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ABSTRAKT

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmaceutické technologie

Skolitel: PharmDr. Ondiej Holas

Konzultant: Mgr. Barbora Boltnarova

Poslucha¢: Karolina Santarius

Néazev diplomové prace: Polymerni ¢astice pro cilenou terapii zanétlivych onemocnéni

Makrofagy jsou heterogenni skupinou bunék, které hraji klicovou ulohu pii
zanétlivych onemocnénich jako je NASH. Bylo zjisténo, ze hlavnim faktorem
progrese NASH je polarizace jaternich makrofagii na fenotyp MI1. Zda se, ze
z potencidlnich terapeutickych cill. Této pifemény muizeme dosdhnout pomoci
transportnich systému, konkrétn€ nanocastic s enkapsulovanym lécivem.

Cilem této prace bylo pfipravit a optimalizovat pfipravu formulace nanoc¢éstic
na bazi polymernich nanocastic, kde modelovou latkou byl glukokortikoid
dexametazon. Formulace nanoc¢éstic byla pfipravend nanoprecipitatni metodou
s vyuzitim tfi polymert PLGA s riznym pomérem kyseliny mlécné a glykolové. Pro
optimalizaci piipravy bylo pouzito nékolik povrchové aktivnich latek v rtznych
koncentracich. U pfipravenych nanocastic s enkapsulovanym dexametazonem byly
pomoci dynamického rozptylu svétla zjisStované parametry jako je velikost a index
polydisperzity. Zeta potencidl nanocastic byl stanoven pomoci elektroforetického
rozptylu svétla a mnozstvi enkapsulovaného dexametazonu bylo ziskané pomoci
HPLC. Pro rozvétveny polymer se nejlepsiho vysledku dosahlo pti pouziti kombinace
surfaktanti 0,5 % cholatu sodného s 1 % Pluronicem®F-127, pro linedrni polymer
PLGA 50:50 byl nejlepsi vzorek ptipraveny 0,1 % Tweenem®20 a pro PLGA 75:25
0,5 % Pluronic® F-127. Pfipravené nanocastice vykazovaly pfijatelné vlastnosti pro

cileni na makrofagy.

Kli¢ova slova: PLGA, nanosféry, kortikosteroidy, targeting, zanét



ABSTRACT
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Title of thesis: Polymeric particles for targeted anti-inflammatory therapy

Macrophages are heterogenous population of cells, that play crucial role in
inflammatory diseases like NASH. It was found that liver macrophages polarization
into phenotype M1 is major factor in NASH progression. It seems that induced
conversion from proinflammatory macrophages into anti-inflammatory is one of the
potencial therapeutic target. This macrophages polarization can be achieved by drug
delivery system based on drug-loaded nanoparticles.

The aim of this work was to prepare and optimize the preparation of
nanoparticles formulation based on polymeric nanoparticles loaded dexamethasone as
model substance. The nanoparticles formulation was prepared by nanoprecipitation
method using three PLGA polymers with different lactic/glycolic acid ratios. Several
surfactants in various concentrations were used to optimize preparation. Prepared
dexamethasone-loaded nanoparticles were characterized in terms of their size and
polydisperzity index using dynamic light scattering. Zeta potencial of nanoparticles
was determine by electrophoretic light scattering and encapsulation efficiency was
obtained by HPLC. The best results were obtained by using branched polymer PLGA
A2 in combination with 0,5% cholate sodium and 1% Pluronic as surfactants, for linear
polymer PLGA 50/50 combination of 0,1% Tween and for PLGA 75/25 0,5% Pluronic
F-127. Produced nanoparticles showed acceptable properties for macrophage

targeting.

Keyword: PLGA, nanospheres, corticosteroids, targeting, inflammation



2 UVOD A CiL PRACE

V poslednich letech jsme svédky obrovského nartstu zajmu v oblasti nanotechnologie
a nanovédy. Nanotechnologie, jakoZto progresivni a rychle se rozvijejici védni obor,
nasel uplatnéni v riznych odvétvich. Vyjimkou neni ani zdravotnictvi. Aplikace

nanotechnologie pfinesla zdravotnictvi celou fadu benefiti.

Ve zdravotnickych védach se nanocCastice a nanomateridly vyuzivaji k cel¢ tadé
aplikaci. Anorganické Ccastice jako metalické nanocCastice a kvantové tecky
se s vyhodou vyuzivaji pro moderni zobrazovaci a diagnostické nastroje. Organické
a biokompatibilni Castice se vyuzivaji jako nosic¢e 1éCiv, které mohou modulovat
rychlost uvoliiovani, omezit nebo limitovat toxicitu 1éciva, zvySit biodostupnost
a v neposledni fad¢ zajistit cilenou distribuci 1é¢iva do specifickych organti, tkani
a bunék. Tento typ nano-nosicu léCiv, Casto také oznacovany jako ,trojsky kan‘,
se vyuziva pfi terapii onemocnéni, jejichZ terapie je spojena s vyraznymi a pro
pacienta mnohdy likvidaénimi nezaddoucimi ucinky. Pifikladem je terapie

onkologickych onemocnéni a chronickych zanéta.

Materiadly pouzivané pro ptipravu Castic pro opakovanou aplikaci by mély byt
netoxické, neimunogenni, biokompatibilni a v idedlnim ptipadé i biodegradovatelné.
Nejcastéji se jednd o lipidické nanocéstice, nanocastice z piirodnich polysacharidi
jako je naptiklad chitosan a nanocastice z biodegradovatelnych polyesterti jako jsou

polymery a kopolymery kyseliny mlé¢n¢, glykolové nebo kaprolaktonu.

Cilem této prace bylo pfipravit nanocastice na bazi poly(mlécné-ko-glykolové
kyseliny) pro cilenou terapii zanétlivych onemocnéni. Lécivem volby byl

protizanétlivy a imunosupresivni glukokortikoid dexametazon.



3 TEORETICKA CAST

3.1 Nanocastice jako nosice léciv

Hlavnim problémem v 1é€bé celé fady zavaznych onemocnéni je nedostatecné
dodani ucinné latky do cilového mista. Je to dano charakterem konvek¢ni aplikace
1é¢iv, ktera se opira o peroralni a parenteralni cestu aplikace 1éCiva v jeho volné formé.
Mezi nevyhody béznych Iékovych forem patfi nizk4d efektivita, nevyhodna
biodistribuce a nedostate¢na selektivita pro cilovou tkan. [1] Vhodnym feSenim téchto
potizi jsou pravé transportni systémy, které by dorucily t¢innou latku do cilového

mista a zaroven by omezily interakce 1éCiva se zdravou tkéni. [2]

Dle definice WHO nanocastice jsou struktury o velikosti do 1 pm. BéZzné v praxi
se vSak predpona nano- pouziva pro castice, které maji do nékolika stovek nanometru.
[1] Hlavni pfednosti nanoc¢astic je mala velikost, kterd umoziuje doruceni ucinné latky

do bunék, tkdni nebo organt, za situaci, kdy bézné 1ékové formy selhavaji. [2]

Cilem c¢asticovych Iékovych forem je zlepsit biologickou dostupnost 1é¢ivé
latky, zvysit UCinnost a selektivitu 1éCby a zmirnit systémové a lokalni nezadouci
ucinky lé¢iva. Nanocastice jako transportni systémy ochraiiuji 1é¢ivo pied rychlou
degradaci, jako je tomu v ptipadé 1éCiv srychlou clearance (naptf. genomicka a
proteomicka léc¢iva), zvysuji koncentraci 1éCiva v cilové tkdni a snizuji mnozstvi 1éCivé

latky potiebné pro efektivni 1éCbu. [1]

Farmaceutické nanocastice se podle svého sloZeni fadi do n¢kolika zdkladnich

skupin:

e Polymerni Castice
e Lipidické ¢astice

e Liposomy

e Metalické Castice

e Dendrimery

Tato diplomova prace je zaméfena na polymerni nanoc¢astice, proto jim je v dal$i ¢asti

vénovano vice prostoru.



3.2 Polymerni nanocdstice

V poslednich letech se polymerni nanocéstice staly jednou z nejatraktivnéjSich
skupin 1ékovych forem ve vyzkumu ve farmaceutické technologii. [3] Mezi jejich
vyhody, ve srovnani s ostatnimi skupinami, patfi biokompatibilita, moZnost kontroly
velikosti, schopnost inkorporace Siroké palety 1éCiv véetné téch genomickych
a proteomickych a fakt, ze cela fada polymernich materidli pro jejich ptipravu je

biodegradovatelnd. [4]

Polymerni nanoc¢éastice mtizeme pfipravit z pfirodnich nebo syntetickych
polymerti. Mezi pfirodni polymery fadime proteiny (naptf. albumin, kolagen)
a polysacharidy (napf. chitosan, agar), které nejsou, z divodu své rozdilné Cistoty
a potieby zesitovani, preferovany. [4] Nicméné vétsi pozornosti se dockaly
nanocastice pripravené ze syntetickych polymert, které se daji rozd¢lit na rozlozitelné

a nerozlozitelné [1].

Mezi biologicky nerozlozitelné¢ polymery tadime napiiklad poly(metakrylat),
polyakrylamid, polyuretan. Pro ptipravu ¢astic se daleko ¢astéji pouzivaji rozlozitelné
materidly jako je kyselina polymlééna (PLA), polyglykolova (PGA) a kopolymer
kyseliny mlécné a glykolové (PLGA). [5] Jejich biokompatibilita a biodegradace patii
mezi jejich hlavni pfednosti. Polymerni ¢astice rovnéz prokazaly lepsi vstiebatelnost
a prachodnost tkanémi nez lipozomy. Vyhodou je moznost ovlivnit rychlost degradace

zménou pomeru kyselin mlééné a glykolové v kopolymeru. [4]

3.3 Biodegradovatelné polymery

3.3.1 Polyestery

3.3.1.1 Kyselina polymlécnd a kopolymer kyseliny mlécné/glykolové

Poly o-hydroxykyseliny jsou nejvice vyuzivanymi polymery v pfipravé
nanocastic. Jedna se o linearni, alifatické fetézce polyesteri, které vykazuji hydrofobni
vlastnosti. PLA je homopolymerem, ktery se skladd z monomerid kyseliny mlécné.
Kyselina mlé¢na je opticky aktivni molekulou, protoze obsahuje chiralni uhlik. Diky

jeho pfitomnosti se molekula vyskytuje ve dvou enantiomernich forméch
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D- a L- mlécna kyselina (Obr. 1). Vysoce opticky Cisté homopolymery PLA (PLLA,
PDLA) jsou krystalické struktury na rozdil od racemické smési, ktera je amorfni
strukturou. Krystalické struktury PLA maji konkrétni teplotu tani (~175°C) a hodnotu
skelného pfechodu (60-65°C), kdeZto u amorfni struktury teplotu tani nelze urcit,
protoZe se tavi v Sirokém teplotnim rozmezi. Z toho diivodu je potieba odliSovat
produkty odvozené od opticky cisté L-kyseliny mlécné (poly(L-kyselina mlécna))
nebo od jeji racemické smési (poly(DL-kyselina mlécna)). [6; 7] PLA je hydrofobné;si
neZ kopolymer PLGA, ktery navic obsahuje druhou monomerni jednotku, kyselinou
glykolovou (Obr. 2). [8] Pfitomnost hydrofilnéjsiho monomeru glykolové kyseliny
ve struktufe PLGA ndm pfinasi fadt vyhod ve srovnani s homopolymerem PLA.
Nejenom, Ze snizime hydrofobicitu polymeru, ale také ziskame schopnost modulovat
rychlost degradace, krystalinitu a mechanické vlastnosti. Vyhody jsou dany

ovlivnénim poméru kyseliny mlécné a glykolové ve struktute polymeru. [9]

0 0 0
HO HOJ 0
OH _ OH

L- kyselina mlééna D-kyselina mlééna PLLA PDLA

0

n

Obr. 1 Schematicka struktura optickych izomerii kyseliny mlécné (vlevo) a PLA (vpravo)

0 0 0
)J\/OH OH o /],H
HO HO HO n ol
0

kyselina glykolova kyselina mlééna poly(laktid-co-glvkolid)

Obr. 2 Schematicka struktura kyseliny glykolové, mlécné a kopolymeru PLGA

V diplomové praci se setkdme s pomérem kyseliny mlééné a kyseliny glykolové

50:50, respektive 75:25.

Polymery se hydrolytickym $tépenim esterovych vazeb odbouravaji
na netoxické a ve vod¢ rozpustné produkty. Kyseliny mlé¢na a glykolova jako
degradacni produkty hydrolytického Stépeni piechédzeji do Krebsova cyklu, kde

podléhaji metabolizaci na oxid uhli¢ity a vodu. [10]
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Polyestery lze syntetizovat dvojim zptusobem: polykondenzaéni reakci nebo
polyadici za otevieni kruhu cyklického monomeru (laktidu). [10] Polykondenzace
je reakce, pfi nichz dochéazi ke spojeni dvou monomernich jednotek za souc¢asné¢ho

odstépeni vedlejSiho produktu, kterym muze byt voda, amoniak nebo chlorovodik

(Obr. 3). [11]

[} (s} C
OH oH o ,}/H
+  Hy0
m I_C)'I\/ Fon ,,:3*’/ _— HEJ/}JW/ \H\HAE: m :

kyselina glvkolova kyselina mlécna poly(laktid-co-glykolid)
Obr. 3 Schéma polykondenzacni reakce

Polymerizace za otevieni kruhu cyklického monomeru je v soucasnosti
preferovanou metodou ptipravy polyesteri (Obr. 4). Béhem této metody dochazi
k tvorbé vysokomolekularni latek z cyklickych monomeril za otevieni jejich kruhi.
Pro pribeh reakce je dulezity iniciator a katalyzator, vysoka teplota a nizky tlak.
Dle typu pouzitého iniciatoru muze byt polymeracni reakce klasifikovana jako
aniontova, kationtova nebo koordina¢né-inzercéni. Mezi pouzivané katalyzatory se fadi
alkoxidy kovli (Mg, Zn, Si). Hnaci silou této polymerace je uvolnéni pnuti v kruhu
cyklického monomeru. Vyhodou reakce je mensi mnozstvi vedlejSich produktt

a kratsi reak¢ni doba. [12; 13; 6]

o o

o o
glykolid laktid polyilaktid-co-glykolid)

Obr. 4 Schéma polymerizace za otevieni kruhu cyklickych monomerii

Tyto polymery byly jako prvni v 70.letech 20. stoleti schvaleny FDA
pro vyrobu bioresorbovatelnych chirurgickych Sicich materidla. [10] Z vySe
uvedeného plyne, Ze se polyestery jevi jako vysoce atraktivni alety osvédcené

materidly pro tvorbu transportnich systémt.
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3.3.1.2 Poly(e-kaprolakton) (PCL) (Obr. 5)

PCL je alifaticky hydrofobni netoxicky polyester, ktery lze ziskat polyadici za
otevieni kruhu e-kaprolaktonu. Jedna se o material, ktery je rovnéz schvaleny FDA
[8]. V medicin€ se uplatnuje jako Sici material na rany a také jako nosi¢ kontracep¢ni

pro tkanové inzenyrstvi. [9]

Hydrolyza polymeru poskytuje kyselinu 6-hydroxykapronovou, kterd je
rozpustna ve vod¢ a vylucuje se moci. [8] Samotny proces degradace je ve srovnani
s casem degradace PLGA (11-15 tydnd) pomaly, protoze trva ptiblizn¢ 2-3 roky.
Dtivodem je hydrofobicita polymeru. A proto se nékdy PCL kombinuje s dal§imi
odbouratelnymi polymery. [10; 14; 15]

O
\V\/\)J\O}/
n
Obr. 5 Struktura poly(e-kaprolaktonu)

3.3.1.3 Poly(alkylkyanoakrylat) (PAC)

Polymery ze skupiny polyalkylakrylati  jsou  biodegradovatelné
a biokompatibilni (Obr. 6). Ethylkyanoakrylat, N-butylkyanoakrylat, octylkyano-
akrylat byly schvalené FDA pro klinické uziti. PAC lze vyuzit v mediciné jako
chirurgické akozni lepidlo. Z diivodu adhezivnich vlastnosti jsou povazovany
za slibné materidly pro tvorbu transportnich systémi. [8; 10]

N

n

RO (0]

Obr. 6 Obecna struktura poly(alkyl kyanoakrylatu)
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Tyto polymery jsou piipravované nejcastéji aniontovou polymerizaci
z akrylovych monomert. Pro iniciaci polymerni reakce je nutna piitomnost alespon

stopového mnozstvi vody. [9]

Degradace téchto polymert je jedna z nejrychlejsich reakci. Casy degradace
jsou zavislé na délce fetézce prislusného alkylu. Nizsi alkylové derivaty se rozpadnou
ve vodném prostfedi béhem hodin, nicméné nejsou vyuzivany z diivodu uvolnéni
toxickych produktt jako je formaldehyd a kyselina kyanoacetatova. Proto se vyzkum
soustfedil na vyssi derivaty jako je octylkyanoacetat nebo isobutylkyanoacetat. Jejich
hydrolyza vede ke sloucenindam ve vod¢ rozpustnym - octanolu, isobutylalkoholu

a kyselin€ polykyanoakrylové. Tyto slouceniny jsou poté eliminovany rendln¢. [9]

Vyhodou polykyanoakrylat je schopnost absorbovat a enkapsulovat Sirokou
Skalu 1é¢iv (hormony, cytostatika, proteiny a dalsi). PACA nanocéstice byly pouzité
pro enkapsulaci antibiotik jako je amipicilin a ciprofloxacin. Bylo zjisténo, zZe
enkapsulace zvysila u¢innost ampilicinu 120krdt na modelu salmonel6zy. Studie
invivo ukazuji, ze nanocastice PACA se daleko vice kumuluji v lymfatickych

uzlinach, nez jiné transportni systémy jako jsou naptiklad lipozomy. [9]
3.3.2 Polysacharidy

3.3.2.1 Chitosan
Linearni polysacharid vyrabény deacetylaci chitinu. Chitosan, jako pfirozené
se vyskytujici kationicky polymer, se pouzivd v mnoha medicinskych aplikacich jako

je napiiklad tvorba obvazii nebo ¢asticovych Iékovych forem (Obr. 7). [9]

OH - OH ] OH

HO HO HO
NH, NH, NH,

— —In

Obr. 7 Struktura chitosanu

Jeho degradace in vivo probiha pomoci enzymi, které hydrolyzuji vazby:

glukosamin-glukosamin, N-acetylglukosamin-N-acetylglukosamin nebo glukosamin-
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N-acetylglukosamin. U obratlovct probihd degradace pomoci bakteridlnich enzymi

tlustého stfeva v lyzozomalnich bunkéch. [§]

Diky vyraznému kladnému naboji mize velice dobfe interagovat ze zaporné
nabitou sliznici, a tim padem piisobit jako mukoadhezivum. Navic chitosan je schopen
vyvolat pfechodné otevieni tésnych spojli a tim zvySovat permeabilitu sliznic zejména
pro poléarni 1é¢iva. Diky mukoadhezivnim vlastnostem chitosanovych ¢astic doslo ke
zlepSeni absorpce insulinu ze stfev po perordlnim poddni. Rovnéz cCastice

s inkorporovanym cyklosporinem A zvysily doruceni 1é¢iva do vnéjSich ¢asti oka. [9]
3.3.2.2 Alginat

Alginat je biodegradovatelny a biokompatibilni polysacharid skladajici
se z kyseliny L-glukuronové a D-mannurové (Obr. 8). Jedna se o anionicky polymer,
ktery vykazuje fadu specifickych vlastnosti, kterymi jsou citlivost na pH, biologicka
odbouratelnost, netoxicita, neimunogenita, mukoadhezivita, nizk4 cena a dostupnost
materidlu. Vyhodou je, ze nedrazdi horni gastrointestindlni trakt, takze muze byt
aplikovan peroralné. Jedna se o béznou pomocnou latku, kterd v pfitomnosti
vicemocnych iontli gelovati. Samotny alginat se vyuziva v 1écbé refluxni ezofagitidy.

[16]
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Obr. 8 Struktura algindtu
Alginaty maji Siroké uplatnéni v potravinarském pramyslu. Pouzivaji se jako
stabilizatory napojl, zmrzliny nebo zelé. Ve farmaceutickém primysla 1-5% kyselina
alginova ma uplatnéni jako pojivo a rozvoliiovadlo, pak jako stabilizator v emulznich
systémech o/v a viskozifiant u krémi, past a gelt. Jeji sodna stl se pouziva v ptipravé
peroralnich 1ékovych forem s prodlouzenym uvoliiovanim. Alginatové nanocéstice
byly testovany jako potencialni nosi¢e chemoterapeutik. Alginat sodny byl

komplexovan s doxorubicinem a stabilizovan povrchové aktivni latkou Aerosol OT.
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Ze studie Transwell® bylo zjiténo, Ze tyto nanocastice zlepsuji transport doxorubicinu

ptes buiky, které vykazuji nadmérnou expresi P-glykoproteinu. [16]

3.4 Nanocastice v lécbé zanétlivych onemocnéni

Chronicka jaterni onemocnéni souvisejici kromé jiné¢ho i s pandemii obezity
predstavuji v dnesni dobé celosvétovy zdravotni problém. Jedna se o onemocnéni,
ktera mtizou byt infek¢niho (virova hepatitida A-F, infek¢ni mononukle6za apod.)
nebo neinfekéniho plivodu (nadmérna konzumace alkoholu, obezita, otrava houbami
nebo chemikaliemi). Specifickou skupinou onemocnéni jater jsou vrozené, ¢i nabyté

poruchy, které souviseji s vyzivou a metabolismem.

Nealkoholické ztu¢néni jater (NAFLD — non-alcoholic fatty liver disease) je
skupinou onemocnéni, pro kterd je charakteristické ztukovaténi jater vyskytujici
se u 0sob bez vyznamné konzumace alkoholu. Odhadovana globalni prevalence ¢ini
kolem 25 %. [17] Progresi NAFLD je nealkoholova steatohepatitida (NASH — non-
alcoholic steatohepatitis), ktera kromé¢ prost¢ého NAFLD, zahrnuje zanétlivé zmény.
NASH dal mize progredovat do fibrozy, cirhdzy a casto téZ do hepatoceluldrniho
karcinomu. [18] Z divodu vysoké prevalence je nejcastéjSim divodem pro

transplantaci jater. [19]

Bylo zjisténo, ze NAFLD se daleko ¢asté&ji vyskytuje v kombinaci s rizikovymi
faktory metabolického syndromu. Mezi rizikové faktory metabolického syndromu
fadime obezitu, dyslipidémii, inzulinovou rezistenci, hyperglykémii a hypertenzi.
O metabolickém syndromu hovofime az tehdy, kdy u pacienta nachazime tfi a vice
zminénych rizikovych faktorti. Nemocni s metabolickym syndromem maji 2-3x vyssi
riziko pro vznik kardiovaskulérnich, cerebrovaskularnich onemocnéni a 5x vyssi

riziko rozvoje diabetu mellitu 2.typu. [20]

Zminéné rizikové faktory MS lze ovlivnit jak nefarmakologickou, tak
farmakologickou 1é¢bou. Bohuzel z diivodu netplného porozuméni mechanismu
patogeneze NAFLD, je 1écba zaloZena pouze na nefarmakologickém podkladé. Cilem
1é¢by je motivace pacienta k upravé zivotniho stylu a dietnich zvyklosti s redukci
hmotnosti. [21] Nicméné, nefarmakologickd 1écba nemusi byt ufinnd zvIasté

u pacientii u nichz stav progredoval v jaterni fibr6zou nebo cirhézou. A proto je
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v posledni dekad¢ vyzkum zaméten na vyvoj novych 1é¢iv, které by cilili na doposud

zjisténé patologické drahy NASH.
3.4.1 Patogeneze NAFLD

Jak bylo zminéno dfive, mechanizmy patogeneze a progrese NAFLD nejsou
uplné pochopeny. Na zéklad¢ soucasného stavu poznani patologickych pochodt byla
ipIn€ pochopeny. Na zéklad¢ soucasnéh poznani patologickych pochodt byl

formulovana teorie, ktera se sklada ze dvou ¢asti.

Prvni ¢ast popisuje vznik NAFLD. Vyskyt inzulinové resistence a nadmérného
mnozstvi mastnych kyselin v krevnim obéhu jsou klicovymi prvky pro nadmérnou
akumulaci tukti v jatrech, a to zejména v hepatocytech, ale také v rezidentnich
jaternich makrofazich, Kuppferovych buiikdch. Druhd ¢ast popisuje vyvoj NAFLD

v

stresu, peroxidaci lipidii a mitochondrialni dysfunkci. [22]
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Obr. 9 Patogeneze progrese NAFLD [22]

3.4.1.1 Od inzulinové rezistence po steatozu

Hlavni charakteristikou NAFLD je pfitomnost ektopického tuku v jaternich
bunikach. Hepatocyty jsou parenchymatické jaterni bunky, které mohou tvoftit kolem
80 % objemu jater. V hepatocytech se lipidova slozka uklada ve formé triacylglycerida
(TAG), nicmén¢ mizou se objevit 1 jiné¢ formy lipida jako jsou naptiklad volné mastné
kyseliny (FFA), diacylglycerol (DAG), cholesterol, cholesterol ve formé& esterd,
ceramidy a fosfolipidy. [19]
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Nadmérny energeticky pifijem a nedostate¢ny pohyb vedou ke kalorickému
nadbytku, ktery se projevuje zvétSenim tukovych zasob. Jednéd se o hlavni faktory,

kter¢ jsou piic¢inou vzniku inzulinové rezistence.

Inzulin je hormon sekrenovany [-builkami pankreatu, ktery umoziuje
transport glukozy do bun¢k. Nasledkem IR stoupd v jatrech glukoneogeneze a vyde;j
glukézy hepatocyty. Nicméné IR je charakterizovdna snizenou schopnosti jaterni,
tukové a svalové tkané reagovat na inzulin. Tudiz buniky nedostavaji energeticky
pfisun glukézy. Vysledkem toho procesu je narast glykémie, ¢imz dochazi ke
stimulaci B-bunék pankreatu a vzniku hyperinzulinémii, ktera je schopna, 1 ptes IR,
kratkodobého udrzovani normoglykémie. V urcitém stavu kompenzaéni mechanismus
nestaci a B-buniky pankreatu se funkéné vycerpaji. [23] Vysledkem je hyperglykémie

a rozvoj diabetu mellitu 2.typu.

Z diivodu vycerpani B-bunék pankreatu, dochazi k minimélni produkci
inzulinu. Vysledkem je ztrata schopnosti inzulinu, potlacit tvorbu glukoézy v jatrech
a uplatnit své antilipolytické ucinky na tukovou tkan. Zvysena lipolyza tukové tkané
vede ke zvétSenému uvoliiovani FFA, které piechazeji do jater, kde se po metabolizaci
na TAG, ukladaji v cytosolu hepatocytli ve formé tukovych kapicek. [19] O steatdze

mluvime tehdy, kdy je poskozeno tukem vice nez 5 % hepatocyti. [18]

3.4.1.2 Steatohepatitida neboli NASH

Nadmérnd akumulace tukd v jatrech je uzce spjatd s vyskytem zanétlivé
reakce. Klicovou ulohu pti prechodu ze steatézy k zanétd jater hraji tukova tkan

a oxidativni stres.

Tukové tkan, kromé toho, Ze se uplatiiuje jako rezervoar energie, je rovnéz
endokrinnim organem vylucujicim hormony (leptin, adiponektin) a skupinu cytokinti
neboli adipokini. Mezi adipokiny fadime tumor nekrotizujici faktor (TNF-a), rezistin,
a angiotensin II, které jsou schopné indukovat IR a zanétlivou reakci v jatrech,
prostiednictvim kaskad c-Jun NH2-terminalni kindzy-1, IkappaB kinazy (IKK)/
nuklearniho transkripéniho faktoru kB (NF-xB). Indukce kaskady IKK/NF-kB vede
ke zvySenému uvolnovani prozanétlivych cytokini jako je interleukin-6 (IL-6),
interleukin 1-beta (IL1B), TNF-a a aktivaci jaternich makrofagii neboli Kupfferovych

bun¢k. [24] Zminované prozanétlivé cytokiny aktivuji zanétlivé odpovédi
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v endotelidlnich bunkach, podporuji lipolyzu v adipocytech, inhibuji tvorbu
adiponektinu. [25] Adiponektin je hormon, ktery reguluje B-oxidaci MK a omezuje
akumulaci lipidd v jatrech a tukové tkani. Ochraiiuje pted zancétem a fibrotizaci jater,
protoze antagonizuje ucinky TNF-a, inhibuje lipogenezi a zvySuje inzulinovou
senzitivitu. Druhy sekrenovany hormon tukové tkané€, leptin, ma imunomodulaéni

efekt, stimuluje tvorbu mediatora zanétu, ¢imz piispiva k progresi NAFLD. [25]

DalSimi faktory vedoucimi k progresi NALFD jsou oxidativni stres

a mitochondrialni dysfunkce.

Hlavnim plivodcem oxidativniho stresu jsou reaktivni formy kysliku (ROS),
které vznikaji v malém mnozstvi béhem glykolyzy a f-oxidace MK. Tyto metabolické
drahy pro vznik energie, spotfebuji kyslik. Z kysliku vznikaji toxické latky
oznacované jako kyslikové radikaly, které jsou silnymi oxidativnimi a reaktivnimi
latkami schopnymi poskodit buiiky. [26] Vznik a pfitomnost ROS v burice je piisné
regulovana pomoci antioxidacnich systému (superoxiddismutaza, peroxiddza vitamin

E, redukovany glutation). [27]

Ovsem v patologickém stavu NAFLD dochazi ke zvySenému ptisunu FFA do
hepatocytli a ztrat¢ schopnosti inzulinu inhibovat B-oxidaci MK. To se projevi
zvySenym uvoliiovanim ROS, které jsou mimo kontrolu antioxida¢nich ochrannych
systémil. Mitochondrie jsou jako prvni vystaveny uc¢inkim ROS, které zpiisobuji
rozpojeni procesu oxidace a fosforylace. ROS aktivuji zanétlivé drahy, které vedou
k produkci TNF-a a iniciaci peroxidaci lipidt, ¢imz zplsobi poskozeni v prvni fadé
mitochondrii, pak celé bunky. Nasleduje bunééna smrt. Apoptéza hepatocytl
zpusobena peroxidaci nadbytecnych triacylglyceridi, je kritickym krokem v progresi
NAFLD k NASH. Poskozené hepatocyty jsou dal fagocytovany Kupfferovymi

buiikami. Tento d¢j vede k aktivaci hvézdicovitych bun¢k a fibrogenezi. [24]
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3.4.1.3  Bunky spojené s progresi onemocnéni NAFLD

Jatra jsou tvorena Ctyfmi hlavnimi typy bunck, mezi které fadime hepatocyty,
Kupfferovy buniky (KC), jaterni hvézdicovité buriky (hepatic stelate cells (HSC), Itovy
buiiky) a sinusoidalni endotelidlni buniky (LSEC) (Obr. 10). Tyto bunky se zdsadnim
zpusobem podileji na slozitém procesu, jakym je iniciace zanétu, jeho progrese
a rozvoj jaterni fibrozy.
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Obr. 10 Schematicky obrazek jaternich
bunéek

Itovy bunky se nachdzeji v perisinusoidalnim prostoru, mezi hepatocyty
a endotelialnimi buitkami krevnich sinusoid, coz popisujeme jako Disselv prostor.
Hlavni funkci HSC u zdravych jedinct je deponace tukovych kapének, které obsahuji
vitamin A. V pribéhu onemocnéni jater, HSC podstupuji diferenciaci
na myofibroblasty, které produkuji velké mnozstvi proteind jako je kolagen typu I

a III. Proteiny vedou k fibroze, kterd je vysledkem nadmérné produkce pojivové tkané.
[28]

Aktivace HSC miize byt spousténa puasobky bunck imunitniho systému,
zejména makrofagy. Makrofagy jsou schopné rozpoznat patogenni hrozby na zékladé
rozpoznani molekularnich vzori asociovanych s patogenem (PAMP) nebo
molekularnich vzord spojenych s poSkozenim (DAMP). Tyto signdly spousti
zanétlivou kaskddu v makrofazich. Vysledkem je uvolnéni velkého mnozstvi
cytokint, zejména IL-6 a TNF-B, které aktivuji diferenciaci a cytokini CCL2, CCL3,
CCLA4, které zodpovidaji za migraci HSC. [28]
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Makrofagy jsou populaci bunék, které se v hojném poctu vyskytuji v jatrech.
Mezi jaterni makrofagy zaclenujeme KC a cerstvé diferencované cirkulujici
monocyty. KC jsou rezidentnimi nemigrujicimi makrofagy jater, které spolu s LSEC
tvoii vystelku jaternich sinusoid. Tyto bunky se vyvijeji z progenitorovych bunék
pochazejicich z fetdlniho Zloutkového vaku. Hlavni funkci KC je rozpoznat,
fagocytovat a degradovat patogeny, bunécné zbytky nebo cizi material. Eliminaci
bunécnych zbytka a mrtvych bunék zajist'uji homeostazu v jatrech. Na rozdil od KC,

monocyty pochdzeji z hematopoetické kmenové buiiky a jsou schopny migrace. [29]

V dtsledku poskozeni tkané, Kupfferovy bunky a dalsi jaterni bunky (HS,
hepatocyty) sekrenuji chemokiny CCL2, které provokuji masovou infiltraci
prozéanétlivych monocytil z kostni difen€ do krevniho ob&hu. Cirkulujici monocyty jsou
ptitahovany k poskozenym jatrim pomoci chemokinového receptoru 2, ktery vede
k infiltraci zménénych monocytl ptes jaterni tkan. [29] V jaterni tkdni se monocyty
diferencuji na makrofagy M1, které vedou k progresi chronického posSkozeni jater

prostiednictvim diferenciace a proliferace HSC. [30]

3.4.1.3.1 Polarizace makrofagii

Makrofagy odvozené z cirkulujicich monocyti podléhaji diferenciaci na dva
zakladni fenotypy v zavislosti na cytokinovém prostiedi. Reaguji také na vnéjsi

podnéty jako jsou poskozené buiiky, aktivované lymfocyty nebo mikrobidlni produkty.

Pro makrofagovy fenotyp 1 (M1) je charakteristickéd produkce vysokych hladin
prozanétlivych cytokinii a reaktivnich kyslikatych a dusikatych molekul, mikrobicidni
vlastnost a aktivace lymfocytarni Th1l odpovédi. Lipopolysacharid, interferon-gama
arustovy faktor stimulujici kolonie granulocyti a makrofagi (GM-CSF) jsou
zodpovédné za polarizaci makrofagii na fenotyp M1, ¢imz dochézi ke stimulaci
uvoliovani prozanétlivych cytokinti jako je IL1B, TNF-a, IL-12, IL-18 a IL23. To je
klicovy krok pro spousténi lokalni zanétlivé reakce vedouci k poSkozeni hepatocyta.
V disledku poskozeni, hepatocyty sekrenuji DAMPs, které aktivuji KC
prostfednictvim signaliza¢ni cesty Toll-like receptor. Timto procesem dochazi
k vytvoreni zanétlivého kruhu. V kontextu onemocnéni se tyto makrofagy podileji na

iniciaci a propagaci zanétil, a proto jsou ozna¢ovany jako prozanétlivé makrofagy. [31]
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Naproti tomu, makrofagovy fenotyp 2 (M2) se podili na ochrané organismu
pred parazity a fungalnimi infekcemi, zmiriiuje zdnétlivou reakci a podporuje hojeni
ran. Nicméné piispiva k rtstu nador. Aktivace fenotypu 2 je indukovana parazity,
fungélnimi buiikami, apoptickymi buiikkami, imunitnimi komplexy, faktorem
stimulujicim kolonie makrofagl, signalnimi molekulami jako je IL-4, IL-13, TGF-B
a také 1écivy, glukokortikoidy. [32] Aktivované M2 produkuji protizanétlivy IL-10
a transformujici faktor TGF-B, ¢imz vedou k inhibici prozénétlivych cytokint

produkovanych makrofagy a DC. Tento fenotyp je oznacovan jako protizanétlivy. [33]

Diferenciace makrofagii je dynamickym procesem. V zavislosti na prostiedi
muzou rychlé prejit z jednoho fenotypu na druhy. Je znadmo, Ze pravé polarizace
makrofaghh na fenotyp 1 je kliCovym faktorem pro progresi onemocnéni NASH.
A proto indukovana pfeména z prozanétlivého makrofagu na protizanétlivy je jednim
z potencialnich terapeutickych cilii, ktery by vedl kl1écbé jaterniho zanétlivého

onemocnéni NASH. [34]

3.4.1.4 Potencidlni terapie NASH

Glukokortikoidy jsou syntetickymi derivaty ptirozen¢ho lidského steroidniho
hormonu kortizolu. Jako 1éCiva jsou zndméa hlavné pro sviij protizanétlivy
a imunosupresivni ucinek. Podileji se na metabolizmu glukdzy, proteini, tukii, vody
amineralt. Ovliviiyji kardiovaskularni systém, metabolizmus kosti a vykazuji
antialergické plisobeni a antiproliferacni u¢inek. Vzhledem k Siroké skale u¢inkt jsou
pouzivand prakticky ve vSech oborech mediciny. Uplatiiuji se v 1écbé zanétlivych
a revmatickych onemocnéni, systémového lupus erythematodes, alergickych stavi
(astma), rejekénich reakci po transplantacich, gastrointestindlnich onemocnéni

(ulcerozni kolitida, Crohnova nemoc) a dalSich nemoci. [35]

Glukokortikoidy se vazou na glukokortikoidni receptor v cytosolu a vytvari
tzv. komplex glukokortikoid + receptor, ktery pirechdzi do bunééného jadra a navaze
se na specifické misto na urcitych genech, ¢imz podpofi expresi genli a tim syntézu

konkrétnich proteini. [36]

Tento komplex vychytava a vaze transkripcni faktory, kterymi jsou aktivacni
protein 1 a nuklearni faktor kappa B (NF-xB), ¢imZz vede k potlaceni exprese

zanétlivych proteind. Zaroven podporuje transkripci protizanétlivych proteini
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(lipokortin-1). Glukokortikoidy maji rovnéz schopnost polarizovat makrofagy na
protizanétlivy fenotyp. Vysledkem je zvysend exprese protizanétlivych cytokini
a fagocytarni aktivita vic¢i apoptickym buikam. Coz vede k potlaceni zanéti

a remodelaci tkani. [32]

Kortikoidy vykazuji fadu nezadoucich uc¢inkt, z nichz nékteré miazou zptisobit
zavazné zdravotni problémy. Plati pravidlo, ¢im déle se pouzivaji k 1é¢bé, tim vice
se projevuji nezadouci Gcinky. Tyto nezadouci G€inky se pfirovnavaji k symptomim
Cushingova syndromu, ktery se vyznacuje vysokou hladinou kortizolu. Mezi
nezadouci U¢inky patii snizena rezistence vuc¢i bakteriim, mykotickym infekcim,
pomalejsi hojeni rdn, svalova slabost, osteopordza, hypertriacylglyceridémie,
hypertenze, deprese, akné, inzulinova rezistence, pfibirani na vaze. Dosud neexistuji
latky, které by zachovaly protizanétlivy ucinek a zaroven nevykazovaly zavazné
nezadouci U¢inky. [36] Jednou z mozZnosti je pravé inkorporace téchto latek do 1ékové
formy, ktera by omezila syst¢tmové nezadouci uinky a zefektivnila 1é€bu pfimym
zacilenim do poSkozen¢ho mista. V naSem piipad€, nanocastice s obsahem

dexametazonu zacilené na makrofagy v jatrech.

Z vySe uvedeného lze tedy vyvodit, Ze makrofagy jsou velmi atraktivnim
cilem pro terapii NASH. Zejména zména polarizace z prozanétlivého na

protizanétlivy fenotyp v ranych fazich NASH je potencidlné velmi pfinosna.

3.5 Targeting a distribuce nanocastic

Jednou zhlavnich vyhod, kterou nanotechnologie poskytuje je moznost
specifického zacileni léCiva ve formé nanocastic. Toho lze dosdhnout pomoci

aktivniho nebo pasivniho mechanismu.

3.5.1 Aktivni targeting

Aktivni targeting dokdze vyznamné zvysSit mnozstvi 1éku v konkrétni tkani.
Tohoto je dosazeno pomoci signdlnich molekul, kterymi jsou protilatky, peptidy
a aptamery. Tyto molekuly se vyuzivaji na ipravu povrchu nanonosice. Mechanismus
aktivniho targetingu spociva ve specifické interakci mezi cilici molekulou a cilovym

mistem/receptorem. Signalni molekula neboli ligand mlze byt na povrchu nanocastice

23



navazdna dvéma zpusoby: kovalentné a nekovalentné. U nekovalentni vazby
se uplatnuji elektrostatické a hydrofobni interakce. Z divodu vétsi stability
se kovalentni zptusob uplatiiuje daleko Castéji. Ligand mize byt navazan kovalentnim
zpisobem piimo na nanocastici anebo miize mit zprostiedkovatele v podobé linkert,
kterymi mtzou byt sukcinimidyl 4-(N-maleimidomethyl)cyklohexan-1-karboxylat,
sukcinimidyl iodoacetat. Klicovym aspektem pouziti aktivniho targetingu je znalost
receptorit exprimovanych v cilovém misté. Pravé diky této znalosti jsme schopni
navrhnout vhodny ligand, ktery se spoji s receptorem a zajisti cilenou distribuci 1é¢iva
do konkrétniho mista. [8] Mezi zndmé, exprimované na povrchu, makrofagové
receptory patii mandzovy receptor (MR) a fosfatidylserinovy receptor (PSR).
Manoézovy receptor je zodpovédny za rozeznani PAMP molekul. Po aktivaci MR
dochazi ke spusténi endocytdzy a fagocytdzy antigenu, ktery obsahuje bud’ manézu,
fukézu, N-acetylglukosamin nebo glukézu. [37] Aktivace PSR rovnéz vede ke
spusténi fagocytozy apoptickych bunék. Tyto buniky na svém povrchu exprimuji
fosfatidylserin, ligand, ktery se navaze na PSR a spusti fagocytézu. [38; 39] V pfipade,
ze chceme nanocasticemi cilit na MR, je potieba, aby povrchy byly dekorované

manozou. Pro PSR je potieba vytvofit ¢astice s fosfatidylserinem.

3.5.2 Pasivni targeting a biodistribuce

V pasivnim targetingu se vyuziva fyzikalné-chemickych vlastnosti nanocastic,
kterymi jsou velikost, ndboj, hydrofobicita a tvar. Tyto vlastnosti ovliviluji
biodistribuci nanocastic v organismu. Pro pasivni makrofagovy targeting je potieba,
aby polymerni nanocastice byly hydrofobni, negativné nabité a jejich velikost

se pohybovala v rozmezi 100-300 nm. [40]

Vétsina formulaci pro cilené podéani se podavé parenterdlni cestou. Pii
intravendznim podani dochazi ke vstupu nanocastic do systémové cirkulace.
V krevnim feciSti jsou nanocastice nachylné k agregaci a proteinové opsonizaci.
Opsonizace spocivd v navazani proteini na povrch nanocastic, ¢imZ naznaci
imunitnimu systému, Ze se jednd o cizi strukturu, kterou je potieba eliminovat
z organismu. Opsonizované nanocastice jsou odstranény z krevniho fecisté pomoci
fagocytarnich bunék, jejichZ nejvetsi zastoupeni je v jatrech a sleziné, lymfatickych

uzlinich a kostni dfeni. Kupfferovy bunky v jatrech jsou nejvétsi populaci makrofagi,
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které jsou v kontaktd skrvi, a proto po intraven6zni aplikaci jsou nanocastice
pohlcovany témito buiikami. Nanocastice mohou byt pohlceny i jinymi jaternimi
bunikami, kde ale nezlstavaji dlouho. Vylucuji se do zluce. V navaznosti na hepatélni
clearance, nanocastice mizou byt rovnéz vylucovany rendlni cestou. K tomu, aby

prosly pfes membranu glomerulu, je dilezita jejich velikost. [41]
3.5.2.1 Velikost

Velikost je jedna zhlavnich charakteristik, kterd ovliviiuje cirkulaci a
biodistribuci terapeutickych nanocastic. Velikost 6-10 um je charakteristicka pro
cilenou plicni distribuci. VSechny injekéné aplikované castice vétsi nez 100 nm
a mensi nez 6 um jsou identifikovany makrofagy jako cizorodé. Castice s velikosti
30-100 nm jsou makrofagy ignorovany, a proto je jejich doba cirkulace podstatné delsi.
Tudiz pro cileny zasah na makrofagy pottebujeme velikost ¢astic vétsi nez 100 nm.

Nicméné nekteré ¢lanky uvadi rozmezi 100-300 nm. [40; §]
3.5.2.2 Naboj

Povrchovy naboj nanocastic je dilezitym prvkem, ktery ovliviiuje clearance
a terapeutické dodani. Pozitivné nabité castice generuji vyssi imunitni odpovéd’, coz
zkracuje jejich pobyt v krevnim fecisti. Na rozdil od zaporn€ nebo neutralné nabitych
¢astic se akumuluji v plicich a nadorové tkéni. [42] Dle ¢lanku [43] fagocytujici bunky
prednostné interaguji se zaporn¢ nabitymi Casticemi, coz je vysvétlovano na zakladé
fagocytozy bakterii, které maji také negativné nabity povrch. Neutrdlni a zdporné
nabité povrchy ¢astic vyznamné prodluzuji biologicky polocas straveny v systémovém
feCisti, ¢imz se stavaji vhodnymi kandidaty pro EPR, coz je koncept, ve kterém
molekuly o urcité velikosti maji tendenci se akumulovat v nadorové tkani daleko vice
nez v normdlnich zdravych tkdnich. Pro uplatnéni toho konceptu je dulezity
zminovany dlouhy biologicky polocas. [44] Povrchovy nédboj se obvykle

charakterizuje pomoci zeta potencialu.

3.5.2.3  Hvdrofobicita a hvdrofilita

Dalsim kli¢ovym faktorem pro pasivni makrofagovy targeting je hydrofobicita
molekuly. Studie ukazuji, ze ¢im vyssi hydrofobicita Castice, tim je opsonizace vetsi.

Pro makrofagovy pasivni targeting je Zadouci omezit hydrofilitu nanocastic.
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Nezéadouci je uprava povrchu nanocastic pomoci polyethylenglykolu (PEG) nebo
polyethylenoxidu. Vede to ke zvySeni hydrofility nanocastic, coz se projevi snizenou
opsonizaci a mensim vychytavanim nanocastic ptes makrofagy. Vysledkem PEGylace

je prodlouzeny biologicky polocas a tinik pfed fagocytdrnimi bunikami. [45]
3.6 Metody piipravy nanocdstic

V zévislosti na typu léCiva, které ma byt inkorporovano do polymernich
nanocasticovych formulaci a jeho pozadavcich na zplsob podani, bylo vyvinuto
nékolik metod ptipravy. Tyto metody miizeme klasifikovat do dvou kategorii dle toho,
zda pro pripravu bude pouzit pfedem piipraveny polymer anebo polymer vznikne
béhem polymerizatni reakce monomert. Co se tyCe biologicky odbouratelnych
polymert, pouze PACA nanocastice jsou tvofeny pomoci polymerizacni reakce.
Nanocastice tvoirené polymery PLA, PLGA a PCL jsou piipravovany metodou

vyuzivajici hotovy polymer. [8]
3.6.1 Metody vyuZivajici pFedem pripraveny polymer

3.6.1.1 Emulzni metoda odpareni rozpoustédla

Jednd seo jednu z prvnich metod vyvinutou pro piipravu nanocastic
z hotového polymeru. Nejprve se pripravi organicka taze sklddajici se z organického
polarniho rozpoustédla, ve kterém se rozpusti polymer. Mezi zndme nepolarni
rozpoustédla fadime chloroform a dichlormetan. Nicméné z divodu své toxicity byly
nahrazeny ethylacetatem, ktery vykazuje lepsi toxikologicky profil. Organicka faze
dale zahrnuje 1é¢ivo, které je v organické fazi dispergovano nebo rozpusténo.
Ve vodné fazi je rozpousténa povrchové aktivni latka (PVA, poloxamer, polysorbat).
Béhem ptipravy, dochazi k emulgaci organické faze ve vodném prostredi. Pro vznik
mensich emulznich kapének vyuzijeme ultrazvuk nebo vysokorychlostni
homogenizaci. Odpafenim rozpoustédla za stalého michani nebo snizené¢ho tlaku,
ziskame disperzi nanocastic, kterou pomoci centrifugace odseparujeme a metodou

lyofilizace ptipravime pro dlouhodobé uskladnéni. [46]
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3.6.1.2 Vysolovaci metoda

Vysolovaci metoda je zalozena na separaci organického rozpoustédla z vodné
anorganické faze prostfednictvim vysolovani. Organicka faze zahrnuje polymer, ktery
je rozpustény v organickém rozpoustédle misitelném s vodou, pievazné acetonem.
Tato faze je emulgovana do vodné faze, kterd obsahuje stabilizator
(polyvinylpyrolidon, hydroxyethylceluloza) a velké mnozstvi soli (MgClz, CaCla,
Mg(CH3COOH)2) nebo sacharézu. Emulze o/v je pfipravena pomoci michani za
pokojové teploty. Pfidanim odpovidajiciho mnozstvi vody dojde k diftizi organického
rozpoustédla do vnéjsi vodné faze, ¢imz zplsobi vysrdzeni polymeru a tvorbu
nanocastic. Nasledné¢ dochazi k eliminaci vysolovaciho cinidla a polymerniho

rozpoustédla pomoci filtrace. [46; 47; §]

3.6.1.3 Nanoprecipitace

Nanoprecipitace je jedna z nejjednodussich metod pro pfipravu nanocdstic.
Nanoprecipitace neboli metoda vytlaceni rozpoustédla vyzaduje dva misitelné
roztoky. Vnitini faze je sloZzena z polymeru, ktery je rozpustén v polarnim organickém
misitelném s vodou rozpoustédle (aceton). Tato faze se ptida do vodné/vné;si faze,
ktera obsahuje surfaktant/stabilizator. Pro tvorbu nanocastic je diilezité rychlé ptidani
organické faze, protoze takto ziskdme mens$i Castice. Smichdnim fazi dochazi,
v dtsledku difuze organického rozpoustédla do vodné faze, k precipitaci polymernich
nanocastic, které zachycuji 1é¢ivo. Organické rozpoustédlo je nasledné jednoduse

odstranéno odpatenim (Obr. 11). [8]

Lécivo + polymer v
organickém
rozpoustédle

oh ook e ’\°L\'_'n§'

S

surfaktant ve vodé odparovani suspenze nanocastic

Obr. 11 Schéma nanoprecipitace

27



3.7 Metody méreni charakteristik nanocdstic

3.7.1 Metoda méieni velikosti

Mezi nejpouzivangj$i metodu pro charakterizaci velikosti ¢astic v tekutém
médiu je metoda dynamického rozptylu svétla (DLS). Tato metoda je zaloZena na
Brownovém pohybu rozptylenych &astic. Castice vyskytujici se v kapaliné nejsou
nehybné, pohybuji se nahodné ve vSech smérech. Neustale srazky castic s molekulami
rozpoustédla zptisobuji prenos urcité energie, ¢imz zplisobi zminiovany pohyb. Mensi
Castice se pohybuji vyssi rychlosti, protoze na n¢ ptsobi mensi tfeci sila. Rychlost
castic je popisovana jako translacni difuzni koeficient. Vztah mezi velikosti a rychlosti

pohybu ¢astic popisuje Stokesova-Einsteinova rovnice (1),

dH) =325 (1)

3nmnD

kde KB - Boltzmannova konstanta, T - termodynamicka teplota, n - viskozita,

d(H) - hydrodynamicky primér ¢astic, D - transla¢ni diftizni koeficient. [48; 49]

Velikost Castic je vyjadifovand jako hydrodynamicky primér, tedy primér koule
jejichz hydrodynamické chovéni je za dané teploty ve stejném disperznim médiu stejné
jako chovani pfitomné disperzni ¢éstice.

Small particles Large particles

Intensity

nction Correlation Functior

187 1E8 1ES = 1E3 1€2 161 1640 167 168 1E5 1Ee 162 162 161 1E+0

Delay time [s Delay time [s]
Obr. 12 Rozdil intenzity signalu (horni cast) a korelacni funkce (spodni c¢ast) malych a

velkych castic. Mensi castice vykazuji rychlejsi fluktuace rozptyleného svétla a rychlejsi spad
korelacni funkce. [49]
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Principem DLS je méteni fluktuace intenzity svétla laserového paprsku rozptyleného
nanocasticemi v zavislosti na ¢ase. Monochromatické svétlo, které prochazi kyvetou
obsahujici suspenzi nanocastic, je po stietu z nanocastici rozptyleno do vSech stran.
Rozptylené svétlo je detekovano pod urcitym tthlem a po urcitou dobu na detektoru.
Vysledkem je kolisajici intenzita signalu, kterd je zptisobena Brownovym pohybem
¢astic. Mensi Castice, které se pohybuji rychleji vykazuji rychlejsi fluktuace nez vétsi

¢astice (Obr. 12). [49]

Zeta sizer od spolecnosti Malvern, pfistroj, ktery zaznamenava fluktuaci intenzity
rozptylu, méa uvnitt komponentu zvanou digitalni korelator. Korelator méii stupen
podobnosti mezi dvéma signaly v urcité dobe. Pokud bychom porovnavali intenzitu
dvou signalu v kratkém Casovém odstupu, zjistili bychom, Ze intenzita téchto signalu
je podobna, tzn. silné koreluje. V piipadé, ze budeme porovnavat intenzitu svétla
s delsim casovym odstupem, korelace se bude snizovat, az dosdhne hodnoty 0.
Komponenta sestroji korelacni funkci rozptylené intenzity (Obr. 13). Obecné,

N A

G,
Shifted
Wb AN\, R,

>
>

v

Obr. 13 Prevod stopy intenzity signalu (vlevo) na korelacni funkci (vpravo) [49]
korela¢ni funkce popisuje, jak dlouho se ¢astice nachazi na stejném misté ve vzorku.
Na zacatku je korelacni funkce linearni, coz znamend, ze Castice je stile ve stejné
poloze jako byla pfedtim. Pohyb castic naznacuje exponencidlni rozpad/pokles
korela¢ni funkce. Pokud je korelace nulova, tzn. pokud neexistuje podobnost intenzity
signall, korela¢ni funkce je opé€t linearni. Tato ¢ast na grafu je oznacena jako zékladni
linie neboli baseline. Exponencidlni pokles nepfimo pfedstavuje cas potiebny
ke zméné¢ polohy castic. Malé castice se pohybuji vyssi rychlosti, takze jejich
exponencialni pokles bude rychlejsi nez exponencialni pokles velkych Ccastic
(Obr. 12). Ve skutecnosti je korelacni funkce matematickym popisem fluktuaci

rozptyleného svétla a pouziva se ke stanoveni translaéniho difuzniho koeficientu (D),
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ktery je potiebny pro vypocet hydrodynamického pruméru z diive uvedené Stokes-

Einsteinovy rovnice. [49]

3.7.2 Index polydisperzity

DalSim dllezitym parametrem méfenym zaroveil s velikosti byl index
polydisperzity (PDI). Polydisperzita je termin, ktery popisuje systém obsahujici rtizné
velikosti Castic. Index polydisperzity vyjadiuje Sitku distribuce velikosti Céstic
v daném systému. Hodnoty PDI se pohybuji v rozmezi od 0,00 do 1,00, kde 0,00
charakterizuje dokonale homogenni vzorek s ohledem na velikost ¢astic. Dle obecné
prijimanych pravidel [50], vzorky s hodnotou mensi nez 0,2 jsou v praxi povaZzovany
za monodisperzni. Vysoka hodnota PDI u vzorku mitiZze, kromé obsahu rtiznych
velikosti ¢astic, naznaCovat agregaci castic, tudiz nestabilitu systému. Index
polydisperzity lze ziskat z ptistrojii, které vyuzivaji dynamicky rozptyl svétla (DLS)
(viz. kapitola 3.7.1)

3.7.3 Zeta potencidal

Dalsi dilezitou charakteristikou pro nanocéstice je zeta potencidl znamy také
jako elektrokineticky potencial. Jednd se o jeden z klicovych indikatort stability

koloidni disperze.

Pevné latka po kontaktu s vodnym prostiedim obvykle ziskd urcity nabo;j.

K tvorbé tohoto naboje dochazi vlivem reakce funkénich skupin s vodnym prosttedim

Hraniéni vrstva

Castice se zapornym povrchovym
nabojem

Difuzni vrstva

Povrchovy potencial

Potencial povrch. vrstvy

Obr. 14 Schéma zeta potencidlu castice v kapaliné [59]

30



anebo absorpci iontl pfitomnych v roztoku. Pfitomnost funkénich skupin a jejich
protonizace nebo disociace neni podminkou pro vznik povrchového néaboje.
Za neutralniho nebo alkalického pH vznika na inertnich povrSich pfednostné negativni
povrchovy naboj z diivodu selektivni adsorpce hydroxidovych iontl z vody. Pokud pH
roztoku klesne pod hodnotu 7, vykazuji inertni povrchy kladny néaboj, ktery je dan
zvySenym mnozstvim hydroniovych iontii v roztoku. Z uvedenych informaci vyplyva,
ze pH roztoku ma silny vliv na povrchovy néboj ¢astic, a tudiz na vyslednou hodnotu
zeta potencialu. Zminény povrchovy ndboj plsobi na uspotadani aniontl a kationtl
vodného prostiedi kolem ¢astice. Vrstva kapaliny, kterd obklopuje ¢astici, znama pod
pojmem elektricka dvojvrstva, se déli na vnitini Sternovu vrstvu a vnéjsi diftizni
vrstvu. Sternova vrstva neboli staciondrni je slozena z iontd, které silné interaguji
s povrchem této ¢astice. Vnéjsi vrstva nazyvana difizni, obsahuje ionty, které nejsou
tak silné pfitahovany, a proto se mohou v této vrstvé volné pohybovat. Vnéjsi hranice
difuzni vrstvy se oznaCuje jako rovina skluzu. S rostouci vzdélenosti od castice
se méni nerovnovazna distribuce iont, az do dosazeni rovnovazného stavu neboli

elektroneutralniho mista v roztoku. [51; 52]

Zeta potencial popisuje rozdil v potencidlu mezi rovinou skluzu
a elektroneutralnim mistem v roztoku (Obr. 14). MiiZze nabyvat kladnych i zapornych
hodnot. Pokud je zeta potenciél kladny, v difuzni vrstve ptevazuji kationy. Pro zaporny
potencidl je nutnd pfevaha anionti v difuzni vrstvé. Stejna koncentrace kationtil

a aniontd vede k nulovym hodnotam zeta potencialu. [51; 52]

V zavislosti na hodnoté¢ zeta potencialu, se budou jednotlivé ¢astice mezi sebou
vzajemné elektrostaticky odpuzovat, ¢imz zamezi vzniku koloidnich nestabilit. Za
elektrostaticky stabilni koloidni disperzi se povazuje absolutni hodnota zeta potencialu
+ 30 mV. Hodnoty ZP v rozmezi -30 mV az 30 mV mohou poskytnout informaci
o vetsi pravdépodobnosti agregace, flokulace, jinak feceno, informaci o nestabilité

koloidni soustavy. [51; 52]

Elektrokineticky potencidl 1ze stanovit pomoci elektroforetické pohyblivosti
castic. Elektroforéza je jev, béhem kterého dochazi vlivem plisobeni elektrického pole,
k pohybu nabitych Castic ve sméru elektrody s ndbojem opa¢ného znaménka. Rychlost

pohybu c¢éstic je oznacovdna jako elektroforetickd pohyblivost. Kombinaci

31



elektroforetické pohyblivosti a rozptylu svétla na ¢asticich ziskame metodu pro méteni
ZP. Tato metoda je zndma pod nazvem elektroforeticky rozptyl svétla (Electroforetic
Light Scattering). Princip metody spo¢iva ve snimani intenzity rozptyleného svétla,
ktera z ditvodu aplikace elektrického pole a pohybu ¢éstic bude fluktuovat. Frekvence
této fluktuace je pfimo imérna rychlosti ¢astic/elektroforetické pohyblivosti. S touto

znalosti mizeme ziskat ZP aplikovanim rovnice (2),

_ 2&ezU
- 3nl

2

kde v - elektroforetickd pohyblivost, ¢ - dielektrickd konstanta, z - zeta potencidl,

U/1 - intenzita elektrického pole, 1 - viskozita. [51; 52]

Pro méteni ZP se pouziva piistroj Zeta Sizer, do kterého se vpravi vzorek

nachazejici se ve sklenéné cele s elektrodami. [51; 52]
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 PouZité suroviny

PLGA A2, vétveny kopolymer PLGA s 2% kyselinou polyakrylovou, Katedra
farmaceutické technologie, FaF UK

PLGA 50:50 (pomér kyseliny mlé¢né a glykolové, 50:50, Mw: 2400 g/mol), Corbion
PLGA 75:25 (pomér kyseliny mlé¢né a glykolové, 75:25, Mw: 3200 g/mol), Corbion
Cisténa voda, Katedra farmaceutické technologie, FaF UK

Aceton (Penta s.r.0., Chrudim, CR)

Acetonitril (Penta s.r.0., Chrudim, CR)

Acetonitril HPLC (Merck, Praha, CR)

Trehaldza (Merck, Praha, CR)

Dexametazon (Avantor, CR)

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

Polyvinylalkohol, PVA (Merck a.s., Praha)

Cholat sodny (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Nemecko)

Tween®20 (Merck, Praha, CR)

Kolliphor® RH 40 (Merck, Praha, CR)

Kolliphor® HS 15 (Merck, Praha, CR)

4.1.1 Surfaktanty

Pluronic® F-127 je neionicky tfiblokovy emulgator a stabilizator, ktery je tvofen
hydrofobni jednotkou propylenglykolu a dvéma postrannimi etylenglykolovymi
jednotkami (Obr. 15). Mnozstvi etylenglykolovych jednotek u poloxameru 407
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se pohybuje v rozmezi 95-105 a mnozstvi propylenglykolovych jednotek v rozmezi
54-60. Hodnota HLB poloxameru 407, v zavislosti na mnozstvi jednotek, se nachazi

v rozmezi 18-20. [53]

Obr. 15 Obecna struktura poloxameru

Polyvinylalkohol (Obr. 16) je synteticky polymer ziskdvany hydrolyzou
polyvinylacetatu. Je rozpustny ve vod¢ a nerozpustny v olejich a organickych
kyselinach. S rostouci molarni hmotnosti rozpustnost ve vodé klesd. Nejedna
se o typicky surfaktant, protoze ke stabilizaci disperzi dochazi predevsim ovlivnénim

v

viskozity vnéjsi faze. [54]

OH
Obr. 16 Struktura polyvinylalkoholu

Cholat sodny je pfirodni anionicky surfaktant tvofeny sodnou soli kyseliny cholové
(Obr. 17). V naSem organismu je znama jako zlu¢ova kyselina produkovéna jatry,
ktera je schopna ve vode¢ solubilizovat lipidy. [55] Hodnota HLB=18, hodnota kritické

micelarni koncentrace =12 mM. [56]

Obr. 17 Struktura cholatu sodného
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Tween® 20 je neionicka povrchové aktivni latka polysorbatového typu, kterd vznika
ethoxylaci sorbitanu a monoesterifikaci etylenglykolové jednotky kyselinou laurovou.
Etylenglykolovych jednotek je ve struktufe 20 (Obr. 18). Je to nazloutld kapalina
rozpustna ve vodé. HLB=16,7 [53]

O\/\Low

o
OH
O/\J/
w
HO o OA/]/OH
y wtzty+x=20
2

Obr. 18 Struktura Tweenu® 20

Kolliphor® RH 40 je neionicky surfaktant, jehoz struktura obsahuje esterifikovany
hydrogenovanou kyselinou ricinovou polyethoxylovany glycerol (Obr. 19).
Ve struktufe se nachazi 40 etylenglykolovych jednotek. Jedna se o bilou az Zlutou
pastu, kterd se rozpousti ve vod¢, ethanolu, propan-2-olu, ethylacetatu, chloroformu.

HLB=14-16. [57]
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Obr. 19 Struktura Kolliphor® RH 40

Kolliphor® HS 15 je neionicky surfaktant, ktery je pii pokojové teploté ve formé
nazloutlé bilé pasty (Obr. 20). Je rozpustny ve vod¢, ethanolu a propan-2-olu za vzniku
¢irych roztokl. Ze zvysujici se teplotou vody jeho rozpustnost klesa. Nerozpousti
se v tekutém parafinu. Sklada se z polyglykolovych mono- nebo diesterti kyseliny
12- hydroxystearové a zpfiblizné 30% volného polyethylenglykolu. Hodnota
HLB=15. [58]

o

/\/\/Y\/\/\/\/JO%\/O%H

OH

Obr. 20 Obecna struktura polyethoxylované 12-hydroxystearové
kyseliny
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4.2 Pouiité pristroje

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

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

Magneticka michacka IKA-WERKE RT 5 power, (IKA, Staufen, Némecko) 100-1000

ot./min.

Vortex (Heathrow Scientific, Vernon Hills, USA)

Centrifuga Micro 7 (Fischer Scientific, Hampton, USA)

Zetasizer Nano ZS 90 (Malvern Panalytical, Malvern, Spojené Kralovstvi)

HPLC ALS 1329A (Agilent Technologies, Santa Clara, USA)

4.3 PouZité metody

Pro pfipravu nanocastic byla vyuzitd metoda nanoprecipitace, kterd je popsana

v kapitole 3.6.1.3.

4.3.1

1)

2)

Postup p¥ipravy:

Pfiprava vodné faze

V zavislosti na pozadované koncentraci vysledného roztoku bylo na
analytickych vahdch navazeno urcit¢ mnozstvi povrchové aktivni latky.
Nasledn¢ bylo navdzené mnozstvi, za stalého michani na magnetické
michacce, rozpustetno v 10ml Ccisténé vody. Byly vytvofeny roztoky

surfaktantt o koncentracich 0,1%, 0,5%, 1%, 2%.

Piiprava organické faze

Organicka faze obsahovala vzdy jeden polymer - poly(lactid-co-glycolid acid)
s 2% kyselinou polyakrylovou (PLGA A2) nebo poly(lactid-co-glycolid acid)
v poméru 50:50 (PLGA 50:50) anebo poly(lactid-co-glycolid acid) v poméru
75:25 (PLGA 75:25), dale 1é¢ivo dexametazon a rozpoustédlo aceton. Pro

usnadnéni prace byl pfipraven 1mM zasobni roztok dexametazonu o objemu
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3)

4)

5)

100 ml. Jako rozpoustédlo byl pouzit aceton. Do sklenéné vialky se na
analytickych véhach navazilo £30 mg polymeru. Nasledné se pomoci pipety
pridal 1 ml zasobniho roztoku dexametazonu, ¢imz doslo k rozpusténi

polymeru.

Priprava suspenze

Dalsim krokem bylo jednokrokové ptidani organické faze do ptipraveného
vodného roztoku surfaktantu. Tento d¢j probihal za stalého michani vodné faze
na magnetické michacce (300 rpm). Po 2 hodinach odpafovani acetonu, byla
suspenze nanocastic prevedend do kalibrované centrifuga¢ni zkumavky

a doplnéna ¢isténou vodou na objem 10 ml.

Centrifugace
Po zvortexovani byl obsah flakonky rozdélen do mikrozkumavek (typ

eppendorf) o objemu 2 ml. Takto jsme ziskali pét alikvot. Jedna alikvota byla
pouzita pro charakterizaci nanocastic (velikost, zeta potencial). Dalsi tii
mikrozkumavky byly pienesené¢ do centrifugy. Centrifugace probihala za
podminek: 10.000x g, ¢as 15 min, pfi teploté¢ 14 °C. Pii kazdém cyklu byl

odstranén supernatant a peleta byla redispergovana v ¢isténé vode.

Uprava vzorka v zavislosti na zpusobu uskladnéni

a) Uskladnéni za snizené teploty

Tato metoda byla zvolena v ptipad¢, kdy analyza vzorku na pftistroji HPLC
byla napldnovana do druhého dne od pfipravy. Po centrifugaci byl
z mikrozkumavky odebran supernatant. Zbyla suspenze nanocastic/peleta byla

uskladnéna v mikrozkumavce a dana do lednice.

b) Uskladnéni ve stavu hlubokého zmrazeni

Z centrifugovanych vzorki byl odebran supernatant. Nasledné byly
nanocastice v peleté¢ rozdispergované v 1 ml 5% roztoku trehaldzy, kterd

pusobi jako kryoprotektant. Vzorky byly uchovany pti -70 °C.
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4.3.2 Charakterizace nanocdstic

Primérna velikost ¢astic, index polydisperzity a zeta potencial byly méfené pii
laboratorni teploté na piistroji Zetasizer. Pro charakterizaci ¢astic nebyla nutna dalsi
uprava vzorku. Byl pouzit obsah jedné mikrozkumavky. Méfeni velikosti a PDI
probihalo v plastovych kyvetach metodou dynamického rozptylu svétla (viz. kapitola
3.7.1). Zeta potencial byl méfen pomoci specidlni kyvety s kapilarou a s postrannimi
elektrodami typ DTS1060. Princip metody méfeni zeta potencidlu je popsan v kapitole
3.7.3.

4.3.3 Enkapsulacni efektivita

Pro vypocet enkapsulacni efektivity byla sestrojena kalibra¢ni kiivka, ktera
zahrnovala sedm experimentalnich bodt (0,25 uM, 1 uM, 5 uM, 10 uM, 25 uM,
100 uM, 200 puM). Pro sestrojeni kalibracni kiivky byl vytvofen zasobni roztok
dexametazonu s acetonitrilem o koncentraci 2mM. Takto vytvotrena kalibra¢ni fada
(tabulka €. 1) byla pfenesena po 1,5 ml do malych HPLC vialek a podrobena HPLC

analyze.

Tabulka €. 1 Body kalibracni kiivky

Koncentrace [uM] | Redéni [pl] Acetonitril [ul]
7. | 200 400 3600
6. | 100 2000 2000
5. 125 1000 3000
4. 110 1600 2400
3. |5 2000 2000
2. |1 800 3200
1. 0,25 1000 3000

Obsah enkapsulovaného 1é¢iva byl stanoven pomoci vysokotc¢inné kapalinové
chromatografie — HPLC. Pro separaci a kvantifikaci byla pouZita kolona Restek Ultra
100 A se stacionarni fazi C18 o rozmérech 150 x 4,6 um (velikost ¢astic 5 um).

Mobilni faze s prutokovou rychlosti 1 ml/min, byla tvofend smési acetonitril:voda

38



(40:60). Objem nasttikovaného vzorku ¢inil 100 pl. Dexametazon byl detekovan pfi

vinové délce 238 nm pomoci UV detektoru. Retencni ¢as dexametazonu ¢inil 4,2 min.

V zavislosti na uskladiiovani nanocastic byly pouzité dvé metody upravy vzorku pro
HPLC analyzu. V prvnim ptipadé, kdy byly nanocastice uskladnény v lednici, byl
obsah 1é¢ivé latky stanoven rozpusténim nanocastic/pelety v 1 ml acetonitrilu. Takto
upraveny vzorek byl centrifugovan po dobu 20 min, 15100 otacek/min pii teploté
25°C. V druhém pfipad¢, po rozmrazeni vzorku nésledovala centrifugace po dobu
15 min, pfi rychlosti 10000 ota¢ek/min a teploté 14 °C. Z purifikovaného vzorku byl
odebran supernatant, ktery byl nahrazen 1 ml acetonitrilu. Takto ptipraveny vzorek
se podrobil HPLC analyze. Enkapsulaéni efektivita byla stanovena a vypoctena
pomoci rovnice (3), kde mnozstvi pouzitého pro piipravu dexametazonu odpovida

hodnot¢ 80 pg/ml.

EFE [%] _ enkpasulovany dexametazon [ug] x 100 (3)

mnozstvi dexamethazonu pouzitého pro piipravu [ug]
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

V této kapitole jsou prezentovany a diskutovany vysledky ziskané piipravou
nanocastic s dexametazonem. Cilem bylo zjistit, zda pouzitd metoda pfipravy
nanocastic za prislusnych podminek vede k enkapsulaci dexametazonu a nasledné
zjistit, jestli pouzitd koncentrace surfaktanti ovliviiuje enkapsulaci dexametazonu
u polymerda, které se liSi pomérem kyseliny glykolové, kyseliny mlééné a ptipadné
molekularni architekturou. DalSimi zkoumanymi parametry byly velikost ¢astic, PDI

a zeta potencial.
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Tabulka ¢. 2 Namétené hodnoty ptipravenych vzorki

velikost
surfaktant koncentrace [nm] o PDI G ZP [mV] c EE [%]
0,1% 232,23 2,251 0,045 | 0,010 | -3,95 0,15 2,83
PVA 0,5% 248,13 2,341 0,086 | 0,018 | -1,91 0,12 3,75
1,0% 324,23 4,411 0,038 | 0,020 | -0,85 0,04 4,13
~ 0,1% 191,03 1,921 0,064 | 0,008 | -16,23 0,52 4,45
: F127 0,5% 215,80 1,491 0,106 | 0,000 | -14,30 0,64 4,69
9 1,0% 221,40 2,831 0,067 | 0,022 | -9,21 0,30 5,26
& 0,1% 171,87 1,011 0,168 | 0,007 | -57,43 0,90 6,84
CHNa 0,5% 183,40 2,541 0,299 | 0,021 | -38,03 4,67 8,51
1,0% 152,17 1,071 0,089 | 0,031 ] -27,43 1,08 9,61
0,1% 162,77 0,60| 0,131 | 0,003 | -16,70 0,51 9,99
CHNa +0,1% F127 0,5% 152,37 2,05] 0,252 | 0,006 | -11,33 0,41 10,45
1,0% 121,17 0,941 0,143 | 0,019 ] -59,10 1,02 6,91
0,1% 203,73 1,671 0,049 | 0,005 -7,20 0,34 8,42
PVA 0,5% 267,90 0,861 0,057 | 0,017 -2,30 0,12 5,01
1,0% 309,43 1,541 0,067 | 0,014 -1,10 0,30 7,26
0,1% 189,00 1,211 0,090 | 0,011 | -15,73 0,53 6,83
F127 0,5% 195,77 1,76 | 0,063 | 0,013 | -12,30 0,16 7,13
1,0% 220,67 1,141 0,065 | 0,010 -9,82 0,39 7,49
0,1% 170,30 1,491 0,073 | 0,004 | -21,50 0,71 8,49
RH40 1,0% 172,60 0,941 0,103 | 0,018 | -27,40 0,28 5,97
2 2,0% 185,37 1,691 0,109 | 0,005 | -28,20 0,49 5,45
g 0,1% 179,80 1,191 0,132 | 0,012 | -20,00 0,08 8,86
g HS15 1,0% 181,80 1,551 0,131 | 0,011 | -21,60 0,29 7,25
& 2,0% 177,83 0,941 0,094 | 0,015 | -25,93 0,34 7,05
Tween 0,1% 174,27 1,16 | 0,071 | 0,010 | -22,70 0,50 10,76
1,0% 165,33 0,631 0,055 | 0,008 | -20,47 0,76 6,44
0,1% 164,90 1,841 0,081 | 0,012 | -61,93 2,07 7,22
CHNa 0,5% 140,80 1,451 0,114 | 0,004 | -65,83 3,55 7,28
1,0% 134,17 1,521 0,123 | 0,012 | -60,27 1,59 6,25
0,1% 162,13 1,621 0,105| 0,011 | -17,60 0,08 8,76
CHNa +0,1% F127 0,5% 146,07 0,54| 0,142 0,017 | -11,00 0,37 7,89
1,0% 98,25 0,75] 0,196 | 0,005 | -20,87 1,11 7,86
0,1% 201,80 1,201 0,066 | 0,020 | -14,93 0,05 8,65
F127 0,5% 210,07 0,25 0,062 | 0,005 | -11,97 0,09 14,48
1,0% 239,63 0,99 0,137 | 0,007 | -9,31 0,33 10,60
0,1% 195,53 0,78 0,095 | 0,024 | -22,63 0,53 9,40
RH40 1,0% 231,43 0,81} 0,101 | 0,006 | -10,43 0,29 9,21
2,0% 209,73 0,91} 0,132 | 0,009 | -29,73 1,17 8,11
" 0,1% 192,83 0,88 0,108 | 0,011 | -20,30 0,57 8,77
g HS15 1,0% 226,17 1,991 0,216 | 0,007 | -21,37 0,46 7,43
: 2,0% 160,27 0,58 0,140 | 0,009 | -20,97 0,45 10,35
g Tween 0,1% 181,00 1,281 0,097 | 0,014 | -23,40 0,45 9,52
1,0% 183,03 0,59 0,102 | 0,023 | -20,10 0,22 10,10
0,1% 179,40 1,731 0,128 | 0,006 | -64,67 0,90 8,45
CHNa 0,5% 154,77 0,871 0,135 | 0,022 | -67,53 1,61 5,87
1,0% 139,63 1,891 0,126 | 0,006 | -70,83 2,41 7,26
0,1% 175,57 1,24] 0,116 | 0,011 | -18,17 0,12 9,25
CHNa +0,1% F127 0,5% 161,53 1,191 0,150 | 0,008 | -8,03 0,05 9,37
1,0% 134,37 1,581 0,115 | 0,014 | -8,89 0,97 7,33
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5.1 Velikost castic a polydisperzita

Vysledky granulometrické analyzy ptipravenych ¢astic jsou uvedeny v tabulce €. 2.
Z vysledkil experimentl je patrné, ze témét vSechny Castice pfipravené v této praci
splilovaly podminky pro cilenou distribuci do makrofdgovych bunék, tedy pohybovaly
se v rozmezi 100-300 nm. Typ pouZitého polymeru pro p¥ipravu NC, koncentrace

a typ surfaktantu se zdaji byt rozhodujicimi faktory pro vyslednou velikost NC.

Pro vétveny polymer PLGA A2 bylo rozmezi vzniklych NC mezi 121-324 nm. Z grafu
¢. 1 je patrné, ze nejvetsi Castice byly piipravené pomoci surfaktantu PVA. Hodnoty
jejich velikosti rostou se vzriistajici koncentraci surfaktantu, kde nejvétsi Céstice
tvofené za pouziti 1% PVA dosahuji velikosti 324 nm. Velikost nanocéstic je
pravdépodobné ovlivnénd molarni hmotnosti PVA, ktery se deponuje na povrchu
castic a také viskozitou vnéjsi faze. Podobny nartist velikosti nanoc¢éstic se zvysujici
se koncentraci surfaktantu spatiujeme u Pluronicu F-127, kde nejvétsi ¢astice dosahuji
221 nm. Opacny fenomén miZeme pozorovat u cholatu sodného i u jeho kombinace
s 0,1% Pluronicem F-127, kde velikosti ¢astic se vzrustajici koncentraci klesaji. To je
dano mensi viskozitou vnéjsi faze a niz$i molarni hmotnosti v porovnanim s PVA.
Nanocastice ptipravené se samotnym cholatem sodnym jsou o néco vétsi nez Castice
vytvofené za pfitomnosti jeho kombinace s 0,1% Pluronicem F-127. Nicméné tento
rozdil neni nijak vyznamny. Nejmensi ¢astice u PLGA A2 byly pfipravené pomoci 1%

cholatu sodného s 0,1% Pluronicem F-127 (121 nm).

PLGA A2 - velikost
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300 248

250 | 32 216 221
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i — 152 163 15
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: ﬂ
0
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Graf ¢. 1 Zavislost velikosti nanocastic na koncentraci a typu surfaktantu
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Index polydisperzity ¢astic u PLGA A2 se pohybuje v rozmezi 0,038 - 0,299 (tabulka
¢. 2). S vyjimkou dvou vzorki tvofenych 0,5% cholatem sodnym (PDI=0,299) a jeho
kombinaci s Pluronicem (0,252), doSlo k pfipravé monodisperznich systémi.
U nevyhovujicich vzorkl (hodnota vyssi nez 0,2) mohlo dojit k agregaci vzniklych
¢astic. V obou ptipadech se jedna o koncentraci cholatu sodného 0,5 %, kde se zda, ze

tato koncentrace je z hlediska disperzity ¢astic nevhodna.

U polymeru PLGA 50:50 (graf ¢.2) se velikost nanocastic pohybuje v rozmezi
98 - 309 nm. Opét nejveétsi Castice jsou tvorené v roztoku surfaktantu PVA, kde
velikost Castic se vzrustajici koncentraci PVA roste, stejn¢ jako tomu bylo v ptipadé
castic pfipravenych z PLGA A2. Stejné zavislosti miZzeme sledovat u Pluronicu
F- 127, kde nejvétsi Castice pripravené s koncentraci 1 % dosahuji velikosti 221 nm.
U vzork piipravenych pomoci cholatu sodného (samotného i v kombinaci s 0,1%
Pluronicem F-127) doslo se vzristajici koncentraci pouzitého cholatu k poklesu
velikosti vzniklych nanocastic. NejmenSi Castice tvofené kombinaci 1% cholatu
sodného s Pluronicem F-127 nabyvaji 98 nm. U surfaktantii Tween®20, RH40 a HS15
zmeéna jejich koncentrace nema vliv na vyslednou velikost ¢éstic. Hodnoty velikosti
se pro Tween®20 pohybuji v rozmezi 165-174 nm, pro RH40 170-185nm
au HS15 178-182 nm.

Vsechny vzorky piipravené u polymeru PLGA 50:50 jsou monodisperzni. Hodnota

PDI se pohybuje v rozmezi 0,049-0,196 (tabulka €. 2).
PLGA 50:50 - velikost
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Graf ¢.2 Zavislost velikosti nanocastic na koncentraci a typu surfaktantu u polymeru PLGA
50:50
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Velikosti nanocastic ptipravenych z polymeru PLGA 75:25 jsou v rozmezi
134 - 240 nm. Nejvétsi castice (240 nm) jsou tvorené 1% Pluronicem F-127. Z grafu
¢.3 je jasné, Ze rostouci koncentrace Pluronicu F-127 vede k tvorbé vétSich Castic.
Opacny fenomén miZzeme pozorovat u vzorkl s cholatem sodnym (i v kombinaci
s Pluronicem F- 127), kde velikost ¢astic klesa s rostouci koncentraci. Zajimavé je, ze
velikosti ¢astic pripravenych pti pouziti samotného cholatu sodného nebo v kombinaci
se vyznamn¢ nelisi, coz ukazuje na fakt, ze cholat sodny hraje pii kontrole velikosti
Castic zasadni roli. U castic pripravenych za pfitomnosti Tweenu®20 se jejich
velikost, v zavislosti na pouzité koncentraci, rovnéz neméni. V piipadé surfaktantu
RH40, velikosti vzniklych nanoc¢astic mirné kolisaji. Zménou koncentrace z 0,1% na
1% doslo ke zvétSeni nanocastic z hodnoty 196 nm na 231 nm. Nicméné€ zménou
koncentrace z 1% na 2%, doslo k poklesu velikosti na 210 nm. Stejny fenomén
spatfujeme u surfaktantu HS15, kde hodnota velikosti ¢astic zménou koncentrace

7 0,1% na 1% vzrostla ze 193 nm na 226 nm a pii 2% koncentraci hodnota velikosti

klesla na 160 nm.

S vyjimkou jednoho vzorku tvofené¢ho 1% HS15 (PDI=0,216) se podafilo pfipravit
monodisperzni systémy, jejichz hodnoty se pohybuji v rozmezi 0,005-0,024 (tabulka
¢. 2).

PLGA 75:25 - velikost
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Graf &3 Zavislost velikosti nanocastic na koncentraci a typu surfaktantu u polymeru PLGA
75:25
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Na zéklad¢ vysledkut velikosti nanocastic (graf €. 1, graf ¢.2, graf ¢.3), které byly
pfipravené pomoci tii ruznych polymert, muzeme pozorovat nékteré trendy.
U polymert PLGA A2 a PLGA 50:50 byly nejvétsi castice tvotené 1% PVA. U obou
polymerti doslo ke zvySeni velikosti ¢astic se vzristajici koncentraci této povrchove
aktivni latky. Vysvétlenim mize byt vysoka molarni hmotnost PVA a viskozita vnéjsi
faze, ktera vede k pomalejSimu promichavani vodné a organické faze, stejné tak
k pomalejsi difuzi acetonu do vodného roztoku b&hem nanoprecipitace. Stejné
zavislosti lze sledovat u vSech tfi polymerti pro surfaktant Pluronic F-127, kde
velikosti ¢astic vzristaly se zvétsujici se koncentraci. Dalsi trend se vyskytuje u ¢astic
ptfipravenych v pfitomnosti cholatu sodného (samotného i v kombinaci s 0,1%
Pluronicem), kde témét u vSech vzorkl doslo k poklesu velikosti Castic se vzriustem
koncentrace. Pokles mlize byt vysvétlen na zdklad€ viskozity vnéjsi faze, kterd je
v porovnani s PVA mensi, tudiz béhem nanoprecipitace dochédzi k rychlejSimu
promichavani fazi. Vyjimku tvoii vzorky pfipravené v kombinaci PLGA A2
s cholatem sodnym. Pravdépodobné se jedna o statisticky artefakt, pro jehoz vylouceni
by bylo tieba experiment zopakovat, nicméné vysledky se zbyvajicimi polymery tento
trend potvrzuji. U ¢astic ptipravenych v piitomnosti Tweenu®20 pro polymery PLGA
50:50 a PLGA 75:25 se velikost ¢astic v zavislosti na koncentraci nezménila. Nicméné
zaménou polymeru PLGA 50:50 za lipofiln€jsi PLGA 75:25, doslo ke zvétSeni Castic.
Dalsi rozdil nachdzime u castic tvofenych pomoci PLGA 50:50 a PLGA 75:25
v ptitomnosti surfaktantii RH40 a HS15. Z grafu ¢.2 je patrné, Ze pro polymer PLGA
50:50 se velikost ¢astic se zvétSujici koncentraci RH40 a HS15 neméni. To ale neplati
pro lipofilné;si polymer 75:25, kde velikosti ¢astic zménou koncentrace z 0,1% na 1%
vzrostly a nasledné zménou koncentrace z 1% na 2% poklesly. Vysvétlenim této
zmény miize byt prave lipofilita samotného polymeru. I piesto, ze pfipravené Castice
pomoci RH40 a HS15 spliiuji velikostni pozadavek pro makrofagovy targeting, tyto
surfaktanty jsou nejméné spolehlivé, protoze dochézi, u dfive zminénych polymert,
k fluktuaci velikosti ¢astic. Na zéklad¢ vysledkti mizeme konstatovat, ze cholat sodny
je povrchové siln¢ aktivni latkou, diky které mizeme zmenSovat velikost nanocastic
v zavislosti na pouzité koncentraci. Z vySe uvedené¢ho plyne, Ze pouzitim vhodné

koncentrace riiznych surfaktantd 1ze kontrolovat velikost pfipravenych castic.
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5.2 Zeta potencial

Vysledky namétenych hodnot zeta potencidlu u pfipravenych nanocastic jsou uvedené
v tabulce €. 2. Z grafu ¢.4, grafu ¢.5, grafu €.6 je patrné, Ze hodnoty zeta potencidlu
jsou ovlivnéné v men$i mife typem pouzit¢ho polymeru, a piedev§im typem

a koncentraci surfaktantu.

Dle grafu ¢.4, hodnoty ZP u polymeru PLGA 50:50 se nachazi v rozmezi
od - 59 mV do -1 mV. Hodnoty ZP nanocastic pfipravenych za pouziti surfaktantu
PVA se jako jediné pfiblizuji k nulové hodnoté. Cim vys§i koncentrace surfaktantu,
tim bliz k nulové hodnoté ZP. Tento fenomén je mozné vysvétlit maskovacim efektem
PVA, ktery vytvofil na povrchu ¢astice hydratovanou vrstvu. Podobného jevu
se dopatrame u surfaktantu Pluronicu F-127, kde hodnoty ZP rostou z jeho vzristajici
koncentraci z -16 mV na -9 mV. Pfi¢inou muze byt existence hydrofobnich interakci
mezi propylenglykolovou slozkou surfaktantu a hydrofobni nanocastici, kde hydrofilni
fetézce surfaktantu stinicim efektem maskuji naboj ¢astice. Pii pouziti cholatu sodného
jako surfaktantu, hodnoty ZP pro koncentrace 0,1% a 0,5% ptesahuji hodnotu -30 mV.
Z grafu ¢.4 je patrné, ze ¢im vétsi koncentrace cholatu sodného, tim vice se ZP
priblizuje k neutralni hodnoté. Miize to byt ddno nekompatibilitou cholatu sodného

s polymerem PLGA A2. Nicméné ptidanim 0,1% Pluronicu-F127, hodnoty ZP rostou
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zbytku cholatu sodného Pluronicem F-127. Vyjimku tvofi kombinace 1% choléatu
sodného s 0,1% Pluronicem F-127, kde hodnota ZP ¢ini -59 mV. Pravdépodobné

se jedna o chybu méfeni.

U vSech formulaci tvofenych polymerem PLGA 50:50 byl zaznamenan zéporny
ZP s hodnotami od -66 mV do -1 mV. Z vysledku (graf ¢.5) je patrné, Ze hodnoty ZP
u vzorkid tvofenych v pfitomnosti PVA, se opét s jeho vzristajici koncentraci blizi
k neutralnim hodnotadm ZP. Stejny fenomén nachazime pro surfaktant Pluronic F-127,
kde hodnoty mirn€ rostou a dosahuji pro 1% Pluronic F-127 -10 mV. Nanocastice
piipravené v pfitomnosti samotného cholatu sodného piekracuji hodnotu -60 mV, co
je dano pfitomnosti zaporné€ nabité karboxylové skupiny surfaktantu. P¥idavkem 0,1%
Pluronicu F-127 doslo k vyrazné zmén€ ZP. Pro kombinaci 1% cholatu sodného
s 0,1% Pluronicem se hodnota ZP posunula z -60 mV na -21 mV. Stejné zmény
se dopatrame u zbylych dvou koncentraci. Tyto zmény mulzou byt zplisobené
maskovacim efektem Pluronicu F-127. Hodnoty ZP u nanocastic tvofenych
v pritomnosti Tweenu®20 dosahuji pro 0,1% -23 mV a pro 1% -20 mV. Zména
koncentrace surfaktantu ma zanedbatelny vliv na hodnotu ZP. U ¢astic stabilizovanych
pomoci surfaktantu RH40, se hodnoty ZP nachéazi v rozmezi od -28 mV do -22 mV.
Vzrustem koncentrace z 0,1% na 1% doslo ke zméné ZP z -22 mV na -27 mV. Dalsi

zménou koncentrace z 1% na 2% nedoSlo k vyraznému ovlivnéni ZP. Pfi pouZiti

PLGA 50:50 - zeta potencial
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neionického surfaktantu HS15, hodnoty ZP v zavislosti na zvysujici se koncentraci

mirné klesaji.

Hodnoty ZP nanocastic pfipravenych polymerem PLGA 75:25 se nachazi
v rozmezi od -71 mV do -9 mV (graf ¢.6). U vzorka tvofenych Pluronicem F-127,
se vysledky ZP mirn¢ li§i v zavislosti na vzrustajici koncentraci surfaktantu.
Pro 1% Pluronic F- 127 je hodnota ZP -9 mV. Nejnizsich vysledkd bylo dosazeno
nezéavislé na koncentraci pomoci samotného cholatu sodné¢ho, kde ZP piesahoval
hodnotu -60 mV. U ¢&astic pfipravenych v pfitomnosti cholatu sodného s 0,1%
Pluronicem F-127 doslo ke zméné ZP. Stinénim karboxylové skupiny Pluronicem
F- 127 doslo ke vzrustu hodnot v priméru z-68 mV na -12 mV. Pro Tween®20
se hodnoty ZP v zavislosti na koncentraci vyznamné neméni. Stejny fenomén mizeme
pozorovat u HS15, kde pro 0,1% koncentraci je ZP -20 mV. Vzriistem koncentrace
se hodnota posunula na -21 mV. Pouzitim neionického surfaktantu RH40 doslo u
pfipravenych vzork k fluktuaci hodnoty ZP. Se vzrustajici koncentraci RH40,
hodnota ZP narostlaz-23 mV na -10 mV a nasledné klesla na -30 mV. Z ¢ehoZ se neda

usoudit zadna zavislost.

PLGA 75:25 - zeta potencial
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Na zakladé vysledkt ZP (graf ¢.4, graf €.5, graf ¢.6) nachazime par opakujicich
se jevl. U polymeri PLGA A2 a PLGA 50:50 se hodnota ZP PVA se vzristajici
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koncentraci pfiblizovala k neutralni hodnoté. Jak bylo zminéno dfive, je to dano
molarni hmotnosti PVA, ktery se navaze na povrch nanocastice a vytvoii vrstvu
maskujici naboj. Zajimavosti mize byt fakt, ze hodnoty ZP pro Pluronic F-127 jsou
u vSech polymerti velice podobné. Z toho miizeme vyvodit, Ze typ pouZzitého polymeru
neovliviiuje ZP. Nicméné nartst ZP se vzrustajici koncentraci mlize byt vysvétlen
maskovacim efektem polyethylenglykolu, ktery je soucasti struktury Pluronicu F-127.
Rozdil nachizime u Tweenu®20, ktery rovnéz ve své struktufe obsahuje
polyethylenglykolové fetézce. Pokud ale porovname hodnoty ZP pro Pluronic F-127
a Tween®20 u polymerid PLGA 50:50 a PLGA 75:25, z grafu ¢.5 a grafu ¢.6 vidime,
ze hodnoty pro Tween®20 jsou niz$i nez pro Pluronic F-127. Diivodem miizou byt
kratsi polyethylenglykolové fetézce u Tweenu®20, které nemaji, tak jak v ptipade
Pluronicu, schopnost maskovat povrchovy naboj ¢astice. Nanocastice pfipravené

ZP, coz je zpusobeno anionickou karboxylovou skupinou cholatu sodného.

U polymertt PLGA 50:50 a PLGA 75:25 hodnoty ZP ptekracuji -60 mV. Vyjimku

cv v

wrwe

na povrch ¢éstice, protoze tento jev nenachazime u zbylych dvou lineérnich polymerd.
Ptidavkem 0,1% Pluronicu F-127 k cholatu sodnému, doslo u vSech polymertu ke
vzrastu hodnot ZP. Z vysledkt je jasné, ze Pluronic F-127 mé schopnost maskovat
naboj karboxylové skupiny cholatu sodného, coz se projevi zménou hodnot ZP. Pokud
porovname vysledky ZP pro PLGA 50:50 a PLGA 75:25 pro surfaktant RH40, tak se
hodnoty ZP, s vyjimkou vzorku tvofené¢ho 1% RH40 u PLGA 75:25, nelisi. Stejného
jevu se dopatrame u HS15, kde se hodnoty pro polymer PLGA 50:50 vlivem
koncentrace mirné (zanedbateln¢) méni. Zaménou za lipofilnéjsi polymer se hodnoty
véetné¢ vlivu koncentrace nezménily, tudiz mizeme fici, Ze typ polymeru ani
koncentrace surfaktantu nemaji vliv na hodnotu ZP pro surfaktant HS15. Dle
naméfenych hodnot ZP se zda, Ze pouze nanocastice pfipravené pomoci samotné¢ho
cholatu sodného se jevi jako stabilni systémy, protoze piesahuji hodnotu £ 30 mV.
Nicméné¢ surfaktanty jako je PVA, Pluronic F-127, Tween®20, HS15 zvySuji stabilitu

systému sterickym stinénim, tudiz nemtzeme fici, Ze vzorky pfipravené pomoci téchto
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surfaktantli jsou automaticky nestabilni. Také je tfeba zohlednit to, Ze povrchovy naboj

muze byt ovlivnén dal§imi faktory jako napt. zména pH roztoku.

5.3 Enkapsulacni efektivita

Vysledky enkapsulacni efektivity jsou zndzornéné v tabulce €. 2. Z vysledk je patrné,
ze typ polymeru, typ surfaktantu a koncentrace surfaktantu maji vliv na enkapsulaci

dexametazonu.

Pro polymer PLGA A2 se hodnoty EE pohybuji v rozmezi 2,8-10,5 %. Nejveétsi
enkapsulace byla dosaZena u vzorkl tvotfenych kombinaci choldtu sodného s 0,1%
Pluronicem F-127, kde hodnoty ptesahovaly 10 % s vyjimkou jednoho vzorku (1%
cholatu sodného v kombinaci). Nanocéstice vytvofené v pfitomnosti samotného
cholatu sodného dosahuji v porovnani s kombinovanym cholatem sodnym, nizSich
hodnot. Z grafu¢.7 je patrny vliv koncentrace cholatu sodného na velikost
enkapsulaéni efektivity. Cim vétsi koncentrace surfaktantu, tim vy$si hodnota EE.
Velmi nizkych hodnot EE nabyly vzorky pfipravené v ptitomnosti PVA. Rostouci
koncentrace stabilizatoru vede k mirnému narustd hodnot EE z2,8 % na 4,1 %.

Vzorky tvofené v pritomnosti Pluronicu F-127 vykazuji mirny narist EE v zavislosti

PLGA A2 - enkapsulacni efektivita
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na vzristajici koncentraci surfaktantu. Nejvyssi hodnota EE v pfitomnosti Pluronicu

F-127 byla dosazena u 1% koncentrace (5,3 %).

U vSech vzorkli tvofenych polymerem PLGA 50:50 byly zaznamenany
hodnoty EE vyssi nebo rovné 5 %. Dle grafu ¢.8 byla nejvyssi EE 10,8 % dosazena
uvzorku 0,1% Tween®20. Zménou koncentrace z 0,1% na 1% doslo k poklesu
hodnoty na 6,4 %. Tento pokles je rovnéz ptitomen u surfaktanti HS15 a RH40, kde
nejvyssi hodnoty EE jsou dosaZeny pomoci nejnizsi koncentrace povrchové aktivni
latky. U anionického surfaktantu cholatu sodného se hodnoty EE pohybuji v rozmezi
6,2-7,3 %. Pridavkem Pluronicu F-127 doslo ke zvySeni hodnot enkapsulace. Pro
vzorky pfipravené v pfitomnosti samotného Pluronicu F-127 doslo k mirnému nérGstu
hodnot EE v zévislosti na vzristajici koncentraci. Nejniz§i hodnoty EE pro tento
polymer bylo dosazeno opét u stabilizdtoru PVA, konkrétné u ¢astic ptipravenych

v 0,5% PVA. Z grafu ¢.8 je viditelné, ze se hodnoty EE u PVA lisi.

PLGA 50:50 - enkapsula¢ni efektivita
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Graf C.8 Zavislost enkapsulacni efektivity na typu a koncentraci surfaktantu u polymeru
PLGA 50:50

Pro polymer PLGA 75:25 se hodnoty EE nachazi v rozmezi 5,9-14,5 %.
Z grafu ¢.9 je viditelny vliv koncentrace, a predev§im vliv typu povrchové aktivni
latky na enkapsulaci dexametazonu. Nejvétsi enkapsulace se prokazala u 0,5%
Pluronicu F- 127, kde hodnota EE ¢ini 14,5 %. Pro anionicky surfaktant (samotny

1 v kombinaci) se hodnoty EE v zavislosti na koncentraci lisi. Opét piidavkem
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Pluronicu doslo ke vzristu enkapsulacni efektivity. Nicméné tato zména plati pouze
pro 0,1% a 0,5% koncentraci. Hodnoty EE se pro 1% cholat sodny (samotny 1
v kombinaci) neméni. Minimélni zménu nachazime u Tweenu®20, kde se vlivem
koncentrace hodnoty EE posunuly z9,5 % na 10,1 %, coZ se nedd povazovat za
signifikantni zménu. Pro surfaktant RH 40 doslo vlivem koncentrace k poklesu EE
7 9,4 % na 8,1 %. Podobny pokles nachazime u vzorkt tvofenych surfaktantem HS15,
konkrétné zména koncentrace z 0,1% na 1%. Nicméné dal$i zménou koncentrace

doslo ke vzrastu EE z 7,4 % na 10,4 %.

PLGA 75:25 - enkapsulacni efektivita
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Graf ¢.9 Zavislost enkapsulacni efektivity na typu a koncentraci surfaktantu u polymeru
PLGA 75:25

Pro rozvétveny polymer PLGA A2 se nejlepSiho vysledku dosahlo pfi pouziti
kombinace surfaktantti 0,5% cholatu sodného s 0,1% Pluronicem F-127, kde hodnota
EE dosahla 10,5 %. Zaménou za lipofilnéjsi polymer PLGA 50:50, doslo k poklesu
enkapsulované¢ho dexametazonu na 7,9 %. Nicméné, pokud porovndme hodnoty EE
pro tuto kombinaci surfaktantu u tfi pouzitych polymerd, zjistime, Ze az na jeden
vzorek (PLGA A2 1% cholat sodny + 0,1% Pluronic F-127) je hodnota EE vys§i nez
7 %. Pritomnost hydrofobniho jadra cholatu sodného se jevi jako dilezity faktor pro

zlepSeni zachytu 1é€iva do polymeru.

Nejvhodnéj$im surfaktantem pro linearni polymer PLGA 50:50 se stal 0,1%
Tween®20, kde hodnota EE dosahla 10,8 %. Zménou koncentrace doslo k poklesu na
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6,4 %. Tento pokles ale nevidime u lipofiln¢jsiho polymeru PLGA 75:25, kde se
hodnoty EE v zavislosti na koncentraci minimalné lisi. Co je zajimavé rovnéz
nevykazuji vyznamnou odlisSnost od hodnoty, ktera byla ziskana u polymeru PLGA

50:50.

Nejvetsi hodnota enkapsulace 14,5 % pro polymer PLGA 75:25 se projevila
u vzorku vyuZzivajici neionicky stabilizator 0,5% Pluronic F-127. U polymeri A2
(graf €.7) a PLGA 50:50 (graf ¢.8) vidime zanedbatelny nartist EE v zavislosti na
pouzité koncentraci. To neplati ale pro PLGA 75:25, kde koncentrace povrchové
aktivni latky se zda byt kliCovym faktorem ovlivitujicim efektivitu enkapsulace.
Z grafu ¢.7 a grafu ¢.8 lze vidét, Ze zaménou polymeru PLGA A2 za PLGA 50:50
doslo v ptipad¢ Pluronicu F-127 ke vzriistu enkapsulace. Dal$i zdménou polymeru
se hodnoty EE u vsech pouzitych koncentraci opét zvysily (graf ¢.9). Tudiz hodnota

EE je rovnéz zavisla na typu pouzitého polymeru.

Na zakladé namétenych dat (graf €.7, graf ¢.8, graf €.9) je ziejmé, Ze nejlepSich
vysledkl bylo dosazeno u tii polymerti v kombinaci s jinym surfaktantem. Pokud by
se m¢l vybrat univerzalni stabilizator pro vSechny tii polymery, byla by to kombinace
cholatu sodného s 0,1% Pluronicem. PLGA A2 jako nejhydrofilngjs$i polymer ma
nejmensi pramérnou EE (6,45 %). Pouzitim lipofiln¢jsiho PLGA 50:50 doslo ke
zlepseni vysledkd, pricemz prumérnd hodnota EE byla 7,38 %. NejlepSich vysledkt
(9,07 %) se dosahlo pomoci nejlipofilnéjsiho polymeru PLGA 75:25. Na zakladé toho
zjiSténi miZeme konstatovat, Ze pro enkapsulaci dexametazonu je zasadni typ

polymeru.
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6 ZAVER

V experimentalni ¢asti byly zhotovené vzorky liSici se typem polymeru, koncentraci
a typem surfaktantu. Nanoc¢astice byly pfipravené precipitacni metodou za pouziti tii
polymerid: PLGA A2, PLGA 50:50, PLGA 75:25 a surfaktantti Pluronic F-127,
Kolliphor®HS15, Kolliphor® RH40, cholat sodny, PVA, Tween®20. Cilem bylo
piipravit nanocastice s vhodnymi vlastnostmi pro makrofagovy targeting. U vSech
ptipravenych vzorkl byly ziskané informace o velikosti nanoc¢éstic, monodisperzité

a stabilité systémi a enkapsulacni efektivité dexametazonu.

Velikost nanocastic se ménila v zavislosti na koncentraci a typu pouzitého surfaktantu
u vSech polymert. Na zaklad¢ vysledkii velikosti bylo zjisténo par opakujicich
se trendtl. Pro PVA a Pluronic F-127, velikost NC rostla se vzristajici koncentraci
surfaktantu. Opac¢ny trend byl pozorovan u cholatu sodného samotného i v kombinaci,
kde velikost NC v zavislosti na vzristajici koncentraci klesala. S vyjimkou jednoho
vzorku (PLGA 50:50 1% cholat sodny s 0,1% Pluronicem F-127) se podaftilo vytvofit

nanocastice vétsi nez 100 nm.

U vSech formulaci byl zaznamenan zaporny ZP. Hodnoty ZP se liSily v zavislosti na
pouzitém typu surfaktantu. Stinici efekt byl pozorovan hlavné u PVA a Pluronicu
F- 127. Tyto surfaktanty na povrchu Céstice vytvofily vrstvu, kterd zamaskovala
povrchovy naboj. Co je zajimavé, tak pro Pluronic F-127, PVA a cholat sodny
v kombinaci, se hodnoty ZP v zavislosti na typu polymeru prakticky nezménily.
Nejnizsich hodnot ZP bylo dosazeno u vSech polymerl pomoci anionického
surfaktantu cholatu sodného. S vyjimkou vzorki tvofenych cholatem sodnym nebylo
dosazeno hodnoty -30 mV. Nicméné surfaktanty jako je PVA, Pluronic F-127,
Tween®20, HSI5 zvySuji stabilitu systému sterickym stinénim, tudiz nelze
konstatovat, ze vzorky pfipravené pomoci téchto surfaktantli jsou automaticky

nestabilni.

Nejlepsich vysledki EE bylo dosazeno u tii polymert v kombinaci s jinym
surfaktantem. Pro rozvétveny polymer se nejlepsSiho vysledku dosahlo pfi pouziti
kombinace surfaktantli 0,5% cholatu sodného s 1% Pluronicem F-127 (10,5 %), pro

linedrni polymer PLGA 50:50 byly castice s nejvyssi EE ptipraveny s 0,1% roztokem
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Tween®20 (10,8 %) a pro PLGA 75:25 byl G¢inny 0,5% Pluronic F-127 (14,8 %).
Pokud bychom m¢li vybrat univerzalni surfaktant pro v§echny tfi polymery byla by to
kombinace choldtu sodného s 0,1% Pluronicem F-127. Pro komeréni polymery
(PLGA 50:50 a 75:25) by byl vhodny také samotny Pluronic F-127. Ze vSech
pouzitych polymert dosahovaly nejvysSich hodnot ¢astice z PLGA 75:25. Tyto ¢astice
vykazuji pfijatelné vlastnosti pro makrofagovy targeting, ktery bude soucasti dal§ich

experimentu.
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PCL
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PDLA
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PLGA 50:50
PLGA 75:25
PLGA A2
PLLA
Pluronic F-127
PSR

PVA

RH40
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TGF-B
TNF-a

Zp

nealkoholické ztucnéni jater

nealkoholickd steatohepatitida

nanocastice

nuklearni faktor kappa B

poly(alkyl kyanoakrylat)

molekularni vzorce asociované s patogenem
poly(e-kaprolakton)

index polydisperzity

poly(D-kyselina mlé¢na)

polyethylenglykol

poly(mlécna kyselina)
poly(lactid-co-glycolid acid) v poméru 50:50
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transformujici rastovy faktor beta

tumor nekrotizujici faktor alfa

zeta potencial

61



12 BIBLIOGRAFIE

[1]

2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

WILCZEWSKA, Agnieszka, Katarzyna NIEMIROWICZ, Karolina
MARKIEWICZ a Halina CAR. Nanoparticles as drug delivery systems.
Pharmacological Reports. 2012, 64(5), 1020-1037. ISSN 17341140. Dostupné
z: d0i:10.1016/S1734-1140(12)70901-5

RABISKOVA, Miloslava. Vyuziti nano&asticovych systémd v medicing.
Remedia. 2008, 18(1), 89-97.

KUBACKOVA, Jana, Jarmila ZBYTOVSKA a Ondrej HOLAS. Nanomaterials
for direct and indirect immunomodulation: A review of applications. European
Journal of Pharmaceutical Sciences. 2020, 142. ISSN 09280987. Dostupné z:
doi:10.1016/.ejps.2019.105139

HANS, M.L a AM LOWMAN. Biodegradable nanoparticles for drug delivery
and targeting. Current Opinion in Solid State and Materials Science. 2002, 6(4),
319-327. ISSN 13590286. Dostupné z: doi:10.1016/S1359-0286(02)00117-1

SEMRADOVA, Adélka. Acidorezistentni polymerni nanocdstice: priprava a
hodnoceni [online]. Hradec Kralové, 2019 [cit. 2022-05-12]. Dostupné z:
http://hdl.handle.net/20.500.11956/106837. Diplomova prace. Univerzita
Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové, Katedra farmaceutické

technologie. Vedouci prace Holas, Ondfe;j.

SNEJDROVA, EVA a MILAN DITTRICH. Poly(o-hydroxykyseliny) jako
nosice 1¢¢iv. Chemické listy. 2011, 105(1), 27-33.

LI, Ying, Zhaowei CHU, Xiaoming LI et al. The effect of mechanical loads on
the degradation of aliphatic biodegradable polyesters. Regenerative
Biomaterials. 2017, 4(3), 179-190. ISSN 2056-3418. Dostupné z:
doi:10.1093/rb/rbx009

62



[8] TAMMAM, Salma, Hassan AZZAZY a Alf LAMPRECHT. Biodegradable
Particulate Carrier Formulation and Tuning for Targeted Drug Delivery. Journal
of Biomedical Nanotechnology. 2015, 11(4), 555-577. ISSN 15507033.
Dostupné z: doi:10.1166/jbn.2015.2017

[9] PANDEY, Sanjeev, Chandana HALDAR, Dinesh PATEL a Pralay MAITI.
Biodegradable Polymers for Potential Delivery Systems for Therapeutics.
Multifaceted Development and Application of Biopolymers for Biology,
Biomedicine and Nanotechnology. Berlin, Heidelberg: Springer Berlin
Heidelberg, 2013, s. 169-202. Advances in Polymer Science. ISBN 978-3-642-
40122-0. Dostupné z: doi:10.1007/12_2012_198

[10] DANAFAR, H. Applications of Copolymeric Nanoparticles in Drug Delivery
Systems. Drug Research. 2016, 66(10), 506-519. ISSN 2194-9379. Dostupné z:
doi:10.1055/s-0042-109865

[11] BRIZDALA, Jan. Syntetické makromolekularni latky. In: E-chembook.eu
[online]. [cit. 2021-11-13]. Dostupné z: http://e-chembook.eu/synteticke-

makromolekularni-latky

[12] SMRCKOVA, Markéta. Polymerace a kopolymerace e-kaprolaktonu pomoct
organickych a organokovovych katalyzatorii [online]. Brno, 2009 [cit. 2021-11-
13]. Dostupné z: http://hdl.handle.net/11012/9519. Bakalatska prace. Vysoké
uéeni technické v Brné. Fakulta chemicka. Ustav chemie materialti. Vedouci

prace Sona Hermanova.

[13] BILEK, Michal. Piiprava biodegradovatelnych polyesterii a polykarbonatii
pomoci biologicky akceptovatelnych iniciatorii na bdzi komplexii horciku
[online]. Pardubice, 2015 [cit. 2022-04-23]. Dostupné Z:
http://hdl.handle.net/10195/61119. Bakaléiskd prace. Univerzita Pardubce.

Fakulta chemicko-technologickd. Vedouci prace Rtuzicka, Ales.

63



[14] MILLER, K., J.LE. HSU a L.J. SOSLOWSKY. Materials in Tendon and Ligament
Repair. Comprehensive Biomaterials. Elsevier, 2011, 6, 257-279. ISBN
978008055294 1. Dostupné z: doi:10.1016/B978-0-08-055294-1.00218-X

[15] GENTILE, Piergiorgio, Valeria CHIONO, Irene CARMAGNOLA a Paul
HATTON. An Overview of Poly(lactic-co-glycolic) Acid (PLGA)-Based
Biomaterials for Bone Tissue Engineering. International Journal of Molecular
Sciences. 2014, 15(3), 3640-3659. ISSN 1422-0067. Dostupné z:
doi:10.3390/ijms 15033640

[16] SEVERINO, Patricia, Classius DA SILVA, Luciana ANDRADE, Danicle DE
LIMA OLIVEIRA, Joana CAMPOS a Eliana SOUTO. Alginate Nanoparticles
for Drug Delivery and Targeting. Current Pharmaceutical Design. 2019, 25(11),
1312-1334. ISSN 13816128. Dostupné zZ:
doi:10.2174/1381612825666190425163424

[17] SHEKA, Adam, Oyedele ADEYI, Julie THOMPSON, Bilal HAMEED, Peter
CRAWFORD a Sayeed IKRAMUDDIN. Nonalcoholic Steatohepatitis. JAMA.
2020, 323(12). ISSN 0098-7484. Dostupné z: doi:10.1001/jama.2020.2298

[18] HULEK, PETR a STEPAN SEMBERA. Nealkoholové ztukovaténi jater.
MAREK, Josef a Michal VRABLIK. Markova farmakoterapie vnitinich nemoct
5., zcela prepracované a doplnéné vydani. 5. Praha: Grada Publishing, a.s., 2019,
s. 259. ISBN 978-80-247-5078-1.

[19] MACHADO, Mariana Verdelho. Non-alcoholic fatty liver disease: What the
clinician needs to know. World Journal of Gastroenterology. 2014, 20(36). ISSN
1007-9327. Dostupné z: doi:10.3748/wjg.v20.136.12956

[20] KAREN, Igor, Hana ROSOLOVA, Miroslav SOUCEK, Stépan SVACINA,
Michal VRABLIK a Dana MORAVCIKOVA. Metabolicky syndrom:
doporuceny diagnosticky a terapeuticky postup pro vseobecné praktické lékare

2019. 2019. Praha: Centrum doporucenych postupli pro praktické lékare,

64



Spolecnost vSeobecného 1ékarstvi, 2019. Doporucené postupy pro praktické

lékate. ISBN 978-80-88280-13-2.

[21] FEJFAR, Tomas, Petr HULEK a Irma DRESSLEROVA. Therapy of
nonalcoholic steatohepatitis (NASH). Interni medicina pro praxi. 2016, 18(5),
233-235. ISSN 12127299. Dostupné z: doi:10.36290/int.2016.053

[22] KITADE, Hironori, Guanliang CHEN, Yinhua NI a Tsuguhito OTA.
Nonalcoholic Fatty Liver Disease and Insulin Resistance: New Insights and
Potential New Treatments. Nutrients. 2017, 9(4). ISSN 2072-6643. Dostupné z:
doi:10.3390/mu9040387

[23] Inzulinova rezistence. In: Lab Tests Online CZ [online]. 2020 [cit. 2021-11-30].

Dostupné z: https://www.labtestsonline.cz/inzulinova-rezistence.html

[24] LORBEK, Gregor a Damjana ROZM. Cholesterol and Inflammation at the
Crossroads of Non-Alcoholic Fatty Liver Disease (NAFLD) and Atherogenesis.
Atherogenesis. 1. Slovenia: InTech, 2012, s. 287. ISBN 978-953-307-992-9.
Dostupné z: doi:10.5772/27316

[25] STOFKOVA, Andrea. Komplikace obezity. ROKYTA, Richard a KOLEKTIV.
Fyziologie a patologicka fyziologie: pro klinickou praxi. 1. Praha: Grada
Publishing, 2015, s. 285-286. ISBN 978-80-247-4867-2.

[26] KOOLMAN, Jan a Klaus-Heinrich ROHM. Barevny atlas biochemie. 4. Praha:
Grada, 2012, 206, 288. ISBN 978-80-247-2977-0.

[27] BALKOVA, Patricie. Uloha lipidii a ROS v kardioprotektivnim mechanizmu
chronické hypoxie [online]. Praha, 2010 [cit. 2022-05-12]. Dostupné z:
http://hdl.handle.net/20.500.11956/23656. Dizertacni prace. Univerzita Karlova,

Ptirodovédecka fakulta, Katedra bunééné biologie.

[28] BARTNECK, Matthias, Klaudia WARZECHA a Frank TACKE. Therapeutic

targeting of liver inflammation and fibrosis by nanomedicine. Hepatobiliary

65



Surg Nutr. 2014, 2014(36, 364-376. Dostupné z: doi:10.3978/j.issn.2304-
3881.2014.11.02

[29] TACKE, Frank. Targeting hepatic macrophages to treat liver diseases. Journal
of Hepatology. 2017, 66(6), 1300-1312. ISSN 01688278. Dostupné z:
doi:10.1016/j.jhep.2017.02.026

[30] TACKE, Frank a Henning ZIMMERMANN. Macrophage heterogeneity in liver
injury and fibrosis. Journal of Hepatology. 2014, 60(5), 1090-1096. ISSN
01688278. Dostupné z: doi:10.1016/j.jhep.2013.12.025

[31] ARRESE, Marco, Daniel CABRERA, Alexis KALERGIS a Ariel FELDSTEIN.
Innate Immunity and Inflammation in NAFLD/NASH. Digestive Diseases and
Sciences. 2016, 61(5), 1294-1303. ISSN 0163-2116. Dostupné z:
doi:10.1007/s10620-016-4049-x

[32] HUANG, Xuan, Yong LI, Mingui FU a Hong-Bo XIN. Polarizing Macrophages
In Vitro. Macrophages. New York, NY: Springer New York, 2018, 2018(1784),
120-121. Methods in Molecular Biology. ISBN 978-1-4939-7836-6. Dostupné
z: d0i:10.1007/978-1-4939-7837-3 12

[33] CAPOVA, Barbora. Diferenciace lidskych M2 monocyti/makrofigii a jejich
uloha u transplantaci ledvin [online]. Praha, 2019 [cit. 2022-05-12]. Dostupné
z: http://hdl.handle.net/20.500.11956/104909. Diplomova prace. Univerzita
Karlova, Ptirodovédecka fakulta, Katedra bunééné biologie. Vedouci prace

Stiiz, Tlja.

[34] ALISI, Anna, Guido CARPINO, Felipe OLIVEIRA, Nadia PANERA, Valerio
NOBILI a Eugenio GAUDIO. The Role of Tissue Macrophage-Mediated
Inflammation on NAFLD Pathogenesis and Its Clinical Implications. Mediators
of Inflammation. 2017, 2017, 1-15. ISSN 0962-9351. Dostupné z:
doi:10.1155/2017/8162421

[35] MAREK, JOSEF a MICHAL VRABLIK. Markova farmakoterapie vnitinich

nemoci: 5., zcela ptepracované a doplnéné vydani: Nealkoholové ztukovaténi

66



jater. MAREK, Josef a Vrablik KOLEKTIV. Markova farmakoterapie vnitinich
nemoci. 5., zcela prepracované a doplnéné vydani. 5. vydani. Praha: Grada

Publishing, a.s., 2019. ISBN 978-80-247-5078-1.

[36] Glukokortikoidy. LULLMANN, Heinz a Klaus MOHR. Farmakologie a
toxikologie. Vyd. 2. Ceské. Praha: Grada, 2004, s. 439-442. ISBN 8024708361.

[371 CLAEYS, S., T. DE BELDER, G. HOLTAPPELS, P. GEVAERT, B.
VERHASSELT, P. VAN CAUWENBERGE a C. BACHERT. Macrophage
mannose receptor in chronic sinus disease. Allergy. 2004, 59(6), 606-612. ISSN
0105-4538. Dostupné z: doi:10.1111/5.1398-9995.2004.00471.x

[38] FADOK, Valerie, Donna BRATTON, S FRASCH, Mary WARNER a Peter
HENSON. The role of phosphatidylserine in recognition of apoptotic cells by
phagocytes. Cell Death & Differentiation. 1998, 5(7), 551-562. ISSN 1350-
9047. Dostupné z: doi:10.1038/sj.cdd.4400404

[39] WONG, Kit, Patricia VALDEZ, Christine TAN, Sherry YEH, Jo-Anne HONGO
a Wenjun OUYANG. Phosphatidylserine receptor Tim-4 is essential for the
maintenance of the homeostatic state of resident peritoneal macrophages.
Proceedings of the National Academy of Sciences. 2010, 107(19), 8712-8717.
ISSN 0027-8424. Dostupné z: doi:10.1073/pnas.0910929107

[40] BOLTNAROVA, Barbora, Jana KUBACKOVA, Josef SKODA et al. PLGA
Based Nanospheres as a Potent Macrophage-Specific Drug Delivery System.
Nanomaterials. 2021, 11(3), 1-15. ISSN 2079-4991. Dostupné z:
doi:10.3390/nano11030749

[41] ALMEIDA, Joao, Allen CHEN, Aaron FOSTER a Rebekah DREZEK. In vivo
biodistribution of nanoparticles. Nanomedicine. 2011, 6(5), 815-835. ISSN
1743-5889. Dostupné z: doi:10.2217/nnm.11.79

[42] Nanoparticles charge through tumors. Nano Today. 2016, 11(3), 273-274. ISSN
17480132. Dostupné z: doi:10.1016/j.nantod.2016.05.001

67



[43] FROHLICH, Eleonore. The role of surface charge in cellular uptake and
cytotoxicity of medical nanoparticles. International Journal of Nanomedicine.

2012, (7), 55775591. ISSN 1178-2013. Dostupné z: doi:10.2147/IJN.S36111

[44] BLANCO, Elvin, Haifa SHEN a Mauro FERRARI. Principles of nanoparticle
design for overcoming biological barriers to drug delivery. Nature
Biotechnology. 2015, 33(9), 941-951. ISSN 1087-0156. Dostupné z:
doi:10.1038/nbt.3330

[45] BABOCI, Lorena, Sara CAPOLLA, Federica DI CINTIO et al. The Dual Role
of the Liver in Nanomedicine as an Actor in the Elimination of Nanostructures
or a Therapeutic Target. Journal of Oncology. 2020, 2020, 1-15. ISSN 1687-
8450. Dostupné z: doi:10.1155/2020/4638192

[46] ZIELINSKA, Aleksandra, Filipa CARREIRO, Ana OLIVEIRA et al. Polymeric
Nanoparticles: Production, Characterization, Toxicology and Ecotoxicology.
Molecules. 2020, 25(16), 3-7. ISSN  1420-3049. Dostupné z:
doi:10.3390/molecules25163731

[47] PINTO REIS, Catarina, Ronald NEUFELD, , RIBEIRO a Francisco VEIGA.
Nanoencapsulation I. Methods for preparation of drug-loaded polymeric

nanoparticles. Nanomedicine: Nanotechnology, Biology and Medicine. 2006,
2(1), 5-7. ISSN 15499634. Dostupné z: doi:10.1016/j.nan0.2005.12.003

[48] SEVCIKOVA, PETRA, VERA KASPARKOVA, JIRI KREJCI a PAVLINA
VLTAVSKA. Dynamicky rozptyl svétla v analyze koloidnich systémdl.
Chemické listy. 2014, 108(5), 479-482.

[49] The principles of dynamic light scattering. In: Anton Paar [online]. [cit. 2021-
12-29]. Dostupné z: https://wiki.anton-paar.com/en/the-principles-of-dynamic-
light-scattering/

[50] DANAEI, M., M. DEHGHANKHOLD, S. ATAEIL, F. HASANZADEH
DAVARANI, R. JAVANMARD, A. DOKHANI, S. KHORASANI a M.
MOZAFARI. Impact of Particle Size and Polydispersity Index on the Clinical

68



Applications of Lipidic Nanocarrier Systems. Pharmaceutics. 2018, 10(2), 8.
ISSN 1999-4923. Dostupné z: doi:10.3390/pharmaceutics10020057

[51] HOLAS, Ondftej. Fyzikalni zaklady lékovych forem: Stabilita disperznich
soustav. Hradec Kralové, 2019.

[52] KRATOCHVIL, Zden&k. Studium stability biopolymerii pomoci technik
rozptylu svetla [online]. Brno, 2015 [cit. 2022-01-01]. Dostupné z:
http://hdl.handle.net/11012/39011. Bakalarska prace. Vysoké uceni technické v
Brné&. Fakulta chemicka. Ustav fyzikalni a spotiebni chemie. Vedouci prace

Michal Kalina.

[53] Tabulky. Zdkladni prakticka cviceni z farmaceutické technologie. 1. Praha:
Karolinum, 2020, s. 132-134. ISBN 978-80-246-4561-2.

[54] Polyvinylalkohol. Polymery: vyroba, vlastnosti, zpracovani, pouziti. Vyd. 2.,
preprac. Praha: Vydavatelstvi VSCHT, 2006, s. 78. ISBN 80-7080-617-6.

[55] Sodium Cholate. In: PubChem [online]. National Center for Biotechnology
Information [cit. 2022-04-24]. Dostupné Z:

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Sodium-cholate

[56] Sodium Cholate. In: Nectagen | Next Gen Antibodies for All [online]. [cit. 2022-
04-24]. Dostupné zZ: https://www.nectagen.com/reference-

data/ingredients/detergents/sodium-cholate

[57] Kolliphor® RH 40 - Technical Information. In: BASF PHARMA [online].
Ludwigshafen, Némecko: BASF PHARMA, 2020 [cit. 2022-01-02]. Dostupné
z: https://pharma.basf.com/products/kolliphor-rh-40

[58] Kolliphor® HS 15 - Technical Information. In: BASF PHARMA [online].
Ludwigshafen, Némecko: BASF PHARMA, 2020, s. 2 [cit. 2022-01-02].
Dostupné z: https://pharma.basf.com/products/kolliphor-hs-15

69



[59] POLCIK, M. Sledovani nanaseni barviva pomoci méfeni zeta-potencialu.
Chemagazin [online]. 2010, 20(4) [cit. 2022-30-1]. Dostupné¢ z:
http://www.chemagazin.cz/userdata/chemagazin 2010/file/CHXX 4 cl9.pdf

70



	1 OBSAH
	ABSTRAKT
	ABSTRACT
	2 ÚVOD A CÍL PRÁCE
	3 Teoretická část
	3.1 Nanočástice jako nosiče léčiv
	3.2 Polymerní nanočástice
	3.3 Biodegradovatelné polymery
	3.3.1 Polyestery
	3.3.1.1 Kyselina polymléčná a kopolymer kyseliny mléčné/glykolové
	3.3.1.2 Poly(ε-kaprolakton) (PCL) (Obr.  5)
	3.3.1.3 Poly(alkylkyanoakrylát) (PAC)

	3.3.2 Polysacharidy
	3.3.2.1 Chitosan
	3.3.2.2 Alginát


	3.4 Nanočástice v léčbě zánětlivých onemocnění
	3.4.1 Patogeneze NAFLD
	3.4.1.1 Od inzulinové rezistence po steatózu
	3.4.1.2 Steatohepatitida neboli NASH
	3.4.1.3 Buňky spojené s progresi onemocnění NAFLD
	3.4.1.3.1 Polarizace makrofágů

	3.4.1.4 Potenciální terapie NASH


	3.5 Targeting a distribuce nanočástic
	3.5.1 Aktivní targeting
	3.5.2 Pasivní targeting a biodistribuce
	3.5.2.1 Velikost
	3.5.2.2 Náboj
	3.5.2.3 Hydrofobicita a hydrofilita


	3.6 Metody přípravy nanočástic
	3.6.1 Metody využívající předem připravený polymer
	3.6.1.1 Emulzní metoda odpaření rozpouštědla
	3.6.1.2 Vysolovací metoda
	3.6.1.3 Nanoprecipitace


	3.7 Metody měření charakteristik nanočástic
	3.7.1 Metoda měření velikosti
	3.7.2 Index polydisperzity
	3.7.3 Zeta potenciál


	4 EXPERIMENTÁLNÍ část
	4.1 Použité suroviny
	4.1.1 Surfaktanty

	4.2 Použité přístroje
	4.3 Použité metody
	4.3.1 Postup přípravy:
	4.3.2 Charakterizace nanočástic
	4.3.3 Enkapsulační efektivita


	5 Výsledky a diskuze
	5.1 Velikost částic a polydisperzita
	5.2 Zeta potenciál
	5.3 Enkapsulační efektivita

	6 Závěr
	7 seznam grafů
	8 Seznam obrázků
	9 Seznam rovnic
	10 seznam tabulek
	11 Seznam zkratek
	12 Bibliografie

