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Abstrakt

Univerzita Karlova v Prahe, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra: Farmaceuticka technolégia

Skolitel: PharmDr. Ondfej Holas, Ph.D.

Posluchac: Silvia Bacskaiova

Nazov diplomovej prace:

Priprava biodegradovatefnych polymérnych nanocastic

Sucasny vedecky pokrok vyznamnou mierou prispieva aj k rozvoju nanomediciny,
ktora sa snazi o zefektivnenie farmakoterapie rakoviny a inych vaznych ochoreni.
Hlavnym cielom tejto diplomovej prace je $tadium vplyvov povrchovo aktivnych
latok na vysledné vlastnosti nanocastic. Teoreticka Cast’ je zamerana na nanocastice
ako nosice lieCiv, na pripravu biodegradovateI'nych nanocastic, ich vyuzitie pri lieCbe
rakoviny, ochoreni sprevadzanych zapalmi, vakcinécii a aj na iné ucely. Hlavnou
sucastou je tiez charakterizovanie aktivnej a pasivnej cielenej distribucie lieciv,
mikroenkapsulacie, pripravy nanocastic polymerizaciou a z vopred pripravenych
polymérov. Definuji sa fyzikdlno-chemické vlastnosti nanocastic: velkost, zeta
potencial. Experimentalna Cast’ je rozsiahlejSia a zaobera sa optimalizaciou pripravy
nanocastic, vyberom vhodnej koncentracie a typu surfaktantu pri ich priprave.
Pri experimentdlnej ¢asti bolo pouZitych pit’ réoznych typov surfaktantov a to v troch
koncentraciach. Stcastou experimentalnej Casti su tabulky a grafy porovnavajuce
vplyv jednotlivych surfaktantov na velkost’ castic, zeta potencial a index

polydisperzity u nanocastic.



Abstract
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Biodegradable polymeric nanoparticles preparation

The present scientific progress in an important rate conduces to nanomedicine
development, which aims to reengineering of cancer pharmacotherapy and other
substantial diseases. The main intention of this graduation thesis is the study of
surface-active chemical’s effects on the final properties of nanoparticles.
The theoretical part is focused on the nanoparticles likedrugs vehicles, synthesis of
biodegradable nanoparticles, themselves applications in the cancer therapy, diseases
accompanied by inflammations, vaccination and for another different purposes.
The theoretical part also contents characterization of active and passive goal-directed
distribution by diseases, microencapsulations, synthesis of nanoparticles by
polymerization and from previously synthesized polymers and definition of
physical-chemical properties of nanoparticles. The experimental part is more
extensive and concerned with the optimalization of reaction conditions of
nanoparticles synthesis, with selection of advisable concentracion and type of
surfactant. In the experimental part were used five different types of surfactants in
three concentracions. The experimental part includes tables and graphs, which
balance different types of surfactant on the particle size, zeta potential and

polydisperzity index of nanoparticles.



1 Zadanie

Cielom diplomovej prace bolo oboznamit sa s odbornou literatirou
a dostupnymi laboratornymi postupmi. Nasledne prakticky v laboratérnych
podmienkach pripravit’ farmaceutické formulacie na baze polymérnych nanocastic.
Napliou prace bola optimalizacia pripravy nanocastic a hodnotenie vlastnosti Castic,
optimalizacia inkorporacie ucinnych latok, priprava nanocastic s inkorporovanym
lie¢ivom a nasledne hodnotenie Gc¢innosti inkorporéacie. Hlavnym ciel'om tejto prace
bolo stadium vplyvov povrchovo aktivnych latok na vysledné vlastnosti nanocastic.
KIacové slova: biodegradovatel'né polyméry, nanocastice, emulznd metoda,

inkorporéacia lieciv.



2 Uvod

Pokrok v huménnej medicine nastal v roku 1906, ked’ Paul Ehrlich vyslovil
myslienku o cielenej distribucii lie¢iv pomocou castic, ktoré nazval ako ,,magicke
gulicky . Medzi tieto Casticové systémy patria aj nanocastice. Tieto nové poznatky
umoznili vyznamny pokrok v oblasti farmakoterapie a prispeli k zvySeniu jej
ucinnosti a bezpecnosti (1).

Vedny odbor, ktory sa zaobera nanocasticami je nanotechnoldgia.
Nanotechnoldgia sa vyuziva v r6znych odvetviach a to aj v medicine. Nanomedicina
vyuziva poznatky z viacerych vednych disciplin ako je chémia, biologia, fyzika,
klinickd medicina ainé. Vznikli tak nové diagnostické a lieCebné metddy
vyuzivajice nanotechnologie.

Vyuzitie nanoCastic je velmi Siroké aumoziuje lepSiu farmakoterapiu
pri mnohych zavaznych ochoreniach, ale uplatiiuji sa aj ako cielené nosice lieciv a
vyuzivaju sa aj ako transportné systémy pre vakciny, proteiny, inzulin.

V ramci regenerativnej nanomediciny st pripravované lepSie znasané zubné
nanoimplantaty, atieZ aj nanovlakna, ktoré slizia na regeneraciu a hojenie
poskodeného tkaniva. (2)

Nanocastice maju Siroky rozsah aplikdcie. Mozu sa podéavat peroralne,
parenteralne, topicky a su vhodné aj na aplikaciu do nosa a o¢i. (3) Nanocastice su
vyrdbané z materidlov, ktoré su biodegradovatel'né a biokompaktibilné. Ich toxicita
je preto pre organizmus vel'mi nizka, ¢o je ich velkou prednostou. Vyrdbaju sa
v miniatarnej velkosti, ¢o umoznuje ich prechod aj cez najmenSie kapilary
v organizme. Kvoli tymto vynikajicim vlastnostiam st vel'mi nadejné na cieleny
transport. Nanocastice sa tak stali neoddelitelnou stcastou modernej mediciny
avyskum snimi spojeny neustdle prebiecha. Ak by sa podarilo pomocou
nanotechnoldgii odhalit’ a opravit’, pripadne liecit’ poSkodenie jednotlivych organov
a tkaniv v I'udskom organizme eSte predtym, ako sa prejavia klinické priznaky

chordb, podarilo by sa posunut’ medicinu do oblasti prevencie. (2)
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3 Teoreticka cast’

3.1 Nanocastice ako nosice lieCiv

Nanocastice st cCastice s velkostou vrozmedzi 1 az 1000 nm. (3) Kich
priaznivym vlastnostiam patri ich biokompaktibilita, schopnost biodegradacie,
moznost’ enkapsulédcie lie¢iva a ich malé rozmery. (4) Ich subcelularna velkost je
vhodna pre distribiciu v krvnom obehu, pretoze mézu prechadzat’ aj cez najmensSie
kapilary a dostavat’ sa tak k svojmu ciel'u. (5) Nanocastice sa delia na nanosféry,
nanotobolky, dendriméry, polymérne micely, lipozomy a iné. (3) Nanosféry su
Castice zlozené z matrice, na ktoru je lieCivo naadsorbované, alebo je v nom
dispergované. Nanotobolky sa skladaji zjadra a obalu, priCom lie¢ivo sa v jadre

nachédza v tekutej forme(obrazok 3—1). (6)

Obrizok 3-1Nanotastice a nanosféry'

Polymeric membrane

Polymeric matrix
Inner core

Nanosphere Nanocapsule

! https://www.google.sk/search?tbm=isch&g=nanosphere&hl=sk-

sk&client=safari&ved=2ahUKEw]Ai7Ls8bLaAhWPI1AKHVHECuAQMygAegQIABAs&imgrc=kli
4aFx4ra3aSM&uact=26#imgrc=kli4aFx4ra3a5M:11.04.2018 20:56:53
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Dendriméry maji presne chemicky definovanu $truktiru, ktora je bohato
vetvend (obrazok 3 — 2). Pripravujil sa chemickou syntézou. Naviazanim r6znych

funkénych skupin sa pripravilo viacero typov dendrimérov, ktoré reaguju na rézne

stimuly (svetlo, pH, teplo). (6)

Obrazok 3-2 Dendriméry*

Struktura dendrimeru

jadro — iniciyje tvar a zpusob vétveni

vnitFni kaskadovita
struktura

vnéjsi povrchova oblast dendrimeru

2 Zdroj:https://www.google.sk/search?tbm=isch&gq=Dendrimery&hl=sk-

sk&client=safari&ved=2ahUKEwjoxKijS8rLaAhVNn7QKHSvyD1 AQMygcegUIABCgAQ&imgrc=8
YI2BzkEAC _rM&uact=26#imgrc=8YI2BzkEAC__rM:11.04.2018 20:57:14
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Polymérne micely patria tiez medzi transportné systémy lieCiv. Tvori ich
lipofilné jadro a hydrofilnd stena (obrazok 3 — 3). Ziskavaji sa pripravou
z amfifilnych polymérov, ktoré tvoria micely a do nich sa zabudovava lieCiva latka.
(7) V krvnom obehu zotrvavaji pomerne dlha dobu. Vyuzivaju sa napriklad
pri farmakoterapii rakoviny, pri ktorej dopravia cytostatikd az k postihnutému
tkanivu auvolnia ho pri pouziti ultrazvuku. Tato terapia je vSak limitovana
na niektoré typy nadorov, kedze ultrazvuk nedosiahne do niektorych casti
organizmu. Uvedend terapia je vhodnd napriklad  pri karcindme prsnika

a vajecnikov. (1)
Obrizok 3-3 Polymerné micely®

Irwdrophobl'ccore

I
£

/ hydrophiliccorona

hydrophobic hydrophilic
segment segment

I Il 1

\\N\N\N
AVAYAVAVAVEREEEE s
AVAVAVAVAY

M
W

10-200nm

3

Zdroj:https://www.google.sk/search?tbm=isch&qg=polymeric+micelles+&hl=sk-
sk&client=safari&ved=2ahUKEwjo35788rLaAhWHmrOQKHRSYDikQMygRegOQIA
BBG&imgre=CT_2b6mrstrliM&uact=26#imgrc=CT 2b6mrstrlIM:11.04.2018
20:58:10
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Lipozomy st biodegradovatelné a biokompaktibilné. (6) Skladaju sa
z hydrofilného jadra a zlipofilnej dvojvrstvy. Ich Struktira im tak umoZiuje

transport hydrofilnych lieciv v jadre a lipofilnych lieciv v obale (obrazok 3 —4). (8)
Obrizok 3-4 Lipozomy*

< Targeting Ligand
4t Drug (AP)

< PEG

4 DNARNA

Hydrophobic Region
Lipid Bilayer
Hydrophilic Region

Zvlastnym typom su pH-senzitivne lipozomy. Su citlivé na slabo kyslé pH.
Ako pomocné latky pre dosiahnutie tejto vlastnosti sa pouzivaji polykarboxylové
kyseliny, sukcinylované polyglycidoly a poly-N-izopropylakrylamidy. Zvlastnostou
pri niektorych typoch rakoviny je, Zze pH v intersticidlnej tekutine je nizSie, ako
v normalnom tkanive. Této ich vlastnost’ sa moze pouzit’ pri transporte cytostatik,
ked’ze v postihnutom tkanive budu uvolfiovat’ enkapsulované liecivo.

Na membranu lipozémov sa daju naviazat polyméry, ktoré moézu byt

prirodného, ale aj syntetického charakteru. Tieto polyméry dodavaju lipozémom

4 Zdroj:https://www.google.sk/search?q=liposomes&client=safari&hl=sk-

sk&dcr=0&prmd=ivn&source=Inms&tbm=isch&sa=X&biw=320&bih=454&ved=2a

hUKEwjourmlI8rLaAhWCI7QKHTJFDs8OMyeGegQIABA2&imerc=g6 LDMXRS
N8sCCM&uact=26#imgrc=g6 LDMXRSN&CCM:11.04.2018 20:57:06
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rozne fyzikalno-chemické vlastnosti. Znamou modifikaciou je tzv. PEGylacia, Cize
pripojenie polyetylénglykolu (PEG). (6) PEGylacia zvySuje rozpustnost’ a zniZuje
renalnu exkréciu lieCiv. (7) Tieto PEGylované lipozomy maju predlzenti dobu
cirkulacie v krvnom obehu. Naviazanim termosenzitivnych polymérov na lipozomy,
vznikaju lipozoémy citlivé na zmeny teploty. U nich zmena teploty sluzi ako stimul
na uvolnenie enkapsulovaného lieciva. Tato skuto¢nost’ sa vyuziva u hypertermne;j
terapii  rakoviny. Vyrdbaju sa  lysolipidové termosenzitivne  polyméry
a termosenzitivne mikrotobolky. Pri nich sa vyuZivaju polyméry, ktoré v zavislosti
na teplote bobtnaju alebo sa zmrst'uju. Najpouzivanejsi termoresponzivny material je

poly-N-izopropylakrylamid. (1,6)

3.2 Prehlad materialov najcastejSie pouzivanych na pripravu
biodegradovatel'nych nanoéastic

Hlavnymi kritériami pri volbe materidlov, je nizka toxicita a schopnost
biodegradacie. (6) Nebiodegradovatené polyméry (napriklad polyakrylamid) sa
v sucasnosti uz nepouzivaji kvoli riziku chronickej toxicity. PouZivaji sa
najcastejsie polyestéry—poly(lactidacid) (PLA), poly(lactic-co-glycolicacid) (PLGA),
poly-e-kaprolakton, polyalkylkyanoakrylaty, Zelatina a polysacharidy - chitosan
a alginaty. (4)

3.2.1 Polyestéry-PLA, PLGA

Polyestéry- PLA, PLGA sa s oblubou vyuZzivaju pri priprave nanocastic,
pretoze sa pokladaji za bezpecné. V organizme znich vznikd kyselina
mliecna a glykolova, ktoré vstupuju do Krebsovho cyklu, a tak sa odstranuju z tela
(obrazok 3-5). Su to latky alifatické a hydrofébne, priCom PLGA je menej
hydrofébny, ¢o vychddza zjeho Struktary. PLA sa sklada jedine z monomérov
kyseliny mlie¢nej, je teda homopolymér. PLGA je kopolymér zlozeny z jednotiek
kyseliny mlie¢nej a kyseliny glykolovej. (4) PLGA sa pokladaji za vel'mi efektivne
nosi¢e mnohych lieCiv rézneho typu, napriklad cytostatik, antiparazitik, antibiotik

a inych. (9)
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Obrazok 3-5 Vzorec hydrolyzy polyestérov v organizme®
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3.2.2 Poly-e-kaprolakton

Poly-e-kaprolakton (d’alej PCL) je alifaticky, hydrofébny polyester
pripravovany polymeriza¢nou reakciou e-kaprolaktonu. V tele sa hydrolyticky Stiepi,
tento proces prebieha vel'mi pomaly. (4) Kvoli jeho pomalej degradécii sa vyuziva
pre vyrobu liekov s riadenym uvolfiovanim lieCivej latky. (6)

Obrazok 3-6 Vzorec Poly-e-kaprolaktonu®

OH

3.2.3 Polyalkylkyanoakrylaty

Polyalkylkyanoakrylaty sa zvyCajne pripravuju anionickou polymerizaciou
vo vodnom prostredi. V organizme sa ich esterova vdzba hydrolyticky Stiepi. (4)

Okrem pripravy nanocastic sa pouzivaju aj v chirurgii ako $ijaci material. (6)

>Zdroj: Vzorec tvoreny v ChemDraw dostupny cez www.faf.cuni.cz
6Zdroj:Vzorec tvoreny v ChemDraw dostupny cez www.faf.cuni.cz
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Obrazok 3-7 Vieobecny vzorec Polyalkylkyanoakrylatu’

CN

3.2.4 Zelatina

Zelatina je zndma tym, Ze je obllbena pomocna latka vo vyrobe Zelatinovych

kapsul. Avsak Specialna arylsulfonova Zelatina sa pouziva na pripravu nanocastic.

(6)
Obrazok 3-8 Vzorec Zelatiny®
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7Zdroj: Vzorec tvoreny v ChemDraw dostupny cez www.faf.cuni.cz
$Zdroj:Vzorec tvoreny v ChemDraw dostupny cez www.faf.cuni.cz

17



3.2.5 Polysacharidy

Polysacharidy chitosan a alginat si biodegradovatel'né¢ a netoxické, v tele sa

Stiepia enzymaticky. (4)

3.3 VyuzZitie nanocastic

Nanocastice patria k Casticovym liekovym systémom, ktoré pozostavaju
z vel’kého mnozstva Castic, C¢ize ide o nasobnu lickovu formu. Kazda Castica sa
pri tom sprava ako samostatna jednotka. Vyuzitie nanocastic je zamerané na cielent
distribiciu lieCiv a riadené uvolnovanie. Medzi riadené¢ uvolnovanie lieCiv patri
pulzné, predlzené a oneskorené uvolfiovanie. Uvedené moznosti prispievaju k lepSej
compliance pacienta a k znaSanlivosti farmakoterapie. (3) Vyuzitie nanocasticovych
systétmov ma sl'ubnt budicnost’ kvoli ich priaznivym vlastnostiam, a tieZ Sirokym
moznostiam vyuzitia v medicine na rdzne ucely napr. v toxikologii, v klinickej
diagnostike, v bioanalytickom vyskume. Velky vyznam ma ich vyuZitie na cieleny
transport lieciv. (1) Pri cielenom transporte sa liecivo dostava priamo k postihnutému
tkanivu a organu, a tym sa zvysi jeho G¢innost’ v danom mieste a zniZi sa aj toxické
pdOsobenie na zdravé tkaniva a organy. Tento fakt méa velky vyznam pri zavaznych

ochoreniach, akymi st rdzne typy rakoviny, reumatoidna artritida a d’alSie. (3)

3.3.1 Lie¢ba rakoviny

Lie¢ivé latky pouzivané v chemoterapii rakoviny sa vyznacuju poskodenim
zdravého tkaniva a zavaznymi neziaducimi ucinkami, a pri niektorych typoch
rakoviny je problémom dostat’ sa k postihnutému tkanivu. Tieto problémy sa daju
zmiernit' pouzitim nanocasticovych systémov. Lie¢iva latka je enkapsulovana
do nanocasticového systému, ktory zabezpeci jeho cielent distribuciu
do pozadovaného miesta pdsobenia. Nanocastice su na subcelularnej trovni, ¢o
umoziiuje ich distribiciu na miesta, ktoré by boli pri inom sposobe podania
nedostupné. Rakovinou postihnuté tkanivo ma Specifické vlastnosti, ktoré sa
zohladnuju kvoli dosiahnutiu cielenej distriblicie, napr. pH, pritomnost’ ur¢itého typu
receptoru. Nanocasticové systémy umoziuji ucinnejsiu a pacientom lepSie znaSanu

liecbu rakoviny. (3,9)
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3.3.2 Lie¢ba ochoreni sprevadzanych zapalom

Do tejto skupiny ochoreni patria napr. reumatoidna artritida, ulcerativna
kolitida, Crohnova choroba ainé. Ich liecba je dlhodobd a spojena s prejavom
zavaznych neziaducich ucinkov. Aj v tejto oblasti sa uplatnili nanocastice ako nosice
lieiv. VéacSina nanocastic po systémovom podani aktivuje retikuloendotelialny
systém. Su opsonizované a nasledne vychytavané. Zapal vyvolava imunitnl reakciu
organizmu a v mieste zapalu dochadza k zhromazd’ ovaniu lymfocytov a makrofagov.
Tymto sposobom sa k miestu zapalu dostani aj nanocastice s enkapsulovanym
lieCivom. V mieste zapalu byva zvySena expresia urCitych typov receptorov,
napriklad integrinov, ktoré sa vnormdlnom tkanive vyskytuji iba v malom
mnozstve. Tento fakt sa vyuziva pri priprave nanocastic, ktoré¢ maju Specificky
upraveny povrch aslizia k aktivnej cielenej distribucii ku konkrétnemu typu

receptorov. (4,9)

3.3.3 Nanocastice ako nosice vakcin

Aktivna imunizicia je hlavnou metédou prevencie voci infekénym
ochoreniam. Podanim vakcin dochadza k indukcii $pecifickej imunity organizmu
voci ur€itému antigénu. (10) Vakciny obsahuju Casti mikroorganizmov alebo celé
mikroorganizmy, ktoré mézu byt umftvené alebo len oslabené. Tieto tradicné
vakciny vSak nie su az také bezpecné, hlavne pre osoby s oslabenou imunitou.
Moderné vakciny obsahuju izolované latky na baze proteinov, polysacharidov, DNA
(deoxyribonukleova kyselina) alebo RNA (ribonukleova kyselina), ktoré koduju
antigén. K zvySeniu ich u€innosti sa knim pridavaju tzv. adjuvancid. (11)
Nanocastice sa mézu vyuzit' ako transportny systém, v ktorom je enkapsulovany
antigén, kombindcia antigénov alebo kombindcia antigénu a adjuvancia.
NajvyhodnejSia je kombinédcia antigénu a adjuvancia v jednej castici, ktoré uz
v minimalnom mnozstve mozu vyvolat’ silnll imunitnu reakciu. ZniZzenie ich davok
stvisi aj so zniZzenim neZiaducich U¢inkov s nimi spojenych. Na tieto Ucely sa
pouzivaju predovsetkym PLGA nanocastice. (9) Nanovakcinécia je vyuzivand najma
pri imunoterapii rakoviny a v sucasnosti je skimané jej vyuzitie aj pre iné choroby.

Na prevenciu réznych ochoreni sa pouZziva profylakticka nanovakcindcia. Cast’
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z tychto nanovakcin bola schvalend pre pouzitie u cCloveka aostané st este

v klinickom alebo pre klinickom §tadiu vyskumu. (12)

3.3.4 Pouzitie nanoc€astic pri neurodegenerativhnych ochoreniach
mozgu

Medzi neurodegenerativne onemocnenia mozgu patria: Alzheimerov
syndrém, Parkinsonov syndrom, skler6za multiplex ainé. Ich farmakoterapia je
problematickd, ked’ze transport lieCiv do centrdlneho nervového systému (d’alej
CNYS), je vel'mi obtiazny. Fyzikalno-chemické vlastnosti nanocastic musia byt také,
aby mali schopnost prekrocit’ hematoencefalickti bariéru, ktord oddeluje CNS
od ostatnych Casti tela. Tato bariéra slizi na ochranu citlivého nervového tkaniva,
preto blokuje aj prechod vicsiny lieCiv. Prenos endogénnych latok zabezpecuju
Specifické receptory. (7,9)

V sucasnosti pripravované nanocastice prekracuju hematoencefalicku bariéru
viacerymi spdsobmi. Mechanizmus, akym nanocastice prekracujii hematoencefalickl
bariéru zavisi na ich fyzikalno-chemickych vlastnostiach. Nanocastice indukuju
lokalne toxické ucinky ¢o vedie k zvysenej permeabilite hematoencefalickej bariéry,
ato umozni penetraciu lieCiva. Nanocastice moZzu byt transportované aj
endocytézou. AvSak najcastejSim spdsobom je transport nanoCastic do CNS
transcytozou. Moze vSak ist' aj o kombinaciu tychto mechanizmov. Je vSak nutny
d’al§i vyskum na objasnenie rozdielov v preprave u zdravych jedincov a u jedincov

postihnutych neurodegenerativnou chorobou. (13)

3.3.5 Vyuzitie nanocastic v oftalmologii

Pri aplikécii lieiv do oka je najvacS8im problémom kratka doba styku lieciva
s okom. Kvdli tomu sa zvy€ajne pouzivaji ocné kvapky s vysokymi koncentraciami
liecivej latky a musia sa Casto aplikovat’. Pri pouZiti nanocastic ako nosicov lie€iv sa
da predizit doba kontaktu, a tym aj absorpcia lie¢iv. To umoziiuje pouzit mensie

davky lieCiva, zvySovat’ t¢innost terapie a znizit’ frekvenciu davkovania. (7)
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3.3.6 Antibioticka rezistencia
Vyuzitim nanocastic sa da znizit' antibioticka rezistencia. Takuto schopnost’
maju nanocastice s oxidom zino¢natym, ktoré reaguju s proteinmi zacastiujucimi sa

rezistencie na antibiotika. (14)

3.4 Aktivna a pasivna cielena distribucia

Cielend distribucia umoziuje dopravu lie¢iv k poZzadovanym Struktiram
v organizme.(obrazok 3 -9 ). (1)

Obrizok 3-9 Aktivny a pasivny cieleny transport’

3.4.1 Aktivna distribucia

Pri aktivnej cielenej distribucii sa povrch nanocastic modifikuje tak, aby
obsahovali Specificku Cast’, ktord ich nasmeruje na miesto, kde maja pdsobit’. (1)
Nazyvaji sa aj ako, tzv. chytré nanocastice, kedZe reaguji na rdzne podnety
(iontové, fyzikalno-chemické, enzymatické), na vplyv ktorych uvolnia

enkapsulované liecivo. (3)

3.4.2 Pasivna distribucia

Pri pasivnej distriblicii zalezi na fyzikalno—chemickych vlastnostiach

nanocastic (napriklad lipofilita a velkost’ castic) a dochadza kich kumulacii

? Zdroj: https://www.researchgate.net/figure/Passive-versus-active-targeting-Left-In-

passive-targeting-particles-tend-to-passively figl 22932509021.07.2018 4:20:04
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na cielenom mieste. Jej priebeh sa 1isi na zdklade spdsobu podania do organizmu:

a) peroralna cesta podania, b) intravendzna cesta podania, c¢) inhalacna cesta podania.

“4)

3.4.2.1 Peroralna cesta podania

Pri  perordlnom poddvani lie¢iva, mnoho faktorov ovplyviluje jej
vstrebavanie, medzi ktoré patri rozpustnost’ a acidobazické vlastnosti lieCivej latky,
kysla hydrolyza v zaludku, first-pass efekt v peceni a iné. Hlavnym miestom
absorpcie pre vacSinu lieCiv je tenké crevo. Tenké crevo je pokryté velkym
mnozstvom klkov, ktoré zvacsuju jeho povrch, a tym sa zvySi aj vstrebavanie.
Enterocyty si miestom absorpcie latok z tenkého Creva. Z hl'adiska vstrebavania
nanocCastic su dolezité tzv. Peyerové platy, ktoré obsahuju M-bunky, a tie su
Specializované na endocytézu a uptake Castic cez lymfaticky systém. Pri tomto type
absorpcie zohravaju rolu najmé velkost, hydrofilita a povrch Castic. Tento sposob
podavania sa uplatituje pri chorobach, ako je Crohnova choroba, ulcerativna kolitida,

vredova choroba, pri ktorych cielené pdsobenie liec¢iva mé velké vyhody. (4,18)

3.4.2.2 Intravenozna cesta podania

Pri intravenoznej ceste podavania lieCiv zalezi hlavne na velkosti Castic.
Podmienkou dobrej distribucie v krvnom obehu je velkost Castic 5-6 um a tiez, aby
nedochadzalo k ich agregacii. Castice s velkostou mensou nez 100 nm neaktivuju
retikuloendotelialny systém, ich osud zdvisi od ich velkosti. MenSie Castice, ktoré st
schopné prechadzat’ fenestraciami v obli¢kach su z tela vyli¢ené okamzite. Ostatné
Castice zotrvavaju v tele dlhSiu dobu, aZ nakoniec sa zhromazd’uji v endotelidlnych
fenestraciach. Z toho dovodu sa moézu prednostne vyuzivat’ pri lieCbe chorob, ktoré
si spojené s naruSenim integrity epitelidlnych fenestracii. Castice s velkostou
v rozmedzi 100 nm az 6 pm su opsonizované a vychytavané retikuloendotelidlnym
systémom a zhromazd’'uju sa v peceni a slezine. To sa mdze vyuzit pri chorobach
sprevadzanych zapalom, ked’ sa monocyty a makrofagy nahromadia v mieste zapalu,
a tym aj nimi vychytané &astice. Specifickejsie posobenie dosiahneme tpravou
vel’kosti a povrchu nanocastic. Tento spdsob podania je vyhodny pri ochoreniach ako

reumaticka artritida, diabetes mellitus a iné. Castice s velkostou vd¢Sou nez 6 pm sa

22



kumuluju v plucach, st totiz priliS velké na to, aby boli vychytavané
retikuloendotelidlnym systémom. Vyhodou je, Ze mozu lokéalne pdsobit’ v plucach

napriklad pri rakovine pl'ic ¢i tuberkuloze. (5,4)

3.4.2.3 Inhalacna cesta podania

Inhalatnd cesta podania je neinvazivny spdsob aje  vhodna
k wvyvolaniu lokalnych, ale aj systémovych ucinkov lie¢iva. Lokalny ucinok
v pl'icach sa uprednostiiuje pri plicnych ochoreniach, napriklad tuberkuléza, astma,
CHOPN (chronickd obstrukénd plticna nemoc) a dalSie. Podané lieivo nebude
pOsobit’ na cely organizmus, len priamo v mieste u¢inku. Lie¢ivo sa v pl'icach méze
dostat’ do systémovej cirkulacie cez tenky epitel. Okrem toho, Ze ide o neinvazivny
spdsob podania, je tato cesta podania vhodna aj preto, ze sa vyhyba first-pass efektu
a umoziuje podanie lieCiv charakteru peptidov a proteinov, ktoré by pri inom
sposobe boli degradované. Osud inhalovanych nanocastic zavisi na velkosti Castic,

ich fyzikalno-chemickych vlastnosti a od zdravotného stavu pl'ic pacienta. (4,18)

3.5 Mikroenkapsulacia

Mikroenkapsulacia, alebo tzv. drug loading je proces pri ktorom sa lieciva
latka inkorporuje do nanocastice. Moze prebiehat’ dvoma spdsobmi. Prvy spdsob je
inkorporacia pocas procesu pripravy nanocastic, a druhy spdsob je adsorpcia
na hotové nanocastice.

Lieciva latka moze byt enkapsulovana do réznych Casti nanocastice. Moze sa
nachadzat’ napriklad v jadre, v membrane, mdze byt naadsorbovand na povrch.
Do nanocastice nemusi byt’ enkapsulovana len jedna lie€iva latka, ale moZe to byt aj
ich kombindcia. (5) Miesto, kde sa presne bude enkapsulované lie¢ivo v nanocastici
nachadzat’ zavisi od jeho hydro-lipofilnych vlastnosti. V pripade lipozomov sa
hydrofilné liecivd nachadzajii v hydrofilnom jadre a lipofilné lieciva v lipofilnom

obale. (8)

3.6 Priprava nanocastic

Nanocastice sa pripravuji, bud’ polymerizaciou alebo z vopred pripravenych

polymérov. (3) Obe typy pripravy sa moézu uskutochovat viacerymi metodami.
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Volba metody zavisi na vlastnostiach lieCiva, ktoré ma byt do nanocastice

enkapsulované a na spdsobe podévania do organizmu. (15)

3.6.1 Priprava nanoc¢astic polymerizaciou

Polymerizacia z monomérov je vyhodnd pre pripravu nanocastic
so ziadanymi vlastnostami. Su dve hlavné metédy polymerizacie, ato emulzna

polymerizécia a medzifazova polymerizacia. (16)

3.6.1.1 Emulzna polymerizacia

Emulznd polymerizacia patri medzi najrychlejSie metody na pripravu
nanoCastic. Podl'a charakteru kontinudlnej fazy rozliSujeme dva typy emulznej
polymerizécie. Kontinudlna faza mdze byt vodného alebo organického charakteru.

Vodna kontinudlna faza je spravidla tvorena vodnym roztokom. V tejto faze
st rozpustené monoméry. Prvym krokom polymerizacie je iniciacnéd reakcia. Ako
iniciatori sa daju pouzit’ rozne faktory, a to i6n, vol'ny radikal alebo iniciacia sa moze
vyvolat’ oziarenim. Pri tomto procese dochadza bud’ k zrdzke monoméru s ibnom ¢i
radikalom, alebo vplyvom ziarenia vznikd modifikovany, iniciovany monomér.
Reakcia sa $iri zrazkami iniciovaného monoméru s ostatnymi monomérmi, pri¢om
dochédza k ich iniciécii.

Organicka kontinudlna faza — pri jej pouZiti sa monomér nachadza vo faze,
kde nie je rozpustny, alebo je dispergovany v emulzii ¢i inverznej mikroemulzii.
Od tejto metddy sa uptsta kvoli pouzivaniu organickych rozpustadiel, ktoré maju

vyznamnu toxicitu. (16)

3.6.1.2 Medzifazova polymerizacia

Pri tejto metdode st monoméry zvlast rozpustené v dvoch navzajom
nemiesSatelnych fizach, ato vo vodnej aorganickej fize. Prvym stupniom
polymerizécie je iniciacna reakcia, v ktorej vznikaju iniciované monoméry. K reakcii
dochadza na medzifdze dvoch navzajom nemiesatelnych kvapalin. Hlavnou vyhodou
tohto typu polymerizacie je, Ze enkapsuldcia lie¢iva prebieha vel'mi Uc¢inne. Jej

nevyhodou je vyuzivanie organickych rozpuastadiel. (15,16)
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3.6.2 Priprava nanocastic z vopred pripravenych polymérov

Pri priprave nanocastic sa vyuzivaju r6zne metody, a to:
a) odparovanie rozpustadla,

b) nanoprecipitécia,

c) vysolovanie,

d) technoldgia so superkritickou kvapalinou.

3.6.2.1 Odparovanie rozpust’adla

Odparovanie rozpustadla je najstarSia metdda pripravy nanocastic
(obrazok 3 — 10). Tato metdda je spojend s pripravou emulzii, ktoré moézu byt
jednoduché (napriklad olej vo vode) a zlozité¢ (napriklad (voda v oleji) vo vode).
Olejovu fazu tvori polymér rozpusteny v organickom rozpustadle a vo vodnej faze sa
nachédzaji stabilizatory. Najprv sa robi homogenizacia alebo ultrasonikicia,
po ktorej sa organické rozpustadlo odpari, pricom sa stale magneticky miesa. Potom
mozZu byt Castice ultracentrifugované a premyté destilovanou vodou pre odstranenie
pridavkov. Nakoniec sa lyofilizuje. Podmienky pripravy maji vplyv na vysledn
velkost’, ale aj na zeta potencidl nanocastic. Ako organické rozptstadla sa pouzivaju
predovSetkym etylacetat, chloroform a dichlormetan, pricom od poslednych dvoch
menovanych rozptstadiel sa upusta kvoli ich toxicite. Ako stabilizatory sa pouzivaju
polyvinylalkohol (dalej PVA), span, pluronic, poloxamery a iné. Vyber stabilizatoru
zavisi na konkrétnom type polyméru. (15) Tato metodda je pouzitelnd vacSinou pre

lipofilné latky. NajcastejSie pouzivané polyméry su: PLGA, PLA, PCL a iné. (16)
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Obrazok 3-10 Odparovanie rozpustadla'
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3.6.2.2 Nanoprecipitacia

Nanoprecipiticia ma velmi jednoduchy a rychly priebeh (vid’. obrdzok 3 —
11). Touto metddou mozeme dostat’ nanotobolky aj nanosféry pozadovanej vel'kosti
a stability. Pri nanoprecipitacii k vodnej faze, ktora sa stdle magneticky miesa, sa
pomaly pridava olejova faza, pricom dochadza k rychlej difuzii, a tym k vzniku
nanocastic. Nanoprecipitacie sa zacastiiuji polymér, rozpustadlo, v ktorom je
polymér rozpustny, a rozpustadlo, v ktorom polymér nie je rozpustny. Z polymérov
sa dava prednost’ tym, ktoré su malo toxické a biodegradovatelné. Tymto kritériam
vyhovuju biodegradovatel'né polyestéry: PLA, PLGA, PCL, ktoré sa volia
najcastejsie. Organickou fazou, v ktorej sa polymér rozpusta je najCastejSie aceton
kvoli nizkej toxicite, ale moZe sa pouzit’ aj acetonitril, etanol, hexan, dioxan a iné¢,
alebo aj zmesi acetoénu s vodou alebo organickym rozptstadlom. Organicka faza sa
moZe I'ahko odstranit’ vyparovanim.

Vodné faza je rozpustadlo, v ktorej je polymér nerozpustny, spravidla sa

v lom nachadza surfaktant. Zmenami podmienok nanoprecipiticie moZeme dostat’

" Zdroj:  https://www.researchgate.net/figure/Preparation-of-NPs-by-emulsion-

evaporation-method figd 29267190321.07.2018 4:31:52
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nanocastice so ziaducimi vlastnostami, ako st velkost a stabilita. Napriklad musi
byt vhodne zvoleny typ aj koncentracia surfaktantu, pretoze to ovplyviiuje vysledné

vlastnosti nanocastic. (15)

Obrazok 3-11 Nonoprecipitacia''

Polymer precipitation

| —
| —
syringe pum ), “of
R e ..._:0 l:kll:a‘ﬂ__, Solvent diffusion
Magnetic stirrer bar Stabilizer

3.6.2.3 Vysolovanie

Vysolovanie na rozdiel od inych metdd sa vyhyba pouzitiu surfaktantov
a chlérovanych rozpustadiel, ktoré maja toxicky vplyv na organizmus. Namiesto
toho pri tejto metdde sa Casto krat pouzivaju chlorid hore¢naty, chlorid vapenaty a
octan horecnaty, ¢im sa dosiahne salting-out efekt. Emulzia je formulovana
s polymérom rozpustnym vo vode a emulgacia polyméru je dosiahnuta rozpistanim
vysokej koncentracie soli vo vodnej faze. Tato metdda sa da optimalizovat’ vol'bou
typu a koncentracie salting-out agentu, typom pouzitého polyméru a rozpustadla.

(15)

3.6.2.4 Technologia so superkritickou kvapalinou

Technoldgia so super kritickou kvapalinou je environmentéalne bezpecnejsia
metdda na pripravu nanocastic. Pri jej prevedeni nie je potrebné pouZzivat’ organické
rozpustadla a ziskavaju sa nanocastice s vysokou Cistotou. St dva mozné spdsoby jej

prevedenia:

H Zdroj: https://www.researchgate.net/figure/Preparation-of-NPs-by-
nanoprecipitation-method fig3 29267190321.07.2018 4:33:24
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1. RESS- rapid expansion of supercritical solution,
2. RESOLV- rapid expansion of supercritical solution into liquid solvent.
Nevyhodou RESS je nutnost’ pouzitia PLA s malou molekulovou hmotnostou

a v nizkych koncentraciach. (15,21)

3.7 Fyzikalno-chemické vilastnosti nanocastic

Cely osud nanocastic v organizme zavisi od ich fyzikdlno-chemickych
vlastnosti. Upravou jednotlivych vlastnosti nanoCastice sa da dosiahnut’, aby
nanocCastica pdsobila na presne ur€enom mieste. Optimalizacia tychto vlastnosti sa
da dosiahnut’ upravou jednotlivych faktorov pri priprave nanocastic. Medzi tieto
faktory patria: a) volba vhodného polyméru, b) volba vhodného rozpustadla,

¢) vhodna metdda pripravy.

3.7.1 Velkost castic

Tento parameter je dolezity preto, ze ma vplyv na mnohé aspekty. Jednak
stvisi so stabilitou, ale tiez aj s rychlostou uvolnenia liecivej latky a s tym, kam sa
bude v organizme distribuovat. Nanocastice so svojou velkostou 1 az 1000 nm
na rozdiel od mikrocastic, ktoré si od nich vécsie, su vhodnejsie k intraven6znemu
podavaniu, pretoze maju schopnost’ sa dostat’ aj cez najmensie kapilary. (5)

Velkost’ Castic sa meria metédou dynamického rozptylu svetla, pri ktorej sa
hodnoti hydrodynamicky priemer. Castice vykonavaju Brownov pohyb, ktory je
zavisly na viskozite, teplote a velkosti castic. Vztah medzi velkostou Ccastic

a rychlost'ou ich pohybu vyjadruje Stokes-Einsteinova rovnica. (17)

kT
~ 3mnD

d(H)

Kde d(H) je hydrodynamicky priemer castice, k je Boltzmmanova konStanta,

T absolutna teplota, n viskozita disperzného prostredia, D koeficient difuzie.

3.7.2 Zeta potencial

Zeta potencial (ZP) je elektricky potencial, ktory vznika pri kontakte nanocastice
s vodnym roztokom na jej povrchu. Vysvetl'uje spravanie sa nanocastic v suspenznej

alebo emulznej formulacii. Sluzi na predpovedanie stability nanocastic. Velka
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stabilitu maju nanocastice so zeta potencidlom =+£30 mV. Zeta potencidl moze

nadobudat’ kladné ale aj zadporné hodnoty.(19,20)
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4 Experimentalna ¢ast’

4.1 Pouzité suroviny

Pri experimentalnej Casti boli pouzité nasledovné suroviny:
e Polymér — PLGA (1:1) (polylaktid-ko-glykolid), bol syntetizovany na KFT,
FaF, Hradec Kralové;
e Surfaktanty:
v" Pluronic® F-127, Sigma-Aldrich, Praha,
v" Kolliphor® P-188, Sigma-Aldrich, Praha,
v' Span 20, Sigma-Aldrich, Praha,
v" Tween 20, Sigma-Aldrich, Praha,
v" Polyvinylalkohol, Sigma-Aldrich, Praha,
e Cistena voda (reverzna osmoéza, FaF UK);
e Organické rozpustadla
v" Dichlormetan, Honeywell, Olomouc,
v" Aceton, Penta, Chrudim,
v Etanol, Penta, Chrudim,

e Rodamin B, Sigma-Aldrich, Praha.

4.2 Pouzité pristroje
Pri experimentalnej Casti boli pouzité nasledovné nastroje:
e Analytické vahy Ohaus discovery (Ohaus, Grefensee, Svaj¢iarsko), max.
210g, d=0,1 mg;
e Vihy Kern 440-53N (Kern, Balingen, Nemecko), max. 400g, d=0,01 g
e Homogenizator Ultra Turrax T10 basic (IKA, Staufen, Nemecko)
8000-30000 ot./min., 6 pasiem
e Nanosizer ZS 90, (Malvern Panalytical, Malvern, Spojen¢ kralovstvo)
e Magnetickd mieSacka IKA-WERKE RT 5 power (IKA, Staufen, Nemecko),
100-1000 ot./min, Ika
e Stopky DS 35 ZPA PRAGOTRON (Pragotron, Praha, Ceska republika)
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e Spektrofotometer Helios ¥ (Thermo scientifica, VarSava, Pol'sko)

4.3 Vlastnosti pouZitych surfaktantov

Kolliphor® P-188 a Pluronic® F-127 su to triblokové kopolyméry, ktoré
sluZia na zlepSenie rozpustnosti a biologickej dostupnosti u u€¢innych latok so zlou
rozpustnostou. Mozu sa pouzit aj ako plastifikaéné cinidlo, solubilizator
a emulgator. Kolliphor® P-188 mé& hodnotu hydrofilne-lipofilnej rovnovahy
(dalej HLB) > 24. Pluronic® F-127 HLB = 22. HLB vyjadruje polaritu molekuly.
Relativna molekulovd hmotnost’ (d’alej Mw) Kolliphoru® P-188 je 7,680 — 9,510
g/mol, Pluronicu® F-127 Mw= 12 600 g/mol.

Polyvinylalkohol - (C,H4O)x, je synteticky polymér ziskany hydrolyzou
polyvinylacetatu. Je rozpustny vo vode azmesi vody s alkoholmi. Rozpustnost
vo vode vSak klesd s molekulovou hmotnostou. Vyuziva sa predovsSetkym ako
lubrikant v oftalmolégii a pouziva sa aj ako stabilizator pri priprave nanocastic.
Mw = 31 500-50 000g/mol, ¢iastocne hydrolyzovany.

Span 20 - C18 H3406, Tween 20 - CssH;140,6 st neionické surfaktanty
s vysokou kompatibilitou a stabilitou. St to vysoko efektivne solubilizatory
a emulgatory. Span 20 je ziskavany dehydrataciou zo sorbitolu a Tweeny sa
ziskavaju etoxylaciou Spanu. Rozpustnost’ Spanu vo vodnom prostredi sa znizuje
so stupfiom etoxylacie. Span 20 ma HLB = 16,7, Mw = 346,46 g/mol, Tween 20
HLB = 15,6 ; Mw = 1227,54 g/mol.

4.4 Pouzité metody

V experimentalnej Casti boli pouZité tri metdody:
a) emulzna metdda,
b) nanoprecipitécia,

¢) mikroenkapsulacia.
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4.4.1 Emulzna metoda

Pomocou analytickych vah sa navazi do Siestich kadi¢iek vopred pripraveny
polymér PLGA. Do troch kadiciek sa navazi po 25mg a do d’alsich troch po 12,5mg
polyméru PLGA. Do kaZzdej kadi¢ky sa pridd 1ml organického rozpustadla-
dichlérmetanu. Zvlast do troch kadiciek sa pripravi 20 ml roztokov surfaktantu
vtroch koncentraciach nasledovne: 0,1%; 0,5%; 1%.

(Pozn.v pripade polyvinylalkoholu sa este pridd aj 6 ml etanolu do kazdej kadicky
kvoli rozpustnosti). Pouzité rozpustadlo pri priprave roztokov surfaktantu je Cistena
voda. Pomocou pipety 10 ml roztokov surfaktantu priddme do kazdej kadicky

obsahujuci polymér, tak aby sme ziskali nasledovné roztoky:

Vzorka €. Mnozstvo PLGA Roztok surfaktantu
1. 12,5mg 0,1%
2 12,5mg 0,5%
3 12,5mg 1,0%
4. 25,0mg 0,1%
5 25,0mg 0,5%
6 25,0mg 1,0%

Do kadi¢ky ponorime hlavicu homogenizatora pod hladinu kvapaliny a dve minuty
homogenizujeme s pouzitim maximalneho vykonu. Tento postup opakujeme
u kazdého roztoku. Po homogenizacii do kazdej kadi¢ky priddme miesatko a ulozime
ho na magnetické mieSadlo. Roztoky ponechdme v digestore na magnetickej
mieSatke 2 hodiny az do odparenia organického rozpustadla. Po odpareni
organického rozpustadla sa roztoky prislusne zriedia a prefiltruja. Pouzije sa 0,8um
membranovy filter. Vel'kost' nanocastic sa potom meria pomocou pristroja Zetasizer.
Pri merani ziskame aj hodnotu index polydisperzity (PDI) a nasledne sa pomocou

Zetasizeru nameria aj zeta potencial.
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4.4.2 Nanoprecipitacia

Pri nanoprecipitacii sa postupuje nasledovne:

Pomocou analytickych vah sa navazi do Siestich kadiciek vopred pripraveny polymér
PLGA. Do troch kadiciek sa navazi po 25mg a do d’alSich troch po 12,5mg polyméru
PLGA. Zvlast do Siestich kadi¢iek sa pripravia roztoky surfaktantu po dvoch
kadickéach s koncentraciou0,1%; 0,5% a 1%. Spolu sa pripravi Sest kadiCiek
surfaktantu. V kazdej kadicke je po 10 ml roztoku surfaktantu. Do kadiciek
s polymérom PLGA priddme 1 ml organického rozpustadla - aceténu, aby sa
polymér rozpustil. Roztok potom nasajeme do injekcnej striekacky a po kvapkach
pridame do roztoku surfaktantu. Postupne si pripravime roztoky. Do kazdej kadicky
pridame mieSatko a ulozime ho do digestora na magnetické mieSadlo. Roztoky sa
mieSaji zhruba dve hodiny az do odparenia organického rozpustadla. Po odpareni
organického rozpustadla sa roztoky zriedia. Pomocou Zetasizeru potom zistujeme

velkost’ Castic, index polydisperzity a ich zeta potencial.

4.4.3 Mikroenkapsulacia

Pomocou analytickych vah sa navazi do Siestich kadi¢iek vopred pripraveny
polymér PLGA. Do troch kadi¢iek sa navazi po 25mg a do d’alSich troch po 12,5mg
polyméru PLGA. Do vsetkych kadiciek sa potom prida 250ug rodaminu B. Nasledne
sa do kazdej kadiCky prida 1ml organického rozpustadla- dichlormetanu. ZvIast
do troch kadiCiek sa pripravia roztoky surfaktantu v troch koncentracidch
nasledovne: 0,1%; 0,5%; 1%. Pouzité rozpustadlo pri priprave roztokov surfaktantu
je cistend voda. Pomocou pipety 10 ml roztokov surfaktantu priddme do kazdej
kadicky obsahujuci polymér, tak aby sme ziskali roztoky. Do kadi¢ky ponorime
hlavicu homogenizatora pod hladinu kvapaliny a dve mintaty homogenizujeme
pouzitim maximalneho vykonu. Tento postup opakujeme u kazdého roztoku.
Po homogenizécii do kazdej kadicky priddme mieSatko a ulozime ho do digestora
na magnetické mieSadlo. Roztoky sa mieSaji zhruba dve hodiny az do odparenia

organického rozpustadla. Po odpareni organického rozpustadla sa roztoky zriedia
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a prefiltruju. V tomto pripade sa realizuju dve filtracie kazdého pripraveného
roztoku. Pri prvej filtracii sa pouzije membranovy filter 0,45 um a pri druhe;j filtracii
0,20 um. Po ukonleni filtracie sa pomocou spektrofotometra meria absorbancia
rodaminu B pri vinovej dizke 556 nm. Z nameranych hodnét bola zostrojena

kalibracna krivka (Obr. 4 — 1) a z nej ziskana hodnota koncentracie enkapsulovaného

rodaminu B.
Kalibrac¢na krivka rodaminu B
3,5
3 y=0,1601x- 0,144  _.-®
25 R2=0,9869 .
.g ‘.-'
E 2
515 a e
=
= 1
0,5 L
¢
0
0 5 10 15 20 25
¢ [ug/ml]
® A(556nm) e Linearny (A (556nm))

Obrazok 4-1 Kalibra¢na krivka rodaminu B

Na osi x je znazornend koncentracia enkapsulovaného rodaminu B a na osi y je

zobrazena absorbancia.
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5 Vysledky

5.1 Emulzna metoda

Pouzité skratky meranych veli¢in:

v' Z-Ave- velkost ¢astic

v" PDI- index polydisperzity

v’ ZP- zeta potencial

Tabul’ka 5-1 Vel’kost’ ¢astic pripravenych za pritomnosti Kolliphoru ® P-188 pri emulznej

metode
Priemerna | Smerodajna
Mnozstvo | Roztok Priemerny | Smerodajna
Vzorka Z-Ave odchylka
PLGA | surfaktantu PDI odchylka PDI
d [nm] Z-Ave
¢.1 12,5mg 0,1% 178,7 +1,819 0,237 +0,010
¢.2 12,5mg 0,5% 118,8 +0,700 0,220 +0,013
¢.3 12,5mg 1,0% 127,6 +0,700 0,266 +0,016
¢.4 25mg 0,1% 0 0 0 0
¢.5 25mg 0,5% 169,9 +0,577 0,192 +0,004
¢.6 25mg 1,0% 116,2 +0,500 0,158 +0,008

Poznamka: U vzorky ¢.4 polymér vypadol z roztoku a nedoslo ku vzniku nanocastic
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Zavislost’ vel’kosti Castic pripravenych
za pritomnosti Kolliphoru ® P-188
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Graf 5-1 Zavislost’ vel’kosti ¢astic pripravenych za pritomnosti Kolliphoru ® P-188 pri emulznej

metode
Zavislost’ PDI ¢astic pripravenych za pritomnosti
Kolliphoru® P-188
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MnoZstvo PLGA a koncetracia pridaného surfaktantu

Graf 5-2 Zavislost’ PDI &astic pripravenych za pritomnosti Kolliphoru® P-188 pri emulznej

metode
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Tabul’ka 5-2 Zeta potencial castic pripravenych za pritomnosti Kolliphoru® P-188 pri emulznej

metdode
Mnozstvo Roztok Priemerny Smerodajna
Vzorka
PLGA surfaktantu ZP [mV] odchylka ZP
¢.1 12,5mg 0,1% -25,6 +1,760
¢.2 12,5mg 0,5% -22,1 +0,819
¢.3 12,5mg 1,0% -20,7 +0,666
¢4 25mg 0,1%
¢.5 25mg 0,5% -19,1 +0,902
¢.6 25mg 1,0% -17,5 +0,569

Poznamka: U vzorky ¢.4 ZP nemerand veli¢ina.

Zavislost’ zeta potencialu ¢astic pripravenych
za pritomnosti Kolliphoru® P-188

Mnozstvo PLGA a koncetracia surfaktantu

30
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— 2 T
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0
0,1% 0,5% 1,0% 0,1% 0,5% 1,0%
12,5mg 12,5mg 12,5mg 25mg 25mg 25mg

Graf 5-3 Zavislost’ zeta potencialu Castic pripravenych za pritomnosti Kolliphoru® P-188

pri emulznej metode

37



Tabul’ka 5-3 Vel’kost’ Castic pripravenych za pritomnosti Pluronicu ® F-127 pri emulznej

metode
Priemernd | Smerodajna
Mnozstvo | Roztok Z-Ave odchylka |Priemerny| Smerodajna
Vzorka| PLGA |surfaktantu| d[nm] Z-Ave PDI odchylka PDI
¢.1 12,5mg 0,1% 202,0 +0,6506 0,216 +0,018
¢.2 12,5mg 0,5% 170,1 +3,3560 0,272 +0,033
¢.3 12,5mg 1,0% 185,1 +0,4163 0,284 +0,011
¢4 25mg 0,1% 143,5 +1,7350 0,384 +0,014
¢.5 25mg 0,5% 163,1 +0,0000 0,237 +0,000
c.6 25mg 1,0% 167,3 +1,4190 0,295 +0,024
Zavislost’ vel’kosti ¢astic pripravenych
za pritomnosti Pluronicu® F-127
250,0
200,0 —pod

T I

= I I I

=100 — I —

=

5]

21000 — 1 —

N

500 — — — —
202,0 170,1 185,1 143,5 163,1 167,3

0,0
‘ 0,1% ‘ 0,5% ‘ 1,0% ‘ 0,1% ‘ 0,5% ‘ 1,0% ‘

‘ 12,5mg ‘ 12,5mg ‘ 12,5mg‘ 25mg ‘ 25mg ‘ 25mg ‘
MnozZstvo PLGA a koncetracia pridaného surfaktantu

Graf 5-4 Zavislost’ vel’kosti ¢astic pripravenych za pritomnosti Pluronicu ® F-127 pri emulznej

metode
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Graf 5-5 Zavislost’ PDI castic pripravenych za pritomnosti Pluronicu® F-127 pri emulznej

metode

Tabul’ka 5-4 Zeta potencial ¢astic pripravenych za pritomnosti Pluronicu® F-127 pri emulznej

metdde

Mnozstvo Roztok Priemerny Smerodajna
Vzorka PLGA surfaktantu ZP [mV] odchylka ZP

¢.1 12,5mg 0,1% 21,2 +1,270

¢.2 12,5mg 0,5% -23.8 +0,666

¢.3 12,5mg 1,0% -39,2 +2,110

c.4 25mg 0,1% -23,6 +0,907

¢.5 25mg 0,5% -22,6 +1,270

¢.6 25mg 1,0% -12,5 +1,150
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Zavislost’ zeta potencialu ¢astic pripravenych
za pritomnosti Pluronicu ® F-127
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Mnozstvo PLGA a koncetracia surfaktantu

Graf 5-6 Zavislost’ zeta potencidlu ¢astic pripravenych za pritomnosti Pluronicu® F-127

pri emulznej metode

Tabul’ka 5-5 Velkost’ Castic pripravenych za pritomnosti polyvinylalkoholu pri emulznej

metdode
Priemerna | Smerodajna
Mnozstvo | Roztok Z-Ave odchylka |Priemerny| Smerodajna
Vzorka| PLGA |surfaktantu| d[nm] Z-Ave PDI odchylka PDI
¢.1 12,5mg 0,1% 287,1 0,707 1,910 +0,019
¢.2 12,5mg 0,5% 392,1 0 0,293 0
¢.3 12,5mg 1,0% 274,8 +5,991 0,341 +0,036
¢.4 25mg 0,1% 307,6 +14,240 0,317 +0,023
¢.5 25mg 0,5% 2227 +6,930 0,221 +0,015
¢.6 25mg 1,0% 406,0 +6,630 0,113 +0,056
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Zavislost’ vel’kosti Castic pripravenych
za pritomnosi polyvinylalkoholu
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Graf 5-7 Zavislost’ vel’kosti ¢astic pripravenych za pritomnosti polyvinylalkoholu pri emulznej

metode

Zavislost® PDI Castic pripravenych za pritomnosti
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Graf 5-8 Zavislost” PDI castic pripravenych za pritomnosti polyvinylalkoholu pri emulznej

metode
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Tabulka 5-6Zeta potencial c¢astic pripravenych za pritomnosti polyvinylalkholu pri emulznej

metdde
Mnozstvo Roztok Priemerny Smerodajna
Vzorka PLGA surfaktantu ZP [mV] odchylka ZP
¢.1 12,5mg 0,1% -12,9 +1,10
¢.2 12,5mg 0,5% -16,5 +1,81
¢.3 12,5mg 1,0% -19.9 +1,08
¢.4 25mg 0,1% -10,6 +1,11
¢.5 25mg 0,5% -14,2 0
¢.6 25mg 1,0% -16,5 0
Zavislost’ zeta potencialu Castic pripravenych
za pritomnosti polyvinylalkoholu
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Graf 5-9 Zavislost’ zeta potencialu cCastic pripravenych za pritomnosti polyvinylalkoholu

pri emulznej metode
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Tabulka 5-7Velkost’ ¢astic pripravenych za pritomnosti Span 20 pri emulznej metéde

Priemernad | Smerodajna
Mnozstvo | Roztok Z-Ave odchylka |Priemerny| Smerodajna
Vzorka| PLGA |surfaktantu| d[nm] Z-Ave PDI odchylka PDI
¢.1 12,5mg 0,1% 313,5 +4,375 0,319 +0,072
¢.2 12,5mg 0,5% 2283 +3,213 0,214 +0,023
¢.3 12,5mg 1,0% 237,0 +2,358 0,253 +0,058
¢.4 25mg 0,1% 3944 +17,890 0,387 +0,037
¢.5 25mg 0,5% 198,1 0 0,177 0
¢.6 25mg 1,0% 205,0 +5,894 0,211 +0,020
Zavislost’ vel’kosti Castic pripravenych za pritomnosti
Span 20
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—= 350
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12,5mg 12,5mg 12,5mg 25mg 25mg 25mg

Mnozstvo PLGA a koncentracia surfaktantu

Graf 5-10 Zavislost’ vel’kosti ¢astic pripravenych za pritomnosti Span 20 pri emulznej metode
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Graf 5-11 Zavislost’ PDI ¢astic pripravenych za pritomnosti Span 20 pri emulznej metode

Tabulka 5-8 Zeta potencial Castic pripravenych za pritomnosti Span 20 pri emulznej metode

Mnozstvo Roztok Priemerny Smerodajna

Vzorka PLGA surfaktantu ZP [mV] odchylka ZP
¢.1 12,5mg 0,1% -46,0 +1,370
¢.2 12,5mg 0,5% -33,7 +0,404
¢.3 12,5mg 1,0% -34,6 +0,436
c.4 25mg 0,1% -37,6 +1,540
¢.5 25mg 0,5% -35,3 +1,840
¢.6 25mg 1,0% -33,2 0,700
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Graf 5-12 Zavislost’ zeta potencidlu Castic pripravenych za pritomnosti Span 20 pri emulznej

metode

Tabul’ka 5-9 Velkost’ ¢astic pripravenych za pritomnosti Tween 20 pri emulznej metode

Priemernd | Smerodajna
Mnozstvo | Roztok Z-Ave odchylka |Priemerny| Smerodajna
Vzorka| PLGA |surfaktantu| d[nm] Z-Ave PDI odchylka PDI
¢.1 12,5mg 0,1% 372,8 0 0,27 0
¢.2 12,5mg 0,5% 3574 +4,102 0,316 +0,011
¢.3 12,5mg 1,0% 3924 0 0,322 0
c.4 25mg 0,1% 516,8 0 0,341 0
¢.5 25mg 0,5% 276,2 0 0,273 0
¢.6 25mg 1,0% 320,8 0 0,297 0
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Graf 5-13 Zavislost’ vel’kosti ¢astic pripravenych za pritomnosti Tween 20 pri emulznej metode
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Graf 5-14 Zavislost’ PDI ¢astic pripravenych za pritomnosti Tween 20 pri emulznej metéde
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Tabulka 5-10 Zeta potencial Castic pripravenych za pritomnosti Tween 20 pri emulznej metode

MnozZzstvo Roztok Priemerny Smerodajna
Vzorka PLGA surfaktantu ZP [mV] odchylka ZP
¢.1 12,5mg 0,1% -39.,8 +2,620
¢.2 12,5mg 0,5% -25,7 +2,100
¢.3 12,5mg 1,0% -27,5 +0,539
c.4 25mg 0,1% -27,0 +1,200
¢.5 25mg 0,5% -23,5 0
¢.6 25mg 1,0% -22,5 0

Zavislost’ zeta potencialu Castic pripravenych
za pritomnosti Tween 20

—30
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= 20
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12,5mg 12,5mg 12,5mg 25mg 25mg 25mg
Mnozstvo PLGA a koncentracia surfaktantu

Graf 5-15Zavislost’ zeta potenciilu ¢astic za pritomnosti Tween 20 pri emulznej metode
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5.2 Porovnanie vysledkov pri emulznej metdode

Tabul’ka 5-11 Porovnanie vysledkov velkosti castic,c PDI a ZP pri emulznej metode

s mnoZstvom PLGA 12,5 mg

Priemerna
Z-Ave Priemerny Priemerny

Nazov surfaktantu roztok d [nm] PDI ZP [mV]
Kolliphor® P-188 0,1% 178,7 0,237 -25,6
Kolliphor® P-188 0,5% 118,8 0,220 -22,1
Kolliphor® P-188 1,0% 127,6 0,266 -20,7
Pluronic® F-127 0,1% 202 0,216 21,2
Pluronic® F-127 0,5% 170,1 0,272 -23.8
Pluronic® F-127 1,0% 185,1 0,284 -39,2
Polyvinylalkohol 0,1% 287,1 1,910 -12,9
Polyvinylalkohol 0,5% 392,1 0,293 -16,5
Polyvinylalkohol 1,0% 274,8 0,341 -19.9
Span20 0,1% 313,5 0,319 -46,0
Span20 0,5% 228.3 0,214 -33,7
Span20 1,0% 237,0 0,253 -34,6
Tween20 0,1% 372,8 0,270 -39.8
Tween20 0,5% 3574 0,316 -25,7
Tween20 1,0% 392.4 0,322 -27,5

48




Graf 5-16 Porovnanie velkosti ¢astic za pritomnosti jednotlivych surfaktantov pri emulznej

metode s mnoZstvom PLGA 12,5 mg

Porovnanie velkosti ¢astic za pritomnosti
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Koncentracia roztoku surfaktantu

Graf 5-17 Porovnanie PDI ¢astic za pritomnosti jednotlivych surfaktantov pri emulznej metode

s mnozstvom PLGA 12,5 mg
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Graf 5-18 Porovnanie ZP ¢astic za pritomnosti jednotlivych surfaktantov pri emulznej metéde

s mnoZstvom PLGA 12,5 mg

Porovnanie ZP Castic za pritomnosti jednotlivych
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i Polyvinylakohol
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Tabul’ka 5-12 Porovnanie velkosti ¢astic, PDI a ZP pri emulznej metéde s mnozstvom PLGA

25 mg
Priemerna
Z-Ave Priemerny Priemerny
Nézov surfaktantu roztok d [nm] PDI ZP [mV]
Kolliphor® P-188 0,1% 0
Kolliphor® P-188 0,5% 169,9 0,192 -19,1
Kolliphor® P-188 1,0% 116,2 0,158 -17,5
Pluronic® F-127 0,1% 143,5 0,384 -23.,6
Pluronic® F-127 0,5% 163,1 0,237 -22,6
Pluronic® F-127 1,0% 167,3 0,295 -12,5
Polyvinylakohol 0,1% 307,6 0,317 -10,6
Polyvinylakohol 0,5% 2227 0,221 -14,2
Polyvinylakohol 1,0% 406,0 0,113 -16,5
Span20 0,1% 3944 0,387 -37,6
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Priemerna

Z-Ave Priemerny Priemerny

Nézov surfaktantu roztok d [nm] PDI ZP [mV]
Span20 0,5% 198,1 0,177 -35,3
Span20 1,0% 205,0 0,211 -33,2
Tween20 0,1% 516,8 0,341 -27,0
Tween20 0,5% 276,2 0,273 -23.5
Tween20 1,0% 320,8 0,297 -22,5

Graf 5-19Porovnanie vel’kosti Castic za pritomnosti surfaktantov pri emulznej metode

s mnoZstvom PLGA 25 mg
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Graf 5-20 Porovnanie PDI ¢astic za pritomnosti jednotlivych surfaktantov pri emulznej metode

s mnoZstvom PLGA 25 mg
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Graf 5-21 Porovnanie ZP ¢astic za pritomnosti jednotlivych surfaktantov pri emulznej metode

s mnoZstvom PLGA 25mg
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5.3 Nanoprecipitacia

Tabulka 5-13Velkost

pri nanoprecipitacii

castic a PDI pripravenych za pritomnosti polyvinylalkoholu

Priemernd| Smerodajna
Z-Ave odchylka | Priemerny | Smerodajna
Mnozstvo | Roztok
Vzorka| PLGA |surfaktantu| d[nm] Z-Ave PDI odchylka PDI
¢.1 12,5mg 0,1% 162,8 +1,015 0,064 +0,019
¢.2 12,5mg 0,5% 160,6 +1,002 0,098 +0,020
¢3 12,5mg 1,0% 150,7 +0,600 0,138 +0,028
¢4 25mg 0,1% 189,7 +0,651 0,117 +0,027
¢.5 25mg 0,5% 196,4 +2,074 0,082 +0,027
¢.6 25mg 1,0% 199,4 +1,124 0,122 +0,024
Zavislost’ vel’kosti Castic pripravenych
za pritomnosti polyvinylalkoholu
_250
=
=
= 200
S
<150
N
100

0,5%

12,5mg
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0,1%
12,5mg
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25mg

Graf 5-22 Zavislost’

pri nanoprecipitacii

vel’kosti

castic pripravenych za pritomnosti polyvinylalkoholu
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Graf 5-23 Zavislost PDI ¢astic pripravenych za pritomnosti polyvinylalkoholu

pri nanoprecipitacii

Tabul’ka 5-14Zeta potencial castic pripravenych za pritomnosti polyvinylalkoholu

pri nanoprecipitacii

Mnozstvo Roztok Priemerny Smerodajna
Vzorka PLGA surfaktantu ZP [mV] odchylka ZP
¢.1 12,5mg 0,1% -14,5 +0,173
¢.2 12,5mg 0,5% -6,66 +1,510
¢.3 12,5mg 1,0% -5,13 +1,080
¢4 25mg 0,1% -6,66 +1,610
¢.5 25mg 0,5% -5,93 0
¢.6 25mg 1,0% -5,72 0

54



18
16

ZP [-mV]
S o

SN B~ N

Zavislost’ zeta potencialu ¢astic pripravenych

za pritomnosti polyvinylalkoholu

0,1%
12,5mg

0,5%

12,5mg
Mnozstvo PLGA a koncentracia surfaktantu

1,0%

12,5mg

0,1%
25mg

0,5%
25mg

1,0%
25mg

Graf 5-24Zavislost’ zeta potencialu castic pripravenych za pritomnosti polyvinylalkoholu

pri nanoprecipitacii

Tabulka 5-15 Vel’kost’ ¢astic pripravenych za pritomnosti Span 20 pri nanoprecipitacii

Priemernad | Smerodajna
Mnozstvo | Roztok Z-Ave odchylka |Priemerny| Smerodajna
Vzorka| PLGA |surfaktantu| d[nm] Z-Ave PDI Odchylka PDI
¢.1 12,5mg 0,1% 160,3 +1,301 0,256 +0,018
¢.2 12,5mg 0,5% 193,7 +3,553 0,114 +0,007
¢.3 12,5mg 1,0% 170,9 +1,664 0,177 +0,017
¢4 25mg 0,1% 992.3 +28,94 0,153 +0,134
¢.5 25mg 0,5% 230,3 0 0,314 0
¢.6 25mg 1,0% 331,8 0 0,392 0

Poznamka: Pri vzorkach ¢. 2 a ¢.3 bola nutna filtracia ( membranovy filter 0,8 um).
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Graf 5-25Zavislost’ vel’kosti ¢astic pripravenych za pritomnosti Span 20 pri nanoprecipitacii
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Graf 5-26 Zavilsot’ PDI ¢astic pripravenych za pritomnosti Span 20 pri nanoprecipitacii
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Tabulka 5-16 Zeta potencial Castic pripravenych za pritomnosti Span 20 pri nanoprecipitacii

Mnozstvo Roztok Priemerny Smerodajna
Vzorka PLGA surfaktantu ZP [mV] odchylka ZP
¢.1 12,5mg 0,1% -24.0 +0,058
¢.2 12,5mg 0,5% -35,5 +1,190
¢.3 12,5mg 1,0% -35,7 +2,420
¢4 25mg 0,1% 21,8 0
¢.5 25mg 0,5% -36,2 +0,566
¢.6 25mg 1,0% -39,1 +1,350
Zavislost’ zeta potencialu ¢astic pripravenych
za pritomnosti Span 20
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Graf 5-27 Zavislost’

pri nanoprecipitacii

zeta potencialu Castic pripravenych za pritomnosti Span
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Tabul’ka 5-17 Velkost’ ¢astic pripravenych za pritomnosti Tween 20 pri nanoprecipitacii

Priemernd | Smerodajna
Mnozstvo| Roztok Z-Ave odchylka |Priemerny| Smerodajna
Vzorka | PLGA |surfaktantu| d[nm] Z-Ave PDI odchylka PDI

¢.1 12,5mg 0,1% 120,9 +0,700 0,096 +0,021

¢.2 12,5mg 0,5% 121,3 +0,656 0,129 +0,024

¢.3 12,5mg 1,0% 130,3 +2,066 0,098 +0,023

c.4 25mg 0,1% 163,6 +1,762 0,106 +0,014

¢.5 25mg 0,5% 152,2 +2,339 0,119 +0,009

¢.6 25mg 1,0% 154,7 +2,026 0,118 +0,014

Zavislost’ vel’kosti ¢astic pripravenych
za pritomnosti Tween 20
__180
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Graf 5-28 Zavislost’ vel’kosti ¢astic pripravenych za pritomnosti Tween 20 pri nanoprecipitacii
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Graf 5-29 Zavislost’ PDI ¢astic pripravenych za pritomnosti Tween 20 pri nanoprecipitacii

Tabul’ka 5-18 Zeta potencial ¢astic pripravenych za pritomnosti Tween 20 pri nanoprecipitacii

Mnozstvo Roztok Priemerny Smerodajna
Vzorka PLGA surfaktantu ZP [mV] odchylka ZP
¢.1 12,5mg 0,1% -38,9 0
¢.2 12,5mg 0,5% -20,6 +0,404
¢.3 12,5mg 1,0% -26,1 +0,854
c.4 25mg 0,1% -29.8 +0,566
¢.5 25mg 0,5% -25,7 +0,971
¢.6 25mg 1,0% -19,4 0
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Graf 5-30Zavislost’ zeta potencialu castic pripravenych za pritomnosti Tween 20

pri nanoprecipitacii

5.4 Porovnanie vysledkov pri nanoprecipitacii

Tabulka 5-19 Porovnanie vel’kosti castic pripravenych za pritomnosti surfaktantov

pri nanoprecipitacii s mnozZstvom PLGA 12,5 mg

Priemerna
Z-Ave Priemerny Priemerny
Nézov surfaktantu roztok d [nm] PDI ZP [mV]
Polyvinylalkohol 0,1% 162,8 0,064 -14,5
Polyvinylalkohol 0,5% 160,6 0,098 -6,66
Polyvinylalkohol 1,0% 150,7 0,138 -5,13
Span20 0,1% 160,3 0,256 -24,0
Span20 0,5% 193,7 0,114 -35.5
Span20 1,0% 170,9 0,177 -35,7
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Porovnanie PDI castic pripravenych za pritomnosti
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Graf 5-32 Porovnanie PDI ¢astic za pritomnosti jednotlivych surfaktatnov pri nanoprecipitacii

s mnoZstvom PLGA 12,5 mg
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Graf 5-33 Porovnanie ZP castic za pritomnosti jednotlivych surfaktantov pri nanoprecipitacii

s mnoZstvom PLGA 12,5 mg
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Tabul’ka 5-20 Porovnanie velkosti

Castic

pri nanoprecipitacii s mnozstvom PLGA 25 mg

za pritomnosti jednotlivych

surfaktantov

Priemerna
Z-Ave Priemerny Priemerny
Nézov surfaktantu roztok d [nm] PDI ZP [mV]
Polyvinylalkohol 0,1% 189,7 0,117 -6,66
Polyvinylalkohol 0,5% 196,4 0,082 -5,93
Polyvinylalkohol 1,0% 199,4 0,122 -5,72
Span20 0,1% 992,3 0,153 21,8
Span20 0,5% 230,3 0,314 -36,2
Span20 1,0% 331,8 0,392 -39,1
Tween20 0,1% 163,6 0,106 -29.8
Tween20 0,5% 152,2 0,119 -25,7
Tween20 1,0% 154,7 0,118 -19,74

Porovnanie velkosti ¢astic za pritomnosti

s mnozstvom PLGA 25 mg

jednotlivych surfaktantov pri nanoprecipitacii
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Graf 5-34 Porovnanie velkosti ¢astic za pritomnosti jednotlivych surfaktantov

pri nanoprecipitacii s mnoZstvom PLGA 25 mg
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Porovnanie PDI castic za pritomnosti jednotlivych
surfaktantov pri nanoprecipitacii s mnozstvom
PLGA 25 mg
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Graf 5-35 Porovnanie PDI ¢astic za pritomnosti jednotlivych surfaktantov pri nanoprecipitacii

s mnozstvom PLGA 25 mg
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B Polyvinylalkohol
B Span20
" Tween20

0,1% 0,5% 1,0%
Koncentracia roztoku surfaktantu

Graf 5-36 Porovnanie ZP castic za pritomnosti jednotlivych surfaktantov pri nanoprecipitacii

s mnoZstvom PLGA 25 mg
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5.5 Mikroenkapsulacia

Tabulka 5-21 VelPkost <&astic pripravenych za pritomnosti Pluronicu® F-127
pri mikroenkapsulicii
Priemernd | Smerodajna
MnozZstvo | Roztok Z-Ave odchylka | Priemerny | Smerodajna

Vzorka| PLGA |surfaktantu| d [nm] Z-Ave PDI odchylka PDI

¢.1 12,5mg 0,1% 2374 0 0,257 0

¢.2 12,5mg 0,5%

¢.3 12,5mg 1,0% 133,4 +2,079 0,291 +0,037

c.4 25mg 0,1% 251,2 0 0,304 0

¢.5 25mg 0,5% 2324 0 0,360 0

¢.6 25mg 1,0% 162,2 0 0,262 0

Poznamka: Vzorka ¢.2 - doSlo k chybe pri priprave. Nemerané veli¢iny.

Z-Ave d [nm]

300
250

0,1%
12,5mg

—_ [\
S i O
S S

[¥)]
(e

Zavislost’ vel’kosti Castic pripravenych
za pritomnosti Pluronicu ® F-127

=)

0,5%

12,5mg
Mnozstvo PLGA a koncentracia surfaktantu

1,0%

12,5mg

0,1%
25mg

0,5%
25mg

1,0%
25mg

Graf 5-37 Zavislost’

pri mikroenkapsulacii

vel’kosti c¢astic pripravenych za pritomnosti

Pluronicu® F-127
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Graf 5-38 Zavislost’

pri mikroenkapsulacii

PDI (¢astic

pripravenych za

pritomnosti

Pluronicu® F-127

Tabulka 5-22 Zeta potencidl castic pripravenych za pritomnosti Pluronicu® F-127

pri mikroenkapsulacii

Mnozstvo Roztok
Vzorka PLGA surfaktantu ZP [mV] odchylka ZP

¢.1 12,5mg 0,1% -32,5 0

¢.2 12,5mg 0,5%

¢.3 12,5mg 1,0% -19,4 0

¢.4 25mg 0,1% -13,7 0

¢.5 25mg 0,5% 22,2 0

¢.6 25mg 1,0% -23,2 +0,451

Poznamka: Vzorka ¢.2 nemerana veli¢ina.
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Zavislost’ zeta potencialu ¢astic pripravenych

za pritomnosti Pluronicu ® F-127
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Graf 5-39 Zavislost’ zeta potencidlu ¢astic pripravenych za pritomnosti Pluronicu® F-127

pri mikroenkapsulacii

Tabulka 5-23 Enkapsula¢na efektivita rodaminu B

Vzorka Mnozstvo Roztok | Absorbancia | Koncentracia | Enkapsula¢na
PLGA surfaktantu | pri 556 nm [pug/ml] efektivita [%]
¢.1 12,5 mg 0,1% 0,410 3,460 4,44
¢.2 12,5 mg 1,0% 1,957 13,123 16,82
¢.3 12,5 mg 0,1% 0,794 5,859 6,73
¢4 12,5 mg 0,5% 0,774 5,734 8,69
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5.6 Porovnanie vysledkov u nanocastic s enkapsulovanym

rodaminom B a bez enkapsulovaného rodaminu B

Tabul’ka 5-24 Porovnanie vysledkov vel’kosti Castic, indexu polydisperzity a zeta potencialu

pri mnozstve PLGA 12,5 mg a 25,0 mg

Priemernd | Priemer-
Mnozstvo Z-Ave ny Priemerny
Vzorka | Nazov surfaktantu | PLGA roztok | d[nm] PDI ZP [mV]
¢.1 Pluronic® F-127 12,5mg 0,1% 202,0 0,216 21,2
¢.2 Pluronic® F-127 12,5mg 0,5% 170,1 0,272 -23,8
¢.3 Pluronic® F-127 12,5mg 1,0% 185,1 0,284 -39,2
Pluronic® F-127
c.4 + Rodamin B 12,5mg 0,1% 237,4 0,257 -32,5
Pluronic® F-127
¢.5 + Rodamin B 12,5mg 0,5%
Pluronic® F-127
¢.6 + Rodamin B 12,5mg 1,0% 133.,4 0,291 -19.,4
¢.7 Pluronic® F-127 25,0mg 0,1% 143,5 0,384 -23,6
¢.8 Pluronic® F-127 25,0mg 0,5% 163,1 0,237 -22,6
¢.9 Pluronic® F-127 25,0mg 1,0% 167,3 0,295 -12,5
Pluronic® F-127
¢.10 + Rodamin B 25,0mg 0,1% 251,2 0,304 -13,7
Pluronic® F-127
¢.11 + Rodamin B 25,0mg 0,5% 2324 0,360 -22,2
Pluronic® F-127
¢.12 + Rodamin B 25,0mg 1,0% 162,2 0,262 -23,2
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Porovnanie vel’kosti ¢astic pri mnoZstve
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Graf 5-40 Porovnanie velkosti castic pri mmnoZstve PLGA 12,5 mg bez rodaminu B

a srodaminom B
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Graf 5-41 Porovnanie vysledkov PDI ¢astic pri mnoZstve PLGA 12,5 mg bez rodaminu B

a s rodaminom B
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Graf 5-42 Porovnanie ZP ¢astic pri mnoZstve PLGA 12,5 mg bez rodaminu B a s rodaminom B
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Graf 5-43 Porovnanie vel’kosti castic pri mnoZstve PLGA bez rodaminu B a bez rodaminu B
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Porovnanie PDI castic pri mnoZstve
PLGA 25,0 mg
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Graf 5-44 Porovnanie PDI ¢astic pri mnoZstve PLGA 25 mg bez rodaminu B a s rodaminom B
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Graf 5-45 Porovnanie ZP ¢astic pri mnoZstve PLGA 25 mg bez rodaminu B a s rodaminom B
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6 Diskusia

6.1 VsSeobecné poznamky k experimentalnej casti

Nanocasticové systémy su v dnesnej dobe popularne pre ich vyuzitie v cielene;j
distribucii  lie¢iv. Pre pripravu nanocastic sa volia materidly, ktoré su
biokompaktibilné a biodegradovatel'né, o zaru€uje ich nizku toxicitu na organizmus.
Pri experimentalnej cCasti sa pouzivala PLGA v mnozstve 12,5mg a 25,0mg.
Na rozpustanie polyméru boli pouzité organické rozpustadla dichlormetan a aceton.
Ako vodna faza bola pouzita Cistend voda s pridanym surfaktantom v troch réznych
koncentraciach. SkuSané surfaktanty boli Kolliphor® P188, Pluronicu® FI127,
polyvinylalkohol, Span 20 a Tween 20. Priprava nanocastic sa skusala viacerymi
metodami. Po odpareni rozpustadla bola u hotovych nanocastic stanovovana ich
velkost’, index polydisperzity a zeta potencial. Miera enkapsuldcie sa stanovovala
spektrofotometricky. Namerané hodnoty vel’kosti ¢astic, indexu polydisperzity a zeta
potencialu pri emulznej metdde s pouzitim surfaktantov st spracované v tabulkach
5-1az5-10avgrafoch 5 -1 az 5 — 15. Pri nanoprecipiticii namerané hodnoty
velkosti Castic, indexu polydisperzity a zeta potencidlu st spracované v tabulkéach
5-13az5- 18 av grafoch 5 — 22 az 5 — 30, pri pouziti jednotlivych surfaktantov.
Pri mikroenkapsulacii su namerané hodnoty spracované v tabulkach 5 — 21, 5 — 22

a v grafoch 5 —37 az 5 —39.

6.2 Vplyv surfaktantu na velkost nanocastic aindex
polydisperzity
Priaznivéa hodnota pre velkost’ nanocastic je pod 200 nm s nizkou hodnotou indexu
polydisperzity.
Emulzna metoda
Pri emulznej metode boli pouzité surfaktanty: Kolliphor® P188, Pluronic®
F127, polyvinylalkohol, Span 20 a Tween 20 s koncentraciami 0,1%, 0,5%, 1,0%.
Pri mnozstve PLGA 12,5 mg vznikli castice s velkostou od 118,8 nm

do 3924 nm ashodnotou indexu polydisperzity od 0,214 do 0,341
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(vid. tabulka 5 — 11 a grafické spracovanie 5 — 16 a5 - 17). NajmensSie Castice
vznikli za pritomnosti 0,5% roztoku Kolliphoru® P188 ato s velkostou 118,8 nm
a s nizkou mierou polydisperzity 0,220. Najvicsie Castice vznikli za pritomnosti 1%
roztoku Tweenu 20 ato svelkostou 3924 nm, pricom hodnota indexu
polydisperzity dosahovala vel'kost’ 0,322. Teda je mozné predpokladat’, Ze Castice sa
zhlukovali a tvorili agregaty. Z hl'adiska velkosti Castic a indexu polydisperzity je
preto najvhodnejSim surfaktantom pri mnozstve PLGA 12,5 mg Kolliphor® P188.
Priaznivé vysledky boli dosiahnuté aj pri pouZziti Pluronicu® F127, ked’Ze pri 0,5%
roztoku bola velkost’ castic 170,1 nm a hodnota polydisperzity 0,272 (vid’. tabul’ka
5 —11). Z grafu 5 — 16 je viditeI'né, ze na velkost' Castic ma vplyv typ pouzitého
surfaktantu. V zavislosti od koncentréacie boli dosiahnuté najlepSie hodnoty velkosti
castic pri 0,5 % koncentracii roztoku surfaktantu. Vynimku tvori polyvinylalkohol,
pri ktorom bola dosiahnutd najvi¢sia hodnota pri 0,5% koncentracii. Co sa tyka
miery polydisperzity, pri vSetkych vzorkdch pouzitych pri emulznej metode boli
dosiahnuté hodnoty PDI podobné (vid. tabulka 5 — 11). Za pritomnosti
polyvinylalkoholu a Tweenu 20 vzniknuté cCastice dosahovali najvdcSie hodnoty
velkosti Castic.

Pri mnozstve PLGA 25 mg pri emulznej metode (vid. tabulka 5 — 12) boli
ziskané za pritomnosti surfaktantov pri koncentraciach 0,1%, 0,5%, 1% hodnoty
velkosti Castic od 116,2 nm do 516,8 nm a index polydisperzity dosahoval hodnoty
od 0,113 do 0,387. NajmenSie nanocastice vznikli za pritomnosti 1% roztoku
Kolliphoru® P188 s ve'mi nizkou mierou polydisperzity (PDI = 0,158). U 0,1%
roztoku Kolliphoru® P188 nedoslo ku vzniku nanocastic, ked’ze polymér vypadol
zroztoku a prisluné hodnoty neboli namerané. Castice snajmensim PDI ato
s hodnotou 0,113 boli zaznamenané za pritomnosti 1% polyvinylalkoholu. Pri¢om
najvac¢sie PDI bolo zaznamenané za pritomnosti 0,1% Span 20 a to 0,387. Najvicsie
Castice vznikli za pritomnosti 0,1% roztoku Tweenu 20 ato 516,8 nm, pricom
pri koncentraciach 0,5% a 1% boli dosiahnuté hodnoty velkosti Castic 276,2 nm
a320,8 nm. Dovodom je pravdepodobne nedostatocnd koncentracia pouzité¢ho

surfaktantu Tweenu 20 na mnozstvo PLGA 25 mg. Pri pouziti Pluronicu® F127 boli
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ziskané Castice s velkostou od 143,5 nm do 167,3 nm, v zavislosti od pouzitej
koncentracie surfaktantu. Tieto dosiahnut¢ hodnoty boli optimalne. Index
polydisperzity ¢astic dosahoval hodnoty od 0,237 do 0,384.

Ak porovname tabulky vysledkov 5 — 11 a5 - 12, znich je viditelné, Ze
pri mnozstve PLGA 25 mg vznikli za pritomnosti surfaktantov spravidla menSie
Castice ako pri mnozstve PLGA 12,5 mg. Napriklad u Pluronicu® F127 vo vsetkych
troch koncentracidch bola dosiahnutd mensia velkost' Castic pri mnozstve PLGA
25 mg. Pri mnozstve PLGA 12,5 mg s koncentraciou 0,1% bola velkost’ vzniknutych
nanocastic 202 nm, pricom pri mnozstve PLGA 25 mg s koncentraciou 0,1% bola
velkost' 143,5 nm (vid. graf 5 — 16 a5 — 19). Zhladiska hodnét PDI je
najvhodnej$ia  koncentracia 0,5% u vacSiny surfaktantov. 0,1% koncentracia
surfaktantu je prili§ nizka a dochadza k zhlukovaniu cCastic, pricom 1% koncentracia
surfaktantu je zase prili§ vysoka v niektorych pripadoch a PDI je tak vysSie ako
pri 0,5% koncentracii (vid’. graf 5—17 a 5 — 20).

Nanoprecipitacia

Pri nanoprecipitacii boli pouzité¢ surfaktanty: polyvinylalkohol, Span 20
a Tween 20 s koncentraciami 0,1%, 0,5%, 1,0%.

Pri mnozstve PLGA 12,5 mg dosahovali hodnoty velkosti vzniknutych castic
od 120,9 nm do 193,7 nm. Hodnoty indexu polydisperzity sa pohybovali v rozmedzi
od 0,064 do 0,256 (vid. tabul'ka 5 — 19). NajmenSie Castice vznikli za pritomnosti
0,1% roztoku Tween 20 ato svelkostou 120,9 nm asvelmi nizkou mierou
polydisperzity (PDI = 0,096). Najvicsie Castice vznikli za pritomnosti 0,5% roztoku
Spanu 20 a to 193,7 nm s indexom polydisperzity 0,114. Velkost’ vznikajtcich Castic
je ovplyvnend najmé typom pouzit€ého surfaktantu, pri jednotlivych koncentraciach
vramci jedného surfaktantu nie su velké rozdiely v hodnotich velkosti castic.
Hodnoty indexu polydisperzity su spravidla ve'mi nizke pri vSetkych vzorkach
(vid'. graf 5 — 32).

Pri mnozstve PLGA 25 mg dosahovali hodnoty velkosti vzniknutych &astic
od 152,2 nm do 992,3 nm. Hodnoty indexu polydisperzity sa pohybovali v rozmedzi
0d 0,082 do 0,392 (vid’. tabulka 5 — 20 a grafické spracovanie 5 — 34 a5 — 35).
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Najmensie Castice vznikli za pritomnosti 0,5% koncentracie roztoku Tweenu 20
s nizkou mierou polydisperzity (PDI = 0,119). Najvicsie Castice vznikli pri pouziti
0,1% roztoku Spanu 20 ato s hodnotou 992,3 nm, pricom hodnota polydisperzity
bola nizka 0,153. Pri pouziti 0,5% a 1% roztoku Spanu 20 vznikli ¢astice s podstatne
mensou vel'kostou ako pri pouziti 0,1% Spanu 20 ( 230,3 nm, 331,8 nm). Dévodom
je pravdepodobne nedostato¢na koncentracia pouzitého surfaktantu Spanu 20
na mnozstvo PLGA 25 mg. Pri porovnani hodndt polydisperzity v ramci Spanu 20
bola najlepsSia hodnota u 0,1% roztoku Spanu 20 (PDI = 0,153), priCom hodnoty
u 0,5% a 1% roztoku Span 20 st vyrazne vyssie (0,314; 0,392) vid’ graf 5 — 35.

Pri porovnani pouZzitého mnozstva PLGA 12,5 mg a 25 mg Co sa tyka velkosti
Castic aj polydisperzity boli pri vSetkych vzorkach s mnozstvom 12,5 mg PLGA
dosahované optimalnejSie parametre ( tabul’ka 5—19 a 5 —20).

Metoda nanoprecipitacie sa ukéazala ako vhodnejsia ako emulzna metoda, preto
ze vmnohych pripadoch sa tak =ziskali Castice s vhodnej$imi parametrami.
Pri nanoprecipitacii boli ziskané castice s menSou velkostou aj mierou
polydisperzity ako pri metode emulznej. Stabilita Castic vSak najviac zavisela od typu

pouzitého surfaktantu.

6.3 Vplyv surfaktantu na zeta potencial nanocéastic

Zeta potencial je elektrokineticky potencial, ktory suvisi so stabilitou suspenzii
aemulzii. VSeobecne si stabilné suspenzie aemulzie shodnotou zeta
potencidlu £30 mV.

Emulzna metoda

Pri mnozstve PLGA 12,5 mg bol merany zeta potencial Castic za pritomnosti
surfaktantov: Kolliphor® P188, Pluronic® F127, polyvinylalkohol, Span 20
a Tween 20 s koncentraciami 0,1%, 0,5%, 1,0%.

Hodnoty zeta potencialu su spracované v tabul’ke 5 — 11 a grafické spracovanie
v grafe 5 — 18. Rozmedzie zeta potencidlu u vSetkych vzoriek je od — 12,9 mV
do — 46 mV. NajlepSie hodnoty zeta potencidlu boli dosahované za pritomnosti

Span 20 ako surfaktantu pri vSetkych troch koncentraciach: pri 0,1% (-46,0mV),
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0,5% (-33,7 mV), 1% (-34,6 mV). Z hl'adiska stability nanocastic sa dosiahli dobré
hodnoty aj u Tweenu 20, a to najmi pri koncentracii 0,1% (-39,8 mV). NajmenSia
stabilita nanocastic bola pri pouziti polyvinylalkholu pri vSetkych koncentraciach:
pri 0,1% (-12,9mV), 0,5% (-16,5 mV), 1% (-19,9 mV).

Pri mnozstve PLGA 25 mg bol merany zeta potencial Castic za pritomnosti
surfaktantov: Kolliphor® P188, Pluronic® F127, polyvinylalkohol, Span 20
a Tween 20 s koncentraciami 0,1%, 0,5%, 1,0%.

Hodnoty zeta potencialu su spracované v tabulke 5 — 12 a grafické spracovanie
v grafe 5 — 21. Rozmedzie zeta potencidlu u vSetkych vzoriek je od — 10,6 mV
do — 37,6 mV. Najlepsie hodnoty zeta potencidlu boli dosahované za pritomnosti
Span 20 ako surfaktantu pri vSetkych troch koncentraciach: pri 0,1% (-37,6 mV),
0,5% (-35,3 mV), 1% (-33,2 mV). NajmenSia stabilita nanocastic bola pri pouziti
polyvinylalkholu pri vSetkych koncentraciach: pri 0,1% (-10,6mV), 0,5% (-14,2
mV), 1% (-16,5 mV).

V pripade mnoZstva PLGA 12,5 mg boli dosiahnuté lepSie hodnoty zeta
potencidlu u vSetkych vzoriek ako u pri mnozstve PLGA 25 mg. Dovodom je
pravdepodobne vznik menSieho poctu Castic a vrstva iontov je hustejSia na povrchu
nanocastic.

V pripade zeta potencialu je viditeI'ny velmi zaujimavy fenomén. U niektorych
surfaktantov hodnota ZP so zvySujicou koncentrdciou surfaktantu  rastie
a u niektorych naopak klesa ( vid’. grat 5 — 18 a 5 — 21). Napriklad v tabul’ke 5 — 12
je viditelné, ze pri pouziti 0,1% Pluronic® F127 je hodnota ZP = - 23,6 mV,
pri 0,5 % je hodnota ZP = - 22,6 mV apri 1% ZP = - 12,5 mV. Naopak
pri polyvinylalkohole s koncentraciou 0,1 % je hodnota ZP = - 10,6 mV, pri 0,5 % je
ZP=-142mV, pri 1% je ZP =- 16,5 mV.

Nanoprecipitacia

Pri mnozstve PLGA 12,5 mg bol merany zeta potencial Castic za pritomnosti
surfaktantov: polyvinylalkohol, Span 20 a Tween 20 s koncentraciami 0,1%, 0,5%,
1,0%.
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Hodnoty zeta potencialu su spracované v tabul’ke 5 — 19 a grafické spracovanie
v grafe 5 — 33. Rozmedzie zeta potencidlu u vsetkych vzoriek je od — 5,13 mV
do -38,9 mV. NajlepSie hodnoty zeta potencialu boli dosahované za pritomnosti
Tweenu 20 ako surfaktantu pri koncentrécii 0,1% (-38,9 mV) a za pritomnosti Spanu
20 pri koncentraciach 0,5% (-35,5 mV), 1% (-35.7 mV).NajmenSia stabilita
nanocastic bola pri pouziti polyvinylalkoholu pri vSetkych koncentraciach: pri 0,1%
(-14,5mV), 0,5% (-6,66 mV), 1% (-5,13 mV).

Pri mnozstve PLGA 25 mg bol merany zeta potencidl Castic za pritomnosti
surfaktantov: polyvinylalkohol, Span 20 a Tween 20 s koncentraciami 0,1%, 0,5%,
1,0%. Hodnoty zeta potencialu su spracované¢ v tabulke 5 — 20 a grafické
spracovanie v grafe 5 — 36.

Rozmedzie zeta potencidlu u vSetkych vzoriek je od — 5,72 mV do — 39,1 mV.
NajlepSie hodnoty zeta potencidlu boli dosahované za pritomnosti Spanu 20
pri koncentraciach 0,5% (-36,2 mV), 1% (-39.1 mV). NajmensSia stabilita nanocastic
bola pri pouziti polyvinylalkoholu pri vSetkych koncentraciach: pri 0,1% (-6,66 mV),
0,5% (-5,93 mV), 1% (-5,72 mV).

Hodnota zeta potencialu vzniknutych nanocastic zavisi predovsetkym od typu
pouzitého surfaktantu. Nie je pozorovatelnd vo vysledkoch zavislost’ velkosti a PDI
vzniknutych nanocastic. VSeobecne najoptimalnejSie hodnoty boli dosiahnuté
pri pouziti Spanu 20 a Tweenu 20.

V pripade zeta potencidlu je viditeIny velmi zaujimavy fenomén aj v tomto
pripade. U niektorych surfaktantov hodnota zeta potencidlu so zvySujicou
koncentraciou surfaktantu rastie a u niektorych naopak klesa ( vid. graf 5 — 33
a5 — 36). Napriklad v tabulke 5 — 20 je viditeIné, ze pri pouziti 0,1% Span 20 je
hodnota zeta potencidlu - 21,8 mV, pri 0,5 % je hodnota zeta potencialu - 36,2 mV
a pri 1% je hodnota zeta potencidlu - 39,1 mV. Naopak pri polyvinylalkohole 0,1 %
je hodnota zeta potencialu - 6,66 mV, pri 0,5 % je -5,93 mV, pri 1% je - 5,72 mV.
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6.4 Hodnotenie enkapsulacie rodaminu B

Pri mikroenkapsulacii sa pouzila lipofilna latka — rodamin B. Pri priprave sa
pouzival polymér PLGA v mnozstve 12,5 mg a25 mg, aako rozpustadlo
dichlérmetan. Zo surfaktantov sa zvolil Pluronic® F127 v koncentraciach 0,1%,
0,5%, 1,0%. Pouzita bola emulznd metdda priprava nanocastic.

V tabul’ke 5 — 24 a grafoch 5 — 40 az 5 — 45 su porovnané ziskané vysledky
u nanocastic bez enkapsulovaného rodaminu B a s enkapsulovanym rodaminom B.
Nanocastice pripravované s enkapsulovanym rodaminom B nadobtdali velkost
Castic od 133,4 nm do 251,2 nm a PDI od 0,257 do 0,360. Hodnoty polydisperzity sa
priliS neodliSuju od seba.

Pri porovnavani velkosti Castic nanoCastice s enkapsulovanym rodaminom B
nadobtdaju vicsie hodnoty ako bez enkapsulovaného rodaminu B. Dévodom je
zvacSenie Castic kvoli inkorporacii rodaminu B do nanocastic. Pri vzorke ¢. 6
v tabulke 5 — 24 je vynimka, pravdepodobne nedoslo k inkorporacii rodaminu B.
Hodnoty zeta potencidlu nanocastic s enkapsulovanym rodaminom B boli
od -13,7 mV do — 32,5 mV. Tieto hodnoty poukazuji na nizku stabilitu vzniknutych
nanoCastic. OdliSuju sa od hodnét u prazdnych nanocastic, pravdepodobne
inkorporaciou rodaminu B doslo k zmene elektrickych vlastnosti nanocastic.

Enkapsulac¢na efektivita rodaminu B znazornuje tabulka 5 — 23. Hodnoty

enkapsulacnej efektivity boli od 4,44% do 16,82%.
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7 Zaver

Teoretickd Cast’ prace bola zamerand na typy nanocastic, ich distribuciu a ich
vyuzitie. Jej sucastou su aj metoddy pripravy nanocastic a definicia ich vlastnosti.

V experimentéalnej Casti prdce boli nanocastice pripravované emulznou
metddou a metddou nanoprecipitacie. Zistoval sa vplyv pouzitych surfaktantov:
Kolliphoru® P188, Pluronicu® F127, polyvinylalkoholu, Spanu 20 a Tweenu 20
s koncentraciami 0,1%, 0,5%, 1,0%, na vysledné vlastnosti nanocastic. Boli merané
veliCiny velkost castic, index polydisperzity a zeta potencidl pomocou pristroja
Zetasizer. Cielom bolo ziskat’ Castice s vel'kostou pod 200 nm s nizkou mierou
polydisperzity a dostato¢nou stabilitou.

Pri vol'be metddy je vhodnejSie pouzit’ nanoprecipitaciu, pretoze hodnotené
parametre boli optimalnejSie ako pri emulznej] metéde pri pouziti rovnakého
surfaktantu v rovnakej koncentracii.

Pri emulznej metdde pre dosiahnutie optimélnej velkosti nanocastic a PDI sa
preukézali ako najvhodnejSie na zéklade dosiahnutych vysledkov Kolliphor® P188
a Pluronic® F127, pricom ich stabilita bola nizka okrem Pluronicu® F127
s koncentraciou 1% na mnozstvo PLGA 12,5 mg (ZP = - 39,2 mV). Pri pouZiti
ostatnych surfaktantov pri emulznej metdde vznikli vacsie Castice. Najvyssia stabilita
pri emulznej metode bola dosiahnuta pri pouziti Span 20 pri mnozstve 12,5 mg
a 25 mg.

Pri nanoprecipitacii boli ziskavané Castice s vyrazne mensou velkost'ou a PDI
ako pri emulznej metéde. Velmi priaznivé vysledky boli dosiahnuté pri pouziti
Tweenu 20 vo vSetkych troch koncentraciach na mnozstvo PLGA 12,5 mg, ako
z hladiska velkosti, tak aj zhladiska miery polydisperzity castic (velkosti
castic od 120,9 nm do 130,3 nm a PDI od 0,096 do 0,129). Avsak z hl'adiska stability
Castic boli ziskané najoptimalnejSie hodnoty zeta potencidlu pri pouziti Span 20
pri koncentraciach 0,5% (- 35,5 mV) a 1% (- 35,7 mV).

Pri enkapsulacii rodaminu B boli ziskané castice s velkostou od 131,4 nm
do 251,2 nm a PDI od 0,257 do 0,360. Stabilita ¢astic vSak bola nizka. Enkapsula¢na

efektivita rodaminu B dosahovala nizke hodnoty.
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