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1. ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Prahe, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmaceutickej technolégie

Skolitel: PharmDr. Ondfej Holas, PhD.

Poslucha¢: Daniela Sirajova

Nazov diplomovej prace: Priprava polymérnych fluorescenénych nanocastic

Nanocastice zaloZzené na biodegradovatelnych polyesteroch su Siroko vyuzivanou
platformou pre cielené dodanie lieciv a ich nasledné riadené uvolfiovanie.

Cieflom tejto diplomove] prace bolo pripravit a optimalizovat pripravu polymérnych
nanocastic s fluorescenénym farbivom ako modelovou latkou. Na pripravu nanocastic
bola pouzitd metdéda nanoprecipitdcie. Hodnotili a porovnavali sa nanocastice
pripravené zdvoch druhov polymérov PLGA (COOH terminovany a esterom
terminovany). Na optimalizovanie pripravy bola pouzitd povrchovo aktivna latka
a stabilizator v réznych koncentracnych pomeroch. Povrchovo aktivhou latkou bol
cholat sodny v koncentraciach 0,1%, 0,5%, 1%, 2% a 5%. Nanocastice boli stabilizované
poloxamérom Pluronic F-127 v koncentraciach 0,1%, 0,5% a 1%. Nanocastice sa
porovnavali z hladiska enkapsulacnej efektivity, velkosti castic azeta potencidlu.
V disoluénom experimente sa hodnotilo a porovnavalo mnoZstvo uvolneného
fluoresceinu v zavislosti na case (48 hodin), ktory prebiehal s PLGA zakoncenym
kyselinou a cholatom sodnym v koncentraciach 0,1 % a 2 %.

Nanocastice pripravené z oboch polymérov v pritomnosti roznej koncentracie cholatu
a Pluronic F-127 su v inkorporacii fluoresceinu rovnako vyhodné a dochadza k takmer
kompletnej enkapsuldacii. Mierny pokles enkapsulac¢nej efektivity spdsobila zvySujica sa
koncentracia cholatu sodného. Stabilizator Pluronic F-127 nemal na hodnotu
enkapsuldcie pravdepodobne Ziaden vplyv. Velkost nanocastic pripravenych z polyméru
terminovaného karboxylom v pritomnosti zvySujuicej sa koncentracie cholatu vykazovala
klesajuci trend aZ do koncentrdcie cholatu 5 %, ked bola hodnota velkosti nanocastic
vy$Sia. U nanocastic tvorenych polymérom PLGA terminovany esterom v
pritomnosti cholatu sodného bola namerand so zvySujucou sa koncentraciou cholatu
vys$Sia hodnota velkosti nanocastic. Pridanim stabilizatora v r6znych koncentracidch sa
hodnota velkosti nanocastic pripravenych z polyméru PLGAA mierne zvysila.

Klacové slova: PLGA, nanocastice, fluorescein, nanoprecipitdcia, enkapsulacna
efektivita



2. ABSTRACT

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Pharmaceutical Technology

Consultant: PharmDr. Ondfej Holas, PhD.

Student: Daniela Sirajovd

Title of thesis: Preparation of polymeric fluorescent nanoparticles

Nanoparticles based on biodegradable polyesters are a widely used platform for
targeted drug delivery and subsequent controlled release.

The aim of this diploma thesis was to prepare and optimize the preparation of polymeric
nanoparticles with a fluorescent dye as a model substance. The nanoprecipitation
method was used to prepare the nanoparticles. Nanoparticles prepared from two types
of PLGA polymers (COOH terminated and ester terminated) were evaluated and
compared. The surfactant and stabilizer were used in various concentration ratios to
optimize the preparation. The surfactant was sodium cholate at concentrations of 0.1%,
0.5%, 1%, 2% and 5%. The nanoparticles were stabilized with Pluronic F-127 poloxamer
at concentrations of 0.1%, 0.5% and 1%. Nanoparticles were compared in terms of
encapsulation efficiency, particle size and zeta potential. In a dissolution experiment,
the amount of fluorescein released was evaluated and compared as a function of time
(48 hours) with acid-terminated PLGA and sodium cholate at concentrations of 0.1% and
2%.

Nanoparticles prepared from both polymers in the presence of different concentrations
of cholate and Pluronic F-127 are equally advantageous in fluorescein incorporation and
almost complete encapsulation occurs. The slight decrease in encapsulation efficiency
was caused by the increasing concentration of sodium cholate. The Pluronic F-127
stabilizer had probably no effect on the encapsulation value. The size of the
nanoparticles prepared from the carboxyl-terminated polymer in the presence of
increasing cholate concentrations showed a decreasing trend up to a cholate
concentration of 5% when the nanoparticle size value was higher. For ester-terminated
PLGA polymer nanoparticles in the presence of sodium cholate, a higher nanoparticle
size value was measured with increasing cholate concentration. By adding a stabilizer at
various concentrations, the size value of the nanoparticles prepared from the PLGAA
polymer was slightly increased.

Keywords: PLGA, nanoparticles, fluorescein, nanoprecipitation, encapsulation efficiency



3. UVOD A CIEL PRACE

Nanotechnoldgia ako jedna z novych vednych disciplin ma skvelu perspektivu v réznych
oblastiach vyskumu a vyvoja. Velmi sfubny rozvoj nastal hlavne v oblasti mediciny, ked’
je mozné vytvorit také nanocastice, ktoré v sebe budu obsahovat lieCivo a to dopravia
na Specifické miesto, kde bude pdsobit na Specifické tkanivo. Nanocastice teda sluzZia
ako nosice lieciv, ktoré maju tiez schopnost lieciva ochranit pred ich nechcenou ¢i skorou
degradaciou, mdzu prediZit ich G&inok & zabranit neziaducim Géinkom.

Enkapsulacia predstavuje jednu z viacerych moznosti, ako méZeme liecivo inkorporovat
do nanocastice. Najidedlnejsia situacia nastava vtedy, ak sa do nanocastic enkapsuluje
celé mnozstvo lieciva a nanocastice pritom zostdvaju stale rovnako stabilné a dostupné
pre Specifické tkanivo.

Cielom tejto prace bolo pripravit a optimalizovat pripravu nanocastic s enkapsulovanym
fluorescenénym farbivom fluoresceinom. Tato zlucenina bola zvolena ako modelova
molekula s nizkou rozpustnostou vo vode a molekulovou hmotnostou blizkou lie¢ivam,
ktoré budu v rdmci tohto projektu enkapsulované neskor. Sledovanymi parametrami
bola velkost, distribucia velkosti, zeta potencial a enkapsulacna efektivita.



4. TEORETICKA CAST

4.1 Nanotechnolodgia

Nanotechnoldgia patri medzi nové vedné discipliny, ktoré spdjaju poznatky z fyziky,
chémie, inZinierstva ¢i molekularnej biolégie. Zmyslom tohto vedného odboru je skimat
nanostruktury a ich vlastnosti a interpretovat tieto znalosti do praxe v podobe vzniku
novych materialov a zariadeni. (1)

V stucasnosti ma nanotechnoldgia Siroké mnozstvo uplatneni napriklad v zdravotnictve,
kde sa c¢oraz viac vyuZiva ako nosic lieciva pre r6zne ochorenia. Takisto sa aplikuje aj
v polnohospodarstve, forenznej vede, elektronike ¢i vesmire. (2)

V poslednych rokoch doslo k vyraznému prilivu poznatkov z oblasti mediciny, ktoré sa
tykaju délezitych procesov v fudskom tele. Vdaka tymto informdaciam bolo mozné
vytvorit nové moznosti lieCby réznych ochoreni. Ide o lie¢bu biologicky aktivnymi
latkami ako su peptidové hormony, protilatky, rastové hormdny, enzymy, vakciny a vela
dalsich, ktorych aplikacia je vac¢Sinou parenteralna. Existuje vSak aj moznost peroralneho
podania, ktoré je vyhodné z hladiska zvySenia kompliance pacienta. Toto podanie je
limitované nizkou biodistribuciou (vysoké pH, degradacia enzymov, zld permeabilita
¢revnej sliznice). RieSenim je enkapsulacia danych biologik do nanocastic, ktoré ich
chrania pred skorou degradaciou a inaktivaciou. (3)

4.2 Nanocasticovy nosicovy systém

Nanocasticovy nosiCovy systém je systém, ktory je schopny lieCivo dispergovat,
adsorbovat, enkapsulovat a konjugovat, a to v rozmedzi od 1nm do 1000nm. (4)

Medzi jeho hlavné prinosy, ¢o sa tyka oblasti farmacie a mediciny, patri zlepSenie
dodania lieciva tazko rozpustného vo vode, cielené dorucenie lieciva do urcitého organu,
tkaniva alebo buniek, spolo¢né dodanie dvoch a viac lie€iv v rdmci kombinovanej
terapie. Tento systém ma potencidl vo zvySeni biologického ucinku lieciva
pravdepodobne vdaka blokacii enzymatickej degraddcie lieCiva, zlepSuje sa aj jeho
medzibunkova penetracia. Taktie? je pomocou neho mozné ovplyvnit aj dizku pésobenia
lieCiva v Specifickych tkanivach a znizit toxicky alebo neZiaduci ucinok lieciv. Mnoho
tazko liecitelnych ochoreni (rakovina, AIDS, tuberkuldza, atd’) je mozné liecit na zaklade
tychto systémov. (2; 4; 5)

Nanocastice maju vyuZitie v dodavani hydrofilnych, hydrofébnych lieciv ¢i proteinov do
réznych organov a Struktur v organizme. Medzi Styri najzdsadnejSie charakteristiky,
ktoré budd popisané v tejto praci a ktoré musia nanocastice spiiiat, patri velkost,
povrchovy naboj, enkapsulacna efektivita a spésob uvolfiovania. (6)



4.2.1 Typy nanonosicov

Nanocastice su malé objekty, ktoré byvaju pripravené zréznych materidlov, ktoré
rozliSujeme na prirodné a syntetické, atiez moézu byt anorganickej alebo organicke;j
povahy. Medzi popredné anorganické nanocastice patria zlaté nanocastice, ktoré su
vyznamné najma kvoli ich jednoduchej Uprave v oblasti tvaru ¢i velkosti. Je potrebné
dodat, Ze nejde o biologicky odburatelné Struktiry a dochadza kich hromadeniu
v Zivych tkanivach. (7; 8; 9)

Velkou vyhodou vacsiny organickych nanocastic je ich biodegradovatelnost. Vynimku
z nich tvoria fullerény a uhlikové nanotrubicky. (7)
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Obrdzok ¢. 1 Typy nanocastic (11)

(A - lipozém, B - pevnd lipidovd nanocastica, C 1,2 - uhlikové nanotrubicky, D - diméry)

4.2.1.1. Lipozomy

Lipozdmy su vezikuldrne atvary tvorené z lipidovych dvojvrstiev, medzi ktorymi sa
nachadza vodna vnuatornd faza. Ich velkost je vrozmedzi od 20nm do 5um. Maju
schopnost zapuzdrit lipofilné latky v lipidovej vrstve, ako aj hydrofilné latky vo vodnom
vnutri, apreto maju potencidl vlieébe rakoviny. Kich dalSim vyhoddm patri
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biokompatibilita, biologicka odburatelnost, zlepsuju rozpustnost, dodanie a distribuciu
lieciva, je tu aj moznost cieleného dodania lieciva. Avsak aj napriek tymto vyhodam
moézu lipozomy zle interagovat s krvnymi zloZzkami kvoli nizkej chemickej a fyzikalnej
stabilite, td sa mozZe zvysit PEGylovanim. (4; 11; 12) Vykazuju aj nizku aGéinnost
enkapsulacie a rychly unik hydrofilnych lieciv z krvného rieciska, ¢o predstavuje problém
pre uvolfiovanie roznych lieciv. (6)

4.2.1.2 Pevné lipidové cCastice

Pevné lipidové Castice patria medzi koloidy s velkostou od 50nm do 1000nm. Tvori ich
pevné lipidové jadro obklopené jednou vrstvou fosfolipidov alebo inych stabilizatorov.
V jadre, ktoré ma vysoku teplotu topenia, mdze byt dispergované alebo rozpustené
hydrofilné alebo hydrofébne liecivo, popripade aj kombinacia lieciv. Okrem schopnosti
obsiahnut vac¢sie mnoistvo lieciva s pomalym uvolfiovanim patri medzi dalSie vyhody
tohto typu nanocastic zvysena stabilita a rozpustnost vo vode zle rozpustnych lieciv,
ochrana liediv pred ich degradaciou vonkajsimi vplyvmi ¢&i schopnost modifikacie
povrchu lie¢iva napr. PEG (polyetylénglykol), ¢im sa lie¢ivo dokaze skryt pred
mononuklearne fagocytickym systémom a nebude fagocytované. (4; 11)

4.2.1.3 Uhlikové nanotrubicky

Uhlikové nanotrubicky sa pripravuju z jednej vrstvy grafitu, ktory sa oznacuje ako grafén.
Tento grafén je nasledne mozné zrolovat do nanotrubicky tvorenej z jednej alebo
viacerych vrstiev s priemerom od 10 do 100nm a dizkou aj niekolko mikrometrov.
Liecivo je na ne mozné naviazat priamo na ich povrch alebo do vnutra. Napriek tomu, Ze
su nanotrubi¢ky nerozpustné vo vsetkych rozpustadlach a su toxické, je ich toxicita
znizena kvéliich dizke a priemeru. Vhodnou Upravou mozeme ziskat nanotrubicky, ktoré
budu rozpustné vo vode, a tym sa stanu kompatibilné s plazmatickou membranou, ¢o
umozni cytotoxickym lie¢ivdm lahsie prenikanie do vnutra patologickych buniek. (11; 13)

4.2.1.4 Dendriméry

Dendriméry, inak zvané tiez dendritické polyméry, su rozvetvené 3D nanocastice
o velkosti od 10nm do 100nm, ktoré maju presne definovanu pravidelnd Struktaru.
Stred dendrimérov tvori jadro, pozostavajuce zidnov kovu alebo napriklad
etyléndiaminu, na ktoré sa viazu monomérne jednotky. Kazda vrstva tychto jednotiek sa
oznacuje ako generacia. LieCivo je mozné vloZit do jadra alebo ho naviazat na vetveny
povrch, ktory obsahuje velké mnozstvo roznych funkénych skupin. Na tie je mozné tiez
naviazat aj latky, ktoré by zvySovali biokompatibilitu, biodegradaciu, zvysovali
rozpustnost vo vode alebo pdsobili priamo na presne uréené tkanivo. (4; 11; 12; 13)
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4.2.1.5 Polymérne nanocastice

Polymérne nanocastice patria medzi jedny z najsfubnejSich nosi¢ov lieCiv. Ide o
prevazne biologicky odburatelné Struktiry, pomocou ktorych je moiné zlepsit
rozpustnost vo vode nerozpustnych lie¢iv, kontrolovat a predizit posobenie lie¢iva
v bunkdach, zniZit toxicitu lieCiva alebo ho ochranit pred nechcenou degradaciou. (13; 14)
Skladaju sa zjadra tvoreného z hustej polymérnej matrice schopnej enkapsulovat
prevazne hydrofébne liedivo a obalu, ktory méze byt zloZzeny z hydrofilného polyméru.
Tento obal po intravenéznom podani zabezpecuje stéricku stabilitu a maskuje
nanocasticu. (15) Delia sa na nanosféry, ¢o su uUtvary, ktoré mozu adsorbovat liecivo na
svoj povrch alebo ich zachytit vo vnutri ¢astice a nanokapsuly, ktoré maju v jadre olejovu
alebo vodnu fazu, kde sa nachadza rozpustené liecivo, obklopené polymérnou slupkou.
(13; 14)

Obrdzok ¢. 2 Nanokapsula a nanosféra (14)

Polymérne nanocastice maju velké mnozZstvo vyhod, Co sa tyka pOsobenia lieCiva
v organizme. Existuje vSak rozdiel medzi prirodnymi a syntetickymi polymérnymi
nanocasticami. Nanocastice vzniknuté zo syntetického polyméru ako napriklad kyselina
polyglutamova a kyselina polyglykolova (PGA), polyetylénglykol (PEG), kyselina
polymliecna (PLA), poly(mlie¢na-co-glykolovad) kyselina (PLGA), N-(2-
hydroxypropyl)metakrylamidovy kopolymér (HPMA) su vo svojom zloZeni ovela
homogénnejsie a CistejSie nez tie, ktoré su vzniknuté z prirodnych polymérov, ako je
Zelatina, chitosan, dextran ¢i kolagén. Aj ked'su netoxické, lahko biologicky odburatelné
alacné, pred ich vyuZitim je nutné Cistenie. (13) Taktiez maju syntetické polymérne
nanocastice vyhodu vtom, Ze su schopné uvoltiovat liecivo aj niekolko tyZzdnov na
rozdiel od kratkeho uvolfiovania lie€iva z nanocastic prirodného pévodu. (16) Prinosné
su aj v oblasti sp6sobu podavania lieciva, ktory moze byt oralny, nazalny, parenteralny.

(4)

Biologicka degradacia sa odohrdva sucasne alebo oddelene a byva enzymatického,
chemického alebo mikrobidalneho pbévodu. Pbsobia na nfu rozne faktory: chemicka
Struktura azloZenie, fyzikdlne a fyzikalne-chemické faktory, morfoldgia, spdsob
degradacie, distribucia, cesta podania, miesto Ucinku, atd. (17)
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4.2.1.5.1 PLGA nanocastice

Nanocastice PLGA suU jedny z najrozSirenejSich nanocastic vo svete nanomediciny
a nanofarmacie. (2) Ide o syntetické, polyesterové nanocastice vytvorené
kopolymerizaciou dvoch monomérov, a to kyseliny mlie¢nej (LA) a glykolovej (GA). (10;
19; 20) Ich synteticky pévod im zabezpecuje velké mnoZsvo vyhod ako napr. to, Ze su
velmi Cisté, ateda je ich moiné lahko reprodukovat. Taktiez su biokompatibilné
a biodegradovatelné (4), pretoZze hydrolyzou PLGA in vivo, dochadza ku vzniku
monomérov kyseliny mlieCnej a glykolovej, ktoré sa beine vyskytuju v ludskom
organizme, a vylucia sa vo forme oxidu uhli¢itého a vody. (20) MozZno konstatovat, Ze
PLGA nepredstavuju Ziadne nebezpecenstvo z hladiska toxicity na organizmus. (2)

O 0
0 H 7
. s o+ S
CHs 0 OH
X ¥

PLGA kyselina mlie€na  kyselina glykolova

N/

Krebsov cyklus

Obrdzok ¢. 3 Hydrolyza PLGA (2)

PLA a PGA su polyestery, ktoré sa medzi sebou liSia pritomnostou metylovej skupiny na
molekule PLA, na zaklade ktorej je PLA hydrofébna. (14; 19) PGA sa rychlo degraduje a
vykazuje nizku rozpustnost v organickych rozpustadlach. PLA tvori zmes D,L-laktidu,
pricom PLLA je semikrysStalicka a PLDA amorfna latka a degraduje sa v porovnani s PGA
pomalsie, preto boli vytvorené kopolyméry PLGA s roznymi pomermi GA a LA. (19)

Uvoltovanie lieiva ovplyviiuje dprava povrchu PLGA nanocastic, velkost Ccastic,
pomocné latky, molekulovd hmotnost ¢i rozny pomer mlie¢nej a glykolovej skupiny. (2)
Rychlost degradacie PLGA sa zvysi so zvySenim pomeru GA:LA a naopak. (19)

Dnes je mozné poufZit nanocastice v lieCbe réznych ochoreni, ako material na vyrobu
chirurgickych vstrebatelnych stehov alebo chirurgickych implantatov. (2; 10)
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4.3 Priprava polymérnych nanocastic

Metddy na pripravu polymérnych nanocastic sa delia na: bottom-up a top-down. Medzi
bottom-up metddy patri emulznd a mikroemulznd polymerizacia, zrazacia polymerizacia
ainé. Principom vzniku nanocastic pripravenych tymito metédami je polymerizacia
monomérov. Nanoprecipitacia, vysolovanie a emulzne difuzna vyparovacia metdda
patria medzi top-down. Pocas tychto metdd vznikaju nanocastice z predpripraveného
polyméru. (21)

4.3.1 Nanoprecipitacia

Nanoprecipitacia patri medzi jednoduché metddy pripravy nanocastic. Ide o zmieSanie
dvoch miesatelnych rozpustadiel. V polarnom rozpustadle, ktoré je mieSatelné s vodou
(napriklad acetén, acetonitril, etanol), je rozpusteny polymér a liecivo. V druhom
roztoku sa nachadza vodna faza s povrchovo aktivnou latkou. Po pridani poladrneho
roztoku do vodnej fazy, organické rozpustadlo difunduje do dispergacného média, ktoré
ma charakter antisolventu pre dany polymér a dochadza k precipitacii, teda vyzrazaniu
polyméru, ktory v sebe zachyti lieCivo. Potom sa za zniZzeného alebo atmosférického
tlaku odstrani organické rozpustadlo. Rychly vznik nanodastic je spdsobeny
Marangoniho efektom, pri ktorom dochadza k turbulencidam medzi fazami pomocou
komplikovanych reakcii. (21; 22)

Tato metdda je vyhodnd pre hydrofébne lieCivd neprenikajuce do vodnej fazy tak
jednoducho ako hydrofilné lieCiva, ktorych mnozZstvo vo vzniknutej nanocastici je
vzhladom k ich vlastnostiam vyrazne nizsie. (10)

Polymer precipitation

|IC— =

syringe pump

(O o0 Solvent diffusion

Magnetic stirrer bar Stabilizer

Obradzok ¢. 4 Metéda nanoprecipitdcie (23)
Medzi hlavné vyhody nanoprecipitacie patri:
e prispbsobitelna velkost nanocdastic pomocou réznych excipientov
e pouzivanie malo toxickych rozpustadiel

e moznost jednoduchého miesania bez ultrazvuku ¢i zvySovania teploty
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Nevyhodou je:
e nutnost vysokej solubilizacie lieciva v rozpustadle a nie vo vode
e (as potrebny na odparenie rozpustadla (21)

Dolezité faktory v procese nanoprecipitacie su koncentracia polyméru, koncentracia
a vlastnosti surfaktantu, pomer medzi pridanym polymérom a surfaktantom, vlastnosti
rozpustadla, rychlost miesania vodnej fazy, rychlost a spdsob vstreknutia organickej
fazy, viskozita a iné pomocné latky. Pridanie surfaktantu nemusi byt nutné, avsak po
jeho pridani sa nanocastice ochrdnia pred zhlukovanim, ktoré im hrozi pocas dlhého
skladovania. (18; 21)

4.3.2 Metoda vysolovania

Metdda vysolovania patri spolu s nanoprecipitaciou medzi top-down metédy. Organicku
fazu tvori polymér, ktory sa rozpusti v organickom rozpustadle miesatelnom s vodou,
ktorym moze byt acetdn alebo tetrahydrofuran. Vo vodnej faze sa nachadza emulgator
a vysoko koncentrované elektrolyty, ktoré nie su rozpustné v rozpustadle. Najviac
pouzivanymi elektrolytmi su hexahydrat chloridu hore¢natého v 60 %-nej koncentracii
a tetrahydrat octanu hore¢natého v pomere polymér a elektrolyt 1:3. Organicka faza
s polymérom sa emulguje do vodnej prostrednictvom silného Smykového napatia
a staleho miesania. Do tejto emulzie o/v sa rychlo prida cista voda, prostrednictvom
¢oho dojde k znizeniu idnovej sily v elektrolytoch. Organické rozpustadlo za¢ne prenikat
medzi molekuly vodnej fazy a dojde k vzniku nanocastic. Na zaver sa nanocastice ocistia
od pridanych elektrolytov pomocou centrifugy alebo filtracie s priecnym tokom. (10; 21;
23)

Vyhody tejto pripravy nanocastic:
¢ madlo energeticky naro¢ny proces, ktory vyuZziva len mieSanie
e (Casova uspora

Znacnou nevyhodou je nutnost odstranenia vac¢sieho mnozstva elektrolytu v Cistiacom
kroku tejto metddy. (21)

Tato metddu moéze ovplyvnit koncentracia polyméru a tiez jeho molekulovd hmotnost.
Takisto je dolezZita koncentracia a vlastnosti surfaktantu a rozpustadla, rychlost a doba
miesSania. (21)
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Obrdzok ¢. 5 Metdda vysolovania (23)
4.3.3 Emulzne difuzna vyparovacia metoda

Tato metdda sa vyuZiva prevazne pre hydrofébne lieCivd, pretoze hydrofilné by sa mohli
rozpustit vo vodnej faze a nedoslo by k ich enkapsuldcii. Pre ne je vyhodnejsia metdda
dvojitej emulzie. Proces pripravy prebieha v dvoch krokoch. Najprv sa polymér rozpusti
v organickom rozpustadle, ktoré je Ciastocne mieSatelné s vodou. Medzi najbeznejsie
rozpustadla patri etylacetat alebo benzylalkohol. Prida sa do vodnej fazy, v ktorej je
rozpusteny stabilizator. V tomto kroku vzniknutej emulzie (o/v) je nutné pouzit vysoké
Smykové napatie, aby doslo k zmenseniu velkosti emulznej kvapky. Bez tohto napatia by
mohlo dojst k Ostwaldovmu dozrievaniu, ¢o je zmensSovanie malych cCastic na ukor
vacsich. V druhom kroku dochadza odparenim rozpustadla k vzniku nanocastic. Pocas
tejto metddy pripravy nanocastic dochadza k difuzii molekul rozpustadla do vodnej fazy,
¢o predstavuje hlavny rozdiel medzi touto metddou a metédou vysolovania, ked' k difuzii
nedochdadza kvoli pritomnosti elektrolytov. (10; 21; 23)

V tejto metdde sa musi vziat do Uvahy koncentracia polyméru a rozpustadla, typ
rozpustadla, molekulova hmotnost surfaktantu. DoleZité je tiez spravne zvolit rychlost
a dobu miesania a teplotu vody. (21)
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Obrdzok ¢. 6 Emulzne difuzna vyparovacia metdda (23)
Vyhody:
e pouzitie malo toxickych rozpustadiel
e pridanie pomocnych latok, ktoré ovplyvnia velkost nanocastic
e moznost zabudovania hydrofilnych aj hydrofébnych zloZiek
Nevyhody:
e energeticky narocny proces kvoli nutnosti vyuzitia vysokej Smykovej sily

e Casovo narocnejsi proces kvoli nutnému odpareniu rozpustadla (21)

4.3.4 Polymerizacia

Pocas tejto metddy dochadza k vzniku polymérnych nanocastic z ich subjednotiek —
monomérov. V rozpustadle sa nachadzaju organické Ziarice a monoméry. Pomocou
ultrazvuku dojde k dispergdcii stabilnych olejovych kvapocok vo vodnom roztoku
obsahujucom emulgator. V dalSom kroku polymerizacie monomérov sa pridanim
iniciatorov do tejto emulzie vytvoria disperzie nanocastic. Pre vznik finalnych
polymérnych nanocastic je potrebné zaistit odparenie rozpustadla. (24)
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Obradzok ¢. 7 Polymerizdcia (24)
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4.4 Cielena distribucia casticovych systémov

Targeting alebo tieZ cielené dodavanie lieciv je moiné dosiahnut bud pasivhym
targetingom, ktory je zaloZeny na rozdieloch medzi patologicky zmenenym a zdravym
tkanivom, alebo pomocou naviazania $pecifickych ligandov na povrch nanocastic, ked'
ide o aktivny targeting. (25)

4.4.1 Pasivny targeting

Pasivny targeting je zamerany na anatomické rozdiely v zdravom a poskodenom tkanive.
Tyka sa to prevaine nadorov, zdpalovych zmien endotelu v peceni a hypoxiou
poskodenych buniek myokardu. PoSkodené tkanivo sa vyznacuje vacSou vaskuldrnou
hustotou, netesnostou a vyssou priepustnostou. Cievy s takymito vlastnostami zvysuju
permeabilitu pre makromolekuly a nanocastice, ktoré mozu unikat z cievneho rieciska
a hromadit sa v postihnutych bunkach. NavySe nie su z tohto tkaniva odstrafiované
lymfatickym systémom, pretozZe v patologicky zmenenych tkanivach lymfatické cievy
chybaju alebo nefunguju a nedochadza kich odtoku. Principom tohto cieleného
poddvania lie¢iv je efekt zvy$enej permeability aretencie (EPR). U&inok EPR byva
ovplyvneny vlastnostami poskodeného tkaniva a vlastnostami nanocastic, ako je
velkost, povrchovy naboj ¢i povrchovd modifikicia a hydrofobicita. Na rozdiel od
aktivneho targetingu, nanocastica na svojom povrchu nema naviazany ligand pre
urcenie Specifického miesta posobenia. (2; 20; 26; 25)

4.4.2 Aktivny targeting

Tento spbsob dodavania lieciva do tkaniv a buniek je vyhodnejsi neZ pasivny targeting
alebo volne doddavané liecivo. Je mozné zamerat sa cielene na tumorové bunky. Na
povrch nanocastice sa naviaZze Specificky ligand/marker, ktory bude Specificky posobit
na receptory v ciefovych bunkach. Takto pripravené nanocastice maju vyssiu afinitu
k Specifickym bunkdm alahSie penetruju. Ligandami mozu byt peptidy, nukleové
kyseliny, monoklonalne protilatky a ich fragmenty alebo aptaméry. (20; 26)
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Obrdzok ¢. 8 Pasivny a aktivny targeting (20)
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4.5 Uprava povrchu nanogastic

Nanocastice su internalizované do buniek pomocou niekolkych mechanizmov -
fagocytdzou, pinocytézou a endocytdzou sprostredkovanou receptormi. (9) Fagocytdza
je dej Specificky pre profesionalne pozierace - makrofagy. Pinocytdza je dej, pri ktorom
dochadza k pohlteniu ¢astic mechanizmom invaginacie kazdym typom buniek.
Receptorom sprostredkovana endocytdza je eSte viac selektivnejSia k uréitému typu
buniek. Na membrdane bunky sa nachadza velké mnozstvo receptorov, na ktoré je mozné
naviazat Specifické ligandy funkcionalizovanych nanocastic. Po ich naviazani dochadza
k prenosu signdlu do vnutra bunky. (27)

Ako zndzornuje obrazok €. 9, PLGA nanocastice sa uvolfiuju z endolyzozomov a prenikaju
do cytoplazmy. To je umozinené na zaklade vzajomného poésobenia nanocastice
a membrany vezikula, ktord sa na isty cas destabilizuje. Vdanom momente sa
nanocastice dostanu do cytosolu. Tieto nanocastice su rozpoznavané mononuklearne
fagocytickym systémom (MFS), ktory ich identifikuje ako cudzie a vyluci krvnym obehom
do peceniovych aslezinnych buniek. Prave toto rozpoznanie je hlavnou prekazkou
v oblasti cieleného dodavania lieciva. (9)

NP
e
. L=

. Drug loaded nanoparticles

Engolysasomal
rglease

Recyeling of endosomes

Obrdzok ¢. 9 Vstup nanocastice do bunky (9)

Typ nanocastic, ich priprava a Uprava su plne ovplyviiované typom ucinnej latky, jej
stabilitou, permeabilitou a uvolfiovanim. Organizmus povazuje hydrofébne ¢astice za
cudzie, apreto su polahky vychytavané MFS. (2) Tento problém sa da vyriesit
povrchovou Upravou nanocastic, kedy MFS nebude schopny takto upravenu casticu
odhalit. (9)

NajcastejSie sa Castice upravuju pomocou polyetylénglykolu (PEG). Vyhodou PEG je
vysokd biokompatibilita a neidnickost. Vdaka jeho hydrofilite su castice s PEG viac
rozpustné ako Castice bez Upravy. Dal$im benefitom PEG je predizenie biologického
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poléasu v krvnom riecisku a tiez fakt, Ze nie je toxicky. Na zvySenie bunkovej selektivity
a internalizacie je moZné na povrch nanocastic naviazat Specifické ligandy cez pripojenie
na PEG retazce. (9; 23)

O
H OH
n

Obrdzok ¢. 10 Struktura PEG (28)

Namiesto PEGu, je moZné na povrch nanocastic naviazat aj iné hydrofilné polyméry ako
napr. poloxaméry, polysorbat 80, dextran a r6zne kopolyméry, ¢im dojde k zmene ich
povrchovych vlastnosti.

Poloxaméry, medzi ktoré patri aj Pluronic F-127 (poloxamer 407), su neidnové triblokovo
orientované latky (ABA), ktoré sa skladaju z hydrofilného polyetylénoxidu (PEO)
a hydrofobneho polypropylénoxidu (PPO). (29; 30) V praci boli pouzité ako stabilizatory
v roznych koncentraciach.

CHa,
HO\L/\ 0 /}H
O a b O a

Obrdzok ¢. 11 Vseobecnd Struktiura poloxaméru

Okrem cirkulacie a retencie, lie€ivo v organizme zohrava podstatnu rolu aj v hromadeni
sa v Specifickom mieste. Ide o pasivny a aktivny targeting, ktory bol bliZSie popisany v
predchadzajucej kapitole. (2)

Délezitu ulohu pri internalizacii nanocastic vykazuje aj ich povrchovy ndboj. Bunkové
membrany su prirodzene nabité zdporne, ¢o je dévodom lahsieho uniku kationickych
Castic z lyzozomu a umiestnenia okolo jadra bunky. Negativne a neutralne nabité Castice
preferuju umiestnenie v lyzozémoch. PLGA nanocastice su nabité negativne, a preto je
vhodné ich povrch upravit napriklad PEGylaciou alebo naviazanim chitosanu. (9)
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4.6 Inkorporacia lieCiv

Existuju dva rozne sposoby, ktorymi méZzeme zaviest lieivo do nanocastice:
1. umiestnenim lieciva do nanocastice pocas procesu pripravy
2. adsorbciou lie¢iva na uz pripravené nanocastice (2)

Ide o vloZenie lieciva do reakcénej zmesi pocas ich pripravy roznymi vyssie spomenutymi
metddami alebo sa lie¢ivo méZe adsorbovat na nanocastice, ktoré uz su pripravené, na
zaklade vloZenia lieciva do roztoku s danymi nanocasticami. (2) Prvy spésob inkorporacie
lieCiva je vyhodnejsi, pretoze je schopny zachytit vacsie mnozstvo lieciva. (31)

Mnoizstvo lieCiva zabudovaného v nanocastici je ovplyvnené chemickou Struktirou
lie€iva, typom polymeéru, ale aj spdsobom inkorporacie ucinnej latky. Ide o mechanizmus
disperzie lie€iva v polyméri, adsorpcie na povrch nanocastice a tvorby chemickej vazby
medzi liecivou latkou a polymérom. U nanocastic, ako latok koloidného charakteru, je
stanovenie presného obsahu ucinnej latky celkom problematické. Nepochybne
uspesnym spbsobom na separdciu enkapsulovanych nanocastic od zmesi, ktord
obsahuje aj volné liecivo je ultracentrifugacia alebo gélova filtracia. (2)

Enkapsulaénu efektivitu lieciva je mozné vypocitat z mnozstva enkapsulovaného lieciva
pomocou nasledovného vzorca (2; 32):

skuto¢né mnozstvo enkapsulovaného lieciva
E= — 2 - X 100%
teoretické mnozstvo lieCiva

4.7 Uvolnovanie lieciva

Uvolfiovanie lieCiva je doblezity proces, ked sa lieCivo, nachadzajuce sa v jadre
nanocastice, dostdva na jej povrch, odkial sa dalej transportuje do vonkajSieho
prostredia. (19)

Zakladné mechanizmy uvolfiovania lieciva (19):

A difazia lieCiva cez vodné poéry
B difluzia z polymérnej matrice
C hromadna erdzia
D

povrchova erdzia
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Obrdzok ¢. 12 Mechanizmy uvolfiovania lieciva (19)
A) Difuzia lieCiva cez vodné pory

Dochadza k transportu lieciva, ktorého pohyb je nahodny a riadeny koncentraénym
spadom. V struktire odburatelného polyméru vznikd podrovitd siet, ktorej rychlost
ovplyviiuje difdzia. Potom sa nanocastica zacne plnit vodou, kedy sa s pribudajicim
mnozstvom vody zvacésuju a nasobia podry. V tejto faze je lieCivo transportované von
z matrice.

B) Difuizia z polymérnej matrice

Tento proces prebieha difuzne, ked'sa lieCivo transportuje von z neodburatelnej ¢astice
alebo depotnej formy bez tvorby pérov. Rychlost nie je riadend koncentracnym spadom,
ale je konstantna a zavisla len na permeabilite polyméru.

C) Hromadnad a D) Povrchova erozia

Povrchova erdzia je vhodnejsia pre lieCiva citlivé na vodu, pretoZe ich chrani pomaly
prilev vody do matrice. Ide o degradaciu matrice na jej povrchu, ktord dalej smeruje do
vnutra a jej rychlost je zavisla na rychlosti prenikania vody. Hromadna erdzia nastava ak
do matrice prenikne naraz velké mnoZstvo vody a déjde k jej rovhomernej degradacii.
Na rozdiel od hromadnej erdzie je mozné povrchovu erdéziu kontrolovat a predikovat.
(19)

4.8 Charakterizacia nanocastic

Medzi zakladné vlastnosti nanocastic, ktoré suvisia s ich posobenim v Zivom organizme
patri velkost a tvar, polydisperzita a povrchovy naboj. (33) Tieto parametre je potrebné
zistit a sU vyZzadované v oblasti podavania lieCiv v biomedicine. (34) Celkovy vysledny
efekt nanocastic in vivo mézu ovplyvnit aj malé odchylky v jednej z tychto vlastnosti. (33)

4.8.1 Velkost a tvar nanocastic

Zistenie velkosti a tvaru definuje fyzikalne a fyzikalno-chemické vlastnosti, ktoré uréuju
ako sa budu nanocastice distribuovat v organizme, ako budud prenikat cez biologické
membrany, kde sa budld hromadit a ponukaju aj informacie o ich bezpecnosti. (34)
Castice s velkostou <7pum sa nachadzaju v pltucnych kapildrach, &astice 0,1-7um su
fagocytované MFS v peceni alebo slezine. Velkost je zdsadnd mimo spomenutych
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vlastnosti aj v elimindcii nanocastic z organizmu. Pokial ide o tvar nanocastic, volny
pohyb vykazuju sférické nanocastice a tvarovo nepravidelné maju tendenciu sa
zhlukovat v mieste rozdvojenia ciev. (33) Existuju rdzne spdsoby urcovania velkosti
Castic. Medzi najpouzivanejSie metddy patria tie, ktoré suivisia s rozptylom svetla
a mikroskopiou. (34)

4.8.1.1 Dynamicky rozptyl svetla

Dynamicky rozptyl svetla (DLS) inak zvany tiez foténova korelacna spektroskopia sa stava
¢oraz viac vyuzivanou metddou na charakterizaciu velkosti nanocastic. Je to dej, ked'su
v rozpustadle suspendované nanocastice, ktorych sustavny pohyb je vyvolany
Brownovym pohybom. Ten podnietuju castice svojim vzajomnym pdsobenim
sprevadzanym vznikom tepla. Monochromaticky bodovy laser zachytava kolisajucu
intenzitu svetla sp6sobenu prave spominanymi ¢asticami. (34)

Zaznam kolisania intenzity zahffia konStruktivne a deStruktivne interferencie
rozptyleného svetla. Pomocou nich je mozné odvodit velkost ¢astic Stokes-Einstenovou
rovnicou:
KgT
67T77Th

kde Kg je Boltzmannova konstanta, T - teplota, n — viskozita a rh je hydrodynamicky
radius. (35)

Tato metdda ma vela vyhod. Jednou z nich je velmi jednoduché a rychle meranie, pri
ktorom sa vyuziva minimalne mnoZstvo vzorky, ktorda moZe byt dispergovana
v flubovolnom ¢irom rozpustadle. (36) Vyhodou je aj presnost tohto merania pri ur¢ovani
velkosti monodisperznych vzoriek arozbor vzoriek v Sirokej Skale koncentracii.
Nevyhodou byvaju prachové castice, ktoré ovplyviiuju intenzitu rozptylu a korelovanie
velkosti frakcii s ur€itym zloZzenim v pritomnosti agregatov. Nepriaznivym aspektom DLS
je aj limitovana analyza vzoriek s r6zne velkym rozdelenim velkosti a nesféricky tvar
nanocastic. (35)

4.8.1.2 TEM a SEM

Transmisna elektronova mikroskopia (TEM) je z oblasti mikroskopie najpreferovanejSou
volbou na zistenie velkosti a distriblicie nanomateridlov s vysSim priestorovym
rozliSenim nez SEM (skenovacia elektronova mikroskopia). Princip tohto merania
spociva v prechode vdkuovo chraneného elektrénového luca cez rad SoSoviek, ktory
dopadd na vodivu vzorku s husto osidlenymi elektrénmi. (34)

23



4.8.2 Zeta potencial

Povrchovy ndboj nanocastic patri medzi délezité parametre, ktoré poskytuju informaciu,
na kolko je dany disperzny systém stabilny. Ak v okoli ¢astice stupne pocet protichodne
nabitych idnov vytvori sa okolo nej elektrickd dvojvrstva tvorend z vonkajsej difuznej
Casti s menej pevne sputanymi idonmi a z vnutornej (Sternovej) ¢asti, kde su naopak iény
pevne sputané. Ak sa pohybuje Castica, pohybuju sa aj iény v jej okoli. Difuzna c¢ast
obsahuje pomyselna hranicu, kde ¢astica a idny tvoria stabilny celok. Veli¢ina merand
na tejto hranici sa oznacuje ako zeta potencidl. (34; 37)
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Obrdzok ¢. 13 Zndzornenie elektrickej dvojvrstvy (37)

Nanocasticova disperzia v sebe musi zahfiat nizku koncentraciu elektrolytov, ktoré sa
budu pohybovat urcitou rychlostou. Tato podmienka je déleZita na meranie
elektroforetickej mobility, na zaklade ktorej sa urcuje zeta potencidl. (34) Hodnota zeta
potencidlu by sa zvycajne mala pohybovat okolo 30mV, pricom hodnoty vyssie
signalizuju vacsiu stabilitu a hodnoty nizsie ukazuju na nestabilny, agregovany, systém ¢i
flokulaciu a koagulaciu. (35)

NajbeZnejsie pouZivanou metédou na meranie povrchového naboja je technika
elektroforetického rozptylu svetla. (35) Ide o metddu, v ktorej je pohyb nanocastic v
roztoku merany aplikovanym oscilacnym elektrickym polom. Tymto sa liSi od DLS, kde je
zakladom Brownov pohyb ¢astic. (38) Principom tohto merania je rozdelenie laserového
[i¢a na dva, pricom jeden smeruje k vzorke a druhy je referencny. Na stanovenie
Dopplerovho posunu sa rozptylené svetlo zo vzorky zIUuci alebo opticky zmiesa
s referencnym [u€om. Rychlost nanocastic je odvodend od Dopplerovho posunu
a povrchovy naboj sa dalej meria pomocou réznych matematickych rovnic. (39)
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Obrdzok ¢. 14 Technika elektroforetického rozptylu svetla (38)
4.8.3 Polydisperzita

Polydisperzita charakterizuje stupen odlisSnosti distriblcie velkosti Castic. UrCuje sa
pomocou polydisperzného indexu (PDI), tieZ zvaného ako index heterogenity. Tento
index sa vypocita z dvoch udajov, a to Mw (hmotnostny priemer) /Mn (Ciselny priemer
molekulovej hmotnosti). Vysledkom je bezrozmerné &islo, ktoré sa pohybuje od 0,0 az
1,0, pricom v praxi ide o hodnoty do 0,05, ktoré poukazuju na vysoko monodisperznu
sustavu a hodnoty nad 0,7 napovedaju, Ze dany systém je polydisperzny a nie je vhodné
ho merat pomocou DLS. (40)
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5. EXPERIMENTALNA CAST

5.1 Pouzité suroviny

Purasorb PDLG 5002A, Corbion, Holandsko

Purasorb PDLG 5002, Corbion, Holandsko

Fluorescein, Merck, Praha, Ceska republika

Chol4t sodny, Merck, Praha, Ceskd republika

Poloxamér 407, Pluronic® F-127, Merck, Praha, Ceskd republika
Acetén, PENTA s.r.0., Chrudim, Ceska republika

Cistena voda, Katedra farmaceutickej technolégie FaF UK

Fyziologicky roztok pufrovany fosfatom (PBS), tablety, Merck, Praha, Ceskd republika

5.1.1 PLGA polyméry

V tejto diplomovej praci boli pouzité 2 typy biodegradovatelnych polymérov, a to
Purasorb PDLG 5002A (PLGAA) a Purasorb PDLG 5002 (PLGAE), ktoré su komercne
dostupné.

Purasorb 5002A

linearny polymér PLGA, 50:50 (LA/GA), acid terminated
My =17 000 g/mol

Purasorb 5002

linedrny polymér PLGA, 50:50 (LA/GA), ester terminated
My =17 000 g/mol

5.1.2 Fluorescein

Fluorescein bol pouZzity k enkapsulacii ako modelové lie€ivo. Charakteristickd je pren
oranzovo-Cervena farba. Vyskytuje sa vo forme prasku aje nerozpustny vo vode.
Rozpustasa v etanole, metanole, acetdne Civ zriedenych zasadach, ked vykazuje zeleno-
ZItu fluorescenciu. Je citlivy na pH. Vyhodou je jeho jednoducha meratelnost pomocou
spektrofotometrie. (41)

Mr = 332,31 g/mol Rozpustnost vo vode = 0,005 g/100 ml (20 °C)
logP=3,4 pKa=6,4
excitaéné spektrum = 494nm emisné spektrum = 521nm
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Obrdzok ¢. 15 Chemicka struktura fluoresceinu
5.1.3 Stabilizator (poloxamér 407)

Poloxamér 407 (PIuronic® F-127) bol pouZity ako stabilizator v priprave nanodastic

metddou nanoprecipitacie vo forme vodného roztoku v koncentraciach 0,1 %, 0,5 % a 1
%. lde o triblokovy neidnovy kopolymér tvoreny z dvoch monomérnych jednotiek —
etylénoxidu a propylénoxidu, vo formulacii PEO-PPO-PEO. (42)

Mn = 12 600 g/mol, HLB (hydrofilne-lipofilna rovnovaha) = 18-23

5.1.4 Povrchovo aktivna latka

Cholat sodny bol pouzity ako povrchovo aktivna latka vo forme vodného roztoku
v koncentraciach 0,1 %, 0,5 %, 1 %, 2 % a5 %. Patri medzi soli Zl¢ovych kyselin
s amfifilnymi vlastnostami. Zakladny skelet tvori hydrofébne steroidné jadro, na ktorom
su naviazané 3 hydroxylové skupiny a 1 karboxylovy zvysok. Ide o latku, ktora ma
schopnost zvysit absorbciu lie¢iva a ulahcit tak jeho prechod cez biologické membrany.
(43)

Mr = 430,6 g/mol

OH COO" Na*

HO" "OH

Obrdzok ¢. 16 Chemickad Struktura choldtu sodného
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5.1.5 Rozpustadla
Acetdn bol pouZity v procese pripravy organickej fazy ako rozpustadlo fluoresceinu,
a tieZ aj pri rozpustani polymérov PLGAA a PLGAE.

Cistena voda bola pouZita ako rozpustadlo v priprave vodnej fazy nanoprecipitacie —
vznik vodného roztoku povrchovo aktivnej latky a stabilizatora. Tiez bola pouzitd pre
doplnenie objemu nanosuspenzie po odpareni aceténu a v hodnoteni nanocastic
pomocou Zetasizeru — odobratie ¢asti nanosuspenzie, zriedenie vodou a meranie.

0,01M PBS bol pouzity ako rozpustadlo nanocastic pre kvantifikaciu pomocou Plate
readera a zaroven ako pufrovacie ¢inidlo, kedZe je fluorescein citlivy na pH a svetlo.
TaktieZ bol pouzity aj ako redispergacné a disolu¢né médium v disoluénom experimente.
(pH = 7,4 pri 25°C)

5.2 Pouzité pristroje

Analytické vahy Ohaus Discovery (Ohaus, Greifensee, Svajéiarsko)
Vahy Kern 440-53N (Kern, Balingen, Nemecko)

Magneticka miesacka IKA-WERKE RT 5 power (IKA, Staufen, Nemecko)
Centrifuga Micro 7 (Fischer Scientific, Hampton, USA)

Zetasizer Nano ZS (Malvern Panalytical, Malvern, UK)

Plate reader Synergy 2 (BioTek Instruments, USA)

Vodna lazen GFL 1083, GFL (Burgwedel, Nemecko)

5.3 Pouzité metody

5.3.1 Priprava nanocastic

V experimente bola pre pripravu nanocastic vyuzita metdda nanoprecipitacie, ktora je
popisand v kapitole 4.3.1.

Postup:

1. Priprava vodnej fazy

Vodnu fazu tvorilo 10 ml vodného roztoku bud samostatne povrchovo aktivnej latky,
alebo povrchovo aktivnej latky so stabilizatorom v r6znych koncentrac¢nych pomeroch.
Povrchovo aktivna latka bola choldt sodny v koncentrdciach 0,1 %, 0,5%, 1%,2 % a5 %
(m/V). Pluronic F-127 ako stabilizator bol pouZity v koncentraciach 0,1 %, 0,5 % a1 %

28



(m/V). Vodna faza teda vznikla rozpustenim choldtu sodného v Cistenej vode za stéleho
miesania na magnetickej mieSacke.

2. Priprava organickej fazy

Organicka faza pozostdvala z polyméru PLGAA alebo PLGAE, fluoresceinu a aceténu. Na
analytickych vahach bol do vialky vidy navazeny jeden z polymérov (PLGAA alebo
PLGAE) 30 + 0,05 mg a fluorescein 20 ug. Potom doslo k rozpusteniu obsahu vialky v 1
ml acetonu.

3. Priprava nanosuspenzie

Pripravena organicka faza sa pomocou mikropipety kontinualne pridala do vodnej fazy
za stdleho mieSania na magnetickej mieSacke. Postupne doslo k vytvoreniu
nanosuspenzie a odpareniu aceténu, ktory sa odparil pribliZzne za 90 minut. V
pripravenej nanosuspenzii bolo mnoZstvo odparené behom pripravy nahradené
¢istenou vodou a potom bola nanosuspenzia centrifugovana.

5.3.2 Centrifugacia

Z kazdej pripravenej nanosuspenzie boli odobrané 2 ml, ktoré boli prenesené do
mikroskdimavky (typ eppendorf) a nasledne centrifugované. Centrifugdacia prebiehala pri
podmienkach: 15090 RPM (otacky za minutu), pretazenie 21130 G, teplota 4 °C, ¢as 20
minut. Po zakoncentrovani vzoriek bol odobraty supernatant v mnozstve 100 ul, ktory
sa dalej upravil a hodnotil v Plate readeri.

5.3.3 Meranie enkapsulacie fluoresceinu

Odobrany supernatant (100 pl) bol rozpusteny v 1900 pl 0,01M roztoku PBS. Z danej
vzorky bolo odobranych 150 pl, ktoré sa v triplikadte preniesli na viacjamkovu dosticku.
Ta sa vlozila do Plate readera, v ktorom prebehlo meranie fluorescencie. Podmienky
merania: excitacia 459/10, emisia 590/35, Top 510, GAIN 80.

Pred meranim enkapsulovaného lieciva (fluoresceinu) v supernatante bola najprv
zmerand a zostavend kalibra¢nd krivka pre roézne koncentracie fluoresceinu v PBS.
Tymto spésobom bola ziskand hodnota fluorescencie vzorky, z ktorej bola pomocou
rovnice kalibraénej krivky vypocitand koncentracia fluoresceinu.

Rovnica kalibrac¢nej krivky:
y =529522x + 18072

(v —namerand hodnota fluorescencie, x — koncentracia enkapsulovaného fluoresceinu)

29



Kalibracna krivka fluoresceinu v PBS
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Obrdzok ¢. 17 Kalibracnd priamka fluoresceinu v PBS

5.3.4 Enkapsulacna efektivita
Hodnota EE udava, kolko percent z celkovej navazky lieciva (fluoresceinu) bolo aj redlne
enkapsulovanych v polymérnych nanocasticiach. EE sa zistovala zo supernatantu.
Vzorec pre vypocet EE:

navazka fluoresceinu — vol'ny fluorescein

E = — - — X 100%
teoretické mnozstvo lieciva

5.3.5 Analyza nanocastic na Zetasizeri

Z kazdého vzorku bola odobrand cast nanosuspenzie, ktord bola zriedena cistenou
vodou v pomere 1:10 a potom analyzovana v Zetasizeri. Pomocou tohto pristroja bola
merana velkost Castic, index polydisperzity a zeta potencial. Na hodnotenie velkosti
Castic aindexu polydisperzity boli pouzité plastové kyvety bez elektréd metddou
dynamického rozptylu svetla (popisanad v kapitole 4.8.1.1) a meranie zeta potencidlu
prebiehalo v kyvetach s kapildrou (typ DTS1060) metdédou elektroforetického rozptylu
svetla (popisand v kapitole 4.8.2).
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5.3.6 Disolucia

1. Podla vysSie spomenutého postupu pripravy (kapitola 5.3.1) bola vytvorena
nanosuspenzia, pricom koncentracia vodného roztoku choldtu bola 0,1 % a2 % ana
pripravu organickej fazi bol pouzity polymér PLGAA.

2. Pripravend nanosuspenzia bola prenesend do Styroch 2 ml mikroskimaviek (typu
eppendorf) a centrifugovana za podmienok: 9285 RPM (otacky za minutu), pretaZenie
9000 G, teplota 4 °C, ¢as 15 minut. Po prvom cykle bol odobrany supernatant
a nanocastice v sedimente boli redispergované v Cistenej vode. Po druhom cykle bol
znova odobrany supernatant a nanocastice v sedimente boli redispergované v roztoku
PBS. Potom bol obsah z dvoch mikroskimaviek zmiesany a preneseny do celulézove;j
membrany (MWCO 6000-8000 g/mol), ktorej oba konce sa navzajom zlepili lepidlom.

3. Membrdna sroztokom nanocastic bola vlozend do vialky, do ktorej bolo
napipetovanych 10 ml disolu¢ného média — roztok PBS. Vialka bola vlioZzena do trepacej
vodnej lazne. Teplota bola nastavena na 37 °C. V dany c¢asovy bod sa 10 ml disolu¢ného
média odpipetovalo a prenieslo do dvoch 2 ml mikroskimaviek, ktoré sa obalili
alobalom, aby nedoslo k ovplyvneniu stability fluoresceinu, kedze je citlivy na svetlo,
a odlozili sa do chladnicky. Tento postup sa opakoval po 0,5, 1, 2, 6, 10, 18, 24, 30, 42,
48 hodinach.

4. Vzorky boli merané na Plate readeri rovnakym sp6sobom uvedenym v kapitole 5.3.3.
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6. VYSLEDKY A DISKUSIA

Kapitola prezentuje vysledky, ktoré boli ziskané pripravou nanocastic s fluoresceinom.
Cielom bolo zistit ako ovplyviiuju rozne koncentraéné pomery povrchovo aktivnej latky
a stabilizatora enkapsulacénu efektivitu lieciva (fluoresceinu).

Skumalo sa aj uvolfiovanie fluoresceinu in vitro, kedy sa stanovil disoluény profil. Dalimi
zistovanymi parametrami boli velkost ¢astic, zeta potencial a PDI.

6.1 Enkapsulacna efektivita

EE fluoresceinu v PLGAA
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Koncentracia cholatu
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MnozZstvo enkapsulovaného fluoresceinu
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Obrdzok ¢. 18 Hodnoty EE nanocastic v zavislosti na koncentrdcii povrchovo aktivnej
latky
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EE fluoresceinu v PLGAA, Pluronic F-127 0,1 %
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Obrdzok ¢. 19 Hodnoty EE nanocastic v zavislosti na koncentrdcii povrchovo aktivnej
latky s Pluronicom F-127 v koncentrdcii 0,1 %

EE fluoresceinu v PLGAA, Pluronic F-127 0,5 %
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Obrdzok ¢. 20 Hodnoty EE nanocastic v zavislosti na koncentrdcii povrchovo aktivnej
latky s Pluronicom F-127 v koncentrdcii 0,5 %
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EE fluoresceinu v PLGAA, Pluronic F-127 1 %
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Obrdzok ¢. 21 Hodnoty EE nanocastic v zavislosti na koncentrdcii povrchovo aktivnej
latky s Pluronicom F-127 v koncentrdcii 1 %

EE fluoresceinu v PLGAE
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Obrdzok ¢. 22 Hodnoty EE nanocastic v zavislosti na koncentrdcii povrchovo aktivnej
ldtky
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EE fluoresceinu v PLGAE, Pluronic F-127 0,1 %
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Obrdzok ¢. 23 Hodnoty EE nanocastic v zavislosti na koncentrdcii povrchovo aktivnej
latky s Pluronicom F-127 v koncentrdcii 0,1 %

EE fluoresceinu v PLGAE, Pluronic F-127 0,5 %
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Obrdzok ¢. 24 Hodnoty EE nanocastic v zavislosti na koncentrdcii povrchovo aktivnej
latky s Pluronicom F-127 v koncentrdcii 0,5 %
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EE fluoresceinu v PLGAE, Pluronic F-127 1%
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Obrdzok ¢. 25 Hodnoty EE nanocastic v zavislosti na koncentrdcii povrchovo aktivnej
latky s Pluronicom F-127 v koncentrdcii 1 %

Obrazok ¢. 18 ukazuje, Ze v pripade nanocastic s polymérom PLGAA asamotnym
cholatom v koncetraciach 0,1 %, 0,5 %, 1 %, 2 % a 5 % doslo ku kompletnej inkorporacii
fluoresceinu do nanocastic. Z obrazkov ¢. 19, 20 a 21 je vidiet, Ze Castice pripravené so
zvysujucou sa koncentraciou cholatu a Pluronicom F-127 v koncentraciach 0,1 %, 0,5 %
al % nevykazuju vyznamné rozdiely v hodnote EE adoSlo k takmer kompletnej
enkapsulacii.

Obrazok ¢. 22 znazoriuje, Ze nanocastice tvorené polymérom PLGAE a samotnym
cholatom v koncentracidch 0,1%, 0,5 %, 1 %, 2 % a5 % kompletne enkapsulovali
fluorescein. Pridanim Pluronica F-127 v koncentraciach 0,1 % a 1 % k roztoku cholatu so
zvySujucou sa koncentraciou, sa fluorescein takmer Uplne enkapsuloval, ¢o popisuje
obrazok €. 23 a 25. Z obrazku €. 24 je vidiet, Ze po pridani Pluronica F-127 v koncentracii
0,5 % k roztokom choldtu s koncentraciami 0,1-5 % doslo k miernemu poklesu hodnoty
EE, ktora sa aj napriek tomu stale da povaZovat za velmi vyhovujucu.

Enkapsulacnu efektivitu moze ovplyvnit koncova skupina polyméru PLGA. Jej charakter
moze spbsobit degradaciu liediva a ovplyvnit stabilitu. (44)

Fluorescein je lipofilna latka, ktord sa vo vodnom prostredi nerozpusta, ma tendenciu
z vodného prostredia rychlo prenikat do lipofilného prostredia, a preto je potrebné, aby
bola inkorporovana do vhodného nosica. Vzhladom na to, Ze polymér PLGAE je
zakonceny esterom je hydrofédbny a ma vysoku molekulovi schopnost, vytvara vhodné
prostredie pre enkapsuldciu fluoresceinu. Aj napriek tomu, Ze polymér PLGAA je
zakonéeny kyselinou, ktord sposobuje pokles hydrofobicity, je pre fluorescein stale
dostatoCne hydrofébny a schopny takmer kompletnej enkapsulacie. Termindlny
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karboxyl moze mat pre inkorporaciu podobnych latok benefitny efekt, pretoze
aj napriek tomu, Ze je fluorescein znacne lipofilnd molekula, je schopny tvorit vodikové
mostiky pomocou karboxylovej, hydroxylovej a keto skupiny vo svojej Strukture. Tieto
vodikové vazby s polymérom bude vo vacsej miere vytvarat s terminalnymi karboxylmi
PLGAA. Z vysledkov vsak plynie, Ze pre enkapsuldciu budd mat dominantnd rolu van der
Waalsove hydrofébne interakcie.

U oboch typov polymérov dochadza so zvySujlucou sa koncentraciou choldtu k poklesu
enkapsulacnej efektivity. Rovnaky trend je zaznamenany aj v pripade, ked bol ku cholatu
pridany Pluronic F-127 vo zvy3Sujucich sa koncentraciach. D4 sa predpokladat, Ze
s pribudajucou koncentrdciou choldatu dochddza k prekroceniu kritickej micelarnej
koncentracie, agregacii nanocastic a tvorbe micel, ¢o spésobi pokles EE.

37



6.2 Velkost ¢astic
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Obradzok ¢. 26 Hodnoty velkosti nanocastic v zdvislosti na koncentrdcii povrchovo

aktivnej latky a type polyméra
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Obrdzok ¢. 27 Hodnoty velkosti nanocastic v zavislosti na koncentrdcii povrchovo
aktivnej latky s Pluronicom F-127 v koncentrdcii 0,1 % a type polyméra
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Velkost €astic, Pluronic F-127 0,5 %
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Obrdzok ¢. 28 Hodnoty velkosti nanocastic v zavislosti na koncentrdcii povrchovo
aktivnej latky s Pluronicom F-127 v koncentrdcii 0,5 % a type polyméra

Vel'kost ¢astic, Pluronic F-127 1 %
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Obrdzok ¢. 29 Hodnoty velkosti nanocastic v zdvislosti na koncentrdcii povrchovo
aktivnej Iatky s Pluronicom F-127 v koncentrdcii 1 % a type polyméra

Nanocastice PLGAA tvorené samotnym choldtom mali najvyssiu velkost v koncentracii
0,1 % - 118nm. Castice pripravené v pritomnosti zvy3ujlcej sa koncentracie cholatu
vykazovali nizsiu velkost az do koncentracie 5%, kedy vznikli ¢astice s vysSou vyslednou
velkostou, ¢o bolo pravdepodobne kvoli prekroceniu CMC choldtu sodného.
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Po pridani Pluronica F-127 skoncentraciou 0,1 % bola namerana velkost Ccastic
v pritomnosti choldtu zrovnatelnd s koncentraciou samotného cholatu. V skimanom
koncentratnom rozmedzi choldatu nema Pluronic F-127 s koncentraciou 0,1 % vyznamny
vplyv na vyslednu velkost nanocastic.

Castice pripravené v pritomnosti Pluronica F-127 v koncentracii 0,5 % a cholatu
s koncentraciou 0,1 % mali vyslednu velkost 149nm, ktorad bola zaroven aj najvyssia
v porovnani s asticami, na pripravu ktorych bol pouzity cholat v koncentraciach 0,5 % —
5 %. Castice pripravené v pritomnosti cholatu s koncentraciou 0,5 % dosiahli velkost
98nm, v koncentracii choldtu 1 % stupla na 129nm, v koncentracii 2 % znova klesla
a nasledne sa v pritomnosti choldtu s koncentraciou 5 % prekrocila CMC a doslo k vzniku
micel.

Pridanim Pluronica F-127 v koncentracii 1 % ku cholatu s koncentraciou 0,1 % vznikli
nanocastice s velkostou ¢astic 153nm. Nasledne sa velkost Castic so zvysujlicou sa

koncentraciou Pluronica F-127 znizovala aZ do pridania cholatu s koncentraciou 5 %, ked
sa velkost zvysila na 176nm.

Nanocastice PLGAE dosahovali s koncentraciou choldtu 0,1 % velkost 130nm. So
zvySujucou sa koncentraciou cholatu (0,5 %, 1 %, 2 %) velkost stupala aZ v koncentracii
5 % dosiahla hodnotu 222nm. Castice pripravené s koncentraciou Pluronica F-127 0,1 %
vykazovali v pritomnosti cholatu s koncentraciou 0,1 % velkost 117nm, ktorda so
zvySujucou sa koncentraciou cholatu tiez zvySovala a v pritomnosti cholatu
s koncentraciou 5 % vykazovala velkost 207nm. Po pridani Pluronica F-127
s koncentraciou 0,5 % bola namerana velkost v pritomnosti cholatu v koncentracii 0,1 %
139nm. Postupnym zvySovanim koncentracie cholatu do koncentracie 5 % dosahovala
velkost ¢astic vyslednd hodnotu 222nm. Pridanie Pluronica F-127 s koncentraciou 1 %
k cholatu s koncentraciou 0,1 % sp6sobilo vznik Castic s velkostou 122nm, ktora sa so
zvysujucou koncentraciou choldtu zvysila na 203nm.

V pripade nanocastic s polymérom PLGAA vykazuju Castice klesajuci trend. Cholat sodny
je povrchovo aktivna latka, ktord ma schopnost zniZovat medzipovrchové napitie.
K znizovaniu velkosti ¢astic doslo kvoli zvySovaniu koncentracie choldtu, avsak iba do
koncentracie 5 %, kedy sa prekrocila kritickd micelarna koncentracia o niekolko radov
a doslo k agregacii nanocastic a micel. S pribudajucou koncentraciou Pluronica F-127
velkost Castic vykazovala vyssie hodnoty. Velkost nanocastic s polymérom PLGAE sa so
zvysujucou koncentraciou choldtu sodného a pridavkom réznych koncentracii Pluronica
F-127, naopak, zvacsovala.

ZmensSovanie Castic tiez modZe suvisiet aj s ionizaciou molekuly. KedZe je PLGAA
zakoncend kyselinou a PLGAE zakoncéena esterom (v porovnani s PLGAA je teda
hydrdbnejsia), méZzeme usudzovat, Ze cholat sodny ako amfifilnd anionicka zlGéenina
interaguje s PLGAA v okamihu vzniku ¢astic intenzivnejsie a indukuje vznik mensich
¢astic. Svoju rolu pravdepodobne hraju repulzné interakcie medzi karboxylom PLGAA
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a karboxylatom choldtu sodného. Vzhlfadom k hydrofilite volného karboxylu sa da
predpokladat, Ze molekula PLGAA sa bude v ¢astici spontanne orientovat terminalnymi
karboxylmi smerom k povrchu ¢astic. Fenomén, ktory sme pozorovali u PLGAE je mozné
vysvetlit ako zvySujucu sa koncentraciu cholatu sodného na povrchu ¢astic.

6.2.1 Polydisperzita castic

Polydisperzita charakterizuje stupen odliSnosti distribdcie velkosti castic. Za
monodisperznu sustavu sa povazuje sustava vykazujuca hodnotu PDI mensiu nez 0,2.
(34; 40) Hodnotu PDI do 0,2 mali takmer vSetky merané vzorky s polymérom PLGAA a
vSetky vzorky s esterovo zakonc¢enym PLGA. V pripade nevyhovujucich vzoriek doslo
pravdepodobne k agregicii Castic alebo k agregacii s micelami.
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6.3 Zeta potencial

Zeta potencial
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Obrdzok ¢. 30 Hodnoty zeta potencidlu nanocastic v zavislosti na koncentrdcii
povrchovo aktivnej Idtky a type polyméra
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Obrdzok ¢. 31 Hodnoty zeta potencidlu nanocastic v zdvislosti na koncentrdcii
povrchovo aktivnej latky s Pluronicom F-127 v koncentrdcii 0,1 % a type polyméra
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Obrdzok ¢. 32 Hodnoty zeta potencidlu nanocastic v zavislosti na koncentrdcii
povrchovo aktivnej Idtky s Pluronicom F-127 v koncentrdcii 0,5 % a type polyméra
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Obrdzok ¢. 33 Hodnoty zeta potencidlu nanocastic v zdvislosti na koncentrdcii
povrchovo aktivnej latky s Pluronicom F-127 v koncentrdcii 1 % a type polyméra

Nanodisperzia sa povazuje za elektrostaticky stabilnu, ak je hodnota zeta potencialu
vys$Sia nez 30 mV. Zabranuje sa tym agregacii ¢i flokuldcii. Stabilitu ovplyviuje napriklad
aj pritomnost povrchovo aktivnej latky, ktord zvysuje stérickd stabilitu. (34)
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Zeta potencidl PLGAE nanocastic sa so zvySujucou koncentraciou Pluronica F-127
znizoval a priblizoval k nulovym hodnotam, ¢o sa da vysvetlit jeho schopnostou
maskovat povrchovy naboj pomocou hydrofilnych PEG retazcov. V pripade PLGAA je
trend mierne kolisavy. Zeta potencidl castic pripravenych z polyméru PLGAA,
s koncentraciou cholatu 2 % a s koncentraciou Pluronica F-127 0,5 % sa nepodarilo
zmerat z dovodu znehodnotenej vzorky.

Z vysledkov je zrejma nepriama koreldcia medzi velkostou a zeta potencidlom. Toto plati
najma pre Castice pripravené v pritomnosti poloxaméru. Vacsie Castice charakteristické
mensim celkovym povrchom maju vyraznejSie hodnoty zeta potencidlu a mensie Castice
s velkym celkovym povrchom maju zeta potencial menej vyrazny. To ukazuje na to, zZe
anionickd molekula choldtu sp6sobuje taku orientaciu elektronegativnych funkénych
skupin PLGA (t.j. hydroxylov a karboxylov), Ze v kone¢nom désledku menej ovplyvnuju
celkovy potencidl.
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6.4 Disolucia

Pre PLGA polyméry je v procese uvolfiovania lieCiv typickd difuzia a hromadna erézia
polyméru. Po vloZeni nanocastice do disolutného média dochadza k rychlemu
a kratkemu uvolneniu lieciva, ¢o sa oznacuje ako pociatocné uvolnenie (burst effect). Po
tejto faze nasleduje faza platd, ktord je riadena kinetikou 0. rddu a spOsobuje stabilné
uvolfiovanie lieciva. (19)

Najskor dojde absorpciou vody k vzniku pérov, ktorymi pridi voda do polymérnej
matrice. Po uréitom case polymér nabobtna a vytvoria sa vacsie pdry, ktorymi bude
difundovat lieciva latka z matrice do okolia. (19)

Disolucny profil fluoresceinu v PLGAA
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Obrdzok ¢. 34 Porovnanie uvolriovania fluoresceinu v zdvislosti na koncentrdcii
povrchovo aktivnej Idtky a ¢ase

V Casticiach s koncentraciou cholatu 0,1 % doslo po 48. hodinach k uvolneniu 65 %
fluoresceinu. Medzi 30. a 42. hodinami bol rozdiel medzi uvolnenym mnoZstvom
fluoresceinu v jednotlivych vzorkach najvyssi. V pripade Castic s koncentraciou cholatu 2
% sa po 48. hodinach uvolnilo vacsie mnozstvo fluoresceinu, a to 82,5 %. Rozdiely medzi
jednotlivymi vzorkami neboli vyrazné.

Pri vysSej koncentracii cholatu bol vyssi pociatocny burst effect a uvolnilo sa viac
fluoresceinu. Doslo k tomu na zaklade toho, Ze v pripade cholatu s koncentraciou 2 %
vznikli mensSie castice v porovnani s ¢asticami pripravenymi v pritomnosti cholatu
s koncentraciou 0,1 %, Co sposobilo, Ze sa v dosledku vacsieho mnoiZstva choldtu
vytvorilo velké fazové rozhranie a fluorescein sa mohol uvolnit rychlejsie.

45



7. ZAVER

V tejto praci boli porovnavané 2 polyméry PLGA, ktoré sa medzi sebou liSili v koncovej
skupine, pricom jeden z polymérov bol zakoneny esterom a druhy kyselinou, s cielom
optimalizovat pripravu nanocastic, a ziskat tym ¢o najvyssiu hodnotu enkapsulacnej
efektivity fluoresceinu. Nanocastice boli porovnavané aj z hladiska velkosti Castic, zeta
potencialu a PDI.

Z vysledkov méZzeme vyvodit nasledovné:

1. Nanocastice pripravené 1z polymérov PLGAA aPLGAE vyrazne neovplyvnili
enkapsulaénu efektivitu, ktorej priemernd hodnota sa priblizovala k hodnote 100 %. Da
sa konstatovat, Ze oba polyméry st vhodné pre inkorporaciu lieciv typu fluoresceinu.
Mierny pokles enkapsulacnej efektivity sposobila zvySujuca sa koncentracia cholatu
sodného, ktora suvisi s prekro¢enim CMC.

2. Velkost nanocastic pripravenych za pouZitia polyméru s terminalnym karboxylom
PLGAA je najnizSia pri koncentracii cholatu 1 % a 2 %. So zvySujucou sa koncentraciou
cholatu dochadza ku vzniku castic s nizkou velkostou, avsak zvysenim koncentracie
cholatu nad 5 % d6jde ku prekroceniu CMC a tvorbe micel. Interakcia medzi cholatom
sodnym a polymérom PLGAA prebieha intenzivne a rychlo, ¢im vznikaju mensie Castice.
Molekula PLGAA sa bude v ¢astici spontanne orientovat terminalnymi karboxylmi
smerom k povrchu castic.

3. Nanocastice pripravené z polyméru PLGAE (esterom terminované) so zvySujucou sa
koncentrdciou choldtu vykazuju vyssiu hodnotu velkosti castic, ked pravdepodobne
dochadza k adsopcii cholatu na povrch nanocastice.

4. Stabilizator Pluronic F-127 pravdepodobne neovplyvnil enkapsulacna efektivitu.
Pridanim tohto poloxaméru v réznych koncentrdciach sa hodnota velkosti nanocastic
pripravenych z polyméru PLGAA mierne zvysila.

5. ZvySujuca sa koncentracia choldtu zniZovala hodnotu zeta potencialu, napriek tomu
zostali systémy dostatocne stabilné. VacsSie castice s mensim povrchom vykazovali
vyraznejSie hodnoty zeta potencidlu a mensie ¢astice s velkym povrchom mali hodnoty
zeta potencialu menej vyrazné.
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8. POUZITE SKRATKY

DLS  dynamicky rozptyl svetla

EE enkapsulacna efektivita

EPR  efekt zvySenej permeability a retencie

GA kyselina glykolova

HLB  hydrofilne-lipofilna rovnovaha

HPMA N-2(-hydroxypropyl)metakrylamidovy kopolymér
LA kyselina mlie¢na

MPS  mononukledrny fagocyticky systém

Mn  Ciselny priemer molekulovej hmotnosti

Mr  relativha molekulova hmotnost

Mw  hmotnostny priemer

PBS fyziologicky roztok pufrovany fosfatom

PDI  index polydisperzity

PEG polyetylénglykol

PEO polyetylénoxid

PGA kyselina polyglykolova

PLA  kyselina polymliecna

PLGA kyselina poly(mlie¢na-co-glykolova)

PLGAA kyselina poly(mlie¢na-co-glykolova) zakoncena kyselinou
PLGAE kyselina poly(mlie¢na-co-glykolova) zakonéend esterom
PPO polypropylénoxid

SEM  skenovacia elektrénova mikroskopia

TEM transmisna elektrénovd mikroskopia
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