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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra: Farmaceutické technologie

Skolitel: PharmDr. Ondtej Holas, Ph.D.

Posluchac: Simona Zemli¢kova

Nazev diplomové prace: Hybridni polymerni-lipidické nanocéstice jako

nosice léciv
Préace je zaméfena na hybridni polymerni-lipidické nanocastice, jejich vyhody
ziskané od polymerni 1 lipidické slozky, ucel modifikace povrchu, zékladni vlastnosti

nanocastic, metody pfipravy a vyuZiti nanocastic ve zdravotnictvi.

Cilem experimentalni ¢asti bylo pfipravit nanocastice slozené z polyesteru a
lipidu pomoci emulzni odpafovaci metody a nanoprecipitace. Byly pouzity dva typy
linedrniho  polymeru  poly(mlééné-ko-glykolové kyseliny) v rizném poméru
s fosfatidylcholinem. Pouzitym surfaktantem v riznych koncentracich byl poloxamer
Pluronic® F127 a organickym rozpoustédlem ethylacetait a aceton. Kurkumin
piedstavoval modelovou ucinnou latku. Byl hodnocen vliv lipidické ¢asti a surfaktantu
na velikost a zeta potencial vzniklych nanocastic. Zmény podminek béhem piipravy,
které¢ zahrnovaly celou fadu procesnich parametri, mély také vliv na sledované
parametry. Dale byla hodnocena enkapsula¢ni efektivita a drug loading. V zavéru byly

provedeny disolucni testy.

V této praci bylo zjiSténo, Ze se zvySujicim se pomérem polymerni cCasti
k lipidické se velikost vzniklych nanocastic zvySovala. Emulzni odpafovaci metoda vedla
ke vzniku nanoc¢astic s vyhodnéjsimi vysledky velikosti a zeta potenciald, nez tomu bylo
v piipadé¢ nanoprecipitace. Hodnoty zeta potencidlii se pohybovaly od -21 mV do -42 mV,
coz je jednim z ukazatell stability vzniklé nanosuspenze. Nejlepsi vysledky velikosti a
zeta potencidlu vysly u ptfipravy, béhem které byla vodna faze rozdélena na dvé poloviny
a nedochdzelo k ledovani béhem sonifikace. Enkapsula¢ni efektivita kurkuminu se
pohybovala v rozmezi od 13 % do 65 %. Vy3$8i hodnoty enkapsulace vykazovaly

nanocastice s pfevazujici polymerni ¢asti, ze kterych se kurkumin uvoliioval rychleji.

Klic¢ova slova: PLGA, fosfolipid, lipidni-polymerni hybridni nanoc¢astice



ABSTRACT

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of: Pharmaceutical Technology

Consultants: PharmDr. Ondtej Holas, Ph.D.

Student: Simona Zemli¢kova

Title of thesis: Hybrid polymeric-lipid nanoparticles as drug
carriers

The work is focused on hybrid polymer-lipid nanoparticles, their advantages
obtained from polymer and lipid part, purpose of surface modification, basic properties
of nanoparticles, methods of preparation, modification of preparation conditions and use

of nanoparticles in medicine.

The aim of the experimental part was to prepare nanoparticles composed of
polyester and lipid by emulsion evaporation method and nanoprecipitation. Two types of
linear polymer poly (lactic-co-glycolic acid) and phosphatidylcholine were used in
various ratios. The surfactant used for stabilization was poloxamer Pluronic® F127 and
the organic solvents were ethyl acetate and acetone. Curcumin served as a model active
substance. The effect of lipid and surfactant on the size and zeta potential of nanoparticles
was evaluated. Modification of preparation conditions, which included many process
parameters, also influenced the monitored parameters. Encapsulation effectivity and drug

loading were also tested. Dissolution tests were performed.

It was found that size of nanoparticles increased with increasing polymer to lipid
ratio. The emulsion evaporation method led to the formation of nanoparticles with more
advantageous results of sizes and zeta potentials than in the case of nanoprecipitation.
Values of zeta potential ranged from -21 mV to -42 mV, which is one of the indicators of
stability of the resulting nanosuspension. The best results of size and zeta potential were
in the preparation during which the aqueous phase was split into two aliquots and without
ice during sonication. The encapsulation effectivity of curcumin ranged from 13 % to
65 %. The nanoparticles with higher amount of polymer showed higher values of

encapsulation effectivity and faster release of curcumin.

Keywords: PLGA, phospholipid, lipid-polymer hybrid nanoparticles
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UVOD A CIL PRACE

Potencial cileného vyuziti 1éCiv v souvislosti se zefektivnénim 1écby dal podnét
k vyznamnému pokroku ve farmaceutickém inzenyrstvi. Jedna se zejména o piipravu
nanocastic o velikosti rozpéti 1-500 nm. (1) Slouzi k dodavani fady 1€¢iv zahrnujici 1é¢iva
s malymi molekulami, geny, RNA, peptidy a diagnosticka c¢inidla. (2) Mezi vyhody
nanocastic patii kromé cileni na pozadované buiky také lepsi stabilita pti skladovani,

delsi systémova cirkulace, vys$si G¢innost enkapsulovaného 1é€iva a biokompatibilita. (3)

Velikosti, tvarem a povrchovym nabojem lze upravit cilend mista pro ptisobeni
1éciv. Jedna se o pasivni targeting. VyhodnéjSich vysledkti dosahuji nanocastice
s nesférickym tvarem a pozitivné nabité, jelikoZ maji vySsi afinitu k zaporn€ nabitym
membrandam. Naopak aktivni targeting cili na specifické receptory, které se nachéazeji na
cilovych bunkach, pomoci ligandii umisténych na povrchu nanocastic. Nejbéznéji se
vyuziva folatovy ligand, déle také epidermalni rastovy faktor, monoklonalni protilatky,

transferin atd. (4,5)

Nanocastice se pouzivaji k diagnostice a 1¢cb¢ nadorovych onemocnéni, AIDS,
diabetu mellitu, revmatoidni artritidé a dalSich autoimunitnich onemocnéni. V 1€¢b¢ jsou
preferovany polymerni nanocastice, které nemaji tendenci se v organismu kumulovat na

rozdil od anorganickych nanocastic. (4,6)

Hybridni polymerni-lipidické c¢astice ziskaly vyhody obou komponent, jak
polymeru, tak lipidu. Polymerni jadro zajist'uje mechanickou stabilitu, biodegradabilitu a
uzkou distribucni kiivku. Lipidovy obal je biokompatibilni a vykazuje podobné chovani
jako bunécné membrany. Amfifilni charakter lipid usnadnuje adsorpci hydrofilnich 1é¢iv

na povrch nanocastic a enkapsulaci hydrofobnich molekul do hydrofobniho jadra. (7)

Cilem prace je optimalizovat podminky piipravy hybridnich polymernich-
lipidickych nanocastic pfipravenych emulzni odpafovaci metodou a nanoprecipitaci a
porovnani obou metod. Hodnoceni je zaméfeno na velikost a stabilitu nanocastic,

schopnost enkapsulace pozadovaného 1éciva a jeho uvoliovani.



ACE
DL

EE
EtAc
F127
HPLN
LMWH
NC
PDI
PEG
PLGA
Polysorbat 20
PVA
RY

SD
TNF
VA4

SEZNAM ZKRATEK

aceton

drug loading

enkapsulaéni efektivita
ethylacetat

poloxamer, Pluronic® F-127
hybridni polymerni-lipidické nanocastice
nizkomolekuldrni hepariny
nanocastice

polydisperzita
polyethylenglykol
poly(mlécna-ko-glykolova)

pegylovany sorbitan monolaurat, Tween® 20

polyvinylalkohol
vytéznost

smérodatna odchylka
tumor nekrotizujici faktor

zeta potencial



1 TEORETICKA CAST

1.1 Nanocastice

Potencial cileného vyuziti 1éCiv v souvislosti se zefektivnénim 1é¢by dal podnét
k vyznamnému pokroku ve farmaceutickém inzenyrstvi novych lékovych forem, jako
jsou nanoéastice (NC), coZ jsou pevné nebo polotuhé koloidni polymerni nebo jiné nosice
o velikosti rozpéti 1- 500 nm.(1) Slouzi k dodavani fady 1éCiv, mezi ktera patii 1é¢iva s
malymi molekulami, geny, RNA, peptidy a diagnosticka cCinidla. (2) Mezi pozadované
vlastnosti téchto NC patii lepsi stabilita pii skladovani, del§i systémova cirkulace,
schopnost cileni na pozadované bunky, vys§i uUCinnost enkapsulace 1éCiva,

biokompatibilita a biodegradovatelnost. (3)

1.2 Struktura hybridnich polymernich-lipidickych nanocastic

Hybridni polymerni-lipidické nanoc¢astice (HPLN) jsou ¢astice, které¢ kombinuji
vlastnosti obou polymernich NC a liposomtl. V zavislosti na jejich struktufe se mohou
rozdélit do ¢ty skupin: monolytické, typu jadro-obal, biomimetické NC lipid-polymer a
liposomy umisténé v polymerech. Monolytické NC jsou tvofeny polymerni matrici, ve
které jsou obsaZeny lipidové molekuly. Biomimetické hybridni NC jsou obaleny
membranou erytrocyti pro delsi cirkulaci v organismu. A polymery zakotvené na

povrchu liposomu vytvareji stabilnéjsi systémy. (8,9)

1.2.1 Nanocastice typu jadro-obal

Skladaji se ze tfi hlavnich komponent: polymerniho jadra, lipidového obalu a
vngjsi polyethylenglykolové (PEG) vrstvy. Zakladni struktura NC je znazornéna na
obrazku 1. Polymerni jadro je sloZzené z biodegradabilniho hydrofobniho polymeru a
pusobi jako nosi¢ pro hydrofobni 1é¢iva, v mensi mife pro hydrofilni. Polymer mize byt
ptirodni i synteticky. Syntetické polymerni NC maji vyhodu v tom, Ze jsou schopny se
syntetizovat podle pozadovanych specifikaci a maji vysokou cistotu a stabilitu. Mezi
nejCastéji pouzivané polymery patii kyselina poly(mlécna-ko-glykolova) (PLGA),
polykaprolakton, dextran nebo albumin z divodu jejich biokompatibility,

biodegradovatelnosti, netoxicity a pfedchoziho pouziti ve schvalenych ptipravcich. (7,10)
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Polymerni jadro je obklopeno lipidovym obalem, jehoz hlavni funkci je
zprostiedkovat biokompatibilitu. Také minimalizuje Gnik zapouzdieného 1é¢iva béhem
ptipravy NC, zpomaluje rychlost degradace polymeru zamezovanim difuze vody dovniti
Gastice, coz umoziuje kinetiku s konstantni rychlosti uvoliiovani 1é¢iva. (11) Casto
pouzivanymi lipidy jsou fosfatidylcholin, 1,2- dipalmitoyl-sn-glycero-3- fosfocholin, 1,2-
dipalmitoyl-3-trimethylamoniumpropan, 2- dioleoyl-3-trimetylamonium-propan nebo
1,2- dioleoyl-sn-glycero-3- fosfoetanolamin. (7) Polymerni jadro a lipofilni obal jsou

spojeny Van der Walsovymi a hydrofobnimi interakcemi. (3)

Pouziti pegylovanych lipidd napomaha chranit NC pied vychytavanim
mononukledrnim fagocytarnim systémem a tim prodluzuje jejich cirkulaci v organismu.

Také stabilizuje NC béhem jejich skladovani. (11)

Lipidovy obal

Lipid - PEG
«

Enkapsulovana

Polymerni
olymerni latka

jadro

Obrézek 1: Struktura HPLN (11)

1.3 Vyhody hybridnich polymernich-lipidickych nanoé¢astic

HPLN ziskaly vyhody obou komponent, jak polymeru, tak lipidu. Pevné
polymerni jadro zajistuje mechanickou stabilitu, biodegradovatelnost a tizkou distribuci
velikosti. Lipidovy obal je biokompatibilni a vykazuje podobné chovani jako bun&tné

membrany. M4 schopnost interagovat se Sirokou Skalou molekul bud’ v membrané nebo
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na povrchu. Amfifilni charakter lipidi usnadituje adsorpci hydrofilnich sloucenin na
povrch NC a enkapsulaci hydrofobnich molekul do hydrofobniho jadra. HPLN vykazuji
stabilitu po delsi cas. Vedle pasivniho cileni zalozeného na velikosti ¢astic mohou byt
konjugovany s vhodnymi cilovymi ligandy, jako jsou aptamery, kyselina listova,
transferin, jednofetézcovy tumor nekrotizujici faktor (TNF) pro 1é&bu rakovin. Castice

mensi nez 100 nm jsou slibné pro intracelularni cileni 1é¢iv. (7)

1.4 Modifikace povrchu

Pokud je ¢astice hydrofobni, je snadnéji rozpoznavana a vychytavana fagocyty,
a proto je potfeba upravit jeji povrch. NejCastéjsi modifikaci je pouziti hydrofilniho
polymerniho ftetézce PEG zakotveného v lipidové dvojvrstvé. (12) Tim se stericky
stabilizuji Castice pii skladovani diky sterickému efektu dlouhych polymernich fetézci.
Prodlouzi se i doba cirkulace v organismu, kvili hydrofilni ochranné vrstvé branici
navazani opsonind, a castice tak ziistane nerozeznatelna pro fagocyty. (13) Touto
modifikaci se povrchovy naboj piesune do zdporné€jsich hodnot, ¢imz se snizi cytotoxicky
G¢inek NC na buiiky. Dalsimi pouZivanymi polymery jsou poloxamer (F127),
polysorbat 20, polysorbat 80, vyuzit Ize 1 polysacharidy jako je dextran. Pii pouziti
polysorbatu k povrchové uprave Castic se zlepsil 1 jejich prichod hematoencefalickou
bariérou. (7,12) Dalsi modifikaci byl obal tvofen membranami erytrocytl, které opét
nebyly rozpoznany mononuklearnim fagocytarnim systémem. Erytrocyty maji rtizné
povrchové antigeny a pacientiim by méli byt, pfed podanim injekei téchto NC pokrytych
erytrocytarni membranou, zkontrolovany krevni skupiny. Povrchy NC mohou byt také
modifikovany pomoci kyseliny listové, transferinu, monoklonalnich protilatek nebo
terapeutickych cytokinii (napf. TNF a) pro cileni nadord umisténych v riznych ¢astech

tla. (7)

Povrchova modifikace vede ke zménam cytotoxicity. Pozitivng nabité NC jsou
vice cytotoxické ve srovnani se zapornymi a neutrdlnimi NC. Napiiklad aminoskupiny
polyvinylpyrolidinu  poskytuji NC kladny naboj, zatimco &astice potazené
polyvinylalkoholem (PVA) jsou zaporné nabité¢ diky jejich hydroxylové skuping.

Pozitivné nabité NC maji vys§i afinitu k cilové tkani, napiiklad k plicim. To souvisi
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s elektrostatickymi interakcemi mezi zaporné nabitou bunécnou membranou a kladné

nabitymi NC. (14) Souhrn modifikaci povrchu je zobrazen na obrazku 2.

siRNA
Lécéiva

Aptamery

Dendrimery

Nadorové
markery

Protilatky
Peptidy

PEG

Jednovldknova
DNA

Fluorescenéni  Uhlovodiky
barviva

Obrazek 2: Modifikace povrchu NC (15)

1.5 Vlastnosti nanocastic
Mezi nejéastéji sledované vlastnosti NC patfi velikost a polydisperzita (PDI),
zeta potencial (ZP), drug loading (DL), cytotoxicita atd. Ty ovliviiuji mimo jiné chovani

NC v lidském téle a uéinnost 1é&by.

1.5.1 Velikost

Velikost HPLN se bézné pohybuje kolem 160-300 nm s relativné nizkou PDI.
Cim vy je velikost NC, tim se zvySuje DL. Velikost mé4 vliv na doru¢eni NC na
pozadované misto a vstup do bunék spolu s povrchovym nabojem a mechanickymi
vlastnostmi, a také na kinetiku uvoliiovéani 1é¢iva z NC. (16) Mensi velikost NC je tedy
vyzadovana pro biologické prostiedi, avSak tim se zvySuje jejich povrchova aktivita a

roste moznost agregace. (17)
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S pouzitim povrchové aktivni latky, jako je PVA, poloxamer a dalsi, a zvySujici
se frakci PEG se velikost snizuje. Rozpoustédlo pouzité pti ptipraveé polymerniho roztoku
ovliviiuje morfologii a distribuci velikosti NC. Doba sonifikace hraje také zasadni roli pii
fizeni velikosti a distribuce. (18) Pomér lipidu vzhledem k polymeru je dilezitym
parametrem ovliviiujicim velikost a stabilitu NC. Se zvysujici se koncentraci lipidi se
snizuje prumérna velikost Castic a zvySuje se jejich stabilita, zatimco u nizkych
koncentraci lipidii dochazi k agregaci. Agregacni chovani miize byt pfi¢itano vytvafeni
mustkli mezi lipidy a polymery a netplného obaleni, které odhaluje aniontovou zo6nu

polymeru. (7)

1.5.2 Zeta potencial

Vyvoj naboje na povrchu c¢astice ovliviiuje distribuci iontd v obklopujici
mezifazové oblasti, coz ma za nasledek zvySenou koncentraci iontll s opaénym ndbojem
v blizkosti povrchu. lonty v okoli ¢astice tvofi vrstvy. Vnitini, nazyvana Sternova vrstva,
kde jsou ionty pevné vazany a vnéj$i difuzni vrstva, kde jsou méné vazany. Kolem kazdé
castice tedy existuje elektricka dvojvrstva. Uvnitt difuzni vrstvy je pomyslna hranice, ve
které ionty a Castice tvoii stabilni entitu. Potencial, ktery existuje na této hranici, se

nazyva zeta potencial a je zndzornén na obrazku 3. (19,20)

Velikost ZP informuje o potencidlni stabilit¢ koloidniho systému. Pokud
vSechny castice v suspenzi maji velky negativni nebo pozitivni ZP, budou mit tendenci
se navzajem odpuzovat. Pokud vSak ¢astice maji nizké hodnoty ZP, bude dochazet k
jejich shlukovani. Za stabilni systémy se povazuji ty, které budou mit hodnoty potencialu
vysSi nez + 30 mV nebo nizs§i nez -30 mV. Toto pravidlo plati pouze pro Cistou
elektrostatickou stabilizaci nebo v kombinaci s povrchové aktivnimi latkami s nizkou
molekulovou hmotnosti a neplati, pokud jsou pfitomny stabilizatory s vysokou

molekulovou hmotnosti. ZP zavisi na teploté, pH, iontové sile a viskozité. (21)
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Obrazek 3: Princip vzniku ZP (22)

1.5.3 Drug loading

Lécivo mize byt zabudovano jak do polymerniho jadra, tak do lipidového obalu.
Kromé toho mohou byt do jadra i do obalu vlozena dvé rizna 1é¢iva. Nejpouzivané;si
strategii je zaclenit 1é¢ivo béhem vyroby jadra nebo pii vytvofeni lipidového filmu.
(23,24) Rada vyzkumnych skupin prokazala, Ze vysoce hydrofilni 1é¢iva maji nizkou
afinitu k polymeru, coz vede k neuspokojivé ti¢innosti enkapsulace. Pokud existuje Spatna
interakce mezi 1éCivem a polymerem, bude mit 1é¢ivo tendenci difundovat z organické
faze do vnéjSiho vodného média béhem ptipravy. (25) Proto tvorba komplexi mezi
aniontovymi polymery a kationtovymi lé¢ivy pomohla zvysit DL. Dalsim divodem
Spatného DL je nadbyteéné mnozstvi lipidl, které mohou vytvaret micely a absorbovat
1é¢iva prostifednictvim hydrofobnich interakci a / nebo vodikovych vazeb. Navic béhem
¢iSténi se tyto micely odplavi, coz vede ke ztraté 1é¢iva. Zpiisob piipravy, pH vodné faze
a velikost NC také mohou ovlivnit Géinnost DL. (7) Jak jiZz bylo zminéno, &¢im jsou NC
vétsi, tim se zvysuje DL. Uvoliiovani 1é¢iva z NC je mimo jiné ¥izeno formulaci matrice,

pH mikroprostiedi a teplotou okolniho prostiedi. (2)
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1.5.4 Stabilita

Stabilita je velice dulezitym parametrem, ktery se hodnoti u jakékoliv Iékové
formy. Fosfolipidy tvofici obal NC puisobi jako povrchové aktivni latky ke stabilizaci
hybridnich systému. Ke stabilizaci také prispiva elektrostaticka interakce mezi zaporné
nabitymi polymery a kladnymi lipidy. Casto samotné fosfolipidy ke stabilizaci nestagi.
Vliv poméru lipidické slozky k polymerni &asti na stabilitu NC byl popsan v kapitole
1.5.1. Fosfolipidy mohou byt rozloZzeny hydrolyzou a oxidacnimi reakcemi béhem

skladovani ve vodnych disperzich. To lze vyfesit lyofilizaci pfipravenych NC. (7)

Cvwr

zvysuje stabilitu NC diky sterickému efektu dlouhych polymernich fetézcti. Mensi
velikost NC bude také prispivat klepsi stabilité. Pouziti surfaktantt, naptiklad
poloxameru, polysorbatu, PVA, povede ke stabilizaci NC snizenim povrchového

napéti. (7)

1.6 Priprava nanocastic

NC mohou byt pipraveny fadou metod. Kazda z nich ma jiny vliv na velikost a
povrchové vlastnosti vyslednych castic. Metody ptipravy lze rozdé€lit do dvou hlavnich
skupin, které jsou zobrazeny na obrazku 4. Prvni skupina vyuziva pfedem ptipravenych
polymerti a druhd polymeraci monomert. Pro piipravu NC z pfedem pfipravenych
polymerti 1ze pouzit metodu nanoprecipitace, emulzni odparovaci metodu, vysolovani,
dialyzu. Na druhé strand lze NC p¥imo syntetizovat polymeraci monomert za pouZiti
riznych polymerizacnich technik, jako je mikroemulze, miniemulze, mezifazova
polymerace. Vybér metody piipravy je proveden na zéklad¢é fady faktord, jako je typ
polymeru, oblast aplikace, pozadavek na velikost atd. (18,23) Mezi nej€astéji vyuzivané

metody patfi nanoprecipitace, emulzni odpatovaci metoda a vysolovani. (26)
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Monomer

Nanoprecipitace m
Polymerizace

Obrazek 4: Souhrn metod piipravy NC

1.6.1 Priprava nanocastic z polymeru

1.6.1.1 Nanoprecipitace

Nanoprecipitace je jednoduchd, rychld a reprodukovatelnd metoda, ktera se
Siroce vyuziva k piipravé NC. Cely proces piipravy se odehrava v jednom kroku, NC
vznikaji témét okamzité. Zakladni princip metody je vytésnéni rozpoustédla z lipofilniho
roztoku polymerem. (18,27) Pii této metodé se polymer a 1é¢ivo rozpusti v organickém
rozpoustédle, které je misitelné s vodou a snadno odparitelné. Nejcastéji to byva ethanol,
aceton (ACE), hexan. Organicka faze obsahujici lipid se po kapkach piidava k vodné fazi,
kterd je umisténa na magnetické michacce. Rychlé difuze organického rozpoustédla do
vodné faze vede ke snizeni mezifazového napéti mezi fazemi, coz zvétSuje plochu
povrchu a vede k tvorbé malych kapicek organického rozpoustédla. Pouzité rozpoustédlo
musi mit dostate¢nou rychlost difuze pro vznik NC pozadované velikosti. Rozpoustédlo
je poté odstranéno odparenim. Limit této metody je pouziti 1é€iva, které je rozpustné
v organickém rozpoustédle. Kli¢ové faktory urCujici uspésnost metody a ovlivilujici
fyzikalné-chemické vlastnosti NC jsou ty, které jsou spojeny s podminkami p¥idani

organické faze do vodné, jako je rychlost vstiikovani organické faze, rychlost michani
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vodné faze, metoda pridavani organické faze a pomér organické faze k vodné fazi.
Vlastnosti NC jsou také ovlivitovany povahou a koncentraci jejich slozek. (7,18)

Obrazek 5 zachycuje proces nanoprecipitace.

>
!

7/
Légivo a polymer =
rozpuiténé ve vodé
misitelném organickém
rozpouitédlé

-

Lipid a lipid-PEG

rozpuiténe ve vodg

Homogenizace

Obrazek 5: Nanoprecipitaéni metoda (2)

1.6.1.2 Emulzni odpafovaci metoda

Emulzni odpafovaci metoda je nejb&znéji pouzivanou metodou pro piipravu NC.
Polymer a IéCivo je rozpusténo v organickém rozpoustédle, které neni misitelné s vodou.
Diive se Siroce pouzival dichlormethan a chloroform, ale nyni byly nahrazeny
ethylacetatem (EtAc), ktery ma lepsi toxikologicky profil. Organickd faze se smisi
s vodnou fazi obsahujici pozadované mnozstvi lipidu a surfaktantu. Dulezité je soustavé
dodat energii prostfednictvim ultrazvuku nebo mikrofluidizéru, aby doslo k vytvoteni
emulze. Poté za stidlého michani dochazi k odpafeni organického rozpoustédla a
formovani NC. Naslednou centrifugaci a promytim destilovanou vodou se odstrani
zbytky surfaktantu. Vyslednou velikost NC ovliviuje koncentrace pouZitého surfaktantu.
Casto se pouziva PVA s 3% nebo vyssi koncentraci. Pro tvorbu emulzi se pouZivaji dvé
hlavni strategie: pfiprava jednoduché emulze nebo dvojité emulze. Emulze typu o/v se

pouziva k inkorporaci pouze hydrofobnich 1é¢iv. Vytvofenim emulze typu v/o/v
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umoziuje inkorporaci hydrofilnich 1é¢iv a makromolekul. (7,18,28) Proces metody je

zobrazen na obrazku 6.

Lééivo + polymer
v organickem
rozpouitédle
Vodna faze L L
Ziskani nanocastic

o/vemulze ‘Odpafovani
rozpouitédla

Obrazek 6: Emulzni odpatovaci metoda (29)

1.6.1.3 Vysolovani

Dftive zminéné metody pouzivaji organicka rozpoustédla, kterd jsou nebezpecna
pro zivotni prostfedi. Tato metoda se vyhyba chlorovanym rozpoustédlim a velkému
mnozstvi surfaktantu. Vysolovani vyuziva efekt soli, které jsou schopné vyvazat
organické rozpoustédlo z emulze. Vysolovacim cinidlem je naptiklad chlorid sodny,
chlorid hofecnaty, chlorid vapenaty, acetat hofeCnaty. Polymer a hydrofobni 1é¢ivo se
rozpusti v rozpoustédle, které je misitelné s vodou, nejcastéji v ACE. Poté se vpravi do
vodné faze obsahujici surfaktant a stil. To 1ze vidét na obrazku 7. K emulzi typu o/v se
poté ptrida dostate¢né mnozstvi vody, aby se usnadnila difuze ACE do vodné faze, ¢imz

vznikaji NC. Pokud je potfeba, stil se odstrani dialyzou. (18,28,30)

Organicka faze: | = —
Polymer + lecivo ve vode B
misitelném rozpouitédle | Emulgace P —
&

Vodna faze: -
Surfaktant + ﬁ% & &
vysolovaci agens e

Difuze organicke faze do vodne

Obrazek 7: Vysolovani (31)
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1.6.1.4 Dialyza

Dialyza nabizi efektivni piipravu malych a uzce distribuovanych NC.
Mechanismus je podobny jako u nanoprecipitace. Polymer je rozpustén v organickém
rozpoustédle a umistén do dialyzaéni trubice se spravnou mezni molekulovou hmotnosti.
Nasledné je trubice vlozena do rozpoustédla, se kterym je rozpoustédlo v trubici
misitelné. Po pfemisténi rozpoustédla z trubice nésleduje postupna agregace polymeru v

dasledku ztraty rozpustnosti a tvorby homogenni suspenze. (18,30)

1.6.2 Priprava nanoc¢astic z monomeru

1.6.2.1 Emulzni polymerace

Emulzni polymerace je nejb&ngji pouZivanou metodou pro piipravu NC
z monomeru. Na zaklad¢ vyuziti povrchové aktivni latky mizeme metodu rozd€lit na

konvenc¢ni nebo na emulzni polymeraci bez povrchové aktivni latky. (18)

Konven¢ni metoda v pfipravé prevazuje. Hlavni slozky systému jsou voda,
monomer s nizkou rozpustnosti ve vod¢, iniciator rozpustny ve vod¢ a povrchové aktivni
latka. K iniciaci dochazi, kdyz se molekula monomeru rozpusténa v kontinualni fazi srazi
s molekulou iniciatoru, kterou mize byt iont nebo volny radikal. Alternativné muze byt
polymeraci jsou NC formovany dispergovanim spole¢né se surfaktantem do piislugného
rozpoustédla, kterym byva naptiklad cyklohexan nebo toluen. Pfi konvencni metod¢ je

nakonec nutné odstranit piebyte¢ny surfaktant. (18)

Emulzni polymerace bez povrchové latky zahrnuje pro piipravu NC
deionizovanou vodu, iniciator rozpustny ve vod€¢ a monomery, nejcastéji vinylové nebo
akrylové. Stabilizaci zajiSt'uji ionizovatelné iniciatory, naptiklad persiran draselny. Pfi
setkani rozpusSténého polymeru s iniciatorem a dal$im navazanim monomert se formuji

NC. (18,32)
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1.6.2.2 Miniemulzni metoda

Pro tuto metodu je potfebnd voda, smeé€s monomerd, kostabilizator, povrchové
aktivni latky a iniciator. Klicovym rozdilem mezi emulzni polymeraci a miniemulzni
polymeraci je vyuziti slouc¢eniny s nizkou molekulovou hmotnosti jako stabilizatoru a
také pouziti ultrazvuku, ktery stabilizuje vzniklou emulzi. Je potieba pouze velmi malé

mnozstvi stabilizatoru. (18) Obrazek 8 zachycuje proces miniemulzni metody.

Surfaktant ndl

V(a) :=e Surfaktant
V) a () : ## Micely surfaktantu s monomerem v jadie

V(d): ¥ Micely surfaktantu s polymerem v jadie

Obrazek 8: Miniemulzni metoda (18)

1.6.2.3 Mikroemulzni metoda

I kdyz se emulzni a mikroemulzni polymerace jevi jako podobné, protoze obé
metody mohou produkovat koloidni polymerni castice s vysokou molekulovou
hmotnosti, jsou pii kinetickém srovnani zcela odlisné. Iniciator rozpustny ve vod¢ je
pfidavan do termodynamicky stabilni vodné faze. Céstice jsou zcela pokryty povrchové
aktivni latkou kvili jejimu velkému mnozstvi. Zpocatku se polymerni fetézce vytvareji
pouze v nékterych kapickach, protoze iniciace nelze dosahnout soucasné ve vsech
mikrokapkéach. Pozdé€ji osmoticky a elasticky vliv fetézcli destabilizuje kiehké

mikroemulze a obvykle vede ke zvySeni velikosti ¢astic 1 tvorbé prazdnych micel. (18,30)

1.7 Vyuziti nanocastic ve zdravotnictvi

V posledni dobé hraji NC vyznamnou roli v dodavani fady 1é¢iv pro jejich
biologickou rozlozitelnost, biokompatibilitu, dlouhodobou cirkulaci v organismu a Siroky
rozsah strukturalni variability. (4,10) Léciva, zobrazovaci ¢inidla, biomolekuly mohou

byt pomoci NC dopraveny na konkrétni misto v uréity &as a piislusné davce. (5) Aplikace
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NC se pouziva k diagnostice a 16¢b& nadorovych onemocnéni, AIDS, diabetu mellitu,
revmatoidni artritidé a dalSich autoimunitnich onemocnéni. (4) V 1é€b¢ jsou preferovany
polymerni NC, které nemaji tendenci se v organismu kumulovat na rozdil od

anorganickych NC. (6)

1.7.1 Lécba rakoviny

Chemoterapeutickd 1écba ma tadu vedlejSich nezadoucich ucinkt, jelikoz
nepiisobi jen proti nadorovym buiikam. Proto jsou NC vyuzivany pro cilenou terapii.
Dilezité je, aby se 1é€ivo dostalo do mista pisobeni s minimalni ztratou na objemu a
pusobilo jen na nadorové buiiky. NC se dostavaji na misto piisobeni pomoci aktivniho
nebo pasivniho targetingu. Pasivni targeting vyuZziva velikosti, tvaru a povrchového
naboje NC. Velikost &astic ovlivni nejen absorpci bunék, ale také distribuci, retenci a
clearance. NC vétsi nez 100 nm ziistavaji pravdépodobné v misté aplikace, dokud nejsou
zachyceny dendritickymi bunikami a poté migruji do lymfatickych uzlin, kde zah4ji
imunitni odpovéd’. Tvar castic je dalSim klicovym faktorem, ktery muze ovlivnit
biologickou distribuci, absorpci a toxicitu NC. Nesférické NC vykazovaly prodlouZenou
cirkulaci v organismu, zvySenou akumulaci v nadorové tkéni s vyrazné¢ vysSim
protinadorovym u¢inkem nez sférické prot&jsky. Povrchovy naboj NC také hraje
vyznamnou roli v pasivnim cileni. Buné¢né membrany jsou zaporné nabité, proto
piitahuji pozitivné nabité NC. Kazda nadorova buiika ma na svém povrchu specificky
receptor. Aktivni targeting cili na tyto receptory pomoci ligandi umisténych na NC.
Nejbézn€ji se vyuziva folatovy ligand, dale také epidermalni ristovy faktor,

monoklondlni protilatky, transferin atd. (4,5,33)

Pro terapii nadorii se vyuzivaji riizné typy NC: lipidové, polymerni, hybridni,
anorganické, termosenzitivni. Nejéastéji pouzivanym lé¢ivem vazanym na NC je
doxorubicin, daunorubicin, paklitaxel. (33) siRNA inhibuje expresi specifické
messengerové RNA prostfednictvim endonukleolytického Stépeni v cytoplazmé a
pouziva se k 1é¢be nadorti. Jeji nevyhodou je, ze nemiize prochazet bunéénou membranou
kviili negativnimu naboji. Moznost inkorporace siRNA do NC tesi potize s priichodnosti

pfes membrany a chrani ji pfed nukledzami, které by ji deaktivovaly pfed nadorovou
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tkani. (34) NC také umoziuji inkorporaci 1é&iv s rozdilnymi fyzikalng-chemickymi

vlastnostmi. (5)

V soucasnosti se rozviji fotoreaktivni materialy diky vyss$i specifi¢nosti,
bezpeénosti a uéinnosti, jelikoz dochazi k jejich aktivaci az na pozadovaném misté. NC
citlivé na svétlo obsahuji fotochromatické skupiny, naptiklad o-nitrobenzylovou skupinu,
azobenzen, p-hydroxyfenacyl. Po absorpci UV svétla dojde k naruseni struktury a

uvolnéni 1é¢iva. (35)

1.7.2 Lécba diabetu mellitu

Inzulin je terapeuticka makromolekula, kterd se subkutanné podava ke snizeni
glykémie. Aby se predeSlo opakovanym injekcim béhem dne, védci zkoumali i jiny
zpusob aplikace, pfedevsim peroralni cestou. V tomto piipad¢ musi byt prekonana fada
omezeni, jako je degradace 1éCiva zaludecnim pH, inaktivace a proteolytické Stépeni
inzulinu ve stfevé a Spatna propustnost pies stfevni epitel kvili velkym rozmérim

hydrofilni makromolekuly. (36)

HPLN tato omezeni ptekonala. Polymerni ¢ast chrani inzulin pfed
enzymatickym S§t€penim a zvysSuje propustnost pies epitelialni membrany. Lipidicka Cast
simuluje slozky bunécnych membran a také chrani pred zaludecnimi enzymy. Doposud
bylo testovano pouze omezené mnozstvi polymert,, mezi které patii naptiklad chitosan,
lektin, PLGA. Chitosan ma schopnost vazat mastné kyseliny a vytvaret komplexy, které
budou stabilni v kyselém prostiedi zaludku a zvysi absorpci inzulinu ve stfeve. Lektiny
jsou odolné vuci traveni a vstupuji do krevniho fecist€¢ v nezménéné forme, tim také
pfedstavuji vhodny materidl pro dodavéani inzulinu. Hypoglykemicky uc¢inek oralné

podavanych NC byl navic udrzovan po delsi dobu ve srovnani se subkutanni injekei. (36)

1.7.3 Lécba revmatoidni artritidy

Revmatoidni artritida je chronické zanétlivé onemocnéni spojené se synovialni
hyperplazii a naruSovanim struktury kosti. Postihuje pfiblizn¢ 1 % dospélé populace a
vede k vyznamné morbidit¢ a mortalité. Pacienti vyzaduji dlouhodobé uZivani

methotrexatu, které je nasledovdno rezistenci. Pfestoze terapeutického ucinku lze
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dosédhnout zvysenim davky, tato strategie je spojena s vaznymi vedlej$imi Uc¢inky.
Existuji studie vyuZzivajici vyhod NC, do kterych se zabuduje folat umoZiujici
specifickou vazbu na folatovy receptor, ktery se vyskytuje v nadmérném mnozstvi na
aktivovanych makrofazich. Studie mély dobré vysledky a NC se tak mohou stat

budoucnosti pro 1é€bu tohoto onemocnéni. (37)

1.7.4 Dodani nizkomolekularnich heparinu

Nizkomolekularni hepariny (LMWH) jsou antitrombotickd léciva majici
vysokou molekulovou hmotnost, zdporny povrchovy ndboj a hydrofilni povahu s
kratkymi polocasy rozpadu. Jsou podavany subkutanné€ v riznych casovych intervalech,
jelikoz se pfi peroralnim podani neabsorbuji gastrointestinalnim traktem kvali svym
vlastnostem zminénych vyse. Proto bylo navrzeno pouziti NC jako nosi¢t na bazi lipidi
zvySujici oralni dodani makromolekul do systémového ob&hu stievnim lymfatickym
systtmem a tim se vyhybaji metabolismu pii prvnim prichodu jatry. Zkoumanym
polymerem pro tvorbu NC byl chitosan. Vyuzila se jeho kationtova aminoskupina pro
elektrostatickou interakci se sulfditovou nebo karboxylovou skupinou LMWH. Chitosan
zvySoval jejich transport stfevni membranou otevienim tésnych spoji. Bude potieba
dalich studii, ale NC by mohly byt budoucnosti pro podavani LMWH peroralni
cestou. (38)

1.7.5 Dodani diagnostickych ¢inidel

HPLN se stale Castéji pouzivaji pro dodani kontrastnich latek vzhledem ke své
stabilit¢ a biokompatibilité. Vyuzivaji se pifi vySetfeni magnetickou rezonanci nebo
vypocetni tomografii. (2) Mohou se spolecné podavat s 1écivem, u kterého se poté da
zjistit jeho terapeuticky ucinek a vhodnost u daného onemocnéni, naptiklad u lécby

rakoviny. (39)
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1.8 Kurkumin

Kurkumin je polyfenolickd sloucenina izolovana z rostliny Curcuma longa,
kterd byla pouzita jako potencidlni latka pro 1é¢bu chronickych onemocnéni, jako je
rakovina (tlustého stfeva, dé&lozniho <cipku a prostaty), astma, diabetes a
neurodegenerativni poruchy. Svou aktivitu vykonava prostiednictvim antioxidacnich a
IL-1B, IL-6 a IL-8 a TNF- o. Kurkumin navic chrani buiiky pted poskozenim volnymi
kyslikovymi radikaly. (14)

Lékarskym aplikacim kurkuminu vSak brani jeho fyzikalné-chemické vlastnosti,
jako je omezena rozpustnost ve vodé¢, rychla systémova clearance a degradace v
alkalickych podminkach. K ptfekonéni téchto nedostatki byl kurkumin pfipraven jako
nanoformulace, jako jsou liposomy, NC a micely, aby se zlepsila biologicka dostupnost
a absorpce kurkuminu v cilovych buikéach, ¢imZ se zvySuje mistni terapeuticky

index. (14)
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2 PRAKTICKA CAST

2.1 Pouzité pristroje

2.2

analytické vahy Discovery, Ohaus (Greinfensee, Svycarsko) — max. 210 g,
d=0,1 mg

vahy Kern 440-53 N, Kern&Sohn (Balingen, Némecko) — max. 400 g, d=0,01 g
pipety Finnpipette F2, Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)

ultrazvukova sonda Microspitze MS73, Bandelin Electronic (Berlin, Némecko)
magnetickd michacka Variomag telesystem, Thermo Scientific (Waltham, USA)
Zetasizer Nano series (Nano-ZS), Malvern Panalytical (Malvern, Spojené
kralovstvi)

centrifuga MPW 260-R (MPW Medical Instruments, VarSava, Polsko)
spektrofotometr Helios y, Thermo Scientific (Waltham, USA)

suSarna Memmert, Memmert (Schwabach, Némecko)

ttepaci vodni lazenn GFL 1083, GFL (Burgwedel, Némecko)

dialyza¢ni membrana Dialysis tubing Fisher brand, Fisher Scientific (Hampton,

USA) - MWCO 6000

Pouzité suroviny

PLGA 50:50 — kopolymer kyseliny DL-mlé¢né s kyselinou glykolovou 50:50,
KFT FaF UK (40)

PLGA 70:30 — kopolymer kyseliny DL-mlé¢né s kyselinou glykolovou 70:30,
KFT FaF UK (40)

Aceton, Penta (Chrudim, CR)

Pluronic® F127, Merc (Praha, CR)

Cisténa voda, ptiprava na FaF UK

Tween® 20, Merc (Praha, CR)

Ethylacetat, Lachema (Neratovice, CR)

Kurkumin, Merc (Praha, CR)

Fosfatidylcholin, Merc (Praha, CR)
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2.3 Pracovni postup

V ramci experimentalni prace byly sledovany parametry NC piipravenych za
riznych podminek emulzni odpafovaci metodou a nanoprecipitaci. Vnitini organickou
fazi tvotil 5% roztok PLGA (50:50 a 70:30) v EtAc nebo ACE za pridani
fosfatidylcholinu v pomérech 1:1, 2:1, 5:1 a 10:1. Vné&jsi vodna faze se skladala z ¢isténé
vody a poloxameru v koncentracich 0,1 %, 0,5 % a 1 %. Sledovala se velikost, PDI a ZP.
Poté byla provedena enkapsula¢ni efektivita (EE) kurkuminu a test disoluce. VSechny

koncentrace jsou uvedeny v % (m/V).

2.3.1 Priprava vodné faze
Vodné faze bylo vzdy piipraveno 10 ml za pouziti poloxameru v koncentracich
0,1 % a 0,5 %. Surfaktant byl navazen v pozadovaném mnozstvi a rozpustén v Cisténé

vod¢. Roztok byl michan na magnetické michacce aZ do pfidani organické faze.

2.3.2 Priprava organické faze

Byly pfipraveny Ctyii zasobni roztoky 5% polymeru v organickém rozpoustédle.
Dva roztoky byly z PLGA 50:50 a dva z PLGA 70:30. Jako organické rozpoustédlo byl
pouzit EtAc u emulzni odpafovaci metody a u nanoprecipitace ACE. 2,5 g polymeru bylo
rozpusténo v organickém rozpoustédle a doplnéno do 50 ml. Tyto roztoky byly

skladovany za snizené teploty.

Pii kazdé piipravé NC byl kzasobnimu roztoku pfidan 5% roztok
fosfatidylcholinu v EtAc, aby vznikl 1 ml organické faze ve Ctyiech rtiznych pomérech
polymeru k lipidu (P:L): 1:1, 2:1, 5:1, 10:1. Objemy obou ¢asti jsou zndzornény

v tabulce 1.

Tabulka 1: Pomér polymerni ¢asti k lipidické v organické fazi

Vzorek P [ml] L [ml]
1:1 0,50 0,50
2:1 0,67 0,33
5:1 0,83 0,17
10:1 0,90 0,10

27



2.3.3 Metody pripravy

2.3.3.1 Emulzni odpafovaci metoda

Do vodné faze umisténé na magnetické michacce byl po kapkach ptidavan 1 ml
organické faze tvotfené z EtAc za vzniku emulze. Poté byla pouzita ultrazvukova
vysokofrekvenéni sonda po dobu 1 minuty pii 80 % vykonu pfistroje. Emulze byla

michana do odpateni organického rozpoustédla a solidifikace NC po dobu 2 hod.

2.3.3.2 Nanoprecipitace

Do vodné faze umisténé na magnetické michacce byl pipetovan 1 ml organickeé
faze obsahujici fosfatidylcholin, PLGA a ACE jako organickeé rozpoustédlo. Po smichéani
obou fizi doilo k difuzi ACE do vody a solidifikaci NC. Opét bylo organické

rozpoustédlo odpateno. Souhrn ptipravenych vzorkl je uveden v tabulce 2.

Tabulka 2: Souhrn slozeni NC

vzorek polymer metoda surfaktant pomér P:L
1 PLGA 50:50 emulzni odpatovaci | 0,1% poloxamer 1:1
2 PLGA 50:50 emulzni odpatovaci | 0,1% poloxamer 2:1
3 PLGA 50:50 emulzni odpatovaci | 0,1% poloxamer 5:1
4 PLGA 50:50 emulzni odpatovaci | 0,1% poloxamer 10:1
5 PLGA 50:50 emulzni odpatovaci | 0,5% poloxamer 1:1
6 PLGA 50:50 emulzni odpatovaci | 0,5% poloxamer 2:1
7 PLGA 50:50 emulzni odpatovaci | 0,5% poloxamer 5:1
8 PLGA 50:50 emulzni odpatovaci | 0,5% poloxamer 10:1
9 PLGA 50:50 nanoprecipitace 0,1% poloxamer 1:1
10 PLGA 50:50 nanoprecipitace 0,1% poloxamer 2:1
11 PLGA 50:50 nanoprecipitace 0,1% poloxamer 5:1
12 PLGA 50:50 nanoprecipitace 0,1% poloxamer 10:1
13 PLGA 50:50 nanoprecipitace 0,5% poloxamer 1:1
14 PLGA 50:50 nanoprecipitace 0,5% poloxamer 2:1
15 PLGA 50:50 nanoprecipitace 0,5% poloxamer 5:1
16 PLGA 50:50 nanoprecipitace 0,5% poloxamer 10:1
17 PLGA 70:30 emulzni odpatovaci | 0,1% poloxamer 1:1
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18 PLGA 70:30 emulzni odpafovaci | 0,1% poloxamer 2:1
19 PLGA 70:30 emulzni odparovaci | 0,1% poloxamer 5:1
20 PLGA 70:30 emulzni odpatfovaci | 0,1% poloxamer 10:1
21 PLGA 70:30 emulzni odpafovaci | 0,5% poloxamer 1:1
22 PLGA 70:30 emulzni odpafovaci | 0,5% poloxamer 2:1
23 PLGA 70:30 emulzni odpafovaci | 0,5% poloxamer 5:1
24 PLGA 70:30 emulzni odpafovaci | 0,5% poloxamer 10:1
25 PLGA 70:30 nanoprecipitace 0,1% poloxamer 1:1
26 PLGA 70:30 nanoprecipitace 0,1% poloxamer 2:1
27 PLGA 70:30 nanoprecipitace 0,1% poloxamer 5:1
28 PLGA 70:30 nanoprecipitace 0,1% poloxamer 10:1
29 PLGA 70:30 nanoprecipitace 0,5% poloxamer 1:1
30 PLGA 70:30 nanoprecipitace 0,5% poloxamer 2:1
31 PLGA 70:30 nanoprecipitace 0,5% poloxamer 5:1
32 PLGA 70:30 nanoprecipitace 0,5% poloxamer 10:1
2.3.4 Méreni velikosti a zeta potencialu nanoc¢astic

nafedén Cisténou vodou v poméru 1:10 a premistén do standardni polystyrenové kyvety.

Kyveta se vlozila do pfistroje a méieni velikosti a PDI probéhlo v triplikatu.

zahnutou kapilarou a elektrodami, ktera je takto prizptisobena k méteni ZP. Méteni bylo

opét trikrat zopakovano.

2.3.5 Uprava podminek piipravy

polymeru PLGA 50:50. NC byly pfipraveny podle vyse uvedeného schématu s tim

rozdilem, ze byl pouZit jen jeden typ polymeru a poloxamer v koncentracich 0,1 %, 0,5 %

a 1 %. Opét byly pfipraveny Ctyfi poméry polymerni ¢asti k lipidické.
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Meéieni velikosti a ZP probihalo pomoci pfistroje Zetasizer Nano ZS. Vzorek byl

Nasledné byl ziedény vzorek presunut pomoci injekéni stiikacky do kyvety se

Po vyhodnoceni primarniho screeningu pokracovaly experimenty s pouzitim




2.3.5.1 Metoda 1

Prvni metoda spocivala v tom, Ze se vodnd faze rozdélila na dvé stejné Casti,
kazda o objemu 5 ml. Do prvni poloviny se po kapkach ptidaval 1 ml organické faze.
Nasledovala sonifikace po dobu 1 min na 80 % vykonu pfistroje a poté se doplnila druha
polovina vodné faze. Po odpateni organického rozpoustédla bylo provedeno méfeni

parametrti NC.

2.3.5.2 Metoda 2
Druh4 metoda spocivala v sonifikaci, kdy se organickéa faze a polovina vodné

faze chladila pomoci ledové 1azné€ a na zavér se obé€ poloviny vodné faze opét spojily.

2.3.5.3 Metoda 3
U tfeti metody se vodné faze nerozdélila na dvé poloviny, ale béhem emulgace

sonifikaci se 1ékovka ledovala.

2.3.6 Enkapsulacni efektivita, vytéZnost a drug loading

Bylo navazeno 50 pg kurkuminu, ktery se ptidal do roztoku polymeru. Zbytek
piipravy byl jiz totozny jako v kapitole 2.3.1, 2.3.2 a 2.3.3. U vzniklé suspenze NC se
zm¢fila velikost a ZP. Nasledné byla suspenze rozdélena do mikrozkumavek a podrobena
ttem cyklim centrifugace po dobu 15 min na 7200 g. Mezi jednotlivymi cykly
centrifugace byl odebran supernatant a material na dn¢ mikrozkumavky se rozdispergoval
po pridani Cisténé vody. Po poslednim cyklu a odebrani supernatantu se vzorek rozpustil
v 1 ml ACE. Nasledovalo spektrofotometrické méteni roztoku v kyveté z kiemenného
skla proti ACE jako slepému vzorku. Absorpéni maximum roztoku kurkuminu v ACE
bylo pfi vinové délce 420 nm. Dosazenim zjisténé absorbance do rovnice kalibraéni
ptimky (1) byla vypocitdna koncentrace kurkuminu v pg/ml a piepoctem bylo zjiSténo

celkové enkapsulované mnozstvi kukuminu v NC.

(1) y=0,2212x+ 0,0621;
kde y je naméfena absorbance a x je koncentrace enkapsulovaného kurkuminu

v ACE. Kalibra¢ni pfimka kurkuminu v ACE je zn4dzornéna v grafu 1.
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Kalibra¢ni pfimka kurkuminu v ACE
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Graf 1: Kalibra¢ni pfimka kurkuminu v acetonu pti 420 nm

Nasledné byl roztok kvantitativné ptesunut do ptedem zvazené 1ékovky a vlozen
do susarny vyhtaté na 60 °C, aby se pies noc odpaiil ACE. Zvazenim lékovky byla
zjisténa celkova hmotnost ptipravenych NC a po odeéteni enkapsulovaného mnoZstvi
kurkuminu byla ziskdna hmotnost polymert tvoficich NC. Tyto hodnoty pak byly
dosazeny do nasledujicich vztaht pro vypocty EE (2), vytéznosti (RY) (3) a DL (4).

. enkapsulaéni efektivita (encapsulation effectivity; EE) udava, kolik
procent z pouzitého celkového mnozstvi ucinné latky bylo enkapsulovano ve

vzniklych NC (41)

hmotnost enkapsulovaného kurkuminu

EE (%) =

*100 @)

puvodni navazka kurkuminu

J vytéZnost (recovery yield; RY) udava procentudlni mnoZzstvi polymeru,

které bylo vyuzito pii tvorbé NC

hmotnost polymeru v NC

RY (%) = *100 3)

puvodni navazka polymeru
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o drug loading (DL) udavé, kolik procent ptedstavuje enkapsulovana
G¢inna latka v NC (41)

hmotnost enkaspulovaného kurkuminu

DL (%) = *100 (4)

hmotnost vzorku

2.3.7 Disoluce

Castice pro test disoluce byly tvofeny z 50 pg kurkuminu, 5% PLGA 50:50
v EtAc a 5% roztoku fosfatidylcholinu v EtAc v pomérech 1:1, 2:1, 5:1, 10:1 a jeden
vzorek bez fosfatidylcholinu. 10 ml 1% roztoku poloxameru tvofilo vodnou fézi.
Vytvotené Castice se purifikovaly dvéma cykly centrifugace. Prvnim po dobu 15 min na
10 000 RCF pii 15 °C a druhym cyklem 10 min na 8 000 RCF. Mezi cykly centrifugace
byl odebran supernatant a sediment se rozpustil ve 2 ml vody, po centrifugaci se rozpustil

ve 2 ml 1% roztoku polysorbatu 20.

Nasledné¢ se piipravila dialyzacni membrana, kterd se nastfihala na 10cm casti.
Vznikla suspenze NC byla vpravovana do dialyzaéni membrany a vstupni strana se
zalepila akrylatovym lepidlem. Takto pfipravené membrany se umistily do Iékovek, ke
kterym se piidalo 10 ml disolu¢niho média, v tomto ptipadé€ 1% roztoku polysorbatu 20.

Lékovky se vlozily do tiepaci vodni lazn¢€ vytemperované na 37 °C.

V Casovych intervalech 0,5 hod, 1 hod, 2 hod, 4 hod, 6 hod, 12 hod, 24 hod, 31
hod a 48 hod se odebiral cely objem disolu¢niho média, ktery se poté doplnil pro
zachovani sinkovych podminek. Odebrané vzorky se hodnotily spektrofotometricky pii
vlnové délce 425 nm, ktera odpovidda absorpénimu maximu roztoku kurkuminu v

polysorbatu 20. Kalibra¢ni ptimka je znadzornéna v grafu 2.
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Kalibracni pfimka kurkuminu
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Graf 2: Kalibraéni pfimka kurkuminu v 1% vodném roztoku polysorbatu 20 méfena
pii 425 nm

Dosazenim namétené absorbance do piislusné rovnice linearni regrese (5) byla
zjisténa koncentrace kurkuminu. Ta byla nasledné pfepocitana na uvolnéné procentualni
mnozstvi kurkuminu v pfislusném ¢asovém intervalu.

(5) y=0,0905x + 0,017
Hodnota x v rovnici predstavuje koncentraci kurkuminu v ug/ml a y odpovida

nameéiené absorbanci.
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

3.1 Meéreni velikosti ¢astic a zeta potencialu

Pripravené NC byly nejdtive hodnoceny z hlediska velikosti. Praimémé hodnoty

velikosti ¢astic a PDI, vcetné smérodatnych odchylek (SD), jsou uvedeny v tabulce 3 a 4.

Velikost ptipravenych NC se pohybovala od 130 do 290 nm. Z tabulky je patrné,
7e se zvysujicim se pomérem polymerni &asti k lipidické se velikost NC zvysovala.
Fosfatidylcholin plisobi jako povrchove aktivni latka a snizuje velikost ¢astic. Nejlepsi
vysledky z hlediska velikosti i PDI mély NC ptipravené z roztoku PLGA 50:50 v EtAc s
0,5% roztokem poloxameru. Proto byl vyuzit i u dalSich experimenti. U ostatnich vzorki
byla velikost vyssi a PDI byla nad hranici 0,2 obecné pfijimanou jako monodisperzni

(ISO 22412:2017). Zejména u roztoku PLGA 70:30 v EtAc se PDI pohybovala kolem

0,5. To lze vysvétlit agregaci NC.

Tabulka 3: Velikost piipravenych NC a jejich PDI u PLGA 50:50

o
V@LIKOST
VZOREK CASTIC SD O PDI SD
[nm]
PLGA 50:50 1:1 137,07 +0,551 0,23 +0,001
s0.1%F127 | 21 136,20 +0,529 0,20 +0,013
emulzni 5:1 136,50 +0,625 0,20 +0,002
odpafovacim. | 10:] 134,70 + 0,300 0,17 +0,020
PLGA 50:50 1:1 138,33 + 0,907 0,21 + 0,009
$0,5% F127 2:1 117,33 + 0,603 0,19 +0,010
emulzni 5:1 160,73 +1,250 0,19 +0,013
odpafovacim. | 10:] 142,97 + 1,150 0,17 +0,008
1:1 203,00 +0,954 0,30 +0,019
P10~(13$ ;(;2570 2:1 232,03 +0,569 0,43 + 0,020
Y, 170 T 5:1 292,50 + 8,843 0,49 +0,022
nanoprecipitace
10:1 262,10 +3,079 0,30 +0,027
1:1 231,43 + 15,751 0,32 + 0,004
PLG{} 50:50 [ 20 296,53 + 37,661 0,44 +0,068
50,5% F127 == 257.33 6,306 0.30 £ 0,024
nanoprecipitace
10:1 243,83 +2,060 0,21 +0,014
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Tabulka 4: Velikost pfipravenych NC a jejich PDI u PLGA 70:30

0
VELIKOST
VZOREK CASTIC SD O PDI SD
[nm]
$0.1%F127 | 2:1 197.23 + 3,495 0,40 + 0,028
emulzni 5:1 204,57 + 4,970 0,30 + 0,034
odpafovacim. | . 226,37 +3,729 0.35 + 0,042
PLGA 7030 |l 165,33 +4,718 0,39 + 0,008
$0.5%F127 | 2:1 203,57 + 4,456 0,47 + 0,065
emulzni 5:1 238,23 + 1,656 0,53 + 0,050
odpafovacim. | 0. 240,10 +1,510 0,49 +0,019
1:1 188,63 + 1,966 0,23 + 0,001
PLOC;I@ ;01352‘52 2:1 220,00 +0,819 0,33 +0,013
S 0
9 . :l:
nanoprecipitace |31 281,43 + 1,450 0,30 0,013
10:1 241,97 +2,761 0,22 +0,010
1:1 192,93 +1,935 0,23 +0,016
PLO(;) ;01139 2:1 223,20 + 0,569 0,30 +0,015
84,07 T 5:1 270,60 + 1,908 0,28 + 0,027
nanoprecipitace
10:1 290,77 + 13,655 0,36 + 0,053

V nasledujicich grafech 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 a 10 je zobrazeno porovnani
nanoprecipitace a emulzni odpafovaci metody z hlediska velikosti NC a PDI u

jednotlivych polymert s rozdilnou koncentraci poloxameru.

U polymeru PLGA 50:50 vykazovaly NC piipravené emulzni odpafovaci
metodou mensi hodnoty velikosti NC a PDI. U nanoprecipitace, kde pravdépodobné
dochazelo k agregaci NC po jejich bezprostiednim vytvoreni, hodnoty velikosti

dosahovaly az 300 nm a PDI 0,5.
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Velikost NC
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Graf 3: Porovnani hodnot velikosti NC piipravenych nanoprecipitaci a emulzni
odparovaci metodou u PLGA 50:50 s 0,1% roztokem F127
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Graf 4: Porovnani hodnot PDI NC pfipravenych nanoprecipitaci a emulzni odpatovaci
metodou u PLGA 50:50 s 0,1% roztokem F127
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Velikost NC
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Graf 5: Porovnani hodnot velikosti NC piipravenych nanoprecipitaci a emulzni
odparovaci metodou u PLGA 50:50 s 0,5% roztokem F127
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Graf 6: Porovnani hodnot PDI NC pfipravenych nanoprecipitaci a emulzni odpatovaci
metodou u PLGA 50:50 s 0,5% roztokem F127

37



U polymeru PLGA 70:30 nebyly rozdily mezi metodami tolik vyrazné jako u
PLGA 50:50. NC piipravené nanoprecipitaci mély i s timto polyesterem vy$$i hodnoty

velikosti, naopak 1 u emulzni odpafovaci metody se zvysila PDI az k hodnotam 0,4.
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Graf 7: Porovnani hodnot velikosti NC piipravenych nanoprecipitaci a emulzni
odpatovaci metodou u PLGA 70:30 s 0,1% roztokem F127

PDI

0,5

0,4

0,3

0,2

0,1

0
11 2:1 5:1 10:1

Polymer: lipid

PDI

B Nanoprecipitace  ® Emulzni odpatovaci metoda

Graf 8: Porovnani hodnot PDI NC pfipravenych nanoprecipitaci a emulzni odpatovaci
metodou u PLGA 70:30 s 0,1% roztokem F127
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Velikost NC

350

300

250

200

150

100

50

0
1:1 2:1 5:1 10:1

Polymer: lipid

Velikost (nm)

B Nanoprecipitace  ® Emulzni odpatovaci metoda

Graf 9: Porovnani hodnot velikosti NC piipravenych nanoprecipitaci a emulzni
odparovaci metodou u PLGA 70:30 s 0,5% roztokem F127
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Graf 10: Porovnani hodnot PDI NC piipravenych nanoprecipitaci a emulzni
odpatovaci metodou u PLGA 70:30 s 0,5% roztokem F127
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Lipofilné;jsi polymer PLGA 70:30 se tedy jevi jako méné vhodny pro konstrukci
HPLN. Diivodem byly vyssi hodnoty PDI i velikosti vzniklych ¢astic. Toto 1ze vysvétlit
prudsi zménou mezipovrchového napéti ve fazi emulze. Lipofilnéjsi polymer miize vést
k vy$§imu mezipovrchovému napéti, vyssi energii systému a tim i zvySené tendenci ¢astic

ke zmenseni celkového povrchu. (42) Proto nebyl v dalSich experimentech pouzit.

Dalsim sledovanym parametrem byl ZP. ZP udéava informace o stabilité
koloidniho systému. Aby byl systém stabilni, musi mit hodnoty vyssi nez +30 mV nebo
nizs$i nez -30 mV, pfi kterych dochéazi k vzajemnému elektrostatickému odpuzovani NC.
Pfipadné je tfeba stabilitu zajistit jinym zptisobem, napt. pouzitim vhodnych polymernich
stabilizatort. Pramérné hodnoty ZP pfipravenych NC a jejich SD jsou uvedeny

v tabulce 5.

Naméfené hodnoty ZP se pohybovaly od -21 mV do -42 mV. NC tvofené
z polymeru PLGA 70:30 maji zaporngj$i hodnoty, tudiz by se dalo predpokladat, ze
budou koloidné stabilngjsi. Je to dano tim, Ze u tohoto polymeru vznikaly vétsi NC, které
maji mensi plochu povrchu, kde je vétsi hustota naboje. U téchto NC se nachazeji
nejzaporné€jsi hodnoty u vzorka s pomérem polymerni ¢asti k lipidické 2:1. Vzorky s nizsi
koncentraci poloxameru maji téZ zaporngji hodnoty ZP z diivodu vzniku mensich NC a

ziejmé i diky mensimu maskujicimu efektu poloxameru na povrchu vzniklych NC. (42)
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Tabulka 5: Hodnoty ZP ptipravenych NC

Vzorek @ ZP [mV] SD
PLGA 50:50 1:1 -36,13 + 1,332
s 0,1% F127 2:1 -31,77 + 1,850
emulzni odparovaci | 5:1 -21,97 +0,153
metoda 10:1 24,97 +0,757
PLGA 50:50 1:1 -26,87 + 0,651
s 0,5% F127 2:1 -25,80 +1,836
emulzni odpatovaci | 5:1 227,37 +1,002
metoda 10:1 225,00 + 0,608
1:1 25,73 +0,351
PLOC%;; 5}:‘)133‘7) 2:1 41,57 +2.011
SU,17 ]
nanoprecipitace >:1 -39,80 +1,652
10:1 33,37 + 1,150
1:1 25,33 + 1,201
PLOC;Q 5}:0123‘7) 2:1 28,77 + 0,851
S U, 070 :
nanoprecipitace >:1 -26,80 + 0,458
10:1 27,23 +0,815
1:1 -34,63 +0,351
PLO?{; ;0113‘7) 2:1 139,83 + 1,904
SU,170 :
nanoprecipitace 5:1 -32,80 +0,100
10:1 27,87 + 0,902
1:1 -32,60 + 1,300
Pla%; ZFOS’;) 2:1 135,97 2,548
N 51 29,77 + 0,764
nanoprecipitace
10:1 228,60 +1,0149
PLGA 70:30 L1 -38,73 + 1,026
s 0,1% F127 2:1 -35,23 +0,971
emulzni odpatovaci | 5:1 -36,57 + 1,601
metoda 10:1 33,10 +0,700
PLGA 70:30 L1 -34,93 + 1,021
s 0,5% F127 2:1 -40,30 +1,300
emulzni odpatovaci | 5:1 -34,13 + 1,069
metoda 10:1 -35,93 + 1,904
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V nasledujicich grafech 11, 12, 13 a 14 je zndzornéno porovnani nanoprecipitace
a emulzni odpafovaci metody zhlediska ZP u jednotlivych polymert s rozdilnou

koncentraci poloxameru.

U polymeru PLGA 50:50 s nizsi koncentraci poloxameru méla nanoprecipitace
zaporngjs$i hodnoty az na Castice ptipravené z roztoku s pomérem polymeru k lipidu 1:1.
U 0,5% roztoku poloxameru byly hodnoty vyrovnanéjsi, ale ne tolik zaporné pro

potiebnou stabilitu.

Zp

40
35
—_
> 30
g
* 25
¥
N 20
15
10
5
0
1:1 2:1 5:1 10:1

Polymer: lipid

B Nanoprecipitace ~ ® Emulzni odpafovaci metoda

Graf 11: Porovnani hodnot ZP NC pfipravenych nanoprecipitaci a emulzni odpafovaci
metodou u PLGA 50:50 s 0,1% roztokem F127
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Graf 12: Porovnani hodnot ZP NC pfipravenych nanoprecipitaci a emulzni odpafovaci
metodou u PLGA 50:50 s 0,5% roztokem F127

Nepatrné vysSich hodnot ZP u polymeru PLGA 70:30 dosahovala emulzni
odpafovaci metoda. Zaporngj§i vysledky mély NC s nizsi koncentraci poloxameru z
davodu absence sterického maskujiciho efektu. Polymer PLGA 70:30 oproti polymeru
PLGA 50:50 vykazoval vyrazngjsi ZP. Z vysledka si 1ze povSimnout, Ze vyssi hodnoty
ZP casto koreluji s vy$§imi hodnotami velikosti ¢astic, coz vede k zavéru, Ze s klesajici
celkovou plochou fazového rozhrani dochdzi k tvorbé povrchového ndboje s vétsi
hustotou, neZ je tomu v porovnani s mensimi ¢asticemi. Jinym vysvétlenim miZe byt to,
7e v procesu tvorby NC doglo k méné efektivnimu zakotveni poloxameru na povrch
vzniklych NC. Poloxamer miize povrchovy naboj ¢asteéné maskovat, proto jsou hodnoty

ZP u téchto Castic vyraznéjsi.
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Graf 13: Porovnani hodnot ZP NC pfipravenych nanoprecipitaci a emulzni odpafovaci
metodou u PLGA 70:30 s 0,1% roztokem F127
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Graf 14: Porovnani hodnot ZP NC piipravenych nanoprecipitaci a emulzni
odpatovaci metodou u PLGA 70:30 s 0,5% roztokem F127
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3.2 Uprava podminek p¥ipravy

Pro tento experiment byl vyuzit roztok PLGA 50:50 v EtAc, jelikoz NC
pripravené emulzni odpafovaci metodou s timto polymerem vykazovaly optimalni
hodnoty velikosti, PDI a ZP. Vodna faze obsahovala poloxamer ve tfech rtznych
koncentracich. Hodnotil se vliv podminek piipravy na velikost piipravenych NC a
hodnoty ZP. Namétené hodnoty velikosti ¢astic, PDI a ZP, véetné¢ SD, jsou uvedeny
v nasledujicich tabulkach 6, 7, 8, 9, 10, 11.

Metoda 2, kde se emulze pfipravend zjedné poloviny vodné faze bchem
sonifikace chladila pomoci ledové 1azné€ a poté k ni byla pfidana druhé polovina vodné
faze, produkovala nejmensi NC. Velikost NC piipravenych metodou 1 byla velice
podobna velikosti NC piipravenych metodou 2. Nejvétsi NC vznikly metodou 3, kde byla
pouzita jedna vodna faze a roztok se béhem sonifikace ledoval. S rostouci koncentraci
poloxameru se zmensovala velikost piipravenych NC. Poloxamer je povrchové aktivni
latka a vede k niz§im hodnotam velikosti NC. Diivodem je stabilngjsi fazové rozhrani
s niZz§im mezipovrchovym napétim (voda-EtAc) ve fazi tvorby nanoemulze. Grafické

znazornéni velikosti NC se nachazi v grafech 15, 17, 19.

Nejnizs§i hodnoty PDI mély castice u metody 1 snejniz$i koncentraci
poloxameru. Obdobné vysledky vychazely i u NC ptipravenych metodou 2. NC
piipravené¢ metodou 3 byly shodnotami PDI nad hranici piijatelnosti velmi
pravdépodobné z diivodu agregace NC. Porovnani metod z hlediska PDI je zobrazeno

v grafech 16, 18, 20.
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Tabulka 6: Velikost a PDI NC piipravenych metodou 1

VZOREK %X;:ﬁICK[?I ISnT] SD O PDI SD
PLGA 50:50 |11 132,77 +0,723 0,15 + 0,020
s0,1%F127 | 2:1 143,87 + 1,419 0,12 +0,019

emulzni 5:1 153,97 + 1,557 0,12 +0,012
odpafovacim. [ 0.} 163,80 + 1,411 0,11 +0,017
PLGA 50:50 |11 110,30 + 0,200 0,19 + 0,008
s0,5%F127 | 2:1 116,23 +0,577 0,17 +0,015
emulzni 5:1 121,03 + 0,404 0,19 +0,014
odpafrovaci m. 10:1 123,50 1 1,249 0.18 0,008
PLGA 50:50 |11 88,71 + 0,381 0,25 + 0,011
s 1% F127 2:1 96,71 +0,332 0,25 + 0,005
emulzni 5:1 108,80 +0,436 0,24 +0,011
odpafovaci m. | 0.1 106,90 + 1,300 0.22 0,003

Tabulka 7: Velikost a PDI NC piipravenych metodou 2

VZOREK 22’;‘;2‘&55 SD O PDI SD
PLGA 50-50 | L1 120,10 + 1,249 0,14 + 0,021
$0,1%F127 | 21 126,27 + 1,168 0,13 +0,019

emulzni 5:1 136,20 + 0,608 0,10 + 0,006
odpafovacim. | 0. 145,83 + 0,702 0,10 +0,013
PLGA 50-50 | L1 91,90 + 0,387 0,23 + 0,004
s 0,5% F127 2:1 85,45 + 0,450 0,24 + 0,009
emulzni 5:1 100,67 + 0,643 0,21 +0,014
odpafovaci m. | q.] 102,70 + 1,473 0,20 + 0,001
PLGA 50:50 | L1 69,64 + 0,393 0,28 + 0,004
s 1% F127 2:1 80,20 + 0,481 0,26 + 0,009
emulzni 5:1 98,27 + 0,997 0,25 + 0,002
odpafovacim. | (. 93,69 +0,377 0,26 + 0,007
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Tabulka 8: Velikost a PDI NC piipravenych metodou 3

VZOREK QCXSE”EICK[(I)l ISnT] SD O PDI SD
PLGA 50:50 | 11 171,63 + 3,444 0,33 +0,012
s0,1%F127 | 2:1 213,47 + 5,064 0,42 + 0,034

emulzni 5:1 281,67 + 10,454 0,52 +0,041
odpafovaci m. 10:1 344,47 14,661 0,66 10,044
PLGA 50:50 | L1 163,67 + 0,551 0,26 +0,011
s0,5%F127 | 2:1 171,77 +0,252 0,22 + 0,007
emulzni 5:1 198,20 +1,323 0,26 + 0,006
odpafovaci m. | 0.1 195,20 11,389 0.23 0,006
PLGA 50:50 | 11 174,03 +1,210 0,35 +0,018
s 1% F127 2:1 189,67 +2,909 0,29 +0,019
emulzni 5:1 217,07 +4,723 0,35 +0,016
odpafovaci m. | 0.1 167,53 +2.201 0.18 10012
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Graf 15: Porovnani hodnot velikosti NC pti zméné podminek u PLGA 50:50
s 0,1% roztokem F127
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Graf 16: Porovnani hodnot PDI NC pii zméné€ podminek u PLGA 50:50 s 0,1%
roztokem F127
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Graf 18: Porovnani hodnot PDI NC pii zméné€ podminek u PLGA 50:50 s 0,5%
roztokem F127
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Graf 19: Porovnani hodnot velikosti NC pii zméné podminek u PLGA 50:50 s 1%
roztokem F127
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Graf 20: Porovnani hodnot PDI NC pii zméné podminek u PLGA 50:50 s 1%
roztokem F127
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Vysledky ZP u metody 1 jsou opét podobné vysledkiim, kde byly NC piipraveny
s jednou vodnou fazi. Hodnoty se pohybovaly od -34 do -24 mV. NC se mohou povazovat
za stabilni. To vychéazi z mensi velikosti NC, které maji vétsi plochu povrchu, a tedy
mensi hustotu naboje. U metody 2 byly hodnoty méné zaporné. Nejzapornéjsi hodnoty
vykazovaly NC piipravené metodou 3. Dosahovaly az - 40 mV z davodu vétsi velikosti
NC a tim vétsi hustoty naboje. Nejméné zaporné byly vzdy NC s nejvétsi koncentraci
poloxameru, protoze poloxamer je povrchove aktivni latka, ktera vede k tvorbé mensich
NC a zaroveit miize maskovat povrchovy naboj NC svou kumulaci na rozhrani fazi.

Grafické znazornéni hodnot ZP se nachazi v grafech 21, 22, 23.

Tabulka 9: ZP NC piipravenych metodou 1

Vzorek @ ZP [mV] SD
s0,1% F127 2:1 -35,30 +1,136
emulzni 5:1 238,20 +3,270
odpafovacim. | 0.1 232,00 + 5,076
$0,5% F127 2:1 -30,47 + 2,540
emulzni 5:1 26,47 + 0,462
odpafovacim. |0 233,03 +0,815
PLGA 50:50 1:1 -24.13 + 1,115
s 1% F127 2:1 -29,60 + 4,204
emulzni 5:1 28,67 + 0,950
odpafovacim. | 0. 229,83 + 2,380
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Tabulka 10: ZP NC pfipravenych metodou 2

Vzorek @ ZP [mV] SD
s0,1% F127 2:1 -29,60 + 2,800
emulzni 5:1 -23,87 + 1,504
odpafovacim. | ¢ -29,47 + 0,851
s0,5% F127 2:1 -30,07 + 4,966
emulzni 5:1 -27,43 + 1,007
odpafovaci m. 10:1 225,40 +1,572
s 1% F127 2:1 -20,23 + 4,382
emulzni 5:1 -25,33 +2,631
odpafovaci m. 10:1 23,73 + 1,701

Tabulka 11: ZP NC pfipravenych metodou 3

Vzorek @ ZP [mV] SD
s 0,1% F127 2:1 -43,77 + 1,250
emulzni 5:1 -44.43 + 3,625
odpafovacim. | ¢ -40,93 + 1,701
s 0,5% F127 2:1 -35,30 + 1,473
emulzni 5:1 -37,80 + 1,735
odpafovacim. | . -34,23 +2,237
s 1% F127 2:1 -31,17 + 1,290
emulzni 5:1 -31,53 +0,764
odpafovaci m. 10:1 -30,70 +2,800
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Graf 21: Porovnani hodnot ZP pfi zméné podminek u PLGA 50:50 s 0,1%
roztokem F127
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Graf 22: Porovnani hodnot ZP pti zmén€ podminek u PLGA 50:50 s 0,5%
roztokem F127
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Graf 23: Porovnani hodnot ZP pfi zmén¢ podminek u PLGA 50:50 s 1%
roztokem F127

Nejlepsich hodnot z hlediska granulometric a stability dosahovaly NC
piipravené metodou 1 a 2, kde byla vodna faze rozdélena na dvé ¢asti béhem sonifikace.
Mensi objem vodné faze vede k homogennéjSim podminkam béhem ultrazvukovani a
vzorktim s nizsi PDI a mensi velikosti. V1iv chlazeni pomoci ledové 1azné se nepodafilo
prokazat. Mezi hodnotami ZP pfipravenych riiznymi metodami byl pozorovan fenomén
niz§tho ZP u ¢astic, které byly béhem ptipravy chlazeny ledovou lazni. Tento fenomén
nebyl dosud v literatufe nijak popsan a k jeho objasnéni nemame v tuto chvili dostatek
informaci. Nabizi se souvislost mezi rozdilnym teplotnim rezimem béhem pfipravy a

variabilitou v chovani nékterych poloxamert pfi riznych teplotach.

Pfi porovnani hodnot velikosti vyslednych ¢astic vzniklych za rozdilnych
koncentraci poloxameru ve vn&j$i fazi se ukazuje, Ze se zvySenim koncentrace nad 0,5 %
lze touto metodou pfipravit ¢astice mensi nez 100 nm pii zachovani velmi dobré
polydisperzity. To souvisi s efektivni stabilizaci fAzového rozhrani pii piipravé NC, kdy
dochazi ke kumulaci poloxameru na mezifazi a jeho vyss§i koncentrace je schopna

stabilizovat vétsi plochu fadzového rozhrani.
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3.3 Hodnoceni enkapsula¢ni efektivity, vytéZnosti a drug loading

U roztoku tvofené¢ho z PLGA 50:50 v EtAc s 1% roztokem F127 ve vodné fazi
se pomoci spektrofotometrického méfeni stanovila koncentrace kurkuminu v pg/ml a
nasledné byla vypocitana EE, DL a RY. Vyznam téchto parametra a jejich vypocet byl
popsan v kapitole 2.3.6. Vysledné hodnoty jsou zaznamenany v tabulce 12 a porovnany

v grafu 24.

Nejvyssi hodnotu EE a DL vykazoval roztok s pomérem 10:1, kde pfevazuje
polymerni ¢ast. Druhé nejvyssi hodnoty dosahoval roztok, ktery lipid viibec neobsahoval.
Amfifilni charakter lipidu napomah4 usnadnit enkapsulaci hydrofobnich molekul do
hydrofobniho jadra, pokud budeme piedpokladat, Ze se vytvofila core-shell struktura NC.
Kurkumin je lipofilni latka, ve vod¢ téméf nerozpustna, ktera se tedy bude enkapsulovat
do polymerniho jadra, které bude formovano v inicidlni fazi tvorby Castic. Az v dalsi fazi
bude obklopeno amfifilnim lipidem. (23) Pfi vy$Sim mnoZstvi pouZitého polymeru
vznikne vétsi jadro, které je schopné enkapsulovat vyssi mnozstvi kurkuminu. Druhym
vysvétlenim mtize byt tvorba micel fosfatidylcholinu pfi jeho vysSich koncentracich,
které¢ absorbuji kurkumin a poté dojde k jejich odstranéni behem purifikace. (7)
S klesajici koncentraci fosfatidylcholinu se zvySuje RY. Diivodem miize byt, ze mensi
koncentrace fosfatidylcholinu méné ovlivni proces supersaturace a nukleace a ten probiha
efektivnéji s vyssi vytéznosti celého procesu. Jinym vysvétlenim miize byt nizsi hustota
castic s vyssim obsahem fosfatidylcholinu. Tyto ,,lehci* Castice se budou v gravitatnim
poli pfi centrifugaci separovat méné ochotné a vice jich bude odstranéno s odebranym
supernatantem, tak jak tomu je pravdépodobné u vzniklych micel. Pro tyto parametry jsou

tedy vyhodn&jsi NC s niz§im obsahem fosfatidylcholinu.

55



Tabulka 12: Hodnoty EE, DL a RY

Vzorek % EE % DL % RY

PLGA 48,57 0,99 49,25
PLCEA 50:50 s 1:1 13,01 1,72 7,57
1% F127 21 28.10 1.55 18.08

emulzni
odparovaci metoda 5:1 29,35 1,08 27,19
10:1 65,73 1,75 37,57

EE

PLGA

1:1 2:1 5:1

Polymer: Lipid

Graf 24: Porovnani hodnot EE
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3.4 Hodnoceni disoluce

Byl proveden test disoluce probihajici 48 hod. Procentualni mnozstvi
uvolnéného kurkuminu je uvedeno v tabulce 13. Prubéh disoluce pro polymer PLGA
50:50 s rozdilnym pomérem polymerni ¢asti k lipidické je zndzornén v grafu 25.

V prvnich 6 hod je pozorovatelné uvolnovani kurkuminu burst efektem, které
uvoliiovani kinetikou 0.Fadu. Nejvice kurkuminu se za 48 hodin uvolnilo z NC tvofenych

pouze polymerni &asti a dale z NC obsahujici pomér polymeru k lipidu 1:1.

Tabulka 13: Disoluce PLGA 50:50 v EtAc s 1% roztokem F127

. % mnozstvi kurkuminu
Cas
PLGA 1:1 2:1 5:1 10:1
0 0 0 0 0 0
0,5 11,0 11,1 4.4 4.2 6,0
1 19,5 19,1 8,2 11,2 9,3
2 29,6 25,5 10,1 16,4 12,7
4 40,2 33,6 11,7 20,3 18,1
6 51,9 40,6 17,3 23,7 26,2
12 61,0 47,4 19,8 27,9 32,1
24 69,0 57,4 23,5 31,4 40,6
31 75,8 64,9 26,7 36,6 44,6
48 83,2 73,6 32,8 40,1 49,5
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Graf 25: Disoluéni profil NC PLGA 50:50 p¥ipravené emulzni odpafovaci metodou
s rozdilnym pomérem polymeru k lipidu

Nejpomaleji se kurkumin uvolioval z formulaci s pomérem polymeru k lipidu
2:1 a 5:1. To ukazuje na to, Ze se u td&chto NC vytvofila typicka core-shell architektura
castic s lipidovym obalem a polymernim jadrem. Lze se domnivat, ze se kurkumin, jako
latka ve vode¢ prakticky nerozpustna, bude enkapsulovat pfednostné do polymeru, protoze
PLGA béhem piipravy nukleuje jako prvni a az poté je obklopena amfifilnim lipidem.
Pro potvrzeni této core-shell architektury by bylo zapotiebi kryo-TEM mikroskopie,
kterou jsme bohuzel v Case feSeni této prace nedisponovali. Lipidicka korona bude
zpomalovat difuzi 1é¢iva z matrice, a proto formulace s vyraznou koronou uvoliiuji 1é¢ivo
pomaleji. Formulace s pomérem 1:1 ziejmé vytvotila néco jako smésnou matrici, kterd
neméla typickou core-shell architekturu, a proto dochazelo k uvoliiovani kurkuminu bez
zpomalujiciho efektu viditelného u vyse popsanych formulaci. Z PLGA NC se lé¢ivo
uvoliiuje nejrychleji s ohledem na naprostou absenci lipidu a ni¢im neomezeny pfistup

molekul vody k polymerni matrici bohaté na kurkumin.
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ZAVER
Diplomovéa prace byla zaméfena na vyuziti hybridnich polymernich-lipidickych
nanocastic jako nosict 1é¢iv ve zdravotnictvi, jejich vlastnosti dilezité pro ptipravu a aplikaci

a metody pfipravy.

V ramci experimentalni c¢asti byly pfipraveny nanocastice emulzni odpatovaci
metodou a nanoprecipitaci. Byl sledovan vliv lipidické ¢asti na velikost nanocastic a zeta
potencial. U emulzni odpatovaci metody byly upraveny podminky pfipravy — rozdéleni vodné
faze a chlazeni v ledové 1azni béhem sonifikace, kde se také pozoroval vliv na velikost a zeta
potencial. Dalsimi zkouskami byly enkapsulacni efektivita a disoluce, které poskytovaly udaje

o enkapsulaci a uvolniovani U¢inné latky z nanocastic.

Nanocastice pripravené emulzni odpafovaci metodou dosahovaly optimalnich hodnot
velikosti a polydisperzity a byly stabilnéj$i z hlediska zeta potencidlu, nez tomu bylo v ptipadé
nanoprecipitace. Se zvySujicim se mnoZzstvim lipidické ¢asti se velikost nanocastic snizovala a
zvysSoval se zeta potencial. Nejlepsi vysledky velikosti a zeta potencialu byly zjistény u metody
s rozdélenim vodné faze na dv¢ alikvotni ¢asti béhem sonifikace. V1iv chlazeni pomoci ledové
lazné se nepodaftilo prokézat. Vyssi enkapsulacni efektivita a disoluce byly prokdzany u vzorkt
s mensim zastoupenim lipidické ¢asti. Tloustka lipidické korony na povrchu nanocastic je
fidicim mechanismem pro rychlost uvoliovani 1éCiva, proto probihala disoluce pomaleji

z formulaci s vy$S§im zastoupenim lipidu.

Pfipravené nanocastice vznikly jako soucast $ir§i problematiky cilené distribuce 1é€iv.
Jejich vlastnosti jsou vhodné pro distribuci do bun¢k mononukledrné fagocytického systému a
efekt takto enkapsulovaného kurkuminu miize byt vyuzit v 16¢b€ nékterych zanétlivych nebo

autoimunitnich onemocnéni.
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