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1 ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Prahe, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra Farmaceutickej technoldgie

Skolitel: PharmDr. Ondfej Holas, PhD.

Posluchac: Katarina Kostikova

Nazov diplomovej prace: Stadium vplyvu povrchovo aktivnych latok na parametre

polymérnych nanocastic

Cielom tejto diplomovej prace bolo overit ¢i pouZitie réznych stabilizatorov ovplyvni
vyslednu velkost pripravovanych nanocastic a zaroven zistit, ktory typ stabilizatora je
najvhodnejsi z hladiska pripravy nanocastic poZzadovanej velkosti atieZz primeranej
polydisperzity a stability. Priprava nanocastic bola zalozend na pouZziti cholatu sodného
ako povrchovo aktivnej latky a polyméru PLGA (kyselina poly (mlie¢na-co-glykolova)),
ktory pozostava z monomérov kyseliny mlie¢nej a kyseliny glykolovej. Nanocastice boli
pripravované prostrednictvom metddy nanoprecipitacie. Zakazdym bol pripraveny
roztok choldtu sodného vo vode v réznych koncentraciach: 0,005%, 0,01%, 0,02%,
0,05%, 0,1%, 0,2%, 0,3%, 0,4%, 0,5%, 1%, 2%, a 5%. Ako stabilizatory boli pouzité:
poloxamer 407, polyvinylalkohol, cetrimid-bromid, apolysorbat 20, vsetky
v koncentracii 0,1% a sorbitan-monostearat v koncentracii 0,01%.

Meranie velkosti vzniknutych nanocastic prebiehalo na pristroji Zetasizer pri teplote
25°C. Zaroven boli merané polydisperzita a zeta potencidl. Cholat sodny bol schopny
boli zakazdym namerané pri koncentracii 1% - 2%. Od tohto bodu smerom k vys$Sim
koncentracidm zacala velkost ¢astic opat stupat. Castice stabilizované cetrimid-
bromidom vykazovali vysoké hodnoty velkosti a polydisperzity. NajvysSia hodnota
(723,67 nm) bola namerana pri koncentracii cholatu 0,3%. Polydisperzita Cinila v tomto
pripade 0,34. Vyhodnym stabilizdtorom sa zda byt poloxamer 407, pri ktorom dosahovali
Castice pomerne pravidelnd zavislost velkosti na koncentracii choldtu a zaroven
dosahovali polydisperzitu s priemernou hodnotou 0,11. Jeho pritomnost vsak oproti
samotnému cholatu zapricinila mierny pokles absolutnej hodnoty zeta potencialu.
NajnizSiu  priemernd hodnotu polydisperzity dosiahli ¢astice stabilizované
polyvinylalkoholom — 0,09. Hodnoty zeta potencialu boli blizke neutrdlnym hodnotdm,
¢o ale hned nemusi znamenat nestabilnd disperziu castic. O nieCo vacsie Castice vznikli
za poutzitia polysorbatu 20, tu vSak polydisperzita dosahovala priemernd hodnotu 0,18.

Klacové slova: nanocastice, nanoprecipitacia, polyestery, in vitro, povrchovo aktivne
latky



2 ABSTRACT

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Pharmaceutical Technology

Consultant: PharmDr. Ondrej Holas, PhD.

Student: Katarina Kostikova

Title of thesis: Study of the surfactants effect on polymer nanoparticle parameters

The main aim of this Diploma thesis was to examine whether the use of various
stabilizers has any effect on the resultant size of prepared nanoparticles and to find out
which type of stabilizer is the most appropriate in terms of preparation of the
nanoparticles of the necessary size, adequate polydispersity and steadiness. The
preparation of nanoparticles was based on the use of sodium cholate as a surfactant and
polymer PLGA (poly (lactid-co-glycolic acid)) consisting of monomers of lactic and
glycolic acids. Nanoparticles were prepared by means of nanoprecipitation method.
Sodium cholate solution has always been prepared in water in different concentration:
0.005%, 0.01%, 0.02%, 0.05%, 0.1%, 0.2%, 0.3%, 0.4%, 0.5%, 1%, 2%, and 5%. The
following have been used as stabilizers: poloxamer 407, polyvinyl alcohol, cetrimonium-
bromide (CTAB), and polysorbate 20, all of them in concentration of 0.1% and sorbitan-
monostearate in concentration of 0.01%.

Measurement of the size of created nanoparticles was performed using the device
Zetasizer at the temperature of 25°C. At the same time polydispersity and zeta potential
have been measured. Sodium cholate was able to influence the resultant size of
nanoparticles even in the presence of stabilizers. The lowest values have always been
measured at the concentration of 1% - 2%. Ascending from this point towards the higher
concentrations, the size of particles began to increase. The particles stabilized by CTAB
represented great values of size and polydispersity. The highest value (723.67 nm) was
measured at the concentration of cholate 0.3% when polydispersity represented 0.34.
Poloxamer 407 — Pluronic F-127 seems to be a really convenient stabilizer, using which
the particles reached relatively regular dependence of size on the concentration of
cholate and at the same time they reached the polydispersity with an average value of
0.11. The presence of this stabilizer caused a slight decrease in the absolute value of the
zeta potential as opposed to the cholate itself. The lowest average value of
polydispersity reached the particles stabilized by polyvinyl alcohol — 0.09. The values of
zeta potential were close to neutral values, which does not have to imply unstable
dispersion of particles though. Little bit bigger particles originated using polysorbate 20,
however, the polydispersity reached the average value of 0.18 here.

Key words: nanoparticles, nanoprecipitation, polyesters, in vitro, surfactants
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3 UVOD A CIEL PRACE

Nanocastice su v sucasnosti Siroko pouZivané v oblasti mediciny a farmacie najma ako
latky umoZnujuce diagnostiku a liecbu réznych ochoreni. SliZia ako nosice lieCiv do
miesta posobenia a typickd je pre nich vysoka stabilita a schopnost prediZenej cirkulécie
v krvnom rieCisku. Vyznamnym spésobom zlepSuju vlastnosti lie€iva, znizuju riziko
vzniku neziaducich ucéinkov a umoziuju sucasné podanie liecCivych latok, ktoré su
vzajomné inkompatibilné.

Na pripravu takychto nosicov lie€iv je mozné vyuzit viaceré materialy, pomocné latky a
rozne typy metdd, ktoré umoznuju dosiahnutie Castic s pozadovanou velkostou a
polydisperzitou. Vtejto diplomovej praci boli nanocastice pripravené pomocou
polyméru. Ich najva¢Sou vyhodou je schopnost Uplného biologického rozkladu, vdaka
¢omu v organizme nedochadza k ich kumulacii. NavySe je mozné upravit ich povrch, ¢o
zabezpedi cieleny transport a uvolnenie lie¢iva do miesta Ucinku. Stabilitu a velkost
vzniknutych nanodastic je mozné ovplyvnit pridavkom povrchovo aktivnych latok
a stabilizatorov.

Cielom tejto diplomovej prace bolo overit hypotézu, Ze nizkomolekuldrne surfaktanty,
ako su soli ZI¢ovych kyselin, mozu sluzit ako stérické stabilizatory koloidnych systémov,
ich koncentracia vSak bude ovplyvriovat vyslednu velkost vzniknutych ¢astic. PLGA bola
zvolend ako modelovy polymér a rézne koncentracie cholatu sodného boli pouzité vo
vodnej faze v rdmci nanoprecipitacnej pripravy nanocastic. Ciefom prace bolo navyse
overit aj to Ci je moZzné choldt k moduldcii velkosti nanocastic pouZit samostatne, alebo
aj v kombindcii s inymi makromolekuldarnymi surfaktantami.



4 TEORETICKA CAST

4.1 Nanotechnoldgia a nanomedicina

Nanotechnoldgia predstavuje rozsirujucu sa vyskumnu oblast, ktora sa dotyka mnohych
vied, ako su napr. fyzika, chémia, bioldgia, pocitacové vedy alebo inZinierstvo. Na rozdiel
od nanovedy, ktord Studuje javy a manipulaciu s materialmi na drovni atdmov, molekul
a makromolekuldrnych  Struktur, nanotechnoldgia sa zaoberd navrhovanim,
charakteristikou, vyrobou a samotnym pouzivanim takychto struktdr, ktorych velkost sa
pohybuje v rozmedzi 1-1000 nm. V poslednych rokoch sa nanotechnolégia uplatiiuje aj
v oblasti fudského zdravia, pricom v tomto pripade ide o nanomedicinu. (1) (2)

4.2 Nanonosicové systémy

Nanotechnoldgia sa v medicine uplatriuje predovsetkym v distribdcii lie€iv do cielovych
tkaniv. Umoznuje nam zlepsit transport lieciv, ktoré su slabo rozpustné vo vode, zacielit
dodavku lieciva do Specifickych buniek a tkaniv, zaistit prienik lie¢iv cez membrany
v tele, spoloéne podavat dve alebo viaceré lieciva v ramci kombinovanej terapie alebo
sivizualizovat miesto Gcéinku lie¢iva pomocou kombindcie terapeutickych latok
a zobrazovacich metdd. (3)

Na to, aby lieCivo v organizme spravne fungovalo, je potrebnd jeho absorpcia,
distribucia, metabolizmus a exkrécia. Pocas tychto procesov prekonava molekula lieciva
rézne membrany a bariéry najcastejSie pasivnym transportom, napr. jednoduchou
difuziou. Existuju vsak situdcie, kedy pasivny transport nestaci. V takychto pripadoch
vyZaduje transport cez membranu aj pritomnost odpovedajucich prenasacov. (4)

Transportéry maju vyznamny vplyv nielen na farmakokinetiku, ale aj na samotny ucinok
lieCiv. Nanonosicové systémy slubuju velky prinos do buducna, pretoze vacsina z nich
disponuje velkou stabilitou a predi?enou dobou cirkulacie. Absorpcia, distribucia
a exkrécia lieCiv je totiZz vo vyznamnej miere ovplyvriovana pritomnostou efluxnych
pump najma v GIT alebo hematoencefalickej bariére. To ma za nasledok zniZzenu
schopnost prieniku mnohych lieiv skrz membrany a ich ucinok je zaroven obmedzeny,
pretoZe v mieste posobenia sa nevyskytuju v dostatocnej koncentracii. PouzZitie takychto
nosi¢ov zabrani rozpoznaniu transportovanych lie€iv aich naslednému vyluceniu
z organizmu. Vysledkom je tak zvySend biologickd dostupnost lie¢iv a zniZzena
cytotoxicita. (4)
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4.3 Klasifikacia casticovych systémov

Casticové systémy mozu byt pripravené z roznych materidlov. Casto sU nimi napr.
prirodné a syntetické polyméry, z ktorych sa pripravuju polymérne micely, dendriméry
a polymérne nano- a mikrocastice alebo lipidy pouZivané na pripravu lipozémov. Je
mozné vsak vyuZit aj organokovové zliceniny, ktoré si vhodné najma na pripravu
uhlikovych nanotrubiciek. (5)

4.3.1 Lipozémy

Lipozémy su vezikuly o velkosti 20nm - 5um, ktoré su vynimocné hlavne vdaka svojej
fosfolipidovej dvojvrstve, ktord je velmi podobna fyziologickej membrane a tvori
vonkajsi obal okolo vnutornej vodnej fazy. Ich Struktura im tak umozriuje prepravovat
hydrofiné, lipofilné a amfifilné lieciva. Vdaka vysokej kompatibilite s lipidovou vrstvou
mozgovomiechovej bariéry umoznuju lie¢ivam vo velkej miere prestupovat aj do
mozgu. (4) (7) (8)

Obrdzok ¢& 1 Struktura lipozému (9)

4.3.2 Dendriméry

Dendriméry su viacnasobne rozvetvené polyméry gulovitého tvaru, ktorych povrch je
mozné roznymi sposobmi modifikovat. Ide o makromolekuly, ktoré nevznikaju
nahodnou polymerizaciou. Stavebné jednotky sa totiz na jadro viaiu presne
definovanym sposobom aZ do vzniku pravidelnej Struktury. Ich vyhodou je moZnost
konjugacie s lieCivami alebo génmi, ¢o sa ¢asto vyuZiva najma v biomedicinskom odvetvi,
kde sluzia ako nosice lieCiv. Pritomnost viacerych funkénych skupin na povrchu
umoziuje vznik kovalentnej vazby s lie¢ivom a vnutornd dutina poskytuje priestor pre
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naviazanie hydrofébnych lie¢iv prostrednictvom elektrostatickej interakcie, vodikovej
alebo Van der Waalsovej vazby. Aj napriek tomu, Ze dendriméry maju vyssiu stabilitu
ako lipozémy alebo virusové nosice, ich nevyhodou ostava cytotoxicita a hemolytické
vlastnosti, ¢o vo velkej miere obmedzuje ich potencidlne vyuzitie. (4) (8)
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Obrdzok ¢. 2 Struktura dendriméru (9)

4.3.3 Polymérne micely

V pripade polymérnych micel ide o koloidné castice, ktoré sa vo vodnom prostredi
samovolne vytvaraju z amfifilného polyméru. Ich velkost sa pohybuje v rozmedzi 10 —
100 nm a disponuju velkou stabilitou a schopnostou viazat lieciva bud fyzikalnymi
a chemickymi véazbami, alebo aj elektrostatickymi interakciami. Vyhodou je ich
schopnost transportovat lieCiva nerozpustné vo vode a v pripade protinadorovych lieCiv
tiez zabezpedit ich trvalé uvolfiovanie. Vdaka hydrofilnému charakteru vonkajsieho
plasta nie si micely vychytavané prostrednictvom mononukledarneho fagocytického
systému (MPS) a tym sa predlZuje doba ich cirkuldcie v krvnom riecisku. Ich hlavné
vyuzitie spociva v transporte lieCiv, najma chemoterapeutik, do miesta pésobenia. (4)

Obrazok ¢. 3 Struktira polymérnej micely (9)
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4.3.4 Polymérne castice

4.3.4.1 Mikrocastice

Mikrocastice predstavuju systém, v ktorom sa velkost ¢astic pohybuje v intervale 1 az
250 um. Vznikaju tak, Ze lieCivo sa zapuzdri alebo rozptyli do polyméru, pricom ako
materidl sa ¢asto vyuZiva napr. PLGA (kyselina poly (mlie¢na — co — glykolova)), PLA
(kyselina polymlie¢na), PGA (kyselina polyglykolovd) alebo PEG (polyethylénglykol).
Molekuly lieciva st teda chranené, vysledkom ¢oho je zvySend stabilita a znizené toxické
posobenie na organizmus. Pri pouziti biologicky degradovatelného materialu zaroven
ziskame moznost trvalého a riadeného uvolfiovania a samozrejme vy$siu bezpecénost
lieCiva. (4) (7)

Liegivo

5-50 um

A

Polymer

Mikrosféra (matricovy systém) Mikrokapsula (rezervodrovy systém)

Obradzok ¢. 4 Mikrosféra a mikrokapsula (9)

4.3.4.2 Nanocastice

Nanocastice mdZeme definovat ako pevné koloidné Castice, ktorych velkost sa pohybuje
v rozmedzi od 10 do 1000 nm. Vo vSeobecnosti sa na oznacenie polymérnych nanocastic
pouZiva termin PNP (polymer nanoparticles), ktory pomenuva nanosféry aj nanokapsuly.
Nanosféry si pevné matricové Castice, pre ktoré je typické, Ze lieCivo mbze byt
naadsorbované na povrchu castice alebo je enkapsulované vo vnutri castice.
Nanokapsuly su vezikuldrne Utvary tvorené kvapalnym jadrom, v ktorom je spravidla
rozpustené liecivo, a pevnym vonkajsim plastom. (10)

Polyméry pouzivané pri tvorbe ¢astic za ucelom cielenej distribucie lie¢iv maju ¢asto
vyhodu najma vtom, Ze su schopné rozloZit sa in vivo prostrednictvom poésobenia
enzymov, neenzymatickej hydrolyzy alebo obidvomi cestami sucasne. Pri takomto

13



rozklade dochddza k tvorbe netoxickych vedlajSich produktov, ktoré su zdaroven
biokompatibilné a z organizmu su nasledne vylu¢ované prirodzenymi metabolickymi
cestami. PouZivané biologické materidly sa delia do dvoch zakladnych skupin. Prvu
skupinu tvoria prirodzene sa vyskytujuce polyméry, kde zaradujeme napr. anorganické
zluceniny typu hydroxyapatit, komplexné cukry ako je chitosan alebo dalSie prirodné
polyméry ako napr. heparin, Zelatina alebo kolagén. Ich charakteristickym znakom je
nizka cena a skutoc¢nost, Ze nevykazuju toxicitu, na druhej strane v3ak u nich dochadza
k rychlemu uvolfiovaniu liecivej latky. Druhid skupinu tvoria syntetické a zaroven
biologicky rozloZitelné polyméry, ako napr. PLGA, PLA, PGA, alebo PCL
(polykaprolaktdn). Tie umoznuju uvolfiovanie liecivej latky dlhsie ¢asové obdobie. (7)
(12)

Obrdzok ¢. 5 Struktura nanocastice (9)

4.3.4.2.1 PLGA nanocastice

PLGA sa zda byt najslubnejsSou zliceninou spomedzi vSetkych materidlov pouZivanych
pri cielenej distribucii lieciv. lde o kopolymér vytvoreny z monomérov mlie¢nej a
glykolovej kyseliny, pricom k syntéze dochadza za pouZitia cyklického laktidu a glykolidu
prostrednictvom polymerizacie za otvorenia kruhu. Hlavnou vyhodou je nepochybne
schopnost Uplného biologického rozkladu v désledku hydrolyzy esterovych vazieb vo
vodnom prostredi na kyselinu mliecnu a kyselinu glykolovu. Tie su nasledne v organizme
metabolizované prostrednictvom Krebsovho cyklu a vylu¢ované ako voda a oxid uhlicity,
¢o vyustuje do minimalnej systémovej toxicity. Dalie pozitivne vlastnosti zahffiaju
biokompatibilitu, moznost navrhnutia liekovej formy s trvalym uvolfiovanim, moznost
povrchovej modifikacie za uéelom ucinnych biologickych interakcii, ochrana lie¢iva pred
degradaciou a tiez zacielenie na konkrétnu bunku alebo orgéan. (12) (17) (18) (19)
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Existuje viacero faktorov, ktoré ovplyviuju degradaciu a uvolfiovanie lieéiva z polyméru
vytvoreného na podklade PLGA. Patri tu napr. pociato¢na molekulovd hmotnost My,
monomérny pomer kyseliny mlie¢nej (LA) a kyseliny glykolovej (GA) v matrici PLGA, typ
lie¢iva a aj metdda pripravy. Znalost a sucasné dodrZiavanie tychto faktorov nam
umozniuje vytvorit pozadované nosicové systémy lieciv s vysSou efektivitou a vy$Sou
ucinnostou na cielové bunky. (18)

Jednotlivé formy PLGA su rozliSované podla pomeru monomérov, napr. PLGA 50:50
znamend, Ze kopolymér je zloZzeny z 50 % kyselinou mliecnou az50 % kyselinou
glykolovou. (17)

Q 0
0 H Q
0 LGNS S
CHa 0 OH
x ¥

PLGA kyselina mlieéna  kyselina glykolova

N/

Krebsov cyklus
Obrdzok ¢. 6 Hydrolyza PLGA (17)

4.3.5 Priprava nanocastic

Na pripravu nanocastic je mozné vyuzit metddy, ktoré sa delia do dvoch hlavnych skupin.
Jednou z nich st metddy bottom-up, pri ktorej dochadza k zostavovaniu ¢astic z mensich
stavebnych jednotiek — monomérov. V tomto pripade ide teda o polymerizaciu. Druhu
skupinu tvoria metddy top-bottom, pri ktorej Castice vznikaju z vopred pripraveného
polyméru. (20)

4.3.5.1 Polymerizacné metddy
Vo vSeobecnosti je moiné metddy polymerizacie, ktoré su vyuzivané pri priprave
nanocastic, rozdelit na emulznu a interfacialnu polymerizaciu.

4.3.5.1.1 Emulzna polymerizacia

Emulznd polymerizacia patri medzi najrychlejSie metddy pripravy nanocastic. Existuju
dva podtypy, prvy zahffia pouZitie organickej a ten druhy pouZitie vodnej kontinudlnej
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fazy. Pri pouziti organickej kontinudlnej fazy dochadza k disperzii monoméru do emulzie
alebo do prostredia, v ktorom sa monomér nerozpusta. Takto sa pripravuju napr.
polyakrylamidové nanosféry. V pripade vodnej kontinudlnej fazy dochadza
k rozpusteniu monoméru vo vodnom roztoku. Inicidcia polymerizacie je zahdjena
v momente, kedy sa molekula rozpusteného monoméru stretne s iniciatorom, teda
idnom alebo volnym radikdlom. Alternativou méze byt premena molekuly monoméru
na inicidlny radikdl pomocou vysoko energetického Ziarenia, ktorym je gama Ziarenie
alebo UV svetlo. Nasledne dochadza k rastu retazca a naviazaniu dalSich molekul
monoméru podla aniénového mechanizmu polymerizacie. (21)

4.3.5.1.2 Interfacialna polymerizacia

Interfacidlna polymerizacia patri medzi najddlezitejSie metddy pripravy polymérnych
nanocastic. Ide oskokovy typ polymerizacie, ktord prebieha medzi dvomi
nemiesitelnymi fazami, ktorymi su najcastejSie dve kvapaliny. Tento typ polymerizacie
vsak moze prebiehat aj medzi kvapalinou a plynom. Vzniknuté ¢astice maju jedine¢né
vlastnosti ako napr. duté struktury alebo anizometrické tvary. (23) (24)

4.3.5.2 Priprava z vopred pripraveného polyméru

4.3.5.2.1 Emulzne - diftizna odparovacia metdda

Tato metdda odparenia rozpustadla patri medzi top-down metddy pripravy nanocastic.
Pri tejto metdde su polymér a lieivo rozpustené v rozpustadle, ktoré je Ciastocne
mieSatelné s vodou. Takymto rozpustadlom je napr. dichlormethan alebo ethylacetat.
Tato metdda zahfha dva kroky. V prvom kroku je organicky roztok polyméru a
rozpusteného lieCiva emulgovany do vodnej fazy, nasledkom ¢oho vznikne emulzia typu
o/v a molekuly rozpustadla difunduju do vodnej fazy. Disperzné cCinidlo zabezpeci
rozptylenie organického roztoku do formy nanokvap6c¢ok za pomoci vysoko energetickej
homogenizacie. V druhom kroku dochadza k odpareniu organického rozpustadla za
vzniku nanosfér, v ktorych je rovhomerne rozptylené lieCivo. K odpareniu dochadza za
zvySenej teploty, tlaku alebo prostrednictvom staleho miesania. Velkost castic je
v tomto pripade mozné ovplyvnit rychlostou miesania, viskozitou organickej a vodnej
fazy, teplotou a tiez mnoZstvom a typom disperzného cinidla. (20) (21)

16



Lie€ivo + polymér v
organickom rozpustadle

°
‘:o.o
® T

Vodna faza obsahujtica

stabilizator Nanocastice

Emulzia O/V Odparenie rozpuitadla

Obrdzok ¢. 7 Emulzne-difizna odparovacia metdda (25)

4.3.5.2.2 Metdda vysolovania

Dal$ou top-down metddou pouZivanou pri priprave nanocastic je metdda vysolovania.
Princip tejto metddy spociva vtom, Ze lieCivo a polymér su rozpustené v polarnom
rozpustadle, ktoré je miesatelné svodou. Ako rozpustadlo sa najéastejSie vyuZiva
acetdn. Organicky roztok polyméru a lieciva sa nasledne emulguje do vody obsahujucej
elektrolyty, ako napr. chlorid vapenaty alebo horecnaty, resp. sacharéza ako
neelektrolyt, ktoré v tomto pripade sluzia ako vysolovacie Cinidla. Pritomné elektrolyty
si zodpovedné za spomalenie mie$ania vodnej fazy s organickym rozpustadlom. Dalej
su vo vodnej faze pritomné stabilizatory, najCastejSie polyvinylpyrrolidon alebo
hydroxyethylceluléza. (20) (21)

Nasledne je potrebné rychle nariedenie emulzie o/v dostatocnym mnozstvom vodného
roztoku, aby sa umozZnila difuzia acetéonu do vodnej fazy. Tym sa zacne tvorba nanosfér.
K odstraneniu rozpustadla a vysolovacieho Cinidla dochadza prostrednictvom cross-flow
filtracie. (20) (21)

Tato metdda nevyZaduje zvySenie teploty a preto sa s oblubou vyuZiva pri enkapsulacii
lieciv citlivych na teplo. Na druhej strane, nevyhodou je fakt, Ze je to pouzitelné
vyhradne pre lipofilné lieciva. (21) Parametrami, ktoré maju vplyv na velkost
vzniknutych castic s koncentracia pouzitého polyméru, jeho molekulovd hmotnost
a tieZ pouzité rozpustadla. (20)
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Obrdzok ¢. 8 Metoda vysolovania (25)

4.3.5.2.3 Nanoprecipitacia

V pripade nanoprecipitacie ide o velmi jednoduchu, rychlu a dobre reprodukovatelnu
metddu pripravy nanosfér a nanokapsul. (10)

Je to proces, pri ktorom je potrebné si najskor pripravit roztok polyméru a lieciva vo
vhodnom rozpustadle. Ako polymérne rozpustadlo sa najCastejSie vyuZiva acetén a
etanol, ale je mozné vyuZit aj napr. dioxan. Podstatné pritom je, aby bolo pouZité
rozpustadlo semipoldrne, miesatelné svodou aaby bolo moiné ho jednoducho
odstranit odparenim. Za pomoci stabilizatora je navyse moiné vzniknuty roztok
stabilizovat. Pripraveny roztok sa nasledne za staleho miesania vstriekne alebo naleje do
vodného roztoku, ktory taktieZ obsahuje stabilizator, napr. poloxamér. Nanocastice tak
vznikaju prakticky okamZite a to vdaka rychlej difuzii organického rozpustadla do vodnej
fazy, kedy vznikaju turbulencie medzi jednotlivymi fazami a vytvaraju tzv. Marangoniho
efekt. (10) (27) (26)

Doélezitymi parametrami, ktoré ovplyviuju tvorbu ¢astic o poZzadovanej velkosti a Uzkej

distribucii velkosti su rychlost pridavania organickej fazy do vodného roztoku, rychlost

mieSania vodnej fazy, metdda pridavania organickej fazy atiez pomer organickej
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a vodnej fazy. Pritomnost povrchovo aktivnej latky nema vplyv na samotnu tvorbu
nanocastic, avSak povaha a koncentracia pouzitého surfaktantu ma vplyv na vyslednu
velkost. Okrem toho, povrchovo aktivna latka zabezpecuje ochranu pred zhlukovanim
Castic po dlhu dobu ich skladovania. (10)

Cely proces tvorby nanocastic pomocou metddy nanoprecipitacie je mozné vykonat aj
obrétene, teda priddvanim vodnej fazy do roztoku polymérneho rozpustadla. (10)

Precipitacia polyméru

—) |

C— = = '.

= = J

Vstrekovanie roztoku lieciva a
polyméru do vodnej fazy
obsahujlcej stabilizator

Difuzia rozpuistadla

Magnetické miesadielko Stabilizator

Obrdzok ¢. 9 Nanoprecipitdcia (25)

4.4 Cielena distribucia lieciv

Cielend distribucia lie¢iv zabezpeCuje dodanie lie¢iva do miesta pdsobenia
v maximalnom rozsahu, ¢im sa zvySuje jeho biologickd dostupnost a ucinok lieciva je
zvyseny. (4) Nanotechnoldégia zohrava klucovu ulohu z hladiska cielenej distribucie lieciv
do miesta p6sobenia, a to bud' prostrednictvom aktivneho alebo pasivneho targetingu.
(28)

4.4.1 Pasivny targeting

Pasivny targeting vyuziva rozdiely v anatémii medzi zdravym a postihnutym tkanivom.
Nadorové alebo zdpalom zmenené tkanivo totiz moze vykazovat zvySenu priepustnost
aretenény ¢as, o umoziuje nanocasticiam cirkulujicim v krvi nahromadenie sa na
postihnutom mieste. (28) Castice su schopné extravazacie skrz fenestracie v cievach
a kapilarach, ktoré su pocetné v nadorovych alebo zapalenych tkanivach na zaklade EPR
efektu (enhanced permeability and retention effect), ¢o je efekt zvySenej prieputnosti
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a retencie. V takejto situacii moze doéjst k uvolneniu lieciva v extraceluldrnej matrix
a difuzii v ramci tkaniva. (29)

4.4.2 Aktivny targeting

Aktivny targeting vyZaduje konjugdciu ligandov Specifickych pre receptory. (28)
Akondhle dbjde k prieniku nanocastic s lieCivom do cielového tkaniva, ligandy naviazané
na Casticiach s schopné aktivne zacielit na receptory pritomné v nadmernom mnozstve
v poskodenych bunkach. To ma za nasledok zvySenu akumulaciu v cielovom tkanive
a zaroven zvyseny terapeuticky ucinok lieciva. (29)

¥ ¥ " . e .
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mkulgrn'sr - l-'”. '3‘5' targeting O'l' kb O
wh v rdmgi - '3{ targeting
nadaru L

L w - - %

%% 2% Manofastice @ Nanofastice bez
madifikované za madifikicie, ktora
ifelom cieleného umoiiiuje cieleny
targetingu targeting

Obradzok ¢. 10 Aktivny a pasivny targeting (29)

4.5 Rola povrchovo aktivnych latok

V pripade polymérnych nanocastic je moziné upravovat ich fyzikdlne — chemické
vlastnosti. Tym sa dosiahne zvySenie stability azarovern moznost jednoduchsieho
skladovania. TaktieZz je moZna Uprava ich povrchu za pouZitia Specifickych molekul za
Ucelom zvysenia kontroly nad vyznamnymi vlastnostami ¢astic, ako napr. doba cirkulacie
v krvnom riecisku, hromadenie v mieste pésobenia alebo ich vychytavanie bunkami. (30)
Dal3im ucelom modifikdcie povrchu je dosiahnutie $pecifickej vazby na cielové bunky,
¢im sa zaroven znizi Skodlivé pésobenie na zdravé tkaniva. (4)
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4.5.1 Povrchovo aktivne latky

Jednym z kli€ovych technologickych parametrov pri priprave nanocastic je pouzitie
povrchovo aktivnych latok, ktorych Glohou je zniZit povrchové napatie ¢astic na rozhrani
s non-solventom atym zabranit zhlukovaniu castic. Konkrétny typ a koncentracia
pouzitého surfaktantu su vyznamné parametre pre stabilitu, farmakokinetiku aj
enkapsulaénu efektivitu. Okrem toho, naviazanie povrchovo aktivnych latok na povrch
nanocastic umoznuje maskovanie pred makrofagmi z MPS. (15) Van Oss uz v minulosti
uspesne dokazal, ze hydrofilnd vrstva na povrchu mnohych baktérii, tvorena proteinmi,
polysacharidmi a glykoproteinmi, ich vyznamne chrani pred fagocytézou. Takmer
v rovnakom obdobi Davis a jeho spolupracovnici preukdzali, Ze PEGylované proteiny nie
su imunogénne. V dosledku toho je povrchova Uprava polymérnych nanocastic ¢asto
vyuzZivana ako prevencia opsonizacie po intravendéznom podani a Castice cirkuluju
v krvnom obehu dlhsie. (31) Medzi velmi ¢asto pouzivané stabilizatory patria neiénové
surfaktanty, ako napr. poloxamer 407, polysorbat alebo PVA (polyvinylalkohol). (32)

4.5.1.1 Cholat sodny

Cholat je povrchovo aktivna latka syntetizovana v peceni. Ide o sol kyseliny cholovej,
ktord patri medzi zakladné zl¢ové kyseliny. (33) Sklada sa z hydrofébneho steroidného
jadra, na ktorom su naviazané tri hydroxylové skupiny a jeden zvySok karboxylovej
skupiny. Prave tieto hydrofilné skupiny maju za nasledok odlisné amfifilné vlastnosti
cholatu od inych alifatickych povrchovo aktivnych latok. Vdaka tymto amfifilnym
vlastnostiam sa ZI¢ové kyseliny s oblubou vyuZivaju pri vyvijani transportnych systémov
na bdaze micel. Steroidné jadro je totiz schopné vytvarat hydrofébne interakcie
s lie¢ivom, zatial ¢o naviazané poldrne skupiny tvoria intermolekuldrne vodikové vazby,
¢im napomadhaju k procesu tvorby micel. Uz samotné ZlCové kyseliny vytvaraju vo
vodnom prostredi jednoduché micely prostrednictvom svojich aniénov. (34)

Soli ZI€ovych kyselin st zname tym, Ze maju schopnost destabilizovat lipidové dvojvrstvy.
Vyskumy ukazali, Ze pritomnost dostato¢ného mnoZstva cholatu pri urcitej koncentracii
polyméru spdsobuje ireverzibilny narast velkosti zaporne nabitych vezikul, zatial ¢o bez
pritomného cholatu dochadza len k reverzibilnému zhlukovaniu tychto castic. To je
pravdepodobne zapri¢inené odpudivymi silami medzi zdporne nabitymi vezikulami.
Zaporne nabity cholat sodny tak zniZuje tendenciu k agregacii ¢astic, ktora je indukovana
polymérom. (35)
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Obrdzok ¢. 11 Struktira choldtu sodného (36)

4.5.1.2 Poloxamér — Pluronic F-127

Pluronic F-127 (Poloxamer 407) je povrchovo aktivna latka typu polyethylénoxid —
polypropylénoxid — polyethylénoxid (PEO — PPO — PEQ), pouzivana ako modifikator
povrchu, ktory je nevyhnutny pre biokompatibilitu a zabranenie agregacie
pripravovanych nanocastic. (19)

Patri medzi poloxaméry, ktoré predstavuju skupinu amfifilnych neidnovych
trojblokovych kopolymérov zlozenych z hydrofdbneho polyproplénoxidu (PPO)
a hydrofilného polyethylénoxidu (PEO), ktoré su velmi cCasto vyuzivané pri produkcii
mikrocastic a nanocastic za ucelom vytvorenia vhodnych nosicov lieCiv. Naadsorbovanie
poloxaméru na povrch pripravovanych nanocastic zohrava dolezitu ulohu v technoldgii,
pretoze vyznamne modifikuje ich schopnost agregacie a sedimentacie. Tato povrchova
modifikacia zaroven zabranuje rychlemu vychytavaniu intravendzne podanych lieCiv
makrofagmi a organmi MPS, najma pecenou a slezinou. Okrem toho, pritomnost
poloxaméru na povrchu castic dokaze zlepsit uvolnenie enkapsulovaného lieciva
a dalsich latok, ako napr. DNA alebo proteinov a sucasne ich ochranit pred predéasnou
degradaciou v organizme. (31) (37)

Rozsiahle studie preukazali nizku toxicitu a zaroven nizke riziko Pluronicu F-127 vyvolat
imunitny reakciu. Dal3ia vyhoda tkvie v tom, Ze je schopny inhibovat efluxné pumpy,
ktoré pumpuju protinadorové liecivda smerom von z nadorového tkaniva a tym zvysit
citlivost lieciv voci tumorom. Pluronic F-127 dokaze prekonat detoxikacny systém
GSH/GST  (glutathion/glutathion-S-transferaza) zodpovedny za mnohopocetnu
rezistenciu k lieCivam, ktora je pozorovana v bunkach karcindmu prs uludi atiez je
schopny inhibovat P — glykoprotein tym, Ze znizi dostupnost ATP, ¢im sa zvysi citlivost
nadorovych buniek voci protinadorovému liecivu 2—3x. (38)
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Obrdzok ¢. 12 VVSeobecna Struktira poloxaméru (37)

4.5.1.3 PVA

PVA (polyvinylalkohol) je vo vode rozpustna, polymérna, amfifilna, povrchovo aktivna
latka, ktora prispieva k tvorbe ¢astic s rovhomernou velkostou distribucie. Nevyhodou
PVA je, 7e pri pokusoch na zvieratach sa zistil mozny karcinogénny potencial. Dalsie
studie preukazali u zvierat zvySenie krvného tlaku, anémiu alebo pokles funkcie CNS po
intravendéznom a subkutannom podani. (38)

HO n
Obrdzok & 13 Struktira PVA

4.5.1.4 Cetrimid-bromid

Cetyltrimethylamonium-bromid (cetrimid-bromid, CTAB) je povrchovo aktivna latka zo
skupiny kvartérnych amaniovych soli, ktora sa sklada z dlhého retazca atomov uhlika.

V procesoch pripravy nanocastic sa uplatiuje najmda vdaka kladnému naboju
v molekule. (39) (40)
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Obrdzok & 14 Struktira cetrimid-bromidu

4.5.1.5 Sorbitan monosterarat

Sorbitan monostearat alebo Span 60 je neionickd povrchovo aktivna latka. Ide o ester
sorbitolu s kyselinou stearovou. (41) (42)
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Obrdzok & 15 Struktira sorbitan monosteardtu

4.5.1.6 Polysorbat 20

Polysorbat 20 (polyoxyethylén sorbitan monolaurat) — Tween 20 je neiénova povrchovo
aktivna latka, kde hydrofébnu ¢ast molekuly tvori uhlovodikovy retazec a hydrofilnu ¢ast
tvoria jednotky polyethylénoxidu. (43)
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Obrdzok & 16 Struktura polysorbdtu

4.6 Fyzikalne — chemicka charakterizacia nanocastic

Nanomaterialy vyvinuté v poslednych rokoch disponuju novymi fyzikalne — chemickymi
vlastnostami, ktoré vplyvaju na ich fyziologické posobenie. Patria medzi nich napr.
zloZenie, velkost, tvar alebo povrchové vlastnosti. VyuZitie réznych technik pre
charakteristiku nanomaterialov nam umoznuje pochopit, ako tieto vlastnosti ovplyviuju
samotné pdsobenie Eastic v organizme. (44)

4.6.1 Stanovenie velkosti nanocastic

Délezitym parametrom nanocastic je ich velkost, ktorad zohrava vyznamnu dlohu v tzv.
drug-loadingu alebo in vivo distribucii. Prostrednictvom receptora si endocytdzou
vychytdvané castice vo velkostnom intervale 100 az 200 nm, zatial ¢o u vacsich astic
prevazuje fagocytdza. Velkost castic vplyva aj na proces extravazacie, difuzie do
nadorového tkaniva alebo aj na vychytavanie bunkami. (16)
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Okrem toho, Ze je velkost vyznamnym parametrom pri transporte nanocastic z krvného
rieCiska do tkaniv a postihnutych buniek, zohrdva tiez déleziti ulohu v procese
eliminacie prostrednictvom MPS. Vyskum ukazal, Ze castice vacSie ako 200 nm sa
v organizme hromadia v slezine, Kupfferové bunky v peceni vychytdvaju castice
o velkosti priblizne 100 az 150 nm a ¢astice mensie ako 5,5 nm su vychytdvané
v obli¢kadch. Vdaka tomuto poznatku je pri priprave nanocastic za si¢asného dodrzania
prisnych podmienok mozné ocakavat Ccastice svysoko predvidatelnou velkostou
a uzkym rozmedzim distribucie velkosti ¢astic. (16) Na jednoznacné urcenie velkosti
pripravovanych nanocastic je mozné vyuzit viaceré metddy, z ktorych najvacsi vyznam
maju mikroskopické alebo metddy zalozené na rozptyle svetla. (44)

4.6.1.1 Dynamicky rozptyl svetla

Dynamicky rozptyl svetla (Dynamic Light Scattering — DLS), ktory sa oznacuje aj ako
Fotonova korelaéna spektroskopia (Photon Correlation Spectroscopy — PCS) je jednou
z najpouzivanejSich metdd, ktord nam umoinuje skumat velkost polymérnych
nanocastic, anorganickych nanocastic a lipozémov. (44) (45)

Princip spociva v merani ¢asovej fluktuacie svetla rozptyleného prostrednictvom castic,
ktoré su dispergované v kvapaline pod ur¢itym uhlom rozptylu. VSetky Castice mensie
ako 1 um totiz podliehaju ndhodnému Brownovmu pohybu, ktory vznika vdaka tepelnej
energii vytvaranej na zdaklade vzajomného posobenia dispergovanych castic
a kvapalného média. Dolezité pritom je, aby bol roztok s casticami v IUci
monochromatického svetla, ndsledne vhodny detektor detekuje vzniknuty signal.
Vyslednd intenzita zavisi na velkosti, tvare a indexe lomu. (44) (46)

Stokes — Einsteinova rovnica urcuje transla¢ny difuzny koeficient D s hydrodynamickym
polomerom ¢astic i, ks 0znacuje Boltzmannovu konstantu, T termodynamickd teplotu
a n viskozitu kontinudlnej fazy. (44)

kg T
D=——-
671Ny,

Velkost Castic ziskana touto technikou je obvykle vacsia ako pri pouZiti inych technik a je
definovana ako hydrodynamicky polomer alebo priemer, pricom priemer oznacuje
velkost Castice spolu so solvatacnou vrstvou rozptylenou v disperznom médiu. Takyto
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Udaj ndm zaroven poskytuje informacie o fyzikdlnom stave nanocastic v kvapaline, ¢o
moZe pomoct aj pri posudzovani hydrofobicity Castic. (44)

Vypocet velkosti ¢astic na zaklade Stokes — Einsteinovej rovnice vSak nemusi byt vidy
spravny. Tato rovnica totiz neberie do Gvahy fakt, Ze ¢astice m6zu mat aj iny nez gulovity
tvar, Ze sU schopné interakcii a nemusia byt vidy monodisperzné. Prave preto sa na
ziskanie presnejsich vysledkov tykajucich sa velkosti a tvaru ¢astic pouziva MDLS (Multi
—angle dynamic light scattering), teda ziskavanie dat z viacerych uhlov, SLS (static light
scattering), CiZe staticky rozptyl svetla alebo mikroskopické meranie. (44)

Vzorka

Eaga Atenuator  Eg5iavka

&
|

e —— - ﬁ ) Uhol merania

! .
o
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Zrkadlo
- Detekt
Sofovka \\\ SR

Korelator

Obradzok ¢. 17 Schéma dynamického rozptylu svetla (44)

4.6.1.2 SEMa TEM

SEM (Skenovacia elektronovd mikroskopia) aTEM (Transmisnd elektrénova
mikroskopia) patria medzi metddy elektronovej mikroskopie, vdaka ktorym dokdzeme
urcovat velkost Castic, distribuciu velkosti ¢astic a pritomnost zhlukov. (44)

SEM spociva vtom, Ze vyuziva zvazok urychlenych elektrénov s vysokou kinetickou
energiou a ten pdsobi na povrch pevnej Castice. Po zrazke elektréonov s povrchom sa
nasledne zacnu vytvarat signaly, pricom detektor zachyti len spatne rozptylené
elektrony, ktoré vychadzaju z pevnej Castice. Vyhodou je moznost rychleho pozorovania
vzoriek aj moznost simulacie 3D Struktury. Na druhej strane je nutnd Uprava vzoriek
pred samotnym pozorovanim, ktora spociva v naneseni vodivej vrstvicky na povrch
nanocastic, ktora ale zaroven moze modifikovat velkost pozorovanych Castic. (44)

TEM pozostdva zo zvazku elektronov prechadzajuceho skrz viaceré SoSovky, aby

previedol zachyteny obraz na zvacSeny. Ten vznika na zaklade interakcii elektrénov,
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ktoré vzorkou presli. KedZe elektrény dokazu interagovat len s vodivymi materidlmi,
vzorky musia byt podobne ako pri SEM vopred upravené. Vyhodou oproti SEM je, Ze
v tomto pripade je mozné ziskat informdacie o velkosti a tvare aj u velmi malych Castic.
(44)

Zatial ¢o SEM umozriuje merat Castice o velkosti 1 —20 nm, TEM nam poskytuje moznost
merat Castice aj o velkosti 0,2 nm.

Vyslednd velkost Castic merana prostrednictvom DLS a TEM sa velmi casto lisi, ¢o je
spOsobené tym, Ze DLS meria ¢astice spolu s ich solvatacnou vrstvou. (47)

4.6.2 Stanovenie povrchového naboja

Vyznamnym faktorom, ktory sa podiela na stabilizacii nanosystémov prostrednictvom
elektrostatickych odpudivych sil je ich povrchovy naboj. Ten navyse dokaze ovplyvriovat
vzajomné pbsobenie nanosystémov s okolitym prostredim. Jednou zo zdkladnych metdd
na meranie povrchového naboja je Zeta potencial. (44)

4.6.2.1 Zeta potencial

Uréovanie Zeta potencialu (elektrického potencidlu v kizavej rovine) je $tandardnym
analytickym meranim povrchu nanocastic. VyuZiva sa na stanovenie ich povrchového
naboja a na zaklade toho rozliSujeme katidonovy, aniénovy alebo neutrdlny charakter
Castic. (48)

Okolie castice tvori elektricka dvojvrstva. Vrstva bezprostredne obklopujica casticu,
ktora je tvorena pevne viazanymi ionmi s opaénym nabojom ako je naboj Castice, sa
nazyva Sternova vrstva. V jej okoli sa nachadza difuzna vrstva, v ktorej su iény viazané
o nie€o slabsie. Priblizne v strede tejto difuznej vrstvy je pomyselna hranica, ktora
oddeluje idny pohybujlce sa s ¢asticou od iénov, ktoré sa casticou nepohybuju. Prave
tato hranica sa nazyva kizava rovina a potencial v nej sa nazyva Zeta potencial. (44)

Meranie je ovplyvnené viacerymi faktormi, napr. teplotou, pH, vodivostou a viskozitou
rozpustadla. (48)
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Obrdzok ¢. 18 Zeta potenciadl (48)

4.6.2.2 Elektroforeticky rozptyl svetla

Zeta potencial je mozné urcit pomocou elektroforetického rozptylu svetla. Pocas
elektroforézy, kedy je skimand disperzia vystavena posobeniu elektrického pola, sa
Castice pohybuju smerom k opacne nabitym elektrédam. Pocas tohto procesu dochadza
k rozptylu dopadajuceho laserového IU¢u prostrednictvom pohybujicich sa castic.
Takyto pohyb sp0Osobi, Ze rozptylené svetlo ma inu frekvenciu nez povodny laserovy lU¢
a frekvencény posun (tieZz Dopplerov posun) je Umerny rychlosti pohybu ¢astic. (49)

Najskor sa laserovy IU€ sa rozdeli na dve Casti, pricom jedna ¢ast smeruje k vzorke a ta
druha predstavuje referenény IU€. Vzorka rozptyli dopadajuce svetlo, ktoré sa nasledne
opticky zmiesa, respektive skombinuje s referencnym svetlom. Tym je mozné urcit
Dopplerov posun, od ktorého je odvodena rychlost pohybujucich sa castic a Zeta
potencial sa ndsledne vypocita na zaklade Henryovej rovnice:

2¢ {F(Ka)
UE:—SZBT-I( a

v ktorej Ug predstavuje elektroforeticku pohyblivost, € - dielektrickd konstantu, C - zeta
potencidl, n- dynamickd viskozitu pri experimentalnej teplote a f(Ka) — Henryovu
funkciu. (49)
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5 EXPERIMENTALNA CAST

5.1 Pouzité suroviny

Cholat sodny (Roth, Karslruhe, Nemecko)

PLGA (Purasorb PDLG 5002A 50:50 (LA:GA), Corbion, Holandsko)
Polyvinylalkohol (Merck, Praha)

Poloxamer 407, Pluronic® F-127 (Merck, Praha, CR)

Polysorbat 20, Tween 20 (Merck, Praha, CR)

Cetrimid-bromid (Merck, Praha, CR)

Sorbitan monostearat, Span 60 (Merck, Praha, CR)

Cistena voda (FaF UK)

Aceton (PENTA s.r.o., Chrudim, CR)

5.2 PLGA

V ramci diplomovej prace bol ako polymér pouzivany PLGA (Purasorb PDLG 5002A 5:5).
Ide o kopolymér zloZzeny z monomérov kyseliny mlie¢nej a kyseliny glykolove;j.

Mw =17 000 g/mol.

5.3 Rozpustadla
Cistena voda

Aceton

5.4 Povrchovo aktivna latka
Cholat sodny

Mr = 430,6 g/mol

HLB = 18

CMC = 9-15 mM (20-25°C)
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5.5 Stabilizatory

Polyvinylalkohol

Mn = 31 000-50 000 g/mol hydrolyzovany z 87-89 %
HLB (hydrofilne-lipofilna rovnovaha) = 18

CMC (kriticka miceldrna koncentracia) = N/A

Poloxamer 407, Pluronic® F-127
Mn =12 600 g/mol

HLB = 18-23

CMC = ~3.97 mM (19,5°C)

Tween 20

Mn =1 227,54 g/mol
HLB = 16,7
CMC="~0,06 mM
Cetrimid-bromid
Mn = 364,45 g/mol
HLB =10

CMC = 0,92 — 1,0 mM (20-25°C)
SPAN 60

Mn = 430,62 g/mol
HLB = 5+/-1
CMC=0,02 mM

Tieto stabilizatory boli pouzivané pri priprave nanocastic.

5.6 Pouzité pristroje

Analytické védhy Ohaus Discovery (Ohaus, Greifensee, Svajciarsko), max. 210 g, d = 0,1
mg
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Vahy Kern 440-53N (Kern, Balingen, Nemecko), max. 400g,d=0,01g
Magneticka mieSacka IKA-WERKE RT 5 power, (IKA, Staufen, Nemecko)
Zetasizer Nano ZS (Malvern Panalytical, Malvern, Spojené Kralovstvo)
Centrifuga MPW 260R, (MPW Medical Instruments, Varsava, Polsko)

Ultrazvukova sonda Mikrospitze (Bandelin, Nemecko)

5.7 Pouzité metddy

5.7.1 Priprava nanocastic

Nanocastice boli zakazdym pripravované rovnakym sposobom ato metddou
nanoprecipitacie, ktora je teoreticky popisana v kapitole 4.3.5.2.3.

1) Priprava organickej fazy

Kazdd vzorka obsahovala polymér PLGA (PDLG 5002A 5:5), ktory bol po vybrati
z mraznicky najskér zohriaty na laboratornu teplotu. Na analytickych vahach sa
vytarovala vialka a postupne sa do nej navazilo vidy 30 mg + 3 mg polyméru. Do kazdej
vialky sa nasledne za pomoci automatickej pipety pridal 1 ml aceténu, ktory sluzil ako
organické rozpustadlo polyméru. V pripade stabilizatoru Span 60 bolo ako rozpustadlo
potrebné pouzit aceton. Span 60 sa pripravoval v koncentracii 0,01%.

2) Priprava vodnej fdzy

Pocas rozpustania polyméru sa do kadicCiek pripravilo vidy 10 ml roztoku cholatu
sodného vo vode, ktoré boli pripravované navdzenim choldtu sodného a jeho naslednym
rozpustanim v Cistenej vode. Roztoky mali r6znu koncentraciu: 0,005%, 0,01%, 0,02%,
0,05%, 0,1%, 0,2%, 0,3%, 0,4% 0,5%, 1%, 2% a 5%. Takto pripravené roztoky sa
prostrednictvom miesadla nechali miesat na magnetickej miesacke.

3) Vznik nanocastic

Po rozpusteni polyméru v aceténe bol za pomoci mikropipety nabraty 1 ml a ten bol
prevedeny do roztoku choldtu za vzniku polymérnych nanocastic. Priblizne po dobu 60
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minuUt sa pouZity aceton nechal odparovat v digestore za staleho miesania (300 rpm
(otacky za minutu)) na magnetickej miesacke.

Postupne boli roztoky choldtu pripravované s pridavkami stabilizatorov. Pouzité boli,
cetrimid-bromid, Span 60, Tween 20 a Pluronic F-127. K pripravovanym roztokom
cholatu sodného vo vode o réznych koncentraciach bolo za kazdym navazenych 10 mg
stabilizatorov PVA, cetrimid-bromidu, Tweenu 20 a Pluronicu F-127. Na rozpustenie PVA
bol ako kosolvent pouzity acetdn. Vyslednd koncentrdcia stabilizatoru tak cinila 0,1%.
V pripade stabilizatoru Span 60 bola koncentrdcia 0,01% a rozpusteny bol v organickej
faze.

5.8 Meranie parametrov nanocastic

Priemernd velkost vzniknutych nanocastic bola merand prostrednictvom pristroja
Zetasizer (Malvern) pri teplote 25°C. Okrem toho boli zaznamendvané PDI a zeta
potencial.

1) Velkost ¢astic a PDI

400 pl vytvorenej nanosuspenzie sa previedlo do plastovej kyvety o objeme 2,5 ml. Na
riedenie bol pouZity 1 ml ¢istenej vody, pricom v kyvete sa nemohla vyskytovat Ziadna
bublina. Nasledne bola velkost ¢astic a PDI merand pomocou dynamického rozptylu
svetla (teoreticky popisany v rdmci kapitoly 4.6.1.1).

2) Zeta potencidl

V pripade merania zeta potencidlu boli pouZité plastové kyvety obsahujuce kapilaru
a dve elektrddy. Prevedenie nanosuspenzie do Specidlnej kyvety (typ DTS1060) tak, aby
nevznikali bubliny, vyZzadovalo pouzitie injekénej striekacky. Potencidl bol merany
metddou elektroforetického rozptylu svetla (teoreticky popisany v ramci kapitoly
4.6.2.2)).
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6 VYSLEDKY A DISKUSIA

V tejto kapitole su popisané a diskutované vysledky tykajuce sa velkosti vzniknutych
nanocastic, ktoré boli pripravené pomocou metddy nanoprecipitacie. Cielom bolo zistit,
do akej miery ovplyviiuje pritomnost cholatu sodného a dalSich pouzZitych stabilizatorov
velkost pripravovanych ¢astic. Okrem velkosti st porovnavané aj PDI a zeta potencial.

6.1 Velkost ¢astic

Cielom pripravy nanocastic bolo pripravit ¢astice vo velkostnom intervale 10 — 200 nm.
Prave tento interval sa totiz ukazal ako najviac relevantny pre cielenud distribuciu lieciv
z fyzikdlneho a biochemického hladiska. (50)

Bolo totiz pozorované, Ze niektoré vybrané faktory ako su napriklad koncentrécia
polyméru, volba organického rozpustadla, idnova sila vodnej fazy, teplota, rychlost
vstrekovania organickej fazy alebo rychlost agitacie vodnej fazy maju vplyv na vyslednu
velkost nanocastic a to najma kvoli difiznemu koeficientu rozpustadla vo vode Dpy za
pritomnosti polyméru. (16)

Castice pripravené metddou nanoprecipitacie dosahovali pozadovanu velkost takmer vo
vSetkych pripadoch. Vynimkou boli vzorky pripravené za pouzitia stabilizatoru cetrimid-

evvs

hodnoty vyssie ako 200 nm.

6.2 Index polydisperzity

Polydisperzita vyjadruje stupen nejednotného velkostného rozloZenia castic. Index
polydisperzity, niekedy oznacovany aj ako index heterogenity, je bezrozmerny a je
oznacovany ako PDI. (51) Vzorka je charakterizovana ako monodisperzia v tom pripade,
kedy je hodnota PDI mensia nez 0,2. (44)

Vzorky s hodnotami PDI mensimi, respektive rovnymi 0,2 sa podarilo pripravit za pomoci
vSetkych skimanych stabilizatorov.
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6.2.1 Cholat sodny

Tabulka ¢ 1 Zavislost velkosti ¢astic v nm na koncentrdcii choldtu sodného vo vode;
hodnoty polydisperzity pri jednotlivych koncentrdcidch

0,005% 138,95 0,10
0,01% 138,00 0,08
0,02% 133,00 0,10
0,05% 120,63 0,10
0,1% 112,17 0,13
0,2% 120,43 0,11
0,3% 120,33 0,09
0,4% 97,00 0,15
0,5% 77,79 0,16
1% 104,50 0,12
2% 93,00 0,14
5% 102,10 0,14
Velkost €astic
160,00
140,00
120,00
€
S 100,00
>
\g
2 80,00
O
b7 60,00
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£
g 4000
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Obradzok ¢. 19 Zavislost velkosti ¢astic v nm na koncentrdcii choldtu sodného
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V pripade roztoku choldtu sodného vo vode dosahovali nanocastice najvyssiu hodnotu
velkosti pri koncentracii 0,005% ato 138,95 nm. Je teda zrejmé, Ze vysledna velkost
vzniknutych nanocastic klesda so zvySujucou sa koncentraciou choldtu az do koncentracie
0,5%, pri ktorej je velkost 77,79 nm. Od hodnoty 1% v3ak velkost nanocastic opat stupa
a pri koncentracii 5% dosahuju nanocastice velkost 102,10 nm. To je mozné vysvetlit
prekro¢enim CMC cholatu sodného, kedy doSlo k tvorbe micel, ¢comu odpovedaju aj
vysSie hodnoty polydisperzity pri tychto koncentracidch.

Priemerna polydisperzita ¢inila 0,12.

6.2.2 Cholat sodny + 0,1% Pluronic F-127

Tabulka ¢. 2 Zavislost velkosti Castic v nm na koncentrdcii choldtu sodného vo vode
s pridavkom  Pluronicu F-127 0,1%; hodnoty polydisperzity pri jednotlivych
koncentrdcidch

Koncentracia Velkost ¢astic v nm PDI
0,005% 145,80 0,12
0,01% 140,53 0,08
0,02% 135,53 0,09
0,05% 117,23 0,09
0,1% 116,83 0,11
0,2% 116,53 0,11
0,3% 116,97 0,10
0,4% 122,90 0,10
0,5% 117,27 0,09
1% 91,44 0,11
2% 84,22 0,16
5% 123,23 0,14
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Obrdzok ¢. 20 Zavislost velkosti Castic v nm na koncentrdcii cholatu sodného
v pritomnosti Pluronicu F-127 0,1%

Velkost nanocastic pri si¢asnom pouziti Pluronicu F-127 dosahovala najvyssiu hodnotu
opat pri koncentracii cholatu 0,005%. Tato hodnota predstavovala 145,80 nm. Bez
pouzitia Pluronicu bola vyslednd velkost pri tejto koncentracii 138,95 nm. Castice
pripravené s pridavkom Pluronicu s najmensou velkostou vsak vznikli pri koncentracii
2% a dosahovali 84,22 nm. V porovnani so samotnym cholatom, kedy najmenSie ¢astice
vznikli pri koncentracii 0,5% (77,79 nm) je velkost vzniknutych nanocastic o nieco vyssia,
nepredstavuje to vSak vyznamny rozdiel. Pri koncentracii 5% bola vysledna velkost opat
vysSia, konkrétne 123,23 nm, zatial ¢o samotny cholat sposobil pri rovnakej koncentracii
vznik castic o velkosti 102,10 nm.

Priemerna polydisperzita bola vtomto pripade 0,11, hodnota je teda porovnatelna
s hodnotou PDI roztoku cholatu sodného (0,12) bez poutZitia Pluronicu.
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6.2.3 Cholat sodny + 0,1% Tween 20

Tabulka ¢. 3 Zdvislost velkosti ¢astic v nm na koncentrdcii choldtu sodného vo vode
s pridavkom Tweenu 20 0,1%; hodnoty polydisperzity pri jednotlivych koncentrdcidch

Koncentracia Velkost ¢astic v nm PDI
0,005% 206,13 0,29
0,01% 142,90 0,10
0,02% 132,50 0,09
0,05% 146,80 0,16
0,1% 132,70 0,17
0,2% 122,83 0,10
0,3% 130,67 0,11
0,4% 130,87 0,11
0,5% 106,90 0,13
1% 86,81 0,15
2% 87,06 0,18
5% 128,47 0,18

Vel'kost €astic
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200,00
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Obradzok ¢. 21 Zavislost velkosti ¢astic v nm na koncentrdcii choldtu sodného
v pritomnosti Tweenu 20 0,1%
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Castice pripravené za sucasného pouZitia stabilizdtoru Tween 20 boli najvacsie pri
koncentracii 0,005% a dosahovali priemernu velkost 206,13 nm. Najmensia velkost bola
namerana pri koncentracii 1% a predstavovala 86,81 nm. Velmi podobnu velkost (87,06
nm) vykazovali aj Castice pri koncentracii 2%. Oproti samotnému cholatu vznikli pri
suc¢asnom poutziti 0,1% Tweenu Castice o nieCo vacsie (pri koncentracii cholatu 0,005%
138,95 nm, pri 0,5% 77,79 nm). Nasledne velkost Castic opat stupala az k priemernej
hodnote 128,47 nm pri koncentracii 5%, kedy pravdepodobne opét doslo k prekroceniu
CMC cholatu sodného.

Priemerna polydisperzita ¢inila 0,18, zatial o hodnota PDI v roztoku cholatu bola 0,11.

6.2.4 Cholat sodny + 0,1% PVA

Tabulka ¢. 4 Zavislost velkosti Castic v nm na koncentrdcii choldtu sodného vo vode
s pridavkom PVA 0,1%; hodnoty polydisperzity pri jednotlivych koncentrdcidch

Koncentracia Velkost ¢astic v nm PDI
0,005% 171,77 0,06
0,01% 178,70 0,06
0,02% 180,67 0,06
0,05% 161,47 0,06
0,1% 178,70 0,12
0,2% 154,10 0,07
0,3% 148,63 0,08
0,4% 130,17 0,07
0,5% 131,20 0,10
1% 140,40 0,11
2% 107,60 0,14
5% 165,17 0,12
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Obrdzok ¢. 22 Zavislost velkosti Castic v nm na koncentrdcii choldtu sodného
v pritomnosti PVA 0,1%

Pri pouZiti PVA ako stabilizatora velkost vzniknutych nanocastic mierne kolisala. V tomto
pripade dosahovali Castice najvacsiu hodnotu velkosti, teda 180,67 nm, ai pri
koncentracii 0,02%. Najmensie Castice s velkostou 107,60 nm vznikli pri koncentracii 2%.
Pri pouZiti PVA ako stabilizdtora je mozné pozorovat nérast velkosti vyslednych Castic
oproti kombindcii s ostatnymi neinonickymi stabilizatormi. To je dané pravdepodobne
vyssou moldrnou hmotnostou PVA, ktora je cca 50 000 g/mol.

Priemerna polydisperzita bola 0,09, ¢o predstavuje velmi malo polydisperznu vzorku.
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6.2.5 Cholat sodny + 0,1% Cetrimid-bromid

Tabulka ¢. 5 Zavislost velkosti castic v nm na koncentrdcii choldtu sodného vo vode
s pridavkom  Cetrimid-bromidu 0,1%; hodnoty polydisperzity pri jednotlivych
koncentrdcidch

Koncentracia Velkost ¢astic v nm PDI
0,005% 244,00 0,20
0,01% 233,27 0,18
0,02% 263,23 0,23
0,05% 191,83 0,10
0,1% 190,77 0,16
0,2% 514,90 0,25
0,3% 723,67 0,34
0,4% 371,80 0,26
0,5% 161,90 0,14
1% 66,96 0,16
2% 158,73 0,21
5% 114,40 0,18
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Obradzok ¢. 23 Zavislost velkosti ¢astic v nm na koncentrdcii choldtu sodného
v pritomnosti Cetrimid-bromidu 0,1%

40



Pouzitie cetrimid-bromidu spoésobilo vznik nanocastic s pomerne vysokou hodnotou
polydispezity a vysokymi hodnotami velkosti ¢astic. Castice dosahovali v tomto pripade
az 723,67 nm pri koncentracii 0,4% a PDI 0,34. Je teda mozné predpokladat, Ze pocas
pripade namerana pri koncentracii 1% a predstavovala 66,96 nm. Je mozné to vysvetlit
tym, Ze cetrimid a choldt maju opacné ndboje ato spOsobi, Ze sa v roztoku budu
vzajomne neutralizovat. V pripade, Ze je ich tam priblizne ekvimoldrne mnozZstvo, dojde
k vyviazaniu a Castice ostanu bez naviazaného stabilizatora, ¢o sa prejavi vysokou
hodnotou polydisperzity a vysokymi hodnotami velkosti ¢astic. Pri dosiahnuti priblizne
ekvimolarneho mnozstva cholatu a cetrimid-bromidu totiz nastane tzv. ion-pairing, kedy
pri koncentracii choldtu 0,1% bude latkové mnozistvo choldtu sodného a cetrimid-
bromidu v pomere 1 : 1,18; pri koncentracii cholatu 0,2%, 0,3% a 0,4% bude pomer
latkového mnozZstva cholatu a cetrimidu 2 : 1,18; 3 : 1,18 a4 : 1,18. Je moiné
predpokladat, Ze cholatu je potrebné 4-krat vacsie mnozstvo ako cetrimid-bromidu, aby
doslo k prevazeniu zaporného naboja a cholat tak dokazal znovu stabilizovat ¢astice.

Priemerna polydiperzita bola 0,20.

6.2.6 Cholat sodny + 0,01% SP 60

Tabulka ¢. 6 Zavislost velkosti Castic v nm na koncentrdcii choldtu sodného vo vode
s pridavkom SPAN 60 0,01%; hodnoty polydisperzity pri jednotlivych koncentrdcidch

Koncentracia Velkost ¢astic v nm PDI
0,005% 320,63 0,29
0,01% 245,33 0,26
0,02% 175,47 0,07
0,05% 146,33 0,09
0,1% 151,57 0,12
0,2% 146,60 0,11
0,3% 158,43 0,26
0,4% 113,87 0,17
0,5% 115,97 0,15
1% 100,73 0,17
2% 84,00 0,22
5% 185,43 0,14
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Obrdzok ¢. 24 Zavislost velkosti ¢astic v nm na koncentrdcii cholatu sodného
v pritomnosti Spanu 60 0,01%

Span 60 bol pouzity v koncentracii 0,01% (rozpustenim v organickej faze). Tym, Ze je
hydrofébny (HLB = cca 5), nedifundoval do vodnej fazy a jeho koncentracia bola najvyssia
v okoli vznikajucich ¢astic v organickom rozpustadle. Preto sa pravdepodobne zabudoval
do castic, ktoré pre neho predstavovali vyhodnejsie prostredie a to ovplyvnilo vyslednu
velkost nanocastic k vy$s$im hodnotam. Span 60 bol totiz druhym stabilizatorom, ktory
zapricinil vznik nanocastic s velkostou vacsou ako 200 nm. Najvyssia hodnota, 320,63
nm, bola namerana pri koncentracii 0,005%. KedZe PDI predstavoval vtomto pripade
0,29, mdieme predpokladat, Ze kvéli hydrofébnej povahe Spanu doslo kjeho
zabudovaniu do Castic a to sposobilo ich ndrast. Rovnako je to pri koncentracii 0,01%,
kedy Castice dosiahli velkost 245,33 nm a PDI ¢inil 0,26 a pri koncentracii 0,3%, kedy bol
PDI znovu na hodnote 0,26 (v tomto pripade vsak Castice dosiahli velkost 158,43 nm).
Pri koncentracii 0,2% boli namerané Castice o velkosti 84,00 nm.

Priemernd polydisperzita bola 0,17. Castice teda mézeme povazovat za monodisperzné.

Co sa tyka pozadovanej velkosti pripravovanych nanocastic, je mozné skonstatovat, ze
najmenej vhodnym stabilizatorom je cetrimid-bromid. Pri pouZiti zvySnych stabilizatorov
je zjavna zavislost medzi koncentraciou roztoku cholatu sodného a vyslednou velkostou
Castic. Velkost nanocastic sa postupne zmensuje so zvySujlicou sa koncentraciou cholatu
sodného az do hodnoty priblizne 1% - 2%, od ktorej sa naopak hodnoty velkosti znovu
zacinaju zvysovat, ¢o moézeme vysvetlit niekolko rddovym prekrocenim CMC cholatu
sodného. Je potrebné brat do Uvahy aj skutoénost, Zze CMC povrchovo aktivnych latok
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merana vo vode nie je prilis relevantna pre nanonosi¢ové systémy, kedy je v sustave
pritomna prili$ velka plocha fazového rozhrania s/I, ktoru predstavuje povrch Castic. Je
preto pravdepodobné, Ze vdanej sustave budd molekuly surfaktantu viazané
preferen¢ne na povrch ¢astic a koncentracia surfaktantu vo vodnej faze bude realne
nizsia, nez aka bola v ¢ase pripravy

Index polydiperzity bol taktiez najmenej vyhovujuci pri pouziti 0,1% cetrimid-bromidu
v roztoku cholatu sodného vo vode, ¢o znaci vyssiu agregdciu vznikajucich nanocastic
za tvorby zhlukov, zrejme kvOli vyviazaniu stabilizadtora v d6sledku rozdielneho néboja
v porovnani s cholatom.

6.3 Zeta potencial

Zeta potencial urcuje stabilitu disperzie. Disperzia ¢astic je povaZovand za elektrostaticky
stabilnu vtedy, ked absolutna hodnota zeta potencialu je vyssia ako 30 mV.

6.3.1 Cholat sodny

Zeta potencial
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Obrdzok ¢. 25 Zavislost zeta potencidlu v mV na koncentrdcii choldtu sodného

Hodnoty zeta potencidlu pri pouziti cholatu sodného pri vsetkych koncentraciach
presiahli -30 mV. Je mozné predpokladat, Ze vzniknuté Castice disponuju dostato¢nou
elektrostatickou stabilitou.
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6.3.2 Cholat sodny + Pluronic F-127 0,1%

Zeta potencial
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Obrdzok ¢. 26 Zavislost zeta potencidlu v mV na koncentrdcii choldtu sodného
v pritomnosti Pluronicu F-127 0,1%

Pri siéasnom pouziti surfaktantu Pluronic F-127 je moziné sledovat, Ze hodnoty zeta
potencialu sa posuvaju smerom k neutralnym hodnotam pri zvySujucej sa koncentracii
choldtu aZ do koncentracie 0,4%. V porovnani s Casticami pri pouziti cholatu bez
pridavku Pluronicu vykazuju ¢astice v tomto pripade hodnoty zeta potencidlu niZsie, ¢o
mbze byt spOsobené maskovanim zeta potencidlu. Dochadza tu totiz k naviazaniu
surfaktantu na povrch nanocastic, ¢o sposobi tvorbu ochrannej hydrofilnej korony naich
povrchu ato zdroven zabezpedi, Ze Castice sU menej ndpadné pre MPS. (52) Jedina
koncentrdcia choldtu v pritomnosti Pluronicu, pri ktorej hodnota zeta potencialu
prekrocila -30 mV, je 5%.
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6.3.3 Cholat sodny + Tween 20 0,1%

Zeta potencial
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Obrdzok ¢. 27 Zavislost zeta potencidlu v mV na koncentrdcii choldtu sodného
v pritomnosti Tweenu 20 0,1%

Nanocastice pripravené s pridavkom Tweenu 20 dosahovali takmer prikaZzdej
koncentrdcii choldtu hodnotu zeta potencialu nizsiu ako -30 mV. Vynimku tvoria ¢astice
pripravené pri koncentracii 0,05%. Hodnoty sa vsak nepodarilo stanovit pri koncentracii
0,005%, 0,02% a 1% z dovodu znehodnotenia pripravenych vzoriek. Z vysledkov je vsak
zrejmé, Ze polysorbat 20 nemd schopnost maskovat povrchovy naboj castic, ktoré
stabilizuje. Dévodom je jeho mensia velkost a kratsie PEG retazce.
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6.3.4 Cholat sodny + PVA 0,1%

Zeta potencial
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Obradzok ¢. 28 Zavislost zeta potencidlu v mV na koncentrdcii choldtu sodného
v pritomnosti PVA 0,1%

PVA ako neidnovy stabilizator spOsobil, Ze hodnoty zeta potencidlu pripravenych
nanocastic sa postupne priblizovali k neutralnym hodnotdm znova do koncentracie
cholatu 0,4%. Je mozné opat predpokladat, Ze je to sp6sobené maskovanim zeta
potencidlu kvoli vytvoreniu hydrofilnej vrstvy na povrchu nanocastic ateda takto
pripravené Castice nie je mozné automaticky jednoznacne povaZovat za nestabilné.
Naopak, molekuly PVA na povrchu castic budu pdsobit ako velmi efektivny stéricky
stabilizator. Hodnotu pri koncentacii cholatu 0,01% sa nepodarilo zistit kvoli
znehodnoteniu vzorku. PVA ako stabilizator ma vplyv na vysledné hodnoty zeta
potenciadlu. Dochadza k jeho vyznamnému znizeniu.
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6.3.5 Cholat sodny + Cetrimid-bromid 0,1%

Zeta potencial
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Obrdzok ¢. 29 Zavislost zeta potencidlu v mV na koncentrdcii choldtu sodného
v pritomnosti Cetrimid-bromidu 0,1%

Cetrimid-bromid je kationicky surfaktant, zatial ¢o Castice pripravené za pouzitia cholatu
nesu zaporny naboj. Pri nizkych koncentracidch cholatu ma zeta potencidl kladné
hodnoty, ktoré dosahuju priblizne 70 mV. Pri zvySujucej sa koncentracii cholatu
postupne dochadza kvyrovnaniu kladného naboja surfaktantu az k neutralnym
hodnotam zeta potencidlu z dovodu dosiahnutia priblizne ekvimolarneho mnoiZstva
oboch latok. Nasledne pri prevahe choldtu dochadza znovu k zvySovaniu stability
disperzie a hodnoty zeta potencidlu su nizsSie ako -30 mV. Hodnoty pri koncentracii
0,02% a 5% sa nepodarilo stanovit. MoZeme skonstatovat, Ze pritomnost surfaktantu
ma priamy vplyv na hodnoty zeta potencialu.
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6.3.6 Cholat sodny + Span 60 0,01%

Zeta potencial
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Obrdzok ¢. 30 Zavislost zeta potencidlu v mV na koncentrdcii choldtu sodného
v pritomnosti Spanu 60 0,01%

Pri pouZiti stabilizatora Span 60 boli takmer vietky hodnoty zeta potencidlu nizsie ako -
30 mV. Disperziu nanocastic je mozné povazovat za stabilnd. Hodnotu sa nepodarilo
stanovit pri koncentracii 0,3% kvoli znehodnoteniu vzorky.

Surfaktanty, ktoré boli pouZité pre stabilizaciu Castic v tejto praci je mozné rozdelit do
niekolkych skupin. Cholat sodny je typickd mald molekula s povrchovou aktivitou, PVA
a Pluronic F-127 su neionogénne polymérne latky, ktorych molekulova hmotnost je
vysSia ako 10 000 g/mol. Span 60 a Tween 20 su derivaty parcidlnych esterov sorbitanu.
Ich molekulova hmotnost je rddovo nizsia v porovnani s obidvomi vyssie zmienenymi
polymérmi. Cetrimid je kationicky stabilizator s relativne nizkou molekulovou
hmotnostou.

Zvysledkov je zrejma zavislost medzi molekulovou hmotnostou a schopnostou
maskovat povrchovy naboj. Pri pouZziti PVA a poloxaméru doslo k vyznamnému zniZeniu
zeta potencidlu, v pripade pouzitia cholatu sodného s pridavkom PVA az na hodnotu -10
mV. Na druhej strane, zeta potencial Castic pripravenych iba za pouzitia cholatu
dosahoval hodnoty az -70 mV. Podstatne mensie molekuly Span 60 a Tween 20
preukazali vyrazne nizZsiu schopnost ovplyvriovat zeta potencial. V pripade kationického
cetrimidu dochadzalo k zvratu zeta potencidlu do kladnych hodnét pri vyssej
koncentracii cetrimidu v porovnani s koncentraciou cholatu. Opacne nabité molekuly
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cholatu a cetrimidu su totiz v oblasti priblizne ekvimoldrnych koncentracii schopné sa
navzajom elektrostaticky neutralizovat aich protektivny efekt na stabilitu
nanosuspenzie je v tejto koncentracnej oblasti zanedbatelny.
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7 ZAVER

1. Porovnavanych bolo celkom 5 stabilizatorov s ciefom upresnit ich vplyv na velkost
pripravovanych nanocastic v pritomnosti choldtu sodného. ISlo o Pluronic F-127,
Tween 20, PVA, Cetrimid-bromid a Span 60.

2. Castice boli pripravované za pouZitia PLGA pri koncentracidch choldtu sodného
0,005%, 0,01%, 0,02%, 0,05%, 0,1%, 0,2%, 0,3%, 0,4%, 0,5%, 1%, 2%, 5%
s pridavkom stabilizatorov. Bolo preukazané, Ze cholat sodny je schopny regulovat
vyslednu velkost vzniknutych nanocastic ¢i uz samostatne, alebo aj v pritomnosti
stabilizatorov. Za pouZitia cholatu sodného pri priprave nanocastic je mozné ziskat
najnizsie hodnoty velkosti Castic pri koncentracii 1% - 2%, nasledne velkost opat
stupa.

3. Ako najmenej vhodny tenzid sa javi kationicky cetrimid-bromid. Kvoli opacnému
naboju v porovnani scholatom totiz dochadzalo ktzv. ion-pairingu, kedy pri
dosiahnuti ekvimoldarneho mnozstva obidvoch latok v disperzii doslo k vyviazaniu
Castic a tie nasledne ostali bez stabilizatora, ¢o sa prejavilo na velkosti aj
polydisperzite.

4. Su potrebné dalSie experimenty.
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8 POUZITE SKRATKY

CcMC
CTAB
DLS

EPR efekt

GA
GSH/GST
HLB

LA

MDLS

PCL
PCS
PDI
PEG
PEO
PGA
PLA

PLGA 5:5

kritickd miceldrna koncentracia
cetyltrimethylamonium bromid, cetrimid bromid
dynamicky rozptyl svetla (Dynamic Light Scattering)

efekt zvySenej prieputnosti a retencie (Enhanced permeability and
retention effect)

kyselina glykolova
glutathion/glutathion-S-transferaza
hydrofilne-lipofilna rovnovaha
kyselina mlie¢na

dynamicky rozptyl svetla z viacerych uhlov (Multi — angle dynamic light
scattering)

Ciselny priemer molekulovej hmotnosti

mononuklearny fagocticky systém (Mononucear phagocytic system)
relativna molekulovd hmotnost

hmotnostny priemer

polykaprolakton

fotonova korelac¢na spektroskopia (Photon Correlation Spectroscopy)
index polydisperzity

polyethylénglykol

polyethylénoxid

polyglykolova kyselina

polymlie¢na kyselina

kyselina poly(mlie¢na-co-glykolova) zloZzena z monomérov kyseliny
mlie¢nej a kyseliny glykolovej v pomere 5:5
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PLGA kyselina poly (mlie¢na-co-glykolovad)

PNP polymérne nanocastice (polymer nanoparticles)
PPO polypropylénoxid

PVA polyvinylalkohol

Rpm otacky za minutu

SEM skenovacia elektronova mikroskopia

SLS staticky rozptyl svetla (static light scattering)
TEM transmisna elektronova mikroskopia
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