozkovych nadorii. Diky povrchové tuprave
polybutylkyanoakrylatovych (PBCA) castic polysorbatem 80 doSlo k uspésné
distribuci doxorubicinu pies hematoencefalickou membranu.”

Velmi dilezitym atributem je velikost ¢astic. Castice o velikosti 6-10 pum jsou
zachyceny v plicich.”® Céstice velké 100 nm az 6 pm zachycuje RES a tim padem
dochazi k jejich kumulaci v jatrech a ve slezing, pticemz castice velké 100-300 nm

se vjatrech a slezing kumuluji nejvice.”””® Pokud je primér nano&astic mensi
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nez 30 nm, dochézi k jejich rychlé renalni exkreci. Castice o velikosti 30-100 nm
vykazuji prodlouzeny biologicky polocas, protoze je RES nezachycuje a nedochazi
u nich k rychlé renélni exkreci.”

Charakter castic také ovlivituje moznosti cilené¢ho podéni. Je prokazéno, Ze neutralni
¢astice RES rozpoznéava pomaleji nez ¢astice nesouci naboj a hydrofobni ¢astice jsou

oproti hydrofilnim opsonizovany velmi rychle.”

2.4.1 Pegylace

Nejcastéjsi modifikaci povrchu nanocastic je Uprava polyethylenglykolem. PEG je
hydrofilni, neionicky a biokompatibilni polymer. Spojeni s ¢astici lze docilit
nckolika zpisoby, a to pfimichdnim v pribchu piipravy, kovalentni vazbou
nebo adsorpci na povrch. Pegylace prodluzuje dobu cirkulace ¢astic v krevnim fecisti
a redukuje adsorpci proteinti a enzymii na povrch &astic. Castice nejsou tak rychle
opsonizovany a doba biodegradace PLGA se prodluzuje. Adsorpce proteint
a enzymu na povrch Castice je zavisla na hustoté a molarni hmotnosti aplikovaného
PEG. Bylo prokazano, ze vyssi molekulovd hmotnost PEG pouzit¢ého na PLGA
nanocasticich méla za nasledek vyrazné snizeni interakci s RES a prodlouzeni doby
v systémové cirkulaci.®® P¥i peroralnim podani prochazeji pegylované &astice

snadngji pres peyerovy platy do lymfatického systému.®'

2.5 Vyuziti nanoéasticovych systému ve farmacii

Potencial polyesterovych nanonosicli spoc¢iva v cilené biodistribuci 1é¢ivé latky
do konkrétniho mista (organ, tkan, bunky). Vyhodou je zvySend koncentrace 1éCivé
latky v cilové tkani, omezeni syst¢tmovych nezadoucich ucinkti a ochrana latky
pfed metabolickymi procesy lidského téla. Je nezbytné, aby béhem transportu
nedochézelo k nespecifickym interakcim s necilovymi tkdnémi a aby se lécivo
uvolnilo z nosic¢e pravé v cilové tkéani, ve které bude schopné se udrzet a pusobit.
Cilova tkan musi byt specificka a musi se li$it od okolniho prostfedi. Ve vétsiné
pfipadli se setkdvame s parenterdlnim podanim, protoze vstup do systémové

cirkulace zajistuje dosazeni cilové tkan&.***
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2.5.1 Onkologie

Chemoterapeutika poskozuji krom¢ nadorové i zdravou tkan, coz vede k systémové
toxicité¢ a fad¢ nezadoucich ucinki. Toxicita téchto 1éCiv znaén€ omezuje pacientem
maximalni tolerovanou davku a tim se snizuje efektivita u¢inku terapie. Jako feSeni
téchto problémi se nabizi vyuziti PLGA nanocastic, které umoznuji dodavku 1éciva

do konkrétni postiZené tkang skrz pasivni nebo aktivni targeting.®

2.5.1.1 Pasivni targeting

Pasivni targeting vyuziva velikosti nanocastic a unikatnich patologickych
a anatomickych vlastnosti nadorového vaskularniho systému. Tyto specifické
atributy umoznuji nanocCésticim extravazaci proniknout do nadorového intersticia,
kde se nasledné¢ kumuluji. Tumory nedisponuji funkénim systémem lymfatickych
cév (cévy jsou inaktivni nebo zcela chybi). To znemoziuje eliminaci ¢astic z tumoru
a dochdzi tak k jejich retenci v nadorové tkani. Tyto dva fenomény jsou znamy

pod nazvem Enhanced permeability and retention (EPR).*

2.5.1.2 Aktivni targeting

U aktivniho targetingu jsou na povrch nanocastic umistény specifické ligandy,
které¢ interaguji s receptory, které nadmérné exprimuji nadorové bunky
nebo vaskularni systém tumoru. Zdravé tkané tyto receptory neexprimuji. Pfi vybéru
ligandu hraje roli homogenita exprese receptoru na vSech cilenych bunkach. Cilem
zdsahu nanocastic jsou tedy nadorové bunky nebo endotel nadorovych cév.
U néadorovych bunék se nadmérné vyskytuje nckolik typd receptorii
napf. transferinovy receptor, folatovy receptor, receptor epidermalniho ristového
faktoru (EGFR) nebo integriny.

Pokud je cilem nanocastic endotel nadorovych cév, ligandy musi umét rozeznat
napt. VEGFR-1, VEGFR-2 (vascular endothelial growth factor receptors), integriny
(avB3, a5p1), VCAM-1 (the vascular cell adhesion molecule-1) nebo MMPs (matrix
metalloproteinases). Znic¢enim nadorového endotelu nastdva smrt tumoru v disledku

nedostatku zivin a kysliku.84
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Na zakladé vysledkt preklinickych studii lze fici, ze aktivni targeting je v cilené
nadorové terapii efektivnéjsSi metodou nez ten pasivni. Velmi Casto se vyuziva
kombinace t&chto dvou zacileni.*?

Piikladem jsou pegylované PLGA nanocéstice s enkapsulovanym paklitaxelem,
na jejichz povrch byly umistény jako ligandy folaty. Tyto castice vykazovaly
mnohem vétsi cytotoxickou aktivitu vici HEC-1A (human endometrial cells)

nadorovym buiikdm pfi in vitro a in vivo testovani.®
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Obr. 11: Pasivni a aktivni targeting v protinadorové terapii®

2.5.1.3 Chemoterapie

Doxorubicin je anthracyklinové chemoterapeutikum, které se pouziva k lécbé Siroké
Skaly nadorovych onemocnéni. Je zna¢né toxicky, coZ ma za nasledek nevyhodu
nezadoucich U¢inkdi v podob¢ kardiomyopatii a nasledného srde¢niho selhavani.
V porovnani s pouzitim samotné latky zvySuje enkapsulace doxorubicinu
do pegylovancych PLGA nanocéstic protinddorovou ucinnost léCiva a oproti
liposomalni formulaci doxorubicinu Doxil® disponuje vyraznym sniZenim
kardiotoxicity.*® Doxorubicin se pouziva i vterapii mozkovych nadori,
kdy se vyuzivd povrchové modifikace PLGA nanocéstic poloxamerem 188
nebo PBCA nanocéstic polysorbatem 80. Lécivo projde pres hematoencefalickou

s . o I3 r r 87
bariéru a omezuje riist nadoru (testovano na krysach).
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Paklitaxel je inhibitor depolymerace mikrotubull, narusuje dé€j mitézy v burce.
Je to ve vod¢ Spatné rozpustné 1€Civo s uzkym terapeutickym indexem. Taxol®
je komercné dostupny prostiedek obsahujici PTX v koncentraci 6 mg/ml rozpustény
ve smesi ethanolu a Cremophoru® EL (1:1). Oproti nému dosahuji PLGA
nanolastice s enkapsulovanym PTX vyrazn&jsiho cytotoxického efektu in vitro®™
iin vivo.”

9-nitrokamptothecin (9-NC) je inhibitor topoizomerazy I a vzhledem k jeho
nestabilit¢ ve fyziologickém pH a nizké rozpustnosti ve vod¢ je jeho dodavka
do cilové tkan€ naro¢na. Pti enkapsulaci 9-NC do PLGA nanocastic probehlo fizené
uvoliiovani této latky po dobu 160 hodin.”

V posledni dobé se velky zijem védy ubird k ordlnimu podéni cytostatik.
Napriklad enkapsulovany paklitaxel v PLGA nanocasticich s pfidanym vitaminem E
TPGS poskytuje desetkrat lepsi biodostupnost nez Taxol®.”' Vybornou
biodostupnost vykazuje v porovndni spodanim Ccisté latky také enkapsulovany

Tamoxifen. *?

2.5.1.4 Biologicka lécba a genova protinadorova terapie

Biologicka 1écba se vénuje enskapsulaci peptid a proteint. Ptikladem je Endostar,
coz je endostatin ur€eny k 1écbé solidnich nadori. K dosaZeni terapeutického efektu
je potieba opakované injekéni podani a vysoké davky. Enkapsulace do pegylovanych
PLGA castic vedla k prodlouzeni biologického polocasu, vétSi mnozstvi latky
v nadoru a silnéjsi inhibi¢ni a anti-angiogenni plisobeni v porovnani s podanim cisté
latky.”

V genové terapii se nanocastice pouzivaji jako vektory plazmidii a siRNA. Cilem
je zvysit uptake latky tumorem, aby doSlo k inhibici jeho ristu a vyvolani

apoptozy.”*

2.5.1.5 Zobrazovani a diagnostika nadorového onemocnéni

Zobrazovaci metody jsou pro klinickou onkologii zcela klicové. Umoziuji
identifikaci solidnich tumort, determinaci recidivy a monitorovani spésnosti 1éCby

a odpovédi organismu. Cilem je vyvinout neinvazivni metodu, kterd dokaze
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nadorové onemocnéni odhalit v nejranéjSich stadiich. Nanocasticové systémy slouzi
v tomto oboru jako nosi¢e kontrastnich latek’”.

Aplikace PLGA nanocastic s enkapsulovanymi supermagnetickymi oxidy Zeleza
umoziuje detekovat tumor pomoci magnetické rezonance. Vyhodou je lepsi
zobrazeni, prodlouzeni biologického polo¢asu a redukce nezadoucich ucinkt
kontrastni 12’1ﬂ<y.96

Pro detekci tumoru scintigrafickymi metodami byly pouzity PLGA nanocéstice

99 Mooy v .y
"Tc). Castice se pouzivaji

s enkapsulovanym radioaktivnim techneciem-99m (
k detekci sentinelovych lymfatickych uzlin, ty vykazuji nejvetsi zachyt radionuklidu
a jejich odstranéni je pro pacienty trpici metastazujicim nadorovym onemocnénim

N , , 95
¢asto zasadni.

2.5.1.6 Teranostika

Teranostika je definovana jako spojeni terapie a diagnostiky — umoznuje simultanni
podani 1é¢ivé a kontrastni latky. V jediné platformé je zahrnut pasivni 1 aktivni
targeting a nasledné uvolnéni 1éciva s kontrastni latkou. Teranostika umoziiuje
v realném &ase sledovat odpovéd’ organismu na 1é¢bu. *7 Piikladem je enkapsulace
DOX do magnetickych ¢astic, které jsou vestavény do PLGA ¢astic kvili
hydrofobnim interakcim. Pfitomnost magnetickych ¢astic nijak neovlivnila
uvoliiovani DOX.”™ Na téchto magnetickych/PLGA &asticich byla testovana
také dudlni enkapsulace hydrofilni karboplatiny a hydrofobniho PTX a rapamycinu.
Magnetické rezonance prokazala, ze nanocastice poskytuji lepsi kontrastni zobrazeni

nez komeréné dostupné kontrastni latky.”

2.5.1.7 Specifické nedostatky nanocastic v 1é¢bé rakoviny

Zavaznym nedostatkem pasivniho targetingu je heterogenita EPR efektu. Intenzita
tohoto jevu se vyrazné 1isi u riznych typti nddoru, ale bohuzel 1 u riznych pacientd.
Uptake aktivné oznacenych nanoc¢astic nadorovou buiikou je efektivné;jsi.

Hlavni vyhodou aktivniho targetingu oproti pasivnimu by teoreticky meéla byt

mnohem ucinnéjsi a rychlejsi distribuce do cilové tkané. Faktem je, ze zavedenim
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aktivné oznacenych nosi¢ii ¢asto nastava nezadouci zvySeni imunogenity a adsorpce

proteinti na jejich povrch.'®
2.5.2 Imunologie

2.5.2.1 Vakcinace

Pti vakcinaci slouzi PLGA nanocéstice jako nosi¢e antigenu, kombinace antigenti

. . . ., 101
nebo kombinace antigenu a adjuvancii.

Diky prolongovanému uvoliiovani
antigenu z ¢astice mize nastat mnohem efektivnéjs$i odpovéd’ imunitniho systému.
Zaroven dochazi k redukci rizika tolerance ¢i nutnosti dal§tho podéani latky

o Lo . 102 <7y o r v ’ . o
pro vyvolani ochranné imunity. -~ Céstice obsahuji pouze malé mnoZstvi antigenil
s adjuvancii, pfesto dokazi vyvolat velmi silnou reakci T-lymfocytii. Pouziti mensSich

davek je vyhodné nejen z pohledu snizeni nezadoucich ucinki, které obvykle

zpusobuji pravé pomocné latky, ale i z ekonomického hlediska.'*”

2.5.2.2 Targeting imunitniho systému

Targeting imunitniho systému funguje na principu ,,0znaceni* castice ligandy
(peptidy, bilkoviny, protilatky, lektiny, polysacharidy), které reaguji s povrchovymi
receptory bundk.'” Uptake nanodastic antigen prezentujicimi buitkami (APC)
je zavisly na mnoha faktorech jako hydrofobnim/hydrofilnim charakteru,
povrchovém ndboji, tvaru a piedev§im na velikosti Castic, kterd je stale

. , / 1
diskutovanym tématem.'®

Jako vyhodnd se wukézala aplikace Ccastic piimo
do lymfatickych uzlin, kde se nachazi mnoho nezralych dendritickych bunék. Tém je
predan aktivacni signdl zpisobujici jejich dozrani. Sinusoidy ve sleziné dosahuji
rozmérii 150 az 200 nm, zatimco inicidlni lymfatické cévy 10 az 60 pm.'®
Z toho vyplyvd, Ze pifimo do lymfatickych organti proniknou ¢astice mensi
nez 200 nm, zatimco vétsi Castice vyzaduji APC a v lymfatickych uzlinach jsou
lokalizovany aZ za 24 hodin.'"” Targetingem imunitniho systému lze dosahnout dvou
specifickych imunitnich reakci. Zaprvé lze zavedenim ligandii cilit na povrchové
receptory konkrétnich bunék imunitniho systému (napf. dendritickych bunék)

a zvysit aktivitu jejich uptaku. Zadruhé lze rozpoznanim specifickych liganda
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receptory APC docilit zvySeni imunogenity nanocésticovych vakcin, poskytnutim
,signalu nebezpeti®, ktery indukuje aktivaci imunitnich mechanismt.'®'" V praxi
se vyuzivaji agonisté Toll-like-receptors u CD4+ a CD8+ T-lymfocyth
a B lymfocytt, ktefi posiluji proliferaci, aktivaci a efektorové funkce téchto bunék.
Vyuziti TLR agonistli jako soucasti vakcin je velmi atraktivnim cilem budouciho

, 110
vyzkumu.

2.5.2.3 Imunoterapie rakoviny

PLGA nanocastice byly testovany v protinddorové imunoterapii jako nosice
nadorovych lyzati nebo tumor asociovanych antigenii, které mohou byt

111

enkapsulovany spole¢né¢ s TLR ligandy.” Podani latek v této formé vyvolalo

mnohem silngj$i imunitni odpovéd’, nez podani samotnych latek bez nanonosici.
Problémem v klinické praxi je imunosuprimované prosttedi v blizkosti tumoru, proto
se vyzkum primdrné musi zaméfit na obnoveni obranyschopnosti pacienta
s rakovinnym onemocnenim.' ">

Jednou ze strategii je pouZiti inhibitoru signalniho transduktoru a aktivatoru
transkripce 3 (STAT3). Tento protein se podili na nejen na riistu a replikaci bunék,
ale predevSim indukuje imunosupresi v nddorovém okoli. Enkapsulaci jeho
inhibitoru JSI-124 (bud’ samotného nebo v kombinaci TLR ligandem) do PLGA
nanodastic by se mélo docilit obnovy funkce dendritickych bungk.'"

Vzhledem ke slozZitosti mikroprostiedi tumoru a jeho imunitni odpovédi
je pro maximalizaci U¢inku nezbytné do budoucna protinddorové strategie
kombinovat. Kromé& pouziti inhibitoru STAT3 se predpokladd pouziti
chemoterapeutik, aktivace dendritickych bun¢k TLR ligandy, vyuZiti TAA a dalSich

latek.®?

2.5.3 Dalsi mozZnosti

Aplikace PLGA nanocastic je intenzivné zkoumanou disciplinou v mnoha odvétvich
mediciny. Klinické studie zkoumaji uplatnéni nanocasticovych systému pii 1€€be
revmatoidni artritidy, zanétli, kardiovaskularnich onemocnéni, infekci, diabetu

mellitu, mozkovych poruch a mnoha dal$ich onemocnéni.®
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3 PRAKTICKA CAST

3.1 Pouzité pristroje

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

Centrifuga Micro 7 (Fischer Scientific, Hampton, USA)

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

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

Spektrofotometr Specord 205, Jena Analytik (Durynsko, Némecko)

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

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

Zetasizer ZS 90 (Malvern Panalytical, Malvern, UK)

3.2 Pouzité suroviny

Aceton, Penta spol. s.r.o., Chrudim

Acetonitril, Penta spol. s.r.o0., Chrudim

Cisténa voda, KFT FaF UK

Ethylacetat, Lachema, Neratovice

Kolliphor® P 188, Sigma-Aldrich s.r.o.

Kopolymer kyseliny DL-mlécné a kyseliny glykolové (PLGA 3:7), syntéza na KFT
FaF UK, doc. RNDr. Milan Dittrich, CSc.

Kopolymer kyseliny DL-mlécné a kyseliny glykolové (PLGA 5:5), syntéza na KFT
FaF UK doc. RNDr. Milan Dittrich, CSc.

Pluronic® F-127, Sigma-Aldrich s.r.0.

Rhodamin B, Sigma-Aldrich s.r.o

Kopolymery kyseliny DL-mlé¢né, kyseliny glykolové a tripentaerytritolu (1T), (37T),
(5T), syntéza na KFT FaF UK, doc. RNDr. Milan Dittrich, CSc.
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3.3 Laboratorni postup
3.3.1 Metoda odparovani rozpoustédla

3.3.1.1 Priprava vnitini faze

Na analytickych vahach bylo do vialky navazeno 12,5 mg, 25 mg nebo 50 mg
polymeru PLGA 5:5, PLGA 3:7, 1T, 3T nebo 5T (viz tab. 2). Navdzeny polymer byl
doplnén 1 ml ethylacetatu, ve kterém se kompletné rozpustil. Piiprava probihala vzdy

v Case potieby.

w7

3.3.1.2 Priprava vnéjsi faze

Jako vnégj$i faze byl pii metodé odparovani rozpoustédla pouzivan 1% roztok
Kolliphor® P 188. Na analytickych vahach byla do kadinky navadzena povrchové
aktivni latka Kolliphor® 188, ke které¢ bylo pfiddno odpovidajici mnozstvi CiSténé
vody. Krozpusténi surfantaktu doslo pii michdni na magnetické michacce

za laboratorni teploty.

3.3.1.3 Priprava vzorku suspenze nanocastic

Do vialky obsahujici vnitini fazi bylo ptfidano 10 ml 1% roztoku Kolliphor® 188,
pfiemZ okamzité po smiseni fazi zacal proces homogenizace, ktery trval 60 sekund.
Turbina vysokorychlostniho homogenizatoru byla umisténa 1 cm ode dna vialky
a otaCky postupné zvySovany aZ na maximalni stupen (tj. 26 000 otacek
za minutu). Po uplynuti jedné minuty byly otacky snizovany a poté byl
homogenizator vypnut. Turbinu bylo nezbytné po kazdém meéteni oplachnout lihem
a otfit buni¢inou. Zhomogenizovany vzorek byl ptelit do kadinky s magnetickym
michadlem a umistén do digestofe na magnetickou michacku. Odpateni rozpoustédla
vnitini faze za stdlého michani trvalo 2 az 3 hodiny. Po odpafeni rozpoustédla byl
vzorek prefiltrovan ptes stiikatkovy membranovy filtr 0,8 um a zfedén v zavislosti
na navazce polymeru (viz tab. 1). K analyzovani tak byly pfipraveny 2 ml vzorku,
které¢ byly podrobeny méteni velikosti nanocastic a zeta potencialu. Kazdy vzorek

byl pfistrojem Zetasizer méfen tfikrat. Méteni probihalo vzdy pii teploté 25°C.
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Tabulka 1: Redéni vzorkl v zavislosti na navazce polymeru

Navazka Mnozstvi Meow o x x Celkové mnoZzstvi
polymeru (mg) suglr)elolze CiSténa voda (ul) vzorku (ul)
nanocastic (ul)
12,5 100 1900 2000
25,0 50 1950 2000
50,0 25 1975 2000

3.3.2 Nanoprecipita¢ni metoda

3.3.2.1 Priprava vnitini faze

Na analytickych vahach bylo do vialky navaZeno 25 mg polymeru PLGA 5:5, PLGA
3:7, 1T, 3T nebo 5T (viz tab. 2). Navazeny polymer byl doplnén 1 ml acetonu,
ve kterém se kompletné rozpustil. Pfiprava vnitini faze probihala vzdy v Case

potieby.

w7

3.3.2.2 Priprava vnéjsi faze

Jako wvngjSi faze byl pfi nanoprecipitatni metodé¢ pouzity 1% roztok
Pluronic® F-127. Na analytickych vahach byla do kddinky navdzena povrchové
aktivni latka Pluronic® F-127, ke které bylo pfidano odpovidajici mnoZstvi ¢isténé
vody. K rozpuSténi surfantaktu doSlo pfi michani na magnetické michacce

za laboratorni teploty.

3.3.2.3 Priprava vzorku suspenze nanocastic

Do kéadinky s michadlem bylo odméfeno 10 ml 1% roztoku Pluronic® F-127.
Kadinka byla umisténa na magnetickou michacku a rychlosti 1 kapka za 2 sekundy
do ni byla pfidavéna vnitini faze. Po pfidani vnitini faze byla kddinka umisténa
do digestote, kde doSlo béhem 1-2 hodin za stdlého michani k odpafeni acetonu.
Po odpafeni acetonu byl vzorek prefiltrovan pies stfikackovy membranovy filtr
0,8 wm a zfedén cisténou vodou v poméru 50:1950 (viz tab. 2). K analyzovani
tak byly pfipraveny 2 ml vzorku, které byly podrobeny méfeni velikosti nanocastic
a zeta potencidlu. Kazdy vzorek byl pfistrojem Zetasizer méfen tfikrat. Méteni

probihalo vzdy pii teploté 25°C.
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3.3.3 Enkapsulacni efektivita

Rhodamin B je fluorescencni barvivo, kterym jsme indikovali enkapsula¢ni

efektivitu u nanocastic vytvoienych metodou odparovani rozpoustédla.

3.3.3.1 Priprava vnitini faze

Na analytickych vahach bylo do vialky navazeno 25 mg polymeru PLGA 5:5
nebo PLGA 3:7 spole¢né s 0,25 mg rhodaminu B (viz tab. 2). Navazeny polymer
s barvivem byly doplnény 1 ml ethylacetatu, ve kterém se kompletné rozpustily.

Ptiprava vnitini faze probihala vzdy v ¢ase potieby.

3.3.3.2 Priprava vnéjsi faze

Jako vné&jsi faze byl pouzivan 1% roztok Kolliphor® P 188. Na analytickych vahach
byla do kadinky navédzena povrchové aktivni latka Kolliphor® 188, ke které bylo
pfiddno odpovidajici mnozstvi CiSt€né vody. K rozpusténi surfantaktu doslo pfii

michani na magnetické michacce za laboratorni teploty.

3.3.3.3 Priprava vzorku suspenze nanocastic

Do vialky obsahujici vnitini fazi bylo pfidano 10 ml 1% roztoku Kolliphoru® 188,
pricemz okamzité po smiseni fazi zacal proces homogenizace, ktery trval 60 sekund.
Turbina homogenizatoru byla umisténa 1 cm ode dna vialky a otacky postupné
zvySovany aZ na maximalni stupenl. Po uplynuti jedné minuty byly otacky snizovany
a poté byl homogenizator vypnut. Zhomogenizovany vzorek byl prelit do kadinky
s magnetickym michadlem a umistén do digestofe na magnetickou michacku.
Odpateni rozpoustédla vnitini faze trvalo za stalého michani 2 az 3 hodiny.
Po odpateni rozpoustédla byl vzorek prefiltrovan ptes stfikatkovy membréanovy filtr
0,8 um a zfedén destilovanou vodou v poméru 50:1950 (viz tab. 1). K analyzovani
tak byly pfipraveny 2 ml vzorku, které byly podrobeny méteni velikosti nanoc¢astic
a zeta potencidlu. Kazdy vzorek byl pfistrojem Zetasizer méien trikrat. Méfeni

probihalo vzdy pfi teploté 25°C.
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3.3.3.4 Méreni enkapsulacni efektivity

Po odpateni rozpoustédla bylo z kadinky odebrano 1,5 ml vzorku do mikrozkumavky
typu eppendorf. Vzorek byl podroben 15 minut dlouhé centrifugaci (10 000 RPM).
Po 15 minutach centrifugace byl z mikrozkumavky opatrné odstranén supernatant
automatickou pipetou tak, aby nedosSlo ke zvifeni sedimentu. Poté byl sediment
doplnén 1 ml destilované vody a dispergovan. Cely proces byl opakovan celkem
tiikrat. Po tfetim kole centrifugace byl odebran supernatant, sediment byl doplnén
1 ml acetonitrilu a vzorek spektrofotometricky zméten pii vinové délce 556 nm.
Me¢fteni absorbance bylo proti slepému vzorku acetonitrilu.
Na zéklad€¢ znalosti absorbance byla z kalibra¢ni kiivky (viz obr. 12) odectena
koncentrace enkapsulované¢ho rhodaminu B. Vypocet probéhl dosazenim do vzorce
uvedené¢ho nize. Podilem koncentrace enkapsulovaného rhodaminu B v suspenzi
a jeho navazky byla zjisténa enkapsulacni efektivita.

y =0,1601x — 0,144

y = absorbance

x = koncentrace (ng/ml)

Kalibracni krivka
rhodamin B v acetonitrilu

3,5
y=0,1601x - 0,144
3 R?=0,9869 .
2,5
)
(&)
E 2
= o
2 15
2 .
©
1
05 . R )
¢
0
0 5 10 15 20 25
¢ (ug/ml)
® A (556nm)  cececeees Linearni (A (556nm))

Obr. 12: Kalibra¢ni kiivka pro roztok rhodaminu B v acetonitrilu (A=556 nm)
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3.4 Principy méreni nanocastic

3.4.1 Princip méreni velikosti nanocastic

Meéieni velikosti nanocastic je zaloZzeno na detekci Brownova pohybu, ktery vykazuji
jednotlivé Castice, a ktery souvisi s jejich velikosti (mensi ¢astice se pohybuji rychleji
nez velké). Pfi méfeni probihd proces dynamického rozptylu svétla — béhem méteni
prochazi skrz kyvetu laserovy paprsek, pii pohybu jej ¢astice odrazeji mnoha smeéry,
a to zachyti detektor.

Zetasizer ZS 90 identifikuje rychlost kolisani intenzity laserového paprsku, které je
zpiisobené neustalym pohybem castic. Soucasti pfistroje je digitalni korelator,
jehoz ukolem je porovndvat kolisani intenzity paprsku v Case. Pies koreldtor
a Stokes-Einsteinovu rovnici tak dokaze pfistroj prepocitat rychlost pohybu ¢astic
na jejich velikost. Vysledkem je vypocitani distribuce velikosti ¢astic, kdy zakladni
je tzv. distribuce intenzity. Distribuce intenzity se da prevést na distribuci objemu
a ta na distribuci poctu. Zmény v distribuci ¢astic udava polydisperzita,

ktera charakterizuje systém obsahujici ¢4stice mnoha riiznych velikosti.'"

3.4.2 Princip méreni zeta potencialu nanocastic

Velikost zeta potencidlu naznacuje potencilni stabilitu koloidniho systému.

Na povrchu ¢astic vznikd sitovy naboj, ktery ovlivituje distribuci iontd v okolni
oblasti. Tésn¢ u povrchu je zvysena koncentrace iontli s opacnym nabojem nez ma
castice. Okolo castice se tak vytvafi vyrovndvaci ndboj a vznikd elektricka
dvojvrstva.

Medium obklopujici Castici je rozdéleno do vrstev. V t€sném kontaktu s povrchem
Castice je tzv. Sternova vrstva, kde jsou ionty silné vazané. Nasleduje
GouyChapmanova difuzni vrstva, kde jsou ionty vdzané méné siln€¢. Koncentrace
vyrovnavacich iontii se vzdalenosti od povrchu c¢astice klesd a naopak piibyvaji
opacné nabité ionty. Uvnitf difizni vrstvy existuje hranice (tzv. rovina skluzu), ktera
ma méfitelny zeta potencial — elektricky potencidl mezi rovinou skluzu a disperznim

mediem. lonty pfed touto hranici vytvareji s Castici stabilni jednotku.
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Castice s hodnotou zeta potencidlu +30 mV lze povaZzovat za stabilni. Cim vyssi
potencial maji, tim spiSe se vzajemné odpuzuji a nemaji tendence flokulovat.

Diky svému elektrickému povrchovému néboji vykazuji ¢astice pod vlivem
aplikovaného elektrického pole tzv. elektrokinetické efekty. Jednim z téchto efekti je
elektroforéza — nabité Castice pod vlivem aplikovaného elektrického pole vykazuji
pohyb vici kapaling, ve které jsou suspendovany. Pokud je na elektrolyt aplikované
elektrické pole, nabité ¢astice suspendované v elektrolytu jsou pfitahované smérem
k elektrodé s opacnym ndbojem. Viskdzni sily, které na Castice pusobi, maji sklon
tomuto pohybu branit. KdyZz je dosazena rovnovéha mezi témito dvéma
protichidnymi silami, castice se pohybuji konstantni rychlosti. Rychlost castice
v elektrickém poli se oznacuje jako elektroforeticka pohyblivost a zavisi na n¢kolika
faktorech — sile elektrického pole, dielektrické konstanté elektrolytu, viskozité
elektrolytu a zeta potencialu. Se znalosti elektroforetické rychlosti 1ze ziskat hodnoty

. — . 115
zeta potencialu aplikaci Henryovy rovnice.

H—

Elektricka dvojvrstva

o
Rovina skiuzu

O Céastice se zaparnym
povrchowym nabajerm

o ©

Diftizni wrstva

-

Sternova wrstva

——

-100 |

—— —

Povrchovy potencial
Sterndv potencial
m\/

Potencial zeta

wZialenost od povrchu £astice

Obr. 13: Distribuce iontii v okoli &astice a jejich vrstvy''®
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3.5 Vysledky

V této kapitole jsou prezentovany vysledky vSech méfeni.

3.5.1 Prehled vzorku

Tabulka 2: Pfehled vzorku

V(zv:;:'ll(()u Polymer Il)\ﬁ;’fel;i Metoda

1 PLGA 3.7 12,5 mg Odpatovani rozpoustédla
2 PLGA 3:7 25 mg Odparovani rozpoustédla
3 PLGA 3:7 50 mg Odpatovani rozpoustédla
4 PLGA 5:5 12,5 mg Odpatovani rozpoustédla
5 PLGA 5:5 25 mg Odparovani rozpoustédla
6 PLGA 5:5 50 mg Odpatovani rozpoustédla
7 IT 12,5 mg Odpatovani rozpoustédla
8 IT 25 mg Odparovani rozpoustédla
9 IT 50 mg Odpatrovani rozpoustédla
10 3T 12,5 mg Odpatovani rozpoustédla
11 3T 25 mg Odpatovani rozpoustédla
12 3T 50 mg Odpatrovani rozpoustédla
13 5T 12,5 mg Odpatrovani rozpoustédla
14 5T 25 mg Odpatovani rozpoustédla
15 5T 50 mg Odpatrovani rozpoustédla
16 PLGA 3:7 25 mg Nanoprecipitace

17 PLGA 5:5 25 mg Nanoprecipitace

18 IT 25 mg Nanoprecipitace

19 3T 25 mg Nanoprecipitace

20 5T 25 mg Nanoprecipitace

21 PLGA 5:5 + rhodamin B 25 mg Odpatovani rozpoustédla
22 PLGA 3:7 + rhodamin B 25 mg Odparovani rozpoustédla
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3.5.2 Velikost nanocastic

V této kapitole jsou popsany velikostni parametry nanocastic, kterych jsme dosahli

pii piipravé nanocastic metodou odpafovani rozpousStédla a nanoprecipitacni

metodou.

3.5.2.1

Metoda odparovani rozpoustédla

Tabulka 3: Metoda odpatovani rozpoustédla — velikost nanoc¢éstic

Cislo Primér Priamér Primér Primér Peak Peak
vzorku | Z-Ave Z-Ave Pdl Pdl Nejvyssi |  Nejvyssi
[d.nm] [d.nm] intenzita | intenzita
smérodatna smérodatna | Velikost | Zastoupeni
odchylka odchylka [d.nm] [%]

1 207,5 1,96 0,144 0,013 - -
2 2143 22,90 0,296 0,041 164,2 24,2
3 206,2 6,67 0,270 0,051 162,2 25,3
4 220,1 2,15 0,222 0,008 - -
5 160,7 5,64 0,272 0,008 164,2 21,1
6 399,3 24,40 0,417 0,023 190,1 29,2
7 201,1 1,25 0,284 0,002 220,2 9,7
8 232.8 5,99 0,280 0,033 164,2 21,5
9 569,1 36,91 0,316 0,001 712,4 17,7
10 330,6 2,31 0,333 0,034 2953 17,5
11 197,0 1,76 0,298 0,021 164,2 26,7
12 316,1 10,54 0,356 0,032 164,2 39,5
13 267,3 5,16 0,285 0,036 255,0 14,2
14 181,9 1,66 0,256 0,021 - -
15 300,9 8,49 0,388 0,002 255,0 25,2
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Velikost nanocastic
Porovnani linearnich a vétvenych polymeru

450,0
400,0
350,0
300,0

E 250,0

£ .

- 200,0 M Linearni polymery
150,0 H Vétvené polymery
100,0

50,0
0,0
12,5mg 25 mg 50 mg
navazka
Obr. 14: Porovnani linearnich a vétvenych polymert
metoda odparovani rozpoustédla — velikost nanocastic
Velikost nanocastic
Celkovy prehled
600
500
400
m12,5mg
300
W25 mg
200 m50mg

100

PLGA 3:7 PLGA 5:5 1T 3T 5T

Obr. 15: Vliv typu polymeru na velikost nanocastic

metoda odpatovani rozpoustédla — celkovy piehled
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Velikost nanocastic
Celkovy prehled

W PLGA 3:7
W PLGA5:5
miT
m3T
m5T
12,5mg 25mg 50 mg
navazka
Obr. 16: Vliv navazky na velikost nanocéstic
metoda odparovani rozpoustédla — celkovy piehled
3.5.2.2 Nanoprecipita¢ni metoda
Tabulka 4: Nanoprecipitaéni metoda — velikost nanocastic
Cislo vzorku Priamér Primér Priamér Priamér
Z-Ave Z-Ave Pdl PdI
[d.nm] [d.nm] sm. odchylka
sm. odchylka
16 176,7 1,56 0,073 0,017
17 190,9 0,12 0,096 0,006
18 191,8 2,76 0,08 0,004
19 203,3 1,00 0,138 0,016
20 186,6 1,32 0,107 0,016
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Velikost nanocastic
navazka 25 mg

250
200
— 150
€
£
© 100
50
0
PLGA 3:7 PLGA 5:5 1T 3T 5T
polymer
Obr. 17: Vliv typu polymeru na velikost nanocastic
nanoprecipitacni metoda — navazka polymeru 25 mg
Velikost nanocastic
Nanoprecipitacni metoda
Porovnani linearnich a vétvenych polymeru
250
200
—_— 150 T
£
(=
= 100 - B Linedrni polymery
B Vétvené polymery
50 -
0 .
25,0 mg
navazka

Obr. 18: Porovnani linearnich a vétvenych polymera

nanoprecipitacni metoda — velikost nanocastic
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Velikost nanocastic
Porovnani metod

200
—~ 150
£
£ L v x
T 100 B Odparovani rozpoustédla
B Nanoprecipitace
50
0

PLGA 3:7 PLGA5:5
polymer

Obr. 19: Velikost nanocastic

porovnani z hlediska metody ptipravy
3.5.3 Zeta potencial
V této kapitole jsou popsany namétené hodnoty zeta potencidlu nanocastic, kterych

jsme dosahli pifi pfipravé nanocCéastic metodou odpafovani rozpoustédla a

nanoprecipita¢ni metodou.

3.5.3.1 Metoda odparovani rozpoustédla

Tabulka 5: Metoda odparovani rozpoustédla — zeta potencial nanocastic

Cislo vzorku Priamér Primér
Zeta potencial Zeta potencial
[mV] [mV]
smérodatna odchylka
1 -35,3 0,62
2 -21,6 1,47
3 -24,1 1,63
4 -32,7 1,68
5 -38,9 5,97
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Cislo vzorku Primér Primér
Zeta potencial Zeta potencial
[mV] [mV]
smérodatna odchylka

6 -37,2 5,93

7 -22,5 6,12

8 -20,1 1,91

9 -26,5 2,9

10 -30,6 2,80

11 -31,8 3,70

12 -38,9 3,44

13 -37,6 1,35

14 -27,0 0,95

15 -40,4 5,86

-mV

40,0
35,0
30,0
25,0
20,0
15,0
10,0

5,0

0,0

Zeta potencidl nanocastic

Porovnani linearnich a vétvenych polymert

M Linerarni polymery

H Vétvené polymery

12,5 mg 25 mg 50 mg

navazka

Obr. 20: Porovnani linearnich a vétvenych polymerta

metoda odpafovani rozpoustédla — zeta potencial nanocastic
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45

Zeta potencial nanocastic
Celkovy souhrn

m12,5mg
H25mg
m50mg
PLGA3:7  PLGAS:S T 3T 5T
polymer
Obr. 21: Vliv typu polymeru na zeta potencidl nanocastic
metoda odpatovani rozpoustédla — celkovy piehled
Zeta potencial nanocastic
Celkovy souhrn
45
40
35
30 u PLGA 3:7
> 25
€ B PLGA5:5
T 20
i maT
10 m3T
5 m5T
0

12,5mg 25 mg 50 mg
navazka

Obr. 22: Vliv navazky polymeru na zeta potencidl nanocastic

metoda odparovani rozpoustédla — celkovy prehled
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3.5.3.2 Nanoprecipita¢ni metoda

Tabulka 6: Nanoprecipitaéni metoda — zeta potencidl nanoc¢astic

Cislo vzorku Primér Prumér
Zeta potencial Zeta potencial
[mV] [mV]
smérodatna odchylka

16 -26,0 0,46

17 -38,2 0,40

18 -27.5 0,71

19 -252 0,61

20 -31,8 1,0

Zeta potencial nanocastic
navazka 25 mg
45
40
35
30
s 25
£ 20
15
10
5
0
PLGA 3:7 PLGA 5:5 T 3T 5T
polymer

Obr. 23: Vliv typu polymeru na zeta potencial nanoc¢astic

nanoprecipitaéni metoda — navazka polymeru 25 mg
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Zeta potencidl nanocastic
Porovnani vétvenych a linearnich polymert

35,00
30,00 -
25,00 -
S 20,00 -
€ L
" 15,00 - M Linedrni polymery
10,00 - W Vétvené polymery
5,00 -
0,00 -
25 mg
navazka
Obr. 24: Porovnani linearnich a vétvenych polymera
nanoprecipitacni metoda — zeta potencidl nanocastic
Zeta potencial nanocastic
Porovnani metod
45
40

-mV

35

30

25

20 ~ B Odparovani rozpoustédla
15 + B Nanoprecipita¢ni metoda
10 +

5

0 -

PLGA 3: 7 PLGA 5: 5

polymer

Obr. 25: Zeta potencial nanocastic

porovnani z hlediska metody piipravy
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3.5.4 Enkapsulaéni efektivita

3.5.4.1 Velikost nanocastic

Tabulka 7: Velikost nanocastic s rhodaminem B

Cislo | Primér | Primér | Primér | Pramér Peak Peak
vzorku | Z-Ave Z-Ave Pdl PdI Nejvyssi | Nejvyssi
[d.nm] [d.nm] intenzita | intenzita
smérodatna smérodatna | Velikost | Zastoupeni
odchylka odchylka [d.nm] [%]
21 325,0 12,79 0,324 0,012 255,0 25,7-
22 266,6 23,74 0,323 0,039 164,2 29,3
3.5.4.2 Zeta potencial nanoc¢astic
Tabulka 8: Zeta potencial nanocastic s rhodaminem B
Cislo vzorku Pramér Pramér
Zeta potencial Zeta potencial
[mV] [mV]
smérodatna odchylka
21 -34,6 2,72
22 21,8 3,09
3.5.4.3 Absorbance a koncentrace
Tabulka 9: Koncentrace a enkapsulacni efektivita rhodaminu B
Cislo vzorku Absorbance Koncentrace Enkapsulaéni
[A =556 nm] [pg/ml] efektivita [%]
21 3,010 17,90 23,45
22 3,314 21,60 25,71
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Velikost nanocastic
Porovnani dle pritomnosti rhodaminu B

M Bez RhB
m S RhB

PLGA 5:5 PLGA 3:7

polymer

Obr. 26: Porovnani dle pfitomnosti rhodaminu B

metoda odparovani rozpoustédla — velikost nanocastic

Zeta potencial nanocastic

Porovnani dle pritomnosti rhodaminu B

45
40
35 -
30 -

T 25 -

S 20 -
15 -
10 -

H Bez RhB
H s RhB

PLGA 5:5 PLGA 3:7
polymer

Obr. 27: Porovnani dle pfitomnosti rhodaminu B

metoda odpatfovani rozpoustédla — zeta potencial nanocastic
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4 DISKUZE

Predmétem prace bylo na zkoumani vlivu riznych derivati PLGA a jejich navazky
na velikost, polydisperzitu, zeta potencial nanocastic a enkapsulacni efektivitu
rhodaminu B. Z linedrnich polymerti byly k méfeni pouzity kopolymery kyseliny
mlécné a glykolové v poméru 5:5 a 7:3 s majoritnim podilem kyseliny mlécné.
Z vétvenych polymert byly pouzity kopolymery kyseliny mlécné, kyseliny
glykolové a tripentaerythritolu. Tripentaerythritol je vétvici slozka a jednotlivé
polymery se liSily jejim pomérovym zastoupenim (1 %, 3 %, 5 %). Pro pfipravu
nanocastic byly pouzity dv¢ top to bottom metody — metoda odpafovani rozpoustédla

a nanoprecipitacni metoda.

4.1 Granulometricka analyza

Dle zadani prace jsou optimalni parametry nanocastic velikost pod 200 nm s nizkou

mirou polydisperzity

4.1.1 Metoda odparovani rozpoustédla

Aplikaci metody odpatfovani rozpoustédla vznikly nanocastice o velikosti v rozmezi
160,7 az 569,1 nm s polydisperzitou 0,144 az 0,417. Vysledky jsou uvedeny
v tabulce 3 a jejich graficka zpracovani na obr. 15 a obr. 16.

U vzorkl s navazkou 12,5 mg vznikaly nanocéstice o velikosti 201,1 az 330,6 nm
s polydisperzitou 0,144 az 0,333. Nejmensi nanocastice vznikly pii pouZiti polymeru
IT s polydisperzitou 0,284, nejvétSi pii pouziti polymeru 3T, jehoz vzorek
disponoval zaroven nejvétsi polydisperzitou, coz pravdépodobné ukazuje na agregaci
téchto primarnich ¢astic. Pouzitim polymeru PLGA 5:5 a 5T byly pfipraveny Céstice
o velikosti 220,1 nm s polydisperzitou 0,222, respektive 267,3 nm s polysperzitou
0,285. Tyto rozdilné vysledky mohou byt disledkem nizké koncentrace polymeru
(1,14 mg/ml), jez miize mit dopad na tvorbu vétsich kapének, které nepodlehnou
dokonal¢ homogenizaci, vzhledem k velkému objemu vodné faze a rozpoustédla.

U vzorkd snavdzkou 25mg vznikaly nanoCastice o velikosti v rozmezi
160,7 az 232,8 nm s polydisperzitou 0,272 az 0,298. Nejmensi velikost byla
zaznamenana u vzorku polymeru PLGA 5:5, kdy vzniklé nanocastice dosahly
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velikosti 160,7 nm s polydisperzitou 0,272. Nejvétsi velikost nanocCéstic vykazoval
vzorek polymeru 1T s hodnotou diametru 232,8 nm a polydisperzitou 0,280.
Pouzitim polymeru PLGA 3:7 byly ziskdny nanocastice o velikosti 214,3 nm
s nejveétsi polydisperzitou 0,296. U vzorkii vétvenych polymert 3T a 5T byly
namétfeny hodnoty velikosti 197,0 nm (PdI 0,298), respektive 181,9 nm (PdI 0,256).
Na obr. 16 lze pozorovat, ze vzorky s navazkou 25 mg vykazuji vysokou miru
reprodukovatelnosti.

U vzorkl s navadzkou 50 mg pozorujeme trend vzniku nanocastic s nejvetsi velikosti
a polydisperzitou. Vyjimkou je pouze vzorek polymeru PLGA 3:7, kdy byly
produkovany nanocastice o velikosti 206,2 nm s polydisperzitou 0,270. U ostatnich
polymerti doslo k tvorbé nanocéstic o velikosti 300,9 az 569,1 nm s polydisperzitou
0,316 az 0,417. Nejvétsi nanocastice vznikly pouzitim polymeru 1T s polydisperzitou
0,316. Pouzitim polymeru PLGA 5:5 vznikly nanocastice o velikosti 399,25 nm
s nejvetsi polydisperzitou 0,417. Hodnoty velikosti nanocastic u vzorkl polymeru 3T
a 5T jsou 316,1 nm s polydisperzitou 0,356, respektive 300,9 nm s polydisperzitou
0,388. Narust velikosti ¢astic je pravdépodobné zplisoben pftili§ vysokou koncentraci
polymeru ve vzorku (4,55 mg/ml), v jejimz dtsledku dochazi k agregaci jednotlivych
nanocastic, cemuz napovidaji 1 vysoké hodnoty polydisperzity.

Z obr. 15 je mozné vypozorovat, Ze jedinym polymerem, u kterého nelze reflektovat
vyrazny vliv navazky na velikost vzniklych nanocéstic, je PLGA 3:7. Pfi¢inou tohoto
jevu muze byt lipofilni povaha polymeru, diky niz mize dochdzet k dynamictéjSimu
priabéhu tvorby nanocastic ve vodném prostiedi. U polymerd PLGA 5:5, 3T a 5T
lze zaznamenat trend néarGstu velikosti nano¢astic u vzorkil s navdzkami 12,5 mg
a 50 mg oproti vzorklim s navazkou 25 mg (viz obr. 15). PouZitim navazky 12,5 mg
u polymeru 1T doslo ke vzniku nejmensich nanocéstic ze vSech patnacti métent,
naopak u vzorku s navdzkou 50 mg polymeru 1T vznikly nejvétsi nanocastice ze
vSech méfeni.

Z porovnani velikosti nanocastic z hlediska pouziti linearnich ¢i vétvenych polymeri
vyplyva, ze pfi pouziti linearnich polymert vznikaly mensi ¢astice neZz pii pouZiti

polymert vétvenych (viz obr. 14). Vzorky vétvenych polymera casto vykazovaly
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zaroven vyssi polydisperzitu. Piikladem je pfiprava nanocéstic z vétveného polymeru
3T, kdy pii navazce 12,5mg vznikly nanocCastice o velikosti 330,6 nm
s polydisperzitou 0,333, zatimco u linearnich polymerii vznikly nanocastice
o velikosti 207,5nm a polydisperzitou 0,144 (PLGA 3:7) a 220,1 nm
s polydisperzitou 0,222 (PLGA 5:5). Tyto vysledky jsou uvedeny v tab. 3.

U vzorkll s polydisperzitou vyssi nez 0,270 byla z grafii odectena maxima piku
intenzity, pro zjisténi nejvyssiho procentualniho zastoupeni urcité velikostni frakce

ve vzorku. Hodnoty jsou evedeny v tabulce €. 3.

4.1.2 Nanoprecipitaéni metoda

Pouzitim nanoprecipitacni metody doSlo k tvorbé nanocastic o velikosti v rozmezi
176,7 az 203,3 nm s polydisperzitou 0,073 az 0,138. Navazka polymerti ve vSech
vzorcich byla 25 mg. Vysledky méfeni jsou uvedeny v tabulce 4 a jejich grafické
zpracovani na obr. 17.

Nejmensi nanocastice vznikly pii pouziti linedrniho polymeru PLGA 3:7, pfiCemz
tento vzorek disponuje zaroven nejmensi polydisperzitou. Produkei nejvétsich ¢astic
o velikosti 203,3 nm s polydisperzitou 0,138 lze pozorovat u vzorku vétveného
polymeru 3T. Pfi pouziti linedrniho polymeru PLGA 5:5 vznikly nanocastice
o velikosti 190,9 nm s polydisperzitou 0,096, pouZitim polymeru 1T vznikly
nanocastice o velikosti 191,8 nm s polydisperzitou 0,08 a pouzitim polymeru 5T
doslo ke vzniku nanocastic o velikosti 186,6 nm s polydisperzitou 0,107.

Pii porovnani linearnich a vétvenych polymerti s ohledem na velikosti vzniklych
nanocastic lze opét pozorovat trend vzniku vétSich nanocastic v pfipad¢ pouZiti
veétvenych polymertt (viz obr. 18). Rozdily ve velikosti jsou ale minimalni,
pouze 5 nm, coz je zanedbatelné.

Porovnanim metody odpafeni rozpoustédla a nanoprecipitatni metody lze dojit
k jednozna¢nému zévéru, ze u vSech vzorkl v ptipad¢é nanoprecipitacni metody byla
dosazena vyrazné¢ niz8i polydisperzita. U vzorkG polymerdt PLGA 3:7 a 1T
pfipravovanych nanoprecipitani metodou pozorujeme vznik menSich nanocastic,

nez pii pouziti metody odparovani rozpoustédla. U polymeru PLGA 3:7 Cinil rozdil
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velikosti 37,7 nm (nanoprecipitace: 176,6 nm, odpatovani rozpoustédla: 214,3 nm),
u polymeru IT 41 nm (nanoprecipitace: 191,8 nm, odparovani
rozpoustédla: 232,8 nm). U polymerit PLGA 5:5, 3T a 5T je trend opacny,
nanoprecipitani metodou vznikly vétSi nanocéstice, nez pii pouziti metody
odparovani rozpoustédla. U polymeru PLGA 5:5 ¢inil rozdil velikosti 30,2 nm
(nanoprecipitace: 190,9 nm, odpafovani rozpoustédla: 160,7 nm), u polymeru 3T
6,3 nm (nanoprecipitace: 203,3 nm, odpatrovani rozpoustédla: 197,0 nm), u polymeru
5T 4,7nm (nanoprecipitace: 186,6 nm, odpafovani rozpoustédla: 181,9 nm)

viz obr. 19.

4.2 Zeta potencial nanocastc

Za stabilni se povazuji nano&astice dosahujici hodnoty zeta potencialu +30 mV.'"

4.2.1 Metoda odparovani rozpoustédla

Castice piipravené metodou odpafovani rozpoustédla lze téméf viechny povazovat
za stabilni. Rozmezi zeta potencidlu u vSech vzorki je -20,1 az -40,4 mV. Vysledky
jsou uvedeny v tabulce 5, a jejich grafickd zpracovani na obr. 21-22.

Jedinym polymerem, u kterého byl naméfeny zeta potencial v ptfipad¢ vSech navazek
vys$si nez -30mV, je 1T, ktery dosahl hodnot -22,5 mV u navazky 12,5 mg,
-20,1 mV u navazky 25 mg, -26,5 mV u navazky 50 mg.

U polymeru PLGA 3:7 byly méné stabilni nanoc¢astice rozpoznany u navazek 25 mg
s hodnotou zeta potencialu -21,6 mV a 50 mg s hodnotou zeta potencialu -24,1 mV.
V pfipadé navazky 12,5 mg polymeru PLGA 3:7 byl naméfen zeta potencial
-35,3 mV. Vysoky zeta potencial u niziSch navazek polymeru mize souviset s tim, ze
doslo k produkci mensiho poctu ¢astic a vrstva iontll u povrchu ¢astic je tim padem
vice zhus§téna. Vzorek polymeru PLGA 5:5 vykazuje stabilni nanocastice v piipadé
vSech tii navazek — 12,5 mg -32,7 mV, 25 mg -38,9 mV, 50 mg -37,2 mV, stejné
jako vzorek polymeru 3T — 12,5 mg -30,6 mV, 25 mg -31,8 mV, 50 mg -38,9 mV.
Nejvyssi hodnota zeta potencidlu byla naméfena u navazky 50 mg polymeru 5T,

ato-40,4 mV.
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V ptipad¢ vétvenych polymerti byla maxima absolutnich hodnot zeta potencialu
dosazena u navazek 50 mg. Z vysledkt vyplyva, ze ¢im vice je polymer vétveny, tim
vyraznéjsi je zeta potencial nanocastic, coz ziejmé souvisi se vzrlstajici koncentraci
hydroxylovych skupin v polymeru.

U polymeri PLGA 3:7, 1T a 5T byly dosazeny vyssi absolutni hodnoty zeta
potencidlu vzorkli s navazkou 12,5 mg a 50 mg ve srovnani s navazkou 25 mg.
V ptipadé PLGA 3:7 dosahl nejvyssi absolutni hodnoty vzorek s navazkou 12,5 mg,
a to -35,3mV. U navdzky 50 mg byly namétfeny hodnoty -24,1 mV, u navazky
25mg -21,6 mV. U polymerd 1T a 5T dosahly nejvyssi absolutni hodnoty vzorky
snavazkou 50 mg. V pfipadé¢ 1T byly naméfeny hodnoty -26,4 mV (50 mg),
-22,5mV (12,5 mg) a -20,1 mV (25 mg), v ptipad¢ 5T -40,4 mV (50 mg), -37,6 mV
(12,5mg) a -27mV (25 mg). U polymeru PLGA 5:5 dosahl nejnizsi absolutni
hodnoty zeta potencialu vzorek s navazkou 12,5 mg (-32,7 mV), nejvyssi s navazkou
25mg (-38,9mV). U vzorku snavazkou 50 mg byla naméfena hodnota zeta
potencialu -37,2 mV. Polymer 3T je jediny, u kterého pozorujeme trend vyssi
stability nanocastic se stoupajici navdzkou. Absolutni hodnoty zeta potencialu
dosdhly hodnot -30,6 mV (12,5 mg), -31,8 mV (25mg), -389mV (50 mg).
Vysledky jsou uvedeny v tabulce 5, grafické zpracovéani vlivu typu polymeru na
hodnotu zeta potencialu na obr. 21.

Pii porovnani linedrnich a vétvenych polymerli z hlediska zeta potencidlu lze
u navazek 12,5 mg a 25 mg pozorovat vyssi stabilitu ¢astic pfipravenych z linearnich
polymert. Pfi navazce 50 mg vznikaly stabilnéj$i nanocastice pti pouziti vétvenych
polymert (viz obr. 20).

Ve vysledcich méfeni zeta potencidlu nelze nalézt mnoho trendi, velikost nanocastic
ani navazka polymeru s absolutnimi hodnotami zeta potencialu ptili§ nekoresponduji.
Je pravdépodobné, ze zeta potencidl nanocéstic bude nejvice ovliviiovat zvoleny

surfaktant.
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4.2.2 Nanoprecipitaéni metoda

Nanoprecipitaéni metodou, pfi které byly prométovany vzorky s navazkou 25 mg,
bylo docileno hodnot zeta potencidlu vrozmezi -252mV az -38,9mV,
z ¢ehoz vyplyva, ze vzniklé nanocCastice lze povazovat za stabilni. Vysledky jsou
potencialu byla naméiena u vzorku polymeru 3T, nejvyssi u vzorku polymeru
PLGA 5:5. Pouzitim polymeru PLGA 3:7 bylo dosaZeno hodnoty -26,03 mV,
pouzitim polymeru 1T -27,5 mV a pouzitim polymeru 5T -31,8 mV. V porovnani
s metodou odpafovani rozpoustédla doslo ke zvySeni absolutni hodnoty zeta
potencialu u polymerit PLGA 3:7 0 4,4 mV (nanoprecipitace: -26,0 mV, odpafovani
rozpoustédla: -21,6 mV), IT o 7,4 mV (nanoprecipitace: -27,5 mV, odparovani
rozpoustédla: -20,1 mV) a 5T o 4,8 mV (nanoprecipitace: -31,8 mV, odparovani
rozpoustédla: -27,0 mV). U polymeri PLGA 5:5 a 3T byly naméfené absolutni
hodnoty v porovnani s metodou odpafovani rozpoustédla niz$i o 0,7 mV
(nanoprecipitace: -38,2 mV, odpafovani rozpoustédla: -38,9 mV), respektive
o 6,6 mV (nanoprecipitace: -25,2mV, odpafovani rozpoustédla: -31,8 mV)

viz obr. 18.

4.3 Enkapsulacni efektivita rhodaminu B

Pro zkouméni enkapsulaéni efektivity lipofilniho fluorescenéniho barviva
rhodaminu B byly pro tvorbu nanocéstic pouZity linedrni polymery PLGA 3:7
a PLGA 5:5 o navéazce 25 mg. Vysledky méteni jsou uvedeny v tabulkach €. 7-9.

Velikost nanocastic 1 polydisperzita se u vzorka s enkapsulovanym rhodaminem B
zvysily. U polymeru PLGA 3:7 dosahly nanocastice s enkapsulovanym barvivem
velikosti 266,6 nm a polydisperzity 0,325, zatimco bez enkapsulovaného barviva
byla velikost nanocastic 214,3 nm s polydisperzitou 0,296. V piipadé polymeru
PLGA 5:5 byla naméfena velikost nanoc¢éstic s enkapsulovanym barvivem 325,0 nm
a polydisperzita 0,323, zatimco nanocastice bez enkapsulovaného barviva
disponovaly velikosti 160,7 nm s polydisperzitou 0,272. ZvétSeni Castic je

ocekavatelné, protoze predpoklddame inkorporaci rhodaminu B do nanocastic,
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¢i jeho navazani na povrch nanocastic. Porovnani velikosti je graficky znazornéno
na obr. 26.

Zména hodnoty zeta potencidlu oproti prazdnym nanocasticim je v ptipadé polymeru
PLGA 3:7 zanedbatelna, liSila se pouze o 0,2 mV. Nanocastice s enkapsulovanym
barvivem  dosahly  hodnoty zeta  potencidlu -21,8 mV, nanocastice
bez enkapsulované¢ho barviva -21,6 mV. U polymeru PLGA 5:5 se hodnoty zeta
potencialu liSily o 4,3 mV. U ¢éstic s enkapsulovanym barvivem byla hodnota zeta
potencialu -34,6 mV, bez enkapsulovaného barviva -38,9 mV. V ptipadé PLGA 3:7
se jednd o méné stabilni nanocastice, nanoc¢astice vzniklé z polymeru PLGA 5:5 lze
povazovat za stabilni. Porovnani velikosti zeta potencidlu je graficky znazornéno
na obr. 27.

Enkapsula¢ni efektivita rhodaminu B je uvedena v tab. 9. Hodnoty u polymeru

PLGA 3:7 doséhly 25,71 %, u polymeru PLGA 5:5 23,45 %.
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5 ZAVER

Exprerimentalni ¢ast je zaméfena na zkoumani vlivu riznych derivati PLGA a jejich
navazky na vyslednou velikost, polydisperzitu a zeta potencidl nanocastic.
U nanocastic piipravenych z linearnich polymert byla zkouména enkapsulacni
efektivita rhodaminu B.

Optimalni navazka pro méfeni parametri nanocastic uvedenych vyse je 25 mg.
U vzorkil s touto navdzkou byla shleddna vysoka mira reprodukovatelnosti. Jediny
polymer, u kterého nelze reflektovat vyrazny vliv navazky na velikost vzniklych
nanocastic je PLGA 3:7.

Pro ptfipravu polymernich nanocastic o velikosti mensi nez 200 nm jsou vhodné
linearni polymery. U vétvenych polymert casto dochazi k agregaci Castic, coz ma
za nasledek vétsi velikost 1 polydisperzitu ¢astic.

Polymerni ¢astice ptipravené nanoprecipitacni metodou disponovaly uzkou distribuci
pozadované velikosti castic a v porovnani s metodou odpafovani rozpoustédla
vyrazné¢ mensi polydisperzitou. VSechny nanocéstice vzniklé touto metodou lze
z hlediska hodnot jejich zeta potencialu povazovat za stabilni. Vysledky této metody
jsou reprodukovatelnéjsi nez vysledky ziskané metodou odpatovani rozpoustédla.
Zeta potencidl nanoc¢astic neni vyrazné zavisly na velikosti nanocastic a v ptipadé
linedrnich polymerti ani na navazce polymeru. U vétvenych polymert byl
vypozorovan trend, kdy se stoupajicim podilem vétvici slozky vrostl 1 zeta potencial
¢astic. Jedinou vyjimkou byla navazka 25 mg vétveného polymeru 3T. U vétvenych
polymert dosahuji nejvyssich hodnot zeta potencialu vzorky s navazkou 50 mg.
Nanocastice s enkapsulovanym rhodaminem B  dosahuji  vétSi  velikosti
1 polydisperzity v disledku inkorporace barviva do castic ¢i adsorpce barviva
na jejich povrch. Hodnoty zeta potencialu nanocastic s enkapsulovanym rhodaminem
B se vyrazné neliSily od hodnot zeta potencidlu naméfeného u Eastic
bez enkapsulovaného barviva. Hodnoty enakpsulaéni efektivity thodaminu B dosahly

u polymeru PLGA 3:7 hodnoty 25,71 %, u polymeru PLGA 5:5 23,45 %.
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