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1 ABSTRAKT

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmaceutické technologie

Skolitel: PharmDr. Ondiej Holas, PhD.

Student: Adéla Roztocilova

Nazev diplomové prace: Polymerni nanocastice jako platforma pro dodani ve vodé

Spatn¢€ rozpustnych 1éciv

Polymerni nanoc¢éstice mohou byt vyuzivany diky jejich vyhodnym vlastnostem jako
nosice 1é¢iv. Jednou z vyhod polymernich nanocastic je napt. zvySeni rozpustnosti 1é¢iv
ve vodé. Maji velky potencidl v terapii zanétlivych onemocnéni jako je Crohnova choroba
¢1 v posunu farmakoterapie rakoviny.

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo pfipravit polymerni nanocéstice
s enkapsulovanym kurkuminem jako modelové ucinné latky. Pro pfipravu nanocastic
byly pouzity Ctyfi typy kopolymeru kyseliny poly(mlécné-ko-glykolové) (PLGA). Byla
vyuzita metoda nanoprecipitace a emulzni odpatovaci metoda. Hodnocenymi parametry
byla enkapsulaéni efektivita, drug loading, velikost Castic a polydisperzita. Béhem
experimentu se ménila jak vodna faze, kde se pracovalo se dvéma riznymi surfaktanty,
tak organicka faze. V ramci experimentalni ¢asti byla vyuZzita rovnéZ metoda disoluce,
kde se porovnavaly dva typy kopolymeru PLGA a v prabéhu disoluce byly odebirany
vzorky v pfedem stanovenych Casech za stanoveni celkového uvolnéného mnoZzstvi
kurkuminu.

Vysledky experimentalni ¢asti ukazuji, Ze naméfené velikosti nanocastic se pohybuji v
rozmezi 100-300 nm potiebnou pro cilenou distribuci do zanétlivych tkani. Z vysledk je
také zieymé, Ze vhodnéjs$i metodou pro piipravu polymernich nanocastic je metoda
nanoprecipitace, kde enkapsulacni efektivita (EE) dosahuje vys$sich hodnot nez u emulzni
odparovaci metody. Nejvyssich hodnot EE dosahoval PLGA A2 za vyuziti surfaktantu
Pluronicu® F127. Z disoluc¢nich profild vyslo, Ze uvoliiovani kurkuminu probihalo

rychleji u PLGA E 5/5, kdy po 72 hodinach doslo k uvolnéni az 67 % kurkuminu.

Klicova slova: polymerni nanoc¢astice, kurkumin, targeting, enkapsulace



2 ABSTRACT

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

Mentor: PharmDr. Ondiej Holas, Ph.D.

Student: Adéla Roztocilova

Title of thesis: Polymeric nanoparticles as a platform for delivery of poorly water-soluble

drugs

Polymer nanoparticles can be used as drug carriers due to their beneficial properties. One
of the advantages of polymeric nanoparticles is, for example, to increase the solubility of
drugs in water. They have great potential in the therapy of inflammatory diseases such as
Crohn's disease or in shifting cancer pharmacotherapy.

The main objective of this thesis was to prepare polymeric nanoparticles with
encapsulated curcumin as model active ingredient. Four types of poly(lactic-co-glycolic
acid) (PLGA) copolymer were used to prepare the nanoparticles. Nanoprecipitation and
emulsion evaporation methods were employed. The parameters evaluated were
encapsulation efficiency, drug loading, particle size and polydispersity. Both the water
phase, where two different surfactants were employed, and the organic phase were varied
during the experiment. The experimental part also used a dissociation method where two
types of PLGA copolymer were compared and during the dissociation, samples were
taken at predetermined times to determine the total amount of curcumin released.

The results of the experimental part show that the measured nanoparticle sizes are in the
range of 100-300 nm needed for targeted distribution to the inflammatory tissues. The
results also show that the nanoprecipitation method is a more suitable method for the
preparation of polymeric nanoparticles, where the encapsulation efficiency (EE) reaches
higher values than the emulsion evaporation method. The highest EE values were
achieved by PLGA A2 using the surfactant Pluronic® F127. The dissolution profiles
showed that curcumin release was faster in PLGA E 5/5, with up to 67% of curcumin

released after 72 hours.

Key words: polymeric nanoparticles, curcumin, targeting, encapsulation



3 Uvod a cil prace

V poslednich letech doslo k nebyvalému rozvoji vyzkumu a aplikace v oblasti
nanovéd a nanotechnologii. Jedna se o rozsahlou tematickou oblast, kterd zahrnuje
nanocastice, které pisobi jako biologicka mimetika, nanovldkna a polymerni nanocastice
slouzici jako biomateridly, senzory a laboratorni materidly pro diagnostiku.
Nanomateridly nachazeji své uplatnéni i v medicinskych védach, a to predevsim jako
platforma pro fizené a cilené podani 1éCiv. Je pravdépodobné, ze nanotechnologie
aplikovana v mediciné pfinese vyznamny pokrok v diagnostice a 1é€bé nemoci. Mezi
hlavni diivody neuspéchu velkého poctu novych a kandidatskych 1éCiv je jejich
nedostateCna nebo suboptimalni absorpce, distribuce, metabolismus a eliminace
(ADME). To pftispiva k zavaznym problémum s biologickou dostupnosti, které nasledné
vedou ke zvySovani davky a frekvenci davkovani. Odpovéd’ na tyto problémy se nachéazi
ve vyuziti sofistikovanych lékovych systémil v€etné téch nanocésticovych.

Cilem této prace bylo pfipravit polymerni nanocastice s kurkuminem jako u¢innou
latkou. Jedné se o lipofilni latku, ktera méa velmi nizkou rozpustnost ve vodé. Prave
pomoci polymernich nanocastic 1ze dosahnout vyssi biologické dostupnosti. Hodnoceni
nanocastic si klade za cil charakterizovat je z hlediska velikosti ¢astic, polydisperzity,
enkapsula¢ni efektivity a celkového mnozstvi inkorporovaného kurkuminu. Tato prace je
zaméfena zejména na hledani vhodné metody pfipravy nanocastic a optimalnich

podminek pro dalsi experimenty.



4 Seznam zkratek

ACE Aceton

ADME Absorpce, distribuce, metabolismus, eliminace
AFM Mikroskopie atomarnich sil

COX Lipooxygenaza

DL Drug loading

DLS Dynamicky rozptyl svétla

DMSO Dimethylsulfoxid

EE Enkaspulacni efektivita

EDX Energeticko-disperzni rentgenova analyza
EtOH Ethanol

ESE Emulzni odpafovaci metoda

FFA Volna mastna kyselina

GA Kyselina glykolova

HSC Jaterni hvézdicovité buiiky

IN-6 Interleukin 6

IR Inzulinova rezistence

KC Kupfterovy bunky

LA Kyselina mlé¢na

LSEC Sinusoidéalni endotelialni buiiky
NFkB Nuklearni faktor kB

MPS Mononukledrné fagocyticky systém
NASH Nealkoholicka steatohepatitida
NAFLD Nealkoholické ztukovaténi jater
NMR Nuklearni magneticka rezonance
NPM Nanoprecipitace

PCL Poly(e-kaprolakton)

PDI Index polydisperzity

PE Polyethylen

PEG Poly(ethylenglykol)

PLA Poly(mlécnd) kyselina

PLGA Poly(mlécna-ko-glykolovéa)kyselina



PLGA 5/5

PLGA E 5/5

PLGA 7/3

PLGA A2

PVA
PVP
RCF
RES
ROS
SEM
SLN
TEM
TGF-p
TNF-a
T-SEM

Linearni kopolymer PLGAS/5, Purasorb® PDLG 5002A, v poméru 50:50
kyseliny mlécné:kyseliny glykolové

Linearni kopolymer PLGAS/S, Purasorb® PDLG 5002E — (kyselina
mlécna:kyselina glykolova (50:50)

Linearni kopolymer PLGA7/3, Purasorb® PDLG 7502A, v poméru 75:25
kyseliny mlécné:kyseliny glykolové

Kopolymer PLGA A2 vétveny na 2% kyseliné polyakrylové v poméru 1:1
kyseliny mlécné:kyseliny glykolové

Polyvinylalkohol

Polyvinylpyrolidon

Relative centrifugal force

Retikuloendotelidrni systém

Reaktivni formy kysliku

Skenovaci elektronova mikroskopie

Pevné lipidové nanocastice

Transmisni elektronova mikroskopie

Transformujici rastovy faktor

Tumor nekrotizujici faktor alfa

Transmisni skenovaci elektronova mikroskopie
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5 Teoreticka Cast

5.1 Nanocastice jako nosice 1é¢iv

Ve farmaceutické technologii mizeme pozorovat v poslednich letech prechod
k vyvoji nasobnych forem a k jejich zavadéni do terapeutické praxe. Divodil je zde
nekolik, z farmaceutického hlediska se jedna naptiklad o zmirnéni nezadoucich uc¢inkd,
zvyseni ucinnosti terapie a fizené uvolnovani. Pfikladem téchto ndsobnych forem mohou
byt nanocastice. [1] Jedna se o struktury v rozmérech od 1 do 100 nm. Piedpona "nano"
se vSak bézn¢ v medicinskych védach pouziva pro castice, které maji velikost az nékolik
set nanometrd. [2]. Nanocastice lze Gspé€Sné pouzivat jako nosice pro podani obtizné
vstiebatelnych 1é€iv nebo mohou ucinnou latku dopravit do mista jejiho terapeutického

pusobeni. [1]

5.2 Typy nanonosici

5.2.1 Liposomy

Liposom se sklada ze sférického dvouvrstevného obalu a vodného jadra. Obal je
typicky tvoten fosfolipidovou dvojvrstvou (Obrazek 1). Do vodného jadra lze vlozit
hydrofilni 1éCiva a do lipofilnich dvojvrstev liposomu lze inkorporovat lipofilni 1é¢iva.
Velikost castic se obvykle pohybuje mezi 25-1000 nm. Mezi metody ptipravy liposomil
fadime ultrazvukovou disperga¢ni metodu, injekéni metodu nebo metodu reverzniho
fazového odpafovéani. Vzhledem k tomu, Ze jejich sloZeni je podobné jako u membran
lidskych bunék, maji liposomy jako cilené nosice 1é€iv nesrovnatelné vyhody. Diky jejich
vlastnostem, jako je nizkd toxicita, neimunogenicita a snadna ptiprava, bylo vyvinuto
mnoho liposomalnich pfipravkii a néktera liposomalni 1é¢iva byla uvedena na trh. [3]
PoZadovanych vlastnosti liposoml lze rovnéZ dosdhnout pomoci pfirodnich i
syntetickych polymerti, které je mozné pfipojit k vn€jSimu 1 vnitinimu povrchu
liposomové membrany. Jedna se o tzv. polymerové liposomy. Ptikladem takového
polymeru miize byt makrogol, ktery zvysi dobu jejich cirkulace v krvi diky své hydrofilité
a vysoké flexibilit¢ makrogolovych fetézcl. Tato modifikace umoziuje jejich vyuziti

jako nosicii 1€¢iv pro parenteralni aplikaci. [1]

11



Conventional liposome PEGylated liposome

Hydrophilic

Positively drug

charged lipid
o

o Polyethylens
T Glycol {PEG)

Megativaly
charged lipid

Hydrophobic
- dmug
Aptamer — _.
Antibey g gl
’ )" Targoting ligand
Peptide - %{_ s
Carbohydrate
Ligand-targeted liposome  motecuse mg.;,\.gm Theranostic liposome

Obrazek 1: Struktura liposomu [4]

5.2.2 Micely

Micely obsahuji hydrofilni obal a lipofilni jadro vzniklym samouspofadanim
amfifilnich molekul. Nanomicely mohou byt vynikajicimi nanonosici l1é¢iv diky nékolika
vyhodam jako je zlepSeni rozpustnosti lipofilniho 1éCiva ve vodé a jeho biologické
dostupnosti, snizeni nezadoucich vedlejSich G¢inkd, zlepSeni propustnosti a biodistribuce
a také ochrana léciv pfed biologickymi slozkami. [4]

Polymerni micely (Obréazek 2) jsou tvotfeny z amfifilnich blokovych kopolymerti
tvorici struktury o velikosti pod 100 nm. [5] Jedna se naptiklad o hydrofilni kopolymery
jako je poly(ethylenglykol) (PEG), chitosan a polyvinylpyrrolidon (PVP). Pro tvorbu
jader micel mohou byt pouZity hydrofobni materidly, jako je poly (kyselina mlécnd)

(PLA), poly (e-kaprolakton) (PCL) ¢i kyselina poly(mlé¢na-ko-glykolova) (PLGA). [3]
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5.2.3 Dendrimery
Dendrimery jsou polymerni makromolekuly v nanorozmérech charakteristické
rozvétvenou trojrozmérnou strukturou. [4] Diky svému vétveni se dendrimery nékdy

an

oznacuji jako "hvézdicovité" polymery. Skladaji se ze stény a jadra (Obrazek 3), na ktery
jsou radialné navazany vnitini vrstvy opakujicich se podjednotek (dendront). [6] Maji
jednotnou molekulovou strukturu o velikosti 5-20 nm. [1]

Vyhodou dendrimert je jejich vysokd funkc¢nost, kontrolovatelnd struktura a
velikost. Diky jejich malé velikosti jsou vylu¢ovany rendlni cestou. [4] Je mozné do nich
uzaviit molekuly aktivnich latek, které se k nim poutaji nekovalentnimi vazbami a mohou
tak tvofit vhodny mezi¢lanek ke kovalentnim polymernim konjugétim s 1é¢ivy na jedné
stran¢ a k fyzikaln¢ uzavienym léCiviim v ¢asticich na strané druhé. [1] Mezi nevyhody

dendrimernich nanostruktur je vSak jejich toxicita. [4]

Interior
branching

Core

Generation

number
Internal

7 cavities

Targeting
moiety

Conjugated
drug
Encapsulated Adsorbed
drug drug

Obrazek 3: Struktura dendrimeru [4]
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5.2.4 Polymerni nanocastice

Polymerni nanocastice 1ze definovat jako koloidni systémy, jejichz velikost se
obvykle pohybuje v rozmezi 5 nm az po horni hranici velikosti 1000 nm, ackoliv velikost
obvykle dosahuje rozmezi 100-500 nm. Polymerni nanocastice je souhrnny termin
pouzivany pro jakykoli typ polymernich ¢astic o velikosti nano, konkrétné pro polymerni
nanosféry a nanotobolky (obrazek 4), které se li§i svoji morfologii. [7]
Nanotobolky se skladaji z lipofilniho jadra, v némz je obvykle rozpusténo 1écivo,
obklopeného polymernim obalem, ktery fidi profil uvoliiovani 1éCiva z jadra. [8]
Nanosféry maji matricovou strukturu s Ié¢ivem, které je zde dispergovano nebo je 1é¢ivo
naadsorbovano na povrchu castice. [1] Tyto dva typy polymernich nanocastic
rozeznavané jako zasobnikovy systém (nanotobolky) a matricovy systém (nanosféry) a
jsou znazornény na obrazku 4. [8]

Vyhody polymernich nanocéstic jako systémi pro podavani ucinnych latek patii
vysoka uc¢innost enkapsulace 1é¢iva, vyssi stabilita enkapsulovanych u¢innych latek a
kompatibilita s tkdnémi a bunkami, pokud jsou pfipraveny z biopolymert, které jsou
biokompatibilni nebo biodegradovatelné. Polymerni nanocastice mohou byt navrzeny
tak, aby u¢inné€ dorucily 1é¢ivo do cilového mista, a tim zvySily terapeutické vysledky a

minimalizovaly vedlejsi u€inky. [7]

Polymer matrix

Drug on surface

Drug inside core

Polymeric membrane

Drug inside

Liguid core

Drug in the shell

Obrazek 4: (A) Polymerni nanocastice nebo polymerni nanosféry. (B) Polymerni nanokapsle [7]
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5.2.4.1 Typy polymeri pro pripravu

Do procesu ptipravy lze zapojit dva typy polymeri, a to jak pfirodni, tak odvozené
syntézou. Obecné plati, Ze vétSina prirodnich polymert je biologicky odbouratelna,
zatimco nékteré syntetické polymery odbouratelné nejsou. [7]

Ptirozené¢ se vyskytujici biodegradovatelné polymery jsou Siroce vyuzivany diky
jejich biokompatibilité a také nizké toxicite. Patii mezi n€ polymery na bézi bilkovin,
jako je albumin, zelatina, s6ja, kolagen, a polysacharidy, naptiklad chitosan, agar6za,
dextran, kyselina hyaluronova, alginat, karagenan a cyklodextrin. NejpouzivanéjSim
prirodnim polymerem je chitosan diky snadné modifikaci povrchu spolu s nizsi toxicitou
a neimunogennim chovanim vykazujicim zna¢nou kompatibilitu s tkdnémi a bunkami.
Chitosan ve spojeni s folaty piisobi jako vynikajici nosi¢ 1é¢iv, mimo jiné specificky
zaméteny na kolorektdlni karcinom. [9]

Syntetické polymery jsou dobfe znamé lepsi kontrolou fyzikaln€é chemickych
vlastnosti béhem ptipravy. [10] Mezi bézné syntetické polymery pro ptipravu
polymernich nanocastic patii polyethylenglykol (PEG), kyselina poly(mlécna-ko-
glykolova) (PLGA), polyvinylalkohol (PVA), polyvinylpyrolidon (PVP) a polyethylen
(PE). [7] V ramci praktické ¢asti se pracovalo s kopolymerem PLGA, ktery bude popsan
v nasledujici kapitole.
5.2.4.1.1 Kyselina poly(mlééna-ko-glykolova) (PLGA)

Kyselina poly(mlé¢na-ko-glykolova) je kopolymer syntetizovany nahodnou
polymeraci dvou riiznych monomert kyseliny glykolové a kyseliny mlé¢né. Jedna se o
Siroce pouZzivany polymer, ktery se v téle snadno metabolizuje. [11] PLGA se in vivo
hydrolyzuje na kyselinu mlécnou a glykolovou a dale se metabolizuje na vodu a oxid
uhli¢ity prostiednictvim citratového cyklu, a nakonec se eliminuje ztéla ven. [12]
Vysledkem je tedy minimalni systémova toxicita. Typy PLGA se obvykle charakterizuji
podle poméru pouzitych monomerd. Napiiklad pro PLGA 50:50 oznacuje kopolymer,
jehoz slozeni je 50 % kyseliny mlécné a 50 % kyseliny glykolové. Kyselina mlécna je
vice hydrofobni nez kyselina glykolova, a proto PLGA kopolymery obsahujici vice
kyseliny mlécné jsou méné hydrofilni, absorbuji méné vody a nasledné je jejich

degradace zpomalena. [11]
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5.3 Zpisoby pripravy polymernich nanocastic
5.3.1 Odparovani rozpoustédla

Jedna se o prvni metodu vyvinutou pro piipravu polymernich nanocéstic z predem
piipraven¢ho polymeru. [8] Pfi této metod¢ se roztoky polymert pfipravuji v roztoku
tékavych rozpoustédel za tvorby emulze. [13]

Zpocatku je nutna piiprava emulze olej ve vode (o/v), coz vede k vyrob¢ nanosfér.
Cely proces je znazornén na obrazku cislo 5. Nejprve se piipravi organickd faze
sestavajici z nepolarniho s vodou nemisitelného organického rozpoustédla, v némz se
rozpusti polymer a G¢innad latka. V minulosti se hojné pouzivaly dichlormethan a
chloroform, ale vzhledem k jejich toxicité¢ byly nahrazeny ethylacetatem, ten vykazuje
lepsi toxikologicky profil, a proto je vhodnéjsi pro biomedicinské aplikace. Vodna faze
obvykle obsahuje povrchové aktivni latku (napf. ¢astené hydrolyzovany
polyvinylacetat; PVA). Organicky roztok se emulguje ve vodné fazi s povrchové aktivni
latkou a poté se obvykle zpracovava pomoci vysokorychlostni homogenizace nebo
ultrazvuku, ¢imz vznikd disperze nanokapek. Odpatfenim polymerniho rozpoustédla
vzniké suspenze polymeru, ktera miize difundovat kontinualni fazi emulze. Rozpoustédlo
se odpaiuje bud’ kontinualnim michanim pfti laboratorni teploté nebo pomalym procesem
za sniZzené¢ho tlaku. Po odpafeni rozpoustédla lze vzniklé nanocastice promyt a
shromazdit odstfedénim, po némz nasleduje lyofilizace pro dlouhodobé skladovani. Tato

metoda umoziuje vytvaret nanosféry. [8]
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Phase Il - organic solution:
polymer + drug

Obrazek 5: Metoda odpatovani rozpoustédla [8]
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5.3.2 Emulgace s diftizi rozpoustédla

Jedna se o modifikovanou verzi metody odpafovani rozpoustédla. [13] Tato
metoda (Obrazek 6) spociva ve vytvoreni emulze o/v mezi ¢astecné vodou misitelnym
rozpoustédlem obsahujicim polymer a 1éCivo a vodnym roztokem s povrchové aktivni
latkou. [8] Tato technika ptedstavuje nekolik vyhod, jako je vysoka u¢innost enkapsulace,
obvykle vétsi nez 70 %, neni tfeba homogenizace, vysoka t¢innost mezi jednotlivymi
davkami, reprodukovatelnost a jednoduchost provedeni. [13]

Obecné se tato metoda pouziva k vyrobé nanosfér. Nanokapsle 1ze ptipravit také,
pokud se do organické faze piida malé mnozstvi oleje (napft. triglyceridy: C6, C8, C10,
C12). Diky této metodé je mozné ziskat polymerni nanocastice o rozmérech od 80 do 900

nm. [8]

.‘ ' difution with water -E
N solvent diﬁusry ‘,-"'
e emulsification | =2 | evaporation| s—08
. »
| purification
-0

r
o & ,
I (" a. Organic solution:
[ polymer + oil + drug
y| oo

phases .\tin partially water soluble solvent,

ssturation [b Aqueoussolutinn-j __Surfactant  polymer drug

D, TTTTThmhThmett

Obrazek 6: Emulgace s difuzi rozpoustédla [8]

5.3.3 Vysolovani

Hlavni rozdil oproti pfedchozi metodé¢ je v emulzi, kterd je vytvorena vodou
misitelného polymerniho rozpoustédla, jako je aceton a vodné faze obsahujici vysolovaci
¢inidlo a koloidni stabilizator. Vhodna vysolovaci ¢inidla zahrnuji elektrolyty, jako je
chlorid hote¢naty, chlorid vépenaty nebo octan hofecnaty a neelektrolyty, naptiklad
sacharosa. Misitelnost acetonu a vody se sniZuje nasycenim vodné faze, coz umoziuje
vytvofeni emulze o/v z jinak misitelnych fazi. [10] Emulze o/v se pfipravuje za
intenzivniho michéni pfi laboratorni teploté.

Nasledné se emulze ziedi pomoci ptislusného objemu deionizované vody nebo

vodného roztoku, aby nastala difuze organického rozpoustédla do vné&jsi taze, vysrazeni
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polymeru a nasledné tvorba nanosfér. [8] Zbyvajici rozpoustédlo polymeru a vysolovaci
¢inidlo se odstrani napt. kiizovou priitokovou filtraci. Podminka uplné misitelnosti mezi
organickym rozpoustédlem a vodou neni nezbytna, ale zjednodusuje proces provedeni.
Pokud tomu tak neni, je tfeba pfi tvorbé nanocastic zajistit vétsi objemovy pomeér vody a
rozpoustédla. Jedinou podminkou, kterd by méla byt splnéna, je nutnost dvoufazového
systému v piitomnosti vysolovaciho ¢inidla.

Hlavni vyhodou metody vysolovani je absence pouzivani chlorovanych
rozpoustédel, kterd jsou nebezpecna pro zivotni prostiedi i pro fyziologické systémy.
Nejvétsimi nevyhodami je vyhradni pouziti lipofilnich 1é¢iv pfi enkapsulaci a nutnost
intenzivnich purifika¢nich krokti v dusledku pouziti soli. Tato skute¢nost muze byt
pric¢inou toho, ze v poslednich letech bylo publikovano jen malo zprav, které cituji metodu
vysolovani. [10]

Tato metoda je schematicky zndzornéna na obrazku 7. Rozméry nanosfér ziskanych touto

metodou se pohybuji mezi 170 a 900 nm. [8]

diffusion of the organic =~ & .
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polymer + drug s i

{\  (in water miscible solvent) | ape . s
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+ > —
[ Aqueous solution: } 1
S| t:

urfactant + salting-out agen
MgCl;; Mg(CH,COO0).; CaCl,

o

surfactant polymer drug

Obrazek 7: Metoda vysolovani [8]

5.3.4 Nanoprecipitace

Tato metoda, ozna¢ovana téz jako metoda vytésnéni rozpoustédla (Obrazek 8),
vyzaduje dvé misitelnd rozpoustédla. [8] Zakladni princip této techniky je zalozen na
mezifazovém usazovani polymeru po vytésnéni organického rozpoustédla z organického
roztoku do vodné faze. Obecné se organicka faze pridava do vodné, ale zptlisob ptipravy
muZe byt také obraceny, aniZ by byla ohrozena tvorba nanocastic. NejCastéji pouzivanym
organickym rozpoustédlem je aceton, protoZe je misitelny s vodou a snadno se odstraniuje

odpatovanim. Lze vSak pouZit i etanol a smési bindrnich rozpoustédel, jako je aceton s
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malym mnozstvim vody, etanolu nebo metanolu. [10] Polymer se rozpusti s vodou
misitelnym semipolarnim rozpoustédlem a nasledné se pfidava po kapkach do vodného
roztoku za stdlého michani. Vzhledem k rychlé spontanni difizi roztoku polymeru do
vodné faze se nanocastice tvoii okamzité vytésnénim rozpoustédla. Jakmile rozpoustédlo
difunduje z nanokapek, polymer se vysrazi ve form¢ nanokapsli nebo nanosfér. Obvykle
lze do procesu zahrnout povrchové aktivni latky, aby byla zarucena koloidni stabilita
suspenze, ackoli jejich pfitomnost neni nutna k zajiSténi tvorby nanocastic. Ziskané
nanocastice se obvykle vyznacCuji dobie definovanou velikosti a uzkou distribuci
velikosti, které jsou lepsi nez u Castic vzniklych emulgacnim postupem odpafovanim
rozpoustédla. Nanoprecipitace je metoda Casto pouzivana pro piipravu polymernich
nanocastic o rozmérech kolem 170 nm. [8]

o e . TT  Organic solution:
e T polymer + drug
o 8 7

solvent ¥\ |
.| evaporation |

ﬁ

Aqueous solution:
water + surfactant (optional)

precipitation of the polymer  polymeric nanoparticles

surfactant polymer drug |

Obrazek 8: Metoda nanoprecipitace [8]
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5.4 Charakterizace polymernich nanoc¢astic

Charakterizace nanocastic je velice dualezita pro dikladné pochopeni jejich
vlastnosti a pro dal§i vyvoj ve farmaceutické nanotechnologii. Jednou z dulezitych
vlastnosti je velikost nanoc¢astic. Ta je vyznamna nejen pii urcovani profilu uvolilovani a
zpusobu degradace 1éciv, ale také pfi ur€ovani ucinnosti terapeutické latky v organismu
z hlediska priniku do tkani a vstupu do bun¢k. Molekulova hmotnost polymeru ovliviiuje
velikost nanocastic, ucinnost enkapsulace a rychlost degradace polymeru. Kromé toho
struktura fetézce a molekuldrni architektura odrazi hydrofilitu nebo lipofilitu polymeru.
Prodlouzenim délky fetézce pro biodegradovatelné polyestery jako je PLGA se zvySuje
lipofilita a snizuje se rychlost degradace polymeru. Z toho vyplyva, Ze zménou
molekulové hmotnosti se rychlost degradace snizuje. Je dalezité stanovit i fyzikalni stav
1é¢iva a polymeru, aby se urcil vliv na vlastnosti uvoliiovani 1é¢iva in vitro a in vivo. Zeta
potencial mize ovlivnit stdlost nanocastic a mukoadhezi, jakoz i intracelularni
obchodovani s ¢asticemi v zavislosti na pH. Hydrofobicita urcuje distribuci nanocastic v
téle po jejich podani. Hydrofilni ¢astice maji tendenci zlstat v krvi po delsi dobu. [14,
51]
5.4.1 Velikost nanocastic a index polydisperzity

Velikost ¢astic hraje kli¢ovou roli pro vlastnosti nanoc¢éstic, a proto je nezbytné
tento parametr urcit. Velikost a distribuce castic 1ze urcit pomoci mnoha komeréné
dostupnych pfistroji.[15] Obecné plati, Ze polymerni nanoc¢astice mohou dosahovat
ruznych velikosti (5-1000 nm), v pfipadé této prace byly idedlné v rozmezi 100 az 300
nm. Tato velikost je vhodna pro targeting do jaternich makrofagh k 1é¢bé zanétlivych
onemocnénich.

Index polydisperzity (PDI) muzeme definovat jako rozlozeni velikosti
jednotlivych cCastic ve vzorku. Jedna se o bezrozmérné cislo v rozmezi hodnot 0-1.
Polydisperzita by méla byt co nejnizsi, v idedlnim piipadé témet nulovéa a distribuce
velikosti unimodalni. Pokud by hodnoty byly vyssi, ptitomnost polydisperzniho systému
by mohlo vést k nezddoucim zménam vlastnosti téchto ¢astic. [8, 16]

Velikost nanocastic lze méfit riznymi technikami, z nichz nejastéji se pouziva
dynamicky (DLS) a staticky (SLS) rozptyl svétla, ale asto se pouziva také elektronova
mikroskopie jak transmisni (TEM) tak skenovaci (SEM). Méfeni velikosti se mtize lisit v

zavislosti na pouzité metod¢, naptiklad elektronova mikroskopie poskytuje obraz Castice
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izolované od okoli, zatimco DLS umoznuje stanovit hydrodynamicky polomér
suspendovanych castic.

DLS je navic dulezitym dopliikem TEM, jelikoz dokaze méfit vétsi rozméry a
poskytuje informace o stavu agregace nanocastic v roztoku stanovenim zmén v distribuci
velikosti ¢astic. [8]
5.4.1.1 Dynamicky rozptyl svétla (DLS)

Dynamicky rozptyl svétla (DLS), nazyvany také fotonova korelacni spektroskopie
(PCS), je rychla metoda pro stanoveni stfedni velikosti, distribuce velikosti a indexu
polydisperzity (PDI) vzorku. Tato metoda je dobie pfizptisobena pro rutinni méfeni. Na
zaklade¢ interakce se svétlem se urci velikost nanocastic nebo molarni hmotnost polymeru
obvykle pfi pozorovacim uhlu 90°. [17] DLS vyuZziva autokorelacni spektroskopii
rozptyleného monochromatického laserového svétla ke stanoveni jeho Casové zavislé
fluktuaci, kterd je disledkem Brownova pohybu Castic v suspenzi. Intenzita svétla
rozptyleného pod danym uhlem je detekovana fotonasobic¢em, jehoz vystupni proud je
pfenaSen do autokorelatoru, ktery urcuje rychlost difuze nebo Brownova pohybu ¢astic a
analyzuje ¢asovou zavislost a tim 1 jejich velikost. [18]

Jednou z hlavnich vyhod DLS je, Ze poskytuje informace o celé populaci ¢astic v
kratké dobé trvani experimentu. Ma vSak omezenou pouzitelnost pii urovani tvaru
Castic, protoze DLS predpoklada, ze vSechny Castice jsou kulovité povahy. DalSim
uskalim mohou byt vétsi ¢astice, jelikoZ rozptyluji vice svétla nezZ mensi Castice, proto i
malé mnozstvi agregati nebo prachovych ¢astic miZze posunout distribuci velikosti ¢astic
k vétsim hodnotam. [10]

Vysledky je tfeba interpretovat s urCitym nadhledem, protoze udaje mohou
ovlivnit n€kolik parametrd, jako je viskozita nebo pH suspenzniho média, teplota,
koncentrace a sedimentace ¢astic. [17] Vysledna velikost nanocastic je obvykle objemové
ekvivalentni nebo Stokestiv primér zalozeny na intenzité rozptyleného svétla, coz je
hodnota ziskana pfimo z korela¢ni funkce. [10] Metoda navic nemusi byt spolehliva pii
analyze polydisperznich vzorkd. Metoda DLS je ur¢ena pro koloidni ¢astice, a proto neni
vhodné pro castice veétsi nez 1 um, s vyjimkou piipadii, kdy se analyzuje unimodalni
populace s uzkou distribuci velikosti a pomalou rychlosti sedimentace. [17] Vysledky

DLS by mély byt doplnény zobrazovaci technikou, jako je mikroskopie atomarnich sil

21



(AFM) nebo TEM, coz je uziteéné pii feSeni nejasnosti spojenych s obéma technikami.
[10]

Light -J— Extinction
Source Detector

Measuring Cell

Obrazek 9: Typické uspotadani techniky rozptylu svétla pro méfeni velikosti nanocastic [19]

5.4.1.2 Transmisni elektronova mikroskopie (TEM)

Mezi dalsi mikroskopickou techniku pro charakterizaci tvaru a velikosti patii
transmisni elektronova mikroskopie (TEM). Jedna se o dvourozmérny obraz TEM a je
vytvofen z elektroni proslych vzorkem. Subnanometrové rozliSeni TEM poskytuje
informace o struktufe vnitinich ¢astic nanonosicu a je velmi cenné pro méteni polymerni
stény nanotobolek. Jednou z nevyhod TEM je, ze idedlni tlouStka vzorku by méla byt
<100 nm. Kromé toho miiZze u organickych vzork dojit k poSkozeni struktury v disledku
lokalniho zahtati kinetickou energii elektronti absorbovanou vzorkem. Tento problém Ize
obejit pouzitim kryo-TEM, kterd zkoumd strukturu nanocastic ve zmrazeném

hydratovaném stavu s minimalnimi upravami vzorku. [10]

5.4.1.3 Skenovaci elektronova mikroskopie (SEM)

Skenovaci elektronova mikroskopie (SEM) je Siroce pouzivana metoda pro
zobrazovani povrchil s vysokym rozliSenim, kterou 1ze vyuzit i k charakterizaci materialii
v nanorozmérech. SEM je schopna dosédhnout rozliSeni az 1 nm. [20]

Jedna se o typ elektronového mikroskopu, ktery vyuziva svazek fokusovanych elektronti
s relativné nizkou energii jako elektronovou sondu, kterd je pravidelné skenovana nad
vzorkem. Plsobenim elektronového svazku stimuluje emisi vysokoenergetickych zpétné

rozptylenych elektronli a nizkoenergetickych sekundarnich elektronti z povrchu vzorku.
[21]
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SEM lze provozovat i v transmisnim rezimu, tj. technikou zvanou "transmisni
skenovaci elektronovy mikroskop" (T-SEM). V transmisnim rezimu lze provadét
pokrocilou analyzu nanocastic. T-SEM umoznuje rychlé zkoumani tvaru nanocastic, i
kdyz jeho rozliSeni je omezeno na nanocastice o velikosti do 5-10 nm. Pokud porovname
TEM a SEM, tak TEM poskytuje snimky s lepsi kvalitou, pfi¢emz T-SEM Ize snadno
kombinovat s energeticko-disperzni rentgenovou analyzou (EDX) pro rychlou kontrolu
velikosti a sloZzeni nanocastic. Hodoroaba a spol. dokazali, Ze zobrazeni T-SEM poskytuje

distribuci velikosti, ktera je o néco $irsi nez distribuce ziskana TEM. [20]

5.4.2 Zeta potencial

Zeta potencial () (Obréazek 10) je definovan jako elektricky potencial mezi vnitini
difuzni vrstvou v blizkosti povrchu ¢éastice a objemovou kapalinou, v niz je Castice
suspendovana. Je to parametr, ktery vyjadiuje naboj ¢astice a udava potencialni stabilitu
koloidniho systému. [22] Je ovlivnén zménami na rozhrani s disperznim prostiedim v
dasledku disociace funkcnich skupin na povrchu castic nebo v disledku adsorpce
iontovych forem pfitomnych ve vodném disperznim prostiedi a také solvatacnim
efektem. [8] Pokud maji vSechny castice v suspenzi velky zaporny nebo kladny zeta
potencial, maji tendenci se vzajemné¢ odpuzovat a nemaji tendenci k flokulaci. Pokud
vSak maji castice nizké hodnoty zeta potencidlu a nebylo pouZzito stabilizujicich
pomocnych latek, pak neexistuje sila, ktera by zabranila jejich flokulaci. Hodnota zeta
potencialu je uZite¢na pro pochopeni a predvidani interakci mezi ¢asticemi v suspenzi a
je také dulezitd pro bunécnou adhezi, kterd zase souvisi s vlastnostmi povrchového
naboje. [22]

Tento parametr se urcuje pomoci dopplerovské techniky méfeni rychlosti ¢astic v
zavislosti na napéti, a zeta potencial se tak vypocita z elektroforetické pohyblivosti ¢astic
v ptislusném rozpoustédle. Fosfolipidy, poloxamery a polymery jsou hlavnimi slozkami
polymernich nanocastic a po jejich ptitomnosti ve formulacich jsou schopny ovlivnit zeta
potencidl. Hodnota zeta potencialu zarucujici elektrostaticky zprosttedkovanou stabilitu
disperzi je uvadéna jako |30| mV. Odpudivé sily maji tendenci branit agregaci v diisledku
obcasnych srazek se sousednimi nanocasticemi. Zeta potencidl polymernich nanocastic
1ze tedy ptizpisobit pro konkrétni aplikaci zavedenim povrchové aktivnich latek nebo

jinych povrchi, napt. polyethylenglykolu (PEG) s riznou molekulovou hmotnosti. [8]
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Obrazek 10: Zeta potencial [23]

Narozdil od velikosti ¢astic nebo molekulové hmotnosti je zeta potencial ovlivnén
1 dal$imi faktory jako jsou naptiklad pH prostiedi, konduktivita, koncentrace a formulace
ovliviiuji zeta potencial. [zoelektricky bod je hodnota pH roztoku, pti které ma amfoterni
latka nulovy néaboj, a tedy nulovou pohyblivost v elektrickém poli. Je velmi dalezity
z praktického hlediska. Obvykle je to bod, kde dochéazi nejpravdépodobné;ji k agregaci, a
proto je koloidni systém nejméné stabilni.

Typicky graf zavislosti zeta potencialu na pH je zndzornén na obrazku 11. V tomto
ptikladu je izoelektricky bod vzorku pfiblizné pfi pH 5,5. Kromé& toho miize graf
predpovedét, Ze vzorek by mél byt stabilni pii hodnotach pH nizsich nez 4, jelikoZ je zde
pritomen dostatecny kladny naboj a pfi hodnotach pH vyssich nez 7,5, je zde pfitomen
dostateCny zaporny naboj. Problémy se stabilitou disperze by se daly ocekavat pii
hodnotach pH mezi 4 a 7,5, protoze hodnoty zeta potencialu se pohybuji mezi +30 a -

30 mV. [24]
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Obrazek 11: Typicky graf zavislosti zeta potencialu na pH, ktery ukazuje polohu izoelektrického bodu a
hodnoty pH v zelenych sektorech, kde by disperze méla byt stabilni. [24]

5.4.3 Enkapsulac¢ni efektivita a drug loading

Pro takové castice, které se nejcastéji vyuzivaji ve farmacii tedy nosice 1é€iv, je
tieba charakterizovat i jejich schopnost zapouzdrit do sebe 1é¢ivou latku. Enkapsulacni
efektivita (EE %) je definovana koncentraci zapouzdieného materialu (napf. ucinnych
latek, 1é¢iv, vonnych latek, proteinti, pesticidl, antimikrobialnich latek atd.) zjiSténou v
pfipravku v porovnani s pocatecni koncentraci pouzitou k vyrobé piipravku. V ramci
diplomové prace se pracovalo s uc¢innou latkou kurkuminem. EE nam tedy udava, kolik
procent celkového mnozstvi kurkuminu se enkapsulovalo do vytvofenych nanocéstic.

[25]

Enkapsulac¢ni efektivita je vypoctena podle nasledujici rovnice: [25]

celkové mnozstvi enkapsulovaného 1é¢iva (mg)
EE [%]= . o T A = 7 x 100
= = celkové mnozstvi 1éciva ptidaného piivodné béhem pripravy (mg)

Rovnice 1: Enkapsula¢ni efektivita [25]
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DalSim dulezitym parametrem je drug loading (DL), ktery je kritickym
parametrem pii vyvoji nanocastic s lécivem. Udava, kolik procent piedstavuje

enkapsulovana u€inna latka v nanocasticich a je definovan nasledovng.

Enkapsulované mnozstvi [éCiva (mg)

DL [%] x 100

L1 celkova hmotnost nano&éstic (mg)

Rovnice 2: Drug loading [25]

EE a DL se obvykle stanovuji pomoci vhodné analytické metody pro stanoveni
enkapsulované latky jako je naptiklad spektrofotometrie ¢i HPLC. V diplomové praci
probihalo stanoveni enkapsulovaného mnozstvi kurkuminu pomoci metody
spektrofotometrie. Tato spektralni metoda je zaloZena na méteni intenzity zareni, které je
absorbovano homogennim roztokem zkoumané latky. Absorpce je zavisld na vinové
délce, sile vrstvy, struktuie a koncentraci analyzované latky. Pro méfeni absorpcnich
spekter se pouzivaji dvoupaprskové registracni spektrofotometry. Spektrofotometr je
ptistroj, ktery se skladd vzdy ze ctyt hlavnich ¢asti, jednd se o zdroj svétla,
monochromator, zéna pro kyvetu se vzorkem a detektor dopadajicich fotond. Funkci
monochromatoru je propoustét na vzorek svétlo pouze o konkrétni vlnové délce,
nejcastéji se jedna o systém vstupni a vystupni Stérbiny mezi nimiz lezi disperzni
prvek. Vkladand kyveta se vzorkem mé standardizovany rozmér 1 cm. Detektor
zaznamenava fotony proslé vzorkem a signal se pak diky pfevodnimu systému prevadi
na vyslednou ¢iselnou hodnotu. [26]

Pred kazdym méfenim je nutné vytvofit novou kalibraéni fadu. Pomoci
spektrofotometru je zjiSténa absorbance pii vinové délce odpovidajici maximu dané latky
s pouzitim rozpoustédla jako slepého vzorku. Z hodnot absorbance se poté stanovi
primé&rma hodnota. Déle se vynese do grafu kalibra¢ni kiivka jako zavislost pramért
absorbance na koncentraci dané latky, v nasem ptipad¢ kurkuminu v roztoku. Body
kalibra¢ni kiivky se prolozi pfimkou a jsou popsany linearni funkci a hodnotou
spolehlivosti R?. Podle Lambert-Beerova zdkona je poté z rovnice vypo&itina

koncentrace vzorkil a z ni vypoctena dosazena hodnota EE a DL. [27]
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5.5 Cilena distribuce nanocastic

Nanocastice lze vyuzit k cilené distribuci 1€Civ neboli také targetingu. Cilenou
distribuci se rozumi dodéni 1écivé latky a jeji uvolnéni v misté plisobeni bez dalSich
nespecifickych interakci. Cilena biodistribuce ma hned nékolik vyhod, dokaze zajistit
mistné¢ specifické podani ucinné latky, snizit podavané davky, omezit systematické
pusobeni, prodlouzit plisobeni a chranit ucinnou latku pied metabolickou biodegradaci.
[28] Toho se vyuziva hlavné v terapii nadorovych onemocnéni.

Hlavnim cilem targetingu chemoterapeutik na nddorové bunky je maximalizovat
ucinek na jejich usmrceni a minimalizovat vedlejSi ucinky. Védci neustile hledaji
moznosti, jak vyvinout modifikace né€kolika 1é¢iv pomoci nanonosici, které by selektivné
zasdhly nadorové buiiky. Nanocastice pripojuji nebo adsorbuji 1é¢ivo na svlij povrch,
¢imz zvysSuji schopnost cileni 1é¢iva. Diky své malé velikosti mohou nanocéstice také
snadno proniknout do rychle rostouci nddorové masy a mohou se v misté¢ akumulovat,
coz umoziuje dostupnost 1é¢iva po delsi dobu. Cileni na nddorové bunky prosttednictvim

nanocastic zahrnuje dva riizné mechanismy, a to pasivni a aktivni targeting. [29]

5.5.1 Pasivni targeting

Pasivni targeting (Obrazek 12) je zaloZen na mechanismu, ktery vyuziva fyzikalné
chemickych vlastnosti nosice, a tedy vlastnich nanocastic pro specifickou biodistribuci.
[30]

Nejcastéji se vyuziva tzv. efekt zvySené permeability a retence (EPR). Je to
vlastnost c¢astic a molekul urcitych velikosti jako jsou polymerni nanocastice vedouci
k akumulaci v nddorové tkani. Tento efekt je charakterizovan zvySenou propustnosti
krevnich kapildr v postizenych tkanich. Zanétlivd nebo nadorova tkan maé fenestraci
kapilarniho epitelu az 200-500 nm. Castice, které jsou mensi, neZ je fenestrace cévniho
epitelu v misté nadoru jsou schopny extravazace praveé ve tkani se zvySenou fenestraci.
Diky absenci lymfatické drenaZe pak dochézi k retenci v nddorové tkani. [28]

Pasivni targeting lze vyuzit u nadorovych onemocnéni, kde zavisi hlavné¢ na
fyziologickych vlastnostech nadoru, které pomdhaji pfi akumulaci nanocasticovych
systémtl. Rychle rostouci naddory se zvySenou cévni propustnosti a s absenci lymfatické
drendze Casto vedou ke zlepSeni ucinnosti podavanych lé¢iv vzhledem EPR efektu
nanosystému u nadorovych onemocnéni. Tento efekt kromé& menSich ¢astic (20-500 nm)

napomahd také akumulaci slou€enin s vy$S§i molekulovou hmotnosti uvnitt nadoru.
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Pasivni targeting zavisi predevSim na velikosti nanocastic. Nanocastice v rozmezi
velikosti 40-200 nm poskytuji prodlouzenou dobu cirkulace, zvySenou akumulaci uvnitt
nadorové tkané a snizenou eliminaci nanocastic ze systému. Efekt EPR je hlavnim cestou,
jak se slouceniny s molekulovou hmotnosti vétsi nez 50 kDa jako jsou napiiklad
konjugaty s protilatkami nebo polymernimi nosi¢i spolu s nanocasticemi specificky

akumuluji v cilovém miste. [29]
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Obrazek 12: Pasivni targeting. Nanoléciva hromadici se v nddorovych tkanich prostfednictvim

jedine¢nych patofyziologickych vlastnosti nadorovych cév. [29]

5.5.2 Aktivni targeting

Aktivni targeting (Obrazek 13) spociva ve specifické interakci mezi cilici
molekulou a cilovou strukturou. [28] Vyuziva vysoce exprimovanych povrchovych
receptor na cilovych, typicky nadorovych bunkich tim, ze jsou nosice
dekorovany cilicimi ligandy. Tyto ligandy se mohou snadno navazat na receptory
exprimované na nadorovych buiikidch a mohou zprosttedkovat navazani na bunécny
povrch a akumulaci nanocastic uvnitf mista nadoru prostfednictvim endocytozy
zprostiedkované cilovymi receptory. Poté se mulize 1é¢ivo uvolnit do cilové tkané a
dosahnout terapeutického ucinku. [29] Ptikladem takovych ligandl pro cilenou distribuci
mohou byt folatové receptory, protilatky a lektiny. [28]

Jednim z Casto pouzivanych ligandii pro nddorova onemocnéni je folatovy
receptor. Kyselina listova je nezbytna pro syntézu purinl a pyrimidini a vdZe se na
folatové receptory. Folatové receptory jsou exprimovany v malé mife u vétSiny

fyziologickych bungk, ale u nadorové tkané jsou vyrazné zvyseny, v nékterych piipadech
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az o dva tady. Po vazbé na receptor je nosi¢ rychle dopraven do nitra buiiky cestou
receptorem zprostiedkované endocytozy. Folatovy receptor je nadmérné exprimovan u
rakoviny vaje¢nik, plic, mozku, hlavy a krku, ledvin a prsu. Tyto ligandy jsou Siroce
vyuzivany pro cileni pro jejich nizkou cenu, neimunogenitu, nizkou toxicitu, stabilitu a
vysokou afinitu. [28, 31]

Active Torgeting

Drug Relesse by Nanopartiche through
Lignnd-Receplor Interaclion in Tumear
Tixsue

Obrazek 13: Aktivni targeting. Aktivni targeting umoznujici vychytavani nanocastic prostfednictvim

endocytdzy zprostfedkované receptory [29]

5.5.3 Biologické bariéry cileného podani

Organismus je vybaven obrannymi systémy pro odstranéni neznamych objektd ze
systému retikuloendotelialniho (RES) a mononukledrniho fagocytického systému (MPS).
[28]

Opsonizace je proces, pii kterém se cizi organismus nebo castice pokryje
opsoninovymi proteiny, ¢imz se zni stane pro fagocytujici buiky viditelnéjsi. Po
opsonizaci obvykle velmi rychle dojde k fagocytdze, coz je pohlceni a pfipadné zniceni
bunck nebo odstranéni cizorodych latek z krevniho ob&hu. Spole¢né tyto dva procesy
tvofi hlavni clearance mechanismus pro odstrafiovani nezadoucich slozek zkrve.
V ptipadé polymernich nanocastic, které nemohou byt normalné zni¢eny fagocyty,
dochazi obvykle k sekvestraci v orgdnech MPS. Pokud polymerni nanocastice nejsou
biologicky rozloZitelné, mize dojit ke kumulaci Castic v téchto orgdnech, nejcastéji

v jatrech a sleziné a vést k toxicité a dalSim negativnim vedlejSim G¢inkiim. [32]
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5.6 Nanodastice v 1é¢bé zanétlivych onemocnéni

Zanét je hlavni proces, kterym télo napravuje poskozeni tkan¢ a brani se proti
cizorodym latkam. Akutni zanét je obvykle zptisoben vnéjSim chemickym, mechanickym
nebo patogennim plsobenim, ma relativné kratkou dobu trvani (hodiny az dny) a je
nezbytnym ochrannym nastrojem. Chronicky zanét nevyzaduje zddny vnéjsi podnét a
muze zpusobit fadu bolestivych a vysilujicich ptiznaki. Makrofagové buiky jsou
klic¢ovou slozkou MPS a hraji fadu dulezitych roli v boji proti zanétu, véetné fagocytozy,
prezentace antigenu a produkce antigeni, riiznych cytokint a imunitnich regulatort. MPS
obsahuje monocyty, které cirkuluji v krvi a po dozréani se stdvaji makrofagy, které mohou
dozravat v celou fadu fenotypi. [33]

Ptikladem takového zanétlivého onemocnéni muize byt nealkoholické
steatohepatitida (NASH), ktera je celosvétové nejCastéjsi pri¢inou cirhdzy a Castym
divodem k transplantaci jater. Makrofagy jsou diilezitou bunécnou slozkou zanétlivého
prostiedi u NASH. Zanétlivé a profibrotické mediatory produkované makrofagy
zpusobuji vyznamné poskozeni tkdni u mnoha zénétlivych onemocnéni. Inhibice
zanétlivych makrofagl by proto byla slibnym ptistupem ke zmirnéni NASH. [34]

Pravé pomoci nanocastic probiha cilena biodistribuce pfimo na makrofagy béhem
zanétu a tim tak zabranuji dalSimu rozvoji onemocnéni. Pomoci nich také dochazi ke
zlepSeni biologické dostupnosti 1é¢iv, ochrané 1éciv pfed biodegradaci a zvySeni
absorpce. Kromé toho jsou nanocastice navrzeny tak, aby se hromadily v poZzadované
tkani, jako jsou jatra, snizovaly clearance léCiva, snizovaly akumulaci 1éciva v jinych
tkanich nez v jatrech a zvySovaly bunécné specifické vychytavani v jatrech. [35]

Jatra se skladaji z hepatocyti, Kupfferovych bunék (KC), sinusoidalnich
endotelialnich bunék (LSEC) a jaternich hvézdicovitych bun¢k (Itovy buitky, HSC).
Kupfferovy buiky, rezidentni populace makrofagi v jatrech, jsou zndmé tim, Ze
fagocytuji cizorodé cCastice. VétSina nanocastic je v jatrech obvykle vychytavana
Kupfferovymi bunkami, které prednostné interaguji s negativné nabitymi nanoc¢asticemi.
Kupfterovy buiiky jsou zodpovédné za imunitni a zénétlivé reakce a reguluji jaterni
onemocnéni, véetné NAFLD (nealkoholické ztukovaténi jater). Hepatocyty, coz jsou
specializované epitelové burky, také interaguji s nanocasticemi, byt v mensi mife nez
makrofagy. Aktivuji ostatni jaterni bunky a rovnéz se podileji na imunitnich a zanétlivych

reakcich. Na rozdil od Kupfferovych bunék se pfijem nanocastic hepatocyty zvysuje
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s pozitivnim zeta potencidlem. Jaterni endotelové bunky (LSEC) jsou specializované
endotelové bunky, které tvofi rozhrani mezi krevnimi a jaternimi buitkami. Oteviené
fenestrace a absence bazalni lamely LSEC vytvareji sitovitou strukturu, ktera vede
k zachyceni vétSich Castic v jatrech. Hvézdicovité bunky jsou buiiky ukladajici tuk, které
hraji klicovou roli pii fibroze jater. [35] Nachdzeji se v perisinusoidalnim prostoru, zndmy
jako Dissetv prostor. U zdravych jedincti ukladaji v jatrech vitamin A. V pribéhu
jaterniho onemocnéni podléhaji diferenciaci na myofibroblasty, které jsou vysoce
proliferativni a produkuji velké mnozstvi proteini. Ptikladem takovych proteinii mtize
byt kolagen typu I a III. To mlize vést k nadmérné produkci jaterni pojivové tkang,
oznacované jako fibroza, a ke snizeni funk¢nosti jater. [36]

Zanétlivé cytokiny uvoliiované makrofagy (jako jsou KC) lze rozd¢lit do kategorii

rrrrr

k jejich diferenciaci na dva podtypy v zavislosti na cytokinovém prostfedi. Jedna se o
prozanétlivé bunky M1 a protizanétlivé buitkky M2. Zmény v rovnovaze mezi obéma
podtypy se objevuji u riznych onemocnéni. Makrofagy jsou typicky vychyleny smérem
k podtypu M1 u prozanétlivych onemocnéni, zatimco buiiky M2 se objevuji u rakoviny,
alergie a v pozdnich stadiich zanétu. Interleukin 1B (IL1B) a tumor nekrotizujici faktor

alfa (TNF-a) jsou dva zakladni prozanétlivé cytokiny, které ovliviiuji témét kazdé

-----

vvvvvvv

a. [36]

Makrofagy lokalizované v jatrech (ptedev§im KC) a jejich polarizace je klicovym
faktorem inzulinové rezistence a NAFLD/NASH. I kdyz tedy v soucasné dob¢ neexistuje
zavedena lécba, kterad by zvratila NAFLD, vyviji se n€kolik slibnych postupt zamétenych
na aktivaci a polarizaci KC v jatrech u NAFLD. Pravé polarizace makrofaghi pomoci
nanocastic smérem k M2 buitkdm by mohlo byt jednim z terapeutickych cilt, ktery mohl

vést k 1é¢bé NAFLD. [36, 37]
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5.6.1 NAFLD a NASH

Nealkoholické ztukovaténi jater (NAFLD) zahrnuje celou fadu onemocnéni od
prosté steatozy pies nealkoholickou steatohepatitidu (NASH) az po fibrézu, ktera mtze
nakonec vést k nevratné cirhédze. [38]

Na patogenezi NAFLD se podili vice faktort. Ke vzniku NAFLD mohou pfispivat
geny, hormony a v neposledni fad¢ i vyziva. Je prokdzano, ze hromadéni jaterniho tuku
souvisi s inzulinovou rezistenci, coz vede k rozvoji steatdozy. Patogeneze NAFLD
a NASH (nealkoholické steatohepatitidy) je zalozena na teorii, ktera zahrnuje dva kroky.
V prvni ¢asti dochazi k akumulaci triglyceridt v jatrech. Dalsi krok, ktery mtze zpisobit,
ze NAFLD priejde v zavazné poskozenti jater, je zprostfedkovan ne€kolika faktory, v¢etné
oxidac¢niho stresu, cytokinli a mitochondridlni dysfunkce. [35]

Jednim z hlavnich znakti NAFLD, zejména NASH, je zvySeny oxidativni stres
a chronicky zénét. Za kliovy prozanétlivy cytokin, ktery hraje zasadni roli pfi
zprostiedkovani zanétu, je povazovan TNFa. Aktivace Kupfferovych bunék cytokiny
nebo poskozenim hepatocyti dochazi ke zvySovani exprese TNF-a a IL-6, coz zvysuje
jaterni 1 systémové hladiny prozanétlivych faktord cytokind. Ty posiluji zanét
a inzulinovou rezistenci (IR) tukové tkané i jater. [38]

Jak uz bylo zminéno, dalsim faktorem vedoucimu k progresi NAFLD je
oxidativni stres. Oxidativni stres a mitochondridlni dysfunkce spolu uzce souviseji a oba
piispivaji k poSkozeni jater. Mitochondrie jsou hlavnim mistem tvorby volnych radikalt
v jatrech. Reaktivni formy kysliku (ROS) jsou fyziologickymi vedlejSimi energetickymi
produkty zrozkladu glukézy a B-oxidace volnych mastnych kyselin (FFA) a jsou
kontrolovany endogennim systémem vychytavani radikalti. AvSak ve stavu inzulinové
rezistence (IR) dochazi ke zvySeni ptisunu FFA do hepatocytl, coZ vede ke vzniku ROS,
které jsou mimo kontrolu inzulinu endogennich antioxidantii. ROS pak aktivuji zanétlivé
dréhy prostfednictvim stimulované produkce TNF-a a iniciuji peroxidaci lipidi, ktera je
Skodliva pro mitochondrie a ktera zplsobuje buné¢nou smrt bud’ signalizaci apoptdzy,
nebo podporou nekrozy. Praveé apoptdza hepatocytli zplisobena peroxidaci nadbyte¢nych

triglyceridi je kritickym krokem pfi progresi od prosté steatdzy k NASH a cirhoze. [38]
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5.7 Kurkumin

Vramci diplomové prace se v experimentalni Casti pracovalo s G¢innou
latkou kurkuminem. Kurkuma (Curcuma longa), také znama jako ,,Curcuma domestica®,
je trvala bylina z ¢eledi zazvornikovité (Zingiberaceae). Ma vice nez 300 aktivnich
komponent, mezi né€ patii latka zvana kurkumin ziskana z kotene, pro kterou je typickym
rysem zluty nebo oranzovy pigment. Jedna se o hlavni biologicky aktivni sloZku tvofici
zaklad pro 1é¢ivé vlastnosti této rostliny. [39]

Kurkumin (Obrazek 14) je lipofilni molekula s fenolovymi skupinami a
konjugovanymi zdvojenymi vazbami polyfenolového charakteru. Vysoka lipofilni
vlastnost kurkuminu miize napomoci jeho priniku lipidovou strukturou membrany.
Velmi nizkd rozpustnost kurkuminu ve vodé vSak vede kjeho nizké biologické
dostupnosti. [40, 41]

Ze strukturniho hlediska se v moleule nachazi dva aromatické kruhové systémy
obsahujici o-methoxyfenolové skupiny spojené sedmiuhlikatym fetézcem tvorenym a.,3-
nenasycenou -diketonovou ¢asti. Diketo skupina vykazuje keto-enolovy tautomerismus,
coz znamend, ze kurkumin miiZze existovat v rovnovazném stavu mezi keto a enolovym
tautomerem. [42] V neutralnim nebo kyselém prostiedi prevlada ketoforma a v zasaditém
prostiedi pfevazuje konzistentni enolova forma. [43] Studie nuklearni magnetické
rezonance (NMR) provedené na riznych rozpoustédlech vSak dospély k zavéru, Ze

enolové forma kurkuminu je v podstaté jedinou formou této molekuly v roztoku. [42]

Obrazek 14: Struktura kurkuminu

Teplota tani kurkuminu se pohybuje v rozmezi 176-177 -C. [44] Kurkumin je
termolabilni latka, ktera se po dlouhodobém plisobeni mikrovinného zéteni rozklada. [45]
Ma relativné nizkou toxicitu a je obecné povazovan za bezpecny. [44]

Je to vysoce pleiotropni molekula, u které byla poprvé prokézana antibakterialni
hypoglykemické, antioxidaéni, hojivé a antimikrobialni u€inky. [46] Jak uz bylo feceno,
kurkumin vykazuje antioxida¢ni aktivitu a inhibuje takové medidtory zanétu jako

cyklooxygenazu-2 (COX-2), lipooxygenazu (LOX) a inducibilni syntdzu oxidu
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dusnatého. Jeho pozitivni t¢inky u nemoci (Crohnova nemoc, ulcerézni kolitida, cirhdza
jater ¢i rakovina) jsou dany inhibici transformujiciho rtstového faktoru f (TGF-B) a
fibrinogeneze. Z vyse uveden¢ho plyne, ze kurkumin by pfi cileném podani do jaterni
tkan€ mohl mit pozitivni vliv na vyvoj onemocnéni jako je NASH [40]
5.7.1 Polymerni nanocastice jako nosic¢e kurkuminu

Pomoci polymernich nanocastic byla zaznamenana lepSi peroralni biologicka
dostupnost kurkuminu zapouzdieného nanocasticemi PLGA. Xie a spol. [3] vyrobili
metodou odpatfovani rozpoustédla nanocastice PLGA s obsahem kurkuminu (CUR-
PLGA-PN) o velikosti ¢astic pfiblizn¢ 200 nm. Obsah 1é¢iva €inil 5,75 % a ucinnost
enkapsulace byla 91,96 %. Kromé& toho byla rozpustnost CUR-PLGA-PN 4,35 mg/ml,
coz bylo mnohem vice nez rozpustnost volného kurkuminu (6,79 pg/ml). Ve
farmakokinetické studii in vivo byly potkaniim peroraln¢ podavany CUR-PLGA-PN a
volny kurkumin v davce 100 mg/kg. Vysledky ukazaly, Zze PLGA nanocastice zlepsuji
peroralni biologickou dostupnost kurkuminu 5,6krat a maji dels$i poloCas ve srovnani
s volnym kurkuminem. Autofi se domnivali, ze lepsi perordlni biologickd dostupnost
souvisi se zvysSenou rozpustnosti ve vodé, vyssi rychlosti uvoliiovani, lepsi absorpci a

prodlouzenou dobou pobytu v gastrointestinalnim traktu. [3]
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6 Experimentalni Cast
6.1 Pouzité pristroje

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

e Centrifuga (MPW 260R, Medical Instruments, Polsko)

e Dialyzatni membréna Dialysis tubing Fisher brand, Fisher Scientific
(Hampton, USA) - MWCO 6000

e Magneticka michacka Variomag telesystem, Thermo Scientific (Waltham,
USA)

e Mini Vortexer (Heathrow Scientific, USA)

e Pipety Finnpipette F2, Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)

e Spektrofotometr Specord 205 (Jena Analytik, Némecko)

e Ttepaci vodni lazen GFL 1083, GFL (Burgwedel, Némecko)

e Ultrazvukova sonda Microspitze MS73 (Bandelin Electronic, Némecko)

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

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

6.2 Pouzité suroviny

e Aceton (Penta, CR)

o (Cisténa voda (pfipravena reverzni osmoézou, FaF UK)

e DMSO (Penta, CR)

e Ethylacetat (Penta, CR)

e Kurkumin (Merck, CR)

e Kopolymer PLGA A2 vétveny na 2% kyseliné polyakrylové — (kyselina
mlécna:kyselina glykolova (1:1), My = 14400 g/mol) (FaF UK, Katedra
farmaceutické technologie, doc. RNDr. Milan Dittrich, CSc.)

e Linearni kopolymer PLGA 5/5, Purasorb® PDLG 5002A — (kyselina
mlécna:kyselina glykolova (1:1), My = 17000 g/mol) (Corbion, Holandsko)

e Linearni kopolymer PLGA E 5/5, Purasorb® PDLG 5002E — (kyselina
mlécna:kyselina glykolova (1:1), My = 17000 g/mol) (Corbion, Holandsko)

e Linearni kopolymer PLGA 7/3, Purasorb® PDLG 7502A — (kyselina
mlécna:kyselina glykolova (75:25), Mw= 17000 g/mol) (Corbion, Holandsko)
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e Poloxamer 407, Pluronic® F-127 (Merck, Némecko)
e Polyvinylalkohol (Merck, CR)
e Polysorbat 20, Tween® 20 (Merck, Némecko)

6.3 Pouzité metody
6.3.1 Priprava nanocastic-metoda nanoprecipitace
6.3.1.1 Priprava vodné faze

Ptiprava vodné faze spocivala v rozpusténi surfaktantu v ¢isténé vode. Nejprve se
na analytickych vahach navazil surfaktant, konkrétn¢ se jednalo o Pluronic® F127 ¢i
Polyvinylalkohol do odmérné barky. Navazeny surfaktant se doplnil ¢isténou vodou na
pozadovanou koncentraci (Pluronic® F127 0,1%, PVA 1% roztok). Takto pfipraveny
roztok se nechal michat v digestofi na magnetické michacce pfi laboratorni teploté¢ do
uplného rozpusténi. Po kompletnim rozpusténi se doplnila odpafend voda do ptivodni

hmotnosti.

6.3.1.2 Priprava organické faze

Organickd faze se pfipravila rozpusténim uc¢inné latky (kurkumin) a polymeru
v prislusném rozpoustédle. Nejprve se do vialek na analytickych vahach navazil
kurkumin o hmotnosti 30 mg a polymer o hmotnosti 1,5 mg pomoci kopistky. Do vialek
bylo nasledné ptidano 2 ml acetonu pomoci pipety a nasledné rozpusténo v ultrazvukové
lazni. V pozdé&jsim experimentu se menila organicka faze, kde se vyuzivala smés solventi
acetonu a etanolu v pomérech AC: EtOH (9:1; 8:2; 7:3; 6:4; 5:5).
6.3.1.3 Proces nanoprecipitace

Automatickou pipetou do 10 ml vodné faze (vzorek A, B v duplikatech), ktera se
michala na magnetické michacce, bylo v jednom kroku napipetovano 1 ml organické
faze. Okamzit€¢ doSlo k vytvofeni zakalu ¢i opalescence zpisobené vzniklymi
nanocasticemi. Kadinka s obsahem surové nanosuspenze byla umisténa v digestofi, kde
za stalého michani (300 ot./min) béhem alesponi 1,5 hodin doSlo k uplnému odpateni
organického rozpoustédla. Po odpateni organického rozpoustédla byla nanosuspenze
ptefiltrovana pomoci stiikackového filtru o velikosti pért 1,2 um. V tomto kroku bylo
nutné se vyvarovat bublindm, aby nedochdzelo k ucpéni filtru. Nasledné se takto

piefiltrované vzorky alikvotné rozdé€lily do 4 mikrozkumavek (celkem 16 vzorki).
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6.3.2 Priprava nanocastic-Emulzni odparovaci metoda

6.3.2.1 Priprava vodné faze

Jelikoz vysledky byly nepatrné lepSi po piredchozich experimentech
s Pluronicem® F127 0,1%, tak se pro tuto metodu vyuzival prave tento surfaktant. Roztok
surfaktantu byl pfipraven navazenim a rozpusténim v potiebném mnozstvi ¢isténé vody.
Takto ptipraveny roztok se nechal michat v digestofi na magnetické michacce pii
laboratorni teploté do uplného rozpusténi. Po kompletnim rozpusténi se doplnila

odparena voda do ptivodni hmotnosti.

6.3.2.2 Priprava organické faze

Organickd faze se pfipravila rozpusténim ucinné latky (kurkumin) a polymeru
v etylacetatu. Nejprve se do vialek na analytickych vahach navazil polymer o hmotnosti
30 mg a kurkumin o hmotnosti 1,5 mg. Navazeny polymer a kurkumin byl v ¢ase potieby
rozpustén v 1 ml etylacetatu.
6.3.2.3 Proces ultrasonifikace

Nejprve se pfipravila kadinka, kam bylo pomoci automatické pipety pfeneseno
5 ml vodné faze. Ta byla nasledn¢ umisténa na magnetickou michacku v digestofti a byla
michana za laboratorni teploty. Do druhé kadinky se pieneslo rovnéz 5 ml vodné faze.
Do této vodné faze take pridal 1 ml organickeé faze a tim doslo k vytvoreni surové emulze.
Nasledné¢ byla pouzita ultrazvukova vysokofrekvencni sonda k vytvotfeni energie.
Sonifikace probihala v rozmezi 80 % vykonu pfistroje po dobu 1 minuty za chlazeni na
ledové lazni. Takto vznikla nanoemulze se ptidala ke zbylym 5 ml vodné faze v digestoti
a byla michana do odpafeni organického rozpoustédla. Dalsi kroky byly totozné
s pfedchozi metodou (6.3.3.1).
6.3.3 Centrifugace

Mikrozkumavky se rozdé€lily do centrifugy vzdy naproti sob¢, poté se upevnil
rotor Sroubem a byly nastaveny parametry: rotor 11461, RCF 21 000, teplota: 21 °C, ¢as:
15 min. Po ukonceni centrifugace byly vzorky opatrné vyjmuty. Na vzorcich bylo patrné,
ze doSlo koddéleni wvzniklych nanocastic (sediment na dné mikrozkumavky
a supernatant). Supernatant jsme opatrn€¢ pomoci automatické pipety odsaly tak, aby
nedoslo ke smiseni se sedimentem na dn¢ mikrozkumavky. Zbyly sediment se nasledné
vortexoval a rozpustil v DMSO 1,5 ml. Poté se vzorek ziedil v poméru 1:10 DMSO.

Takto pfipraveny vzorek se zméfil na spektrofotometru.
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6.3.4 Kvantifikace enkapsulovaného kurkuminu

Pfed samotnym méfenim byla sestavena kalibracni kifivka pomoci
spektrofotometru s pouzitim DMSO jako slepého vzorku. Nejprve se navazil kurkumin a
pifidanim DMSO se pfipravila kalibracni tada, kterd obsahovala nasledujici body

kalibrac¢ni kiivky:

Tabulka 1: Body kalibraéni kiivky, riizné koncentrace kurkuminu v DMSO

Vzorek Koncentrace kurkuminu A

v DMSO (ng/ml)
1 0,5 0,07603
2 1 0,14782
3 5 0,70233
4 10 1,39901
5 20 2,79132

Kalibracni krivka

y =0,1392x + 0,0072

2,5 RZ=1
m 2
(8]
c
©
215
o
(%]
2
< 3
0,5
0
0 5 10 15 20 25

Koncentrace kurkuminu [pg/ml]

Graf 1: Kalibra¢ni kfivka, riizné koncentrace kurkuminu v DMSO pii 434,5 nm

Po zfedéni suspenze nanocastic, jak bylo popsano v pfedchozim bodé¢ (viz centrifugace),
byl vzorek ptenesen do borosilikdtové kyvety a na spektrofotometru byla zméfena

absorbance. Mé&feni probihalo pii absorpénim maximu roztoku kurkuminu v DMSO,
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jednalo se o hodnotu 434,5 nm. Namétené hodnoty absorbance se dosadily do rovnice
kalibra¢ni kiivky a poté byla odectena hodnota koncentrace kurkuminu v supernatantu
(ng/ml). Vypoctem pak bylo zjisténo celkové mnozstvi enkapsulovaného kurkuminu

v nanocasticich.

y=0,1392x + 0,0072
Rovnice 3: Vztah mezi absorbanci kurkuminu v DMSO zméteny pii vinové délce 434,5 nm a jeho

koncentraci, kde y je naméfena absorbance a x je koncentrace enkapsulovaného kurkuminu

Nasledné byly vypocitané hodnoty enkapsulaéni efektivity (EE) a drug loadingu (DL).

enkapsulované mnozstvi kurkuminu

EE [%]

= . . x 100
-~ celkové mnozstvi 1é¢iva pfidaného ptivodné béhem ptipravy (mg)

Rovnice 4: Vzorec pro vypocet EE

Enkapsulované mnozstvi lé€iva (mg)

DL [%] x 100

L7 celkova hmotnost nanodéstic (mg)

Rovnice 5: Vzorec pro vypocet DL

6.3.5 Meéfreni velikosti a PDI

K méfeni velikosti ¢astic a PDI byl pouZit pfistroj Zetasizer. Za pomoci
automatické pipety bylo do plastové kyvety pieneseno 100 pl vzorku a nasledné tento
vzorek byl nafedén Cisténou vodou do celkového objemu 1 ml. Kyveta byla umisténa do
pristroje vyrobcem doporu¢enym zplusobem a vzorek byl proméfen. Intenzita
rozptyleného svétla byla detekovana pod tthlem 173°. Velikost a PDI nanocastic byly
vypocitany podle distribuce velikosti na zéklad¢€ intenzity rozptyleného svétla. Viskozita
disperzniho média byla nastavena jako viskozita Cisténé vody. Kazdé méfeni bylo

opakovano trikrat.
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6.4 Disoluce

Ptiprava nanocastic probihala totozné¢ jako v predchozich metodach. Nejprve se
pripravila vodna faze (CiSténa voda, Pluronic® F127), ktera se nechala michat v digestofi.
Pro ptipravu organické faze se pouzily dva typy polymert PLGA E 5/5 a PLGA 7/3. Po
odpareni acetonu nasledovala filtrace vzorkli pomoci stiikackového filtru o velikosti port
1,2 um. Piipravené vzorky se rozdélily do mikrozkumavek stejnym dilem. Nasledovala
centrifugace a promyti ¢isténou vodou, ktera probihala ve dvou cyklech. Prvni purifikace
probihala po dobu 15 minut, RCF 8 000, pti 15°C. Nasledovalo odebrani supernatantu za
pomoci automatické pipety, ktery se nasledné opét centrifugoval pii RCF 10 000 po dobu
15 minut. Opét se odebral supernatant tak, aby nedoslo k poSkozeni sedimentu. Do kazdé
mikrozkumavky se sedimentem bylo napipetovano disolu¢ni médium 0,5 % slozené
z Cisténé vody a Tweenu 20, ktery v tomto experimentu plnil roli solubilizatoru pro
uvolnény kurkumin.

Takto ptipravené duplikaty (celkem 4 vzorky) byly vpraveny pomoci automatické
pipety do dialyzacni membrany (10 cm), kterd byla nasledné zalepena pomoci
akrylatového lepidla. Pfipravené membrany byly vloZzeny do Iékovek, kam se
napipetovalo 10 ml disolu¢niho média a néasledné¢ byly vlozZeny do tiepaci lazn¢€ vyhtaté
na teplotu 37 °C.

V priibéhu disoluce byly pipetou odebirany vzorky o objemu 2 ml v pfedem
stanovenych casech — 0,5 hodiny, 1 hodina, 2 hodiny, 4 hodiny, 8 hodin, 18 hodin, 24
hodin, 48 hodin a 72 hodin. Po odebrani celého objemu disolu¢niho média ve stanoveném
Case se objem znovu doplnil Cistym disoluénim médiem pro zachovani sinkovych
podminek. Tento postup se opakoval u kazdého stanoveného ¢asu az do posledniho casu
odebrani (72 hodin). Vzorky byly nasledné¢ hodnoceny spektrofotometricky pii vlnové
délce odpovidajici absorpénimu maximu roztoku kurkuminu v disoluénim médiu

(L = 424 nm).
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Kalibracni krivka
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Graf 2: Kalibraéni kiivka, rizné koncentrace kurkuminu v 0,5% roztoku Tweenu pii 424 nm

Pro vypocet byla pouzita rovnice:
y =0,0581x + 0,0057

Rovnice 6. kde x je hodnota koncentrace kurkuminu v p/ml a y predstavuje hodnotu absorbance.
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7 Vysledky a diskuze

V ramci praktické Casti byly ptipraveny polymerni nanocastice s enkapsulovanym
kurkuminem. K pfipraveé nanocastic se pouzivaly Ctyii typy polymert, které jsou popsany
nize. Pfi pfipraveé nanocastic byla vyuzita metoda nanoprecipitace a emulzni odpatrovaci
metoda. Béhem experimentalni ¢asti se pracovalo s konstantni hmotnosti PLGA (30 mg),
tak 1 kurkuminu (1,5 mg).

Nejprve se ptipravily nanocastice pomoci metody nanoprecipitace. V prvni casti
byly nanocastice slozené z organické faze za vyuziti acetonu jako rozpoustédla a z vodné
faze, kterd se v prib&hu pfipravy ménila. Konkrétné se zde zkoumal vliv pouzitého
surfaktantu, zejména se jednalo o Pluronic® F127 0,1% a Polyvinylalkohol (PVA) 1%.
V dalsi Casti se soustfedilo na vliv organické faze, kde se k plivodnimu acetonu (AC)
pridal i etanol (EtOH) a jako stabilizator zde byl pouzit PVA 1%. Pracovalo se s riznymi
poméry AC: EtOH (9:1; 8:2; 7:3; 6:4; 5:5). K pfiprave téchto nanocastic byl vyuzit pouze
PLGA A2, ktery vykazoval nejlepsi hodnoty EE a DL.

Dalsi metodou ptipravy nanocastic byla emulzni odpafovaci metoda. Zde byl pouzit
k pripravé pouze surfaktant Pluronic® F127 0,1% a etylacetat jako rozpoustédlo, opét se
pracovalo se v§emi kopolymery PLGA.

V posledni ¢asti byl proveden disolucni test, kde byly pouzity tyto dva kopolymery:
PLGA 7/3 a PLGA E 5/5. Disoluce probihala po dobu 72 hod a hodnotilo se kolik
kurkuminu z ¢astic se uvolni za jednotku ¢asu. Kazdy vzorek byl pfipraven v duplikéatech
a vysledky jsou uvedeny jako priimérnd hodnota téchto dvou méfeni. Hlavni srovnavané

parametry byla EE a DL, velikost a PDI a disolu¢ni profil.
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7.1 Nanodastice pripravené pomoci metody nanoprecipitace

Pomoci metody nanoprecipitace se porovnavaly celkem Ctyii typy PLGA s riiznym
pomérem kyseliny mlécné (LA) a kyseliny glykolové (GA), kde se v prabchu
experimentll ménila jak vodna faze, tak i organickd faze. V prvni Césti Slo zejména o
porovnani nanocastic s riznym typem polymeru a také zkoumdni vlivu zvoleného
surfaktantu na parametry (EE, DL, PDI a velikost). V dalsi ¢asti se zamétilo na vliv
organické faze, kde se kombinovala smés solventii, konkrétné¢ smés acetonu a etanolu.
Béhem téchto experimentl byly pouzity vSechny c¢tyii typy kopolymerti (PLGA E 5/5,
PLGA 5/5, PLGA A2 a PLGA 7/3).

Cilem bylo najit vhodné podminky pro dal$i pfipravu nanocastic. Zvolit tedy takové
rozpoustédlo a stabilizator, jez by vykazovaly vhodnou velikost pro targeting do jaternich
makrofagt (100-300nm) a index polydisperzity by dosahoval témét nulovych hodnot. A
najit vhodny kopolymer PLGA, ktery by poskytl nanoc¢astice s maximalni EE a zaroven

s co mozna nejvyssi hodnotou DL, aby byla zajisténa terapeuticka efektivita.

7.1.1 Nanocastice pripravené za pritomnosti surfaktantu Pluronic® F127-
sledovani vlivu PLGA
Vysledky téchto experimentli jsou uvedeny v grafech 3—5 a tabulce 2. Nejprve byly
pfipraveny vzorky o stejném hmotnostnim poméru mezi kurkuminem a PLGA (w/w)
5 %. V priubéchu ptipravy nanocastic byla hmotnost PLGA (30 mg) a kurkuminu (1,5 mg)
konstantni. Nanocastice byly pfipraveny za pomoci surfaktantu Pluronicu® F127. Zde se

konkrétn¢ zkoumal vliv zvoleného PLGA na urované parametry.
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a) Enkapsula¢ni efektivita

Zavislost EE na polymeru-vodna faze Pluronic® F127
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% 70,00 57,53

E 60,00 47,10 51,76 I

X 50,00 ] = mPLGA5/5
E 40,00 l EPLGAES5/5
>§ 30,00 BPLGA7/3
z 2000 WPLGA A2
© 10,00

o

0,00
PLGA 5/5 PLGA E 5/5 PLGA 7/3 PLGA A2
Typ polymeru

Graf 3: Metoda nanoprecipitace, zavislost EE na pouzitém typu polymeru za vyuziti Pluronicu® F127 jako

vodné faze, organicka faze aceton, ucinna latka kurkumin

b) Drug loading

Zavislost DL na polymeru-vodna faze Pluronic® F127
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PLGA5/5 PLGAES5/5 PLGA7/3 PLGA A2
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Graf 4: Metoda nanoprecipitace, zavislost DL na pouzitém typu polymeru za vyuZiti Pluronicu ®F127 jako

vodné faze, organicka faze aceton, ucinna latka kurkumin
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¢) Velikost

Zavislost velikosti nanocastic na polymeru-vodna faze
Pluronic® F127
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Graf 5: Metoda nanoprecipitace, zavislost velikosti nanocastic na pouzitém typu polymeru za vyuziti

Pluronicu® F127 jako vodné faze, organicka faze aceton, Gi¢inna latka kurkumin

d) PDI
Zavislost PDI na polymeru-vodna faze Pluronic® F127
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Graf 6: Metoda nanoprecipitace, zavislost PDI na pouzitém polymeru za vyuziti Pluronicu ®F127 jako

vodné faze, organicka faze aceton, ucinna latka kurkumin
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7.1.1.1 Hodnoceni parametri (Velikost, PDI, EE, DL)

Tabulka 2: Vysledky zkoumanych parametrti, metoda nanoprecipitace, surfaktant Pluronic® F127

Kopolymer Velikost PDI EE DL
(nm) (%) (%)
PLGA 5/5 152,98 0,064 47,10 2,39
PLGA E 5/5 182,07 0,067 51,76 2,59
PLGA 7/3 183,33 0,066 57,53 2,88
PLGA A2 179,40 0,074 71,91 3,6

Z uvedené tabulky 2 a grafu 5 vyplyva, ze velikost nanocastic je v rozmezi
153-183 nm. Vhodn4 velikost nanocastic pro targeting do jaternich makrofagt ¢ini 100-
300 nm, coz vysledné hodnoty spliuji.

PDI je métitkem rovnomeérnosti distribuce velikosti ¢astic. Hodnota PDI blizké 0
oznacuje homogenni disperzi, zatimco hodnota PDI blizka 1 popisuje zcela heterogenni
disperzi. Hodnoty PDI vSech nanocastic byly nizké (<0,1), coz svéd¢i o uzké distribuci
velikosti ¢astic. [47]

Nejvyssi hodnotu EE dosahoval PLGA A2, ktera ¢inila 71,91 %. To mlze byt
dano strukturou PLGA A2, kterd je rozvétvena na kyseliné polyakrylové a tim muze
zadrzet vice Ucinné latky ve svych intra- a intermolekularnich prostorach. Také PLGA
7/3 dosahoval vysokych hodnot EE (57,53 %). Jedna se o lipofilni polymer, ktery
obsahuje v poméru 75:25 (LA:GA). Nejmensich hodnot EE dosahoval PLGA E 5/5 a
PLGA 5/5. Z uvedenych vysledkt mtizeme usoudit, Ze je zde spojitost mezi siln¢€ lipofilni
ucinnou latkou, tedy kurkuminem a lipofilitou PLGA. Vzhledem k tomu, ze 1 vysledky
PLGA kopolymerti s ekvimolarnim mnozstvim obou monomert dosahly z hlediska
enkapsulacni efektivity uspokojivych vysledkd, zda se, Ze stéZejni vlastnosti pro
enkapsulaci 1é¢iv typu kurkuminu je struktura, molekularni architektura a molarni
hmotnost pouzitého nosice.

Také u DL mlzeme pozorovat vyssich hodnot u PLGA A2 (3,6 %) a naopak

vrwe

strukturou daného polymeru a jeho nizsi afinitou ke kurkuminu, jak je popséano vyse.
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7.1.2 Nanocdastice pripravené za pritomnosti surfaktantu PVA-sledovani vlivu
PLGA
V této kapitole jsou prezentovany vysledky, kde se ménila vodna faze. Namisto
Pluronicu® F127 byl vyuzit Polyvinylalkohol (PVA) 1% (w/v) jako stabilizator ve vodné
fazi. Porovnavaly se opét stejné typy PLGA jako v pfedchozim experimentu.

V nasledujici ¢asti jsou uvedeny grafy 7-10 s hodnotami zkoumanych parametra.

a) Enkapsulacni efektivita

Zavislot EE na polymeru-vodna faze PVA
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Graf 7: Metoda nanoprecipitace, zavislost EE na pouzitém typu polymeru za vyuziti PVA jako vodné faze,

organicka faze aceton, uc¢inna latka kurkumin
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b) Drug loading

Zavislost DL na polymeru-vodna faze PVA
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Graf 8: Metoda nanoprecipitace, zavislost DL na pouzitém typu polymeru za vyuziti PVA jako vodné faze,

organicka faze aceton, ucinna latka kurkumin
¢) Velikost
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Graf 9: Metoda nanoprecipitace, zavislost velikosti nanocastic na pouzitém typu polymeru za vyuziti PVA

jako vodné faze, organicka faze aceton, i¢inna latka kurkumin
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d) PDI
Zavislost PDI na polymeru-vodna faze PVA
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Graf 10: Metoda nanoprecipitace, zavislost PDI na pouzitém typu polymeru za vyuziti PVA jako vodné

faze, organicka faze aceton, G¢inna latka kurkumin
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7.1.2.1 Hodnoceni parametri (Velikost, PDI, EE, DL)

Tabulka 3: Vysledky zkoumanych parametrti, metoda nanoprecipitace, surfaktant PVA

Kopolymer Velikost PDI EE DL
(nm) (“o0) (%)

PLGA 5/5 173,33 0,061 46, 55 2,33
PLGA E 5/5 173, 03 0,079 49,75 2,49
PLGA 7/3 182,97 0,073 51,85 2,59
PLGA A2 176, 68 0,072 55,75 2,79

Z vysledki, které jsou zobrazené v tabulce 3 mizeme konstatovat, ze velikost
nanocastic se pohybuje v rozmezi 170-180 nm. Tato velikost je vyhodné pro terapii
NAFLD, jelikoz castice mohou byt kumulovany v makrofazich MFS v jatrech. Index
polydisperzity (PDI) se pohyboval v rozmezi 0,061-0,079. Tyto hodnoty jsou Zadouci,
PDI by se mél blizit k co nejniz§im hodnotam, coz svéd¢éi o monodisperzni populaci
castic.

DalSim diilezitym hodnocenym parametrem je enkapsulacni efektivita. Z uvedené
tabulky 3 a grafu 7 je zfejmé, ze kopolymer PLGA A2 opét dosahoval nejvyssich hodnot
muze zadrzet vice kurkuminu ve svych intra- a intermolekuldrnich prostorach. Vysokych
hodnot dosahl i kopolymer PLGA 7/3 (51,85 %), coz lze odlvodnit vyssi lipofilitou
tohoto kopolymeru. NejmenSich hodnot nabyvaly kopolymery s ekvimoldrnim
mnozstvim obou monomerd, tedy PLGA 5/5 (46,55 %) a PLGA E 5/5 (49,75 %).
Z uvedenych vysledki mtizeme usoudit, ze se zde opét projevuje spojitost mezi silné
lipofilnim kurkuminem a lipofilitou PLGA. Také rozvétvenost PLGA hraje vyznamnou
roli ve vyslednych hodnotach EE. Vysledky v tomto experimentu do zna¢né miry koreluji
s témi, které byly ziskdny pro nanocastice pfipravené za pouZziti Pluronicu® F127.
Zavérem muzeme fici, Ze vysledky EE vSech ¢tyt kopolymert jsou uspokojivé (pohybuji
se okolo 50 %), ale ptesto zde mizeme popsat rozdily v hodnocenych parametrech, ty
mohou byt dany strukturou a molekularni hmotnosti daného PLGA.

Hodnoty DL vykazuji stejny trend jako u hodnot EE, kdy nejvysSich hodnot
dosahuje PLGA A2, a naopak nejnizSich hodnot dosahuje PLGA 5/5. Z vysledkl

experimnetu Ize usoudit, ze v korelaci s hodnotami EE, nejvys$Sich DL hodnot nabyval
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kopolymer PLGA A2. To je dano nepravidelnou strukturou jeho molekul s vétSim

mnozstvim mezimolekularnich prostor.

7.1.3 Porovnani nanocastic za vyuziti surfaktanti: Pluronic® F127, PVA

Zde se konkrétn¢ zamétime na vliv zvoleného surfaktantu na vlastnosti
nanocastic. Pfi nanoprecipitaci ptisobi jako stabilizatory vodné faze. Jak uz bylo zminéno,
béhem piipravy se pouzival Pluronic® F127 0,1% a PVA 1%.
Nasim cilem bylo zvolit, co nejvyhodnéjsi surfaktant a polymer pro dalsi ptipravu
nanocastic. V nasledujici tabulce 4 a v grafech 11-14 je shrnuti vSech zjistovanych

parametrl za vyuziti metody nanoprecipitace.

Tabulka 4: Metoda nanoprecipitace, shrnuti vysledki, Pluronic ® F127xPVA

Parametry EE (%) DL (%) Velikost (nm) PDI

Surfaktant Pluronic PVA Pluronic | PVA | Pluronic PVA Pluronic PVA

PLGA 5/5 47,1 46,55 2,39 2,33 152,98 173,33 0,064 0,061

PLGA E 5/5 51,76 49,75 2,59 2,49 182,07 173,03 0,067 0,079

PLGA A2 71,91 55,75 3,6 2,79 179,4 176,68 0,074 0,072

PLGA 7/3 57,53 51,85 2,88 2,59 183,33 182,97 0,066 0,073
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a) Velikost

Zavislost velikosti na polymeru-vliv surfaktantu
PVAxPluronic® F127
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W Pluronic F127 PVA
Graf 11: Zavislost velikosti na polymeru vliv surfaktantu PVAXPluronic® F127, metoda nanoprecipitace

Béhem ptipravy nanocastic se pouzival roztok surfaktantu k tomu, aby dochdzelo
k vytvoreni adekvatné velkych ¢€astic s nizkou hodnotou PDI. Z uvedeného grafu je
patrné, Ze vysledné velikosti se nijak zdsadn€ nelisi a dany surfaktant nema velky vliv na
velikost Castic. Velikost molekul je teda ziejmé determinovana pouzitou metodou,
koncentraci polymeru, rychlosti pfidavani organické faze do vodné a pouzitym

rozpoustédlem, jak ve své praci popsala Daniela Kozackova. [27]
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b) PDI

Zavislost PDI na polymeru-vliv surfaktantu
PVAxPluronic® F127
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Graf 12: Zavislost PDI na polymeru vliv surfaktantu PVAxPluronic® F127, metoda nanoprecipitace

Vysledky ukazuji, ze dané surfaktanty nevykazuji rozdilné hodnoty PDI.
Zakladnim pozadavkem bylo dosdhnout hodnot pod 0,2, aby nanocastice byly
monodisperzni, coz spliuji oba dva surfaktanty. Vysledky jsou ve shod¢ s dostupnou
literaturou, kde se napt. Murakami a kolektiv popsali, Ze metoda nanoprecipitace je

charakteristickd unimodalni populaci vyslednych castic [52].
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¢) Enkapsulaéni efektivita

Zavislost EE na polymeru-vliv surfaktantu
PVAxPluronic® F127
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Graf 13: Zavislost EE na polymeru vliv surfaktantu PVAxPluronic® F127, metoda nanoprecipitace

vvvvvv

kterd je definovana koncentraci zapouzdiené uUCinné latky, v pfipad¢ této prace
kurkuminu, zjisténou ve findlni formulaci, v porovnani s pocate¢ni koncentraci pouzitou
k ptipravé Castic.

Pokud se zamétfime na vybér surfaktantu, mizeme konstatovat pouze nevyznamné
rozdily ve vysledcich za vyuZziti PVA 1% a Pluronicu® F127 0,1%. Vyjimkou jsou
vysledky dosazené s vétvenym polymerem PLGA A2, kde bylo za pouziti Pluronicu®
F127 dosazeno vyznamné vyssich hodnot EE (Graf 13) Vyssich hodnot enkapsulaéni
efektivity nabyval surfaktant Pluronic® F127 u vSech typii PLGA oproti PVA. Nicméné
1ze konstatovat, Ze volba stabilizatoru se nezda byt z hlediska EE klicovym parametrem

pro piipravu kurkuminem medikovanych nanocastic.
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d) Drug loading

Zavislost DL na polymeru-vliv surfaktantu
PVAxPluronic® F127
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Graf 14: Zavislost DL na polymeru vliv surfaktantu PVA a Pluronic® F127, metoda nanoprecipitace

Drug loading je parametr, ktery je definovan pomérem hmotnosti enkapsulované
ucinné latky a hmotnosti nanocastic. Nejlepsi vytéZznost mizeme vidét u PLGA A2 za
vyuziti Pluronicu® F127. Co se tyka porovnani dvou surfaktantli pouZzitych v této praci,
tak opét nelze konstatovat markantni rozdily v hodnotach. Obecné vSak vysSich hodnot
EE a DL dosahoval surfaktant Pluronic® F127.

Z publikované prace, kde byly rovnéZ pfipraveny nanocastice s enkapsulovanym
kurkuminem za pouziti kopolymeru PLGA A2 a acetonu jako organické faze a kde se
zamétovalo na porovnani druhu a koncentrace surfaktantu vyslo, Ze vysSich hodnot EE
dosahovaly nanocastice za pouziti 0,1% Pluronicu® F127 (20,1 %) nez za vyuziti 1%
PVA (18,3%). Rozdily ve vyslednych hodnotach jsou rovnéz minimalni, to ndm potvrzuje
fakt, Ze volba stabilizatoru se nezda byt z hlediska EE klicovym parametrem pro ptipravu
kurkuminem medikovanych nanocastic. Z citované prace Daniely Kozackoveé se zda byt

stézejni koncentrace surfaktantu nez jeho samotna volba. [27]
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7.1.4 Nanocastice pripravené za piitomnosti riznych poméri AC:EtOH

V tomto experimentu byl pouzit kopolymer PLGA A2, ktery v ptedchozich
experimentech vykazoval nejvyssi hodnoty. Vodna faze byla slozena z 1% roztoku PVA.
Organické faze byla po dobu experimentu ménéna v nasledujicich pomérech acetonu a
etanolu: 9:1; 8:2; 7:3; 6:4; 5:5.

V nésledujicich grafech jsou uvedeny vysledky méteni, zejména $lo o EE a DL.

a) Enkapsulacni efektivita

Zavislost EE na PLGA A2

70 organicka faze AC:EtOH riizné poméry
=X 60 55,75
8
=50
L
% 40 34,91 33,73
= 29,43 29,93
SSEL
> o 18,27
o
Y
< 10
L
0
1 9:1 8:2 7:3 6:4 5:5

PLGA A2

Graf 15: Metoda nanoprecipitace, zavislost EE na polymeru PLGA A2 za vyuziti PVA jako vodné faze,

organicka faze AC:EtOH v riznych pomérech, uc¢inna latka kurkumin
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b) Drug loading

Zavislost EE na PLGA A2
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Graf 16: Metoda nanoprecipitace, zavislost DL na polymeru PLGA A2 za vyuziti PVA jako vodné faze,

organicka faze AC:EtOH v riznych pomérech, G¢inna latka kurkumin

V tomto experimentu byl pozorovan vliv organické faze za vyuziti metody
nanoprecipitace na ur¢ované parametry. Z grafi mizeme vycist, ze dosahované hodnoty
jsou vyrazné nizs§i nez u predchoziho experimentu za vyuziti acetonu. Pozoroval se
rovn&Z vliv riznych pomérd AC:EtOH. Jako stabilizator byl zvolen PVA. Z dostupné
literatury je patrné, ze aceton ma vyssi afinitu k PLGA nez k PVA zatimco u etanolu je
tomu naopak. [52] Cilem tohoto experimentu bylo ovéfit, zda rychlejsi difuze etanolu
z nanokapének béhem precipitace povede k vy$si EE. Tento pfedpoklad se bohuzel
nepodaftilo potvrdit. NejvySsich hodnot EE dosahoval PLGA A2 za vyuziti poméru AC:
EtOH (9:1), kde hodnota ¢ini 34,91 % a naopak nejmensich hodnot (18,27 %) nabyval
pomér AC: EtOH (5:5). Z vysledki miizeme vyvodit zavér, ze s piibyvajicim mnozstvim
etanolu, klesa 1 EE a rychlost tvorby suspenze je tedy nepifimo imérna mife enkapsulace
kurkuminu. Pro dosazeni vysSich hodnot enkapsulace je tedy zfejmé tfeba rychlost
precipitace zpomalit, ale v literatufe se nepodatilo dohledat relevantni zdroj a z Casovych
divodi nebyl tento experiment proveden.

RovnéZ i hodnoty DL dosahuji vyrazné nizSich hodnot oproti ¢istému acetonu.
Z uvedenych vysledkt je tedy patrné, ze se neni vhodné pouzit smés s vyssim podilem

etanolu.
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7.2 Nanocdastice pripravené za pomoci emulzni odparovaci metody

Béhem experimentalni ¢asti se porovnaval také vliv pfipravy nanocastic na

hodnocené parametry. Z ptedchozich vysledkl se vyhodnotil Pluronic® F127 0,1% jako

vhodnéjsi surfaktant pro pfipravu nanocastic, a pravé z tohoto diivodu byl vyuzit i nyni.

Nanocéstice byly pfipravovany pomoci emulzni odpafovaci metody viz 6.3.2.

V nasledujicich grafech 17-20 jsou prezentovany vysledky.

a) Enkapsulacni efektivita

Zavislost EE na polymeru- vodna faze Pluronic® F127
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Graf 17: Emulzni odpafovaci metoda, zavislost EE na pouzitém typu polymeru za vyuziti Pluronicu

® F127 jako vodné faze, organicka faze aceton, G¢inna latka kurkumin
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b) Drug loading
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Graf 18: Emulzni odpafovaci metoda, zavislost DL na pouZitém typu polymeru za vyuziti Pluronicu ®F

127 jako vodné faze, organicka faze aceton, t¢inna latka kurkumin

¢) Velikost nanocastic
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Graf 19: Emulzni odpafovaci metoda, zavislost velikost nanocastic na pouzitém typu polymeru za vyuziti

Pluronicu ®F 127 jako vodné faze, organicka faze aceton, u€inna latka kurkumin
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d) PDI

Zavislost PDI na polymeru-vodna faze
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Graf 20: Emulzni odpafovaci metoda, zavislost PDI na pouzitém typu polymeru za vyuziti Pluronicu® F

127 jako vodné faze, organicka faze aceton, G¢inna latka kurkumin
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7.2.1 Hodnoceni parametra (Velikost, PDI, EE, DL)

Tabulka 5: Shrnuti vysledkt, emulzni odpafovaci metoda, Pluronic ® F127

Parametry EE [%] DL [%] Velikost [nm] | PDI
PLGA 5/5 32,67 1,63 237,6 0,132
PLGA E 5/5 35,51 1,78 2442 0,186
PLGA A2 23,88 1,11 212,6 0,283
PLGA 7/3 28,22 1,41 229,1 0,25

Z uvedenych hodnot v tabulce 5 je patrné, Ze velikost nanocastic piesahuje
aglomerati. Jak bylo zminéno v pfedchozich hodnocenich, tak i tyto hodnoty spliuji
velikost 100-300 nm, ktera je potfebna pro cilenou distribuci do MFS.

Index polydisperzity se pohybuje v rozmezi (0,132 az 0,283). U kopolymerii
obsahujicich stejny pomér monomerti, tedy PLGA 5/5 a PLGA E 5/5 mlzeme povazovat
hodnoty za monodisperzni. Ostatni hodnoty, kopolymer PLGA A2 a PLGA 7/3, jsou
nevyhovujici, coz znafi nerovnomérné rozloZzeni velikosti castic ve vzorku a
polydisperzité. To by mohlo vést k nezadoucim zméndm vlastnosti nanocastic, které by
pfimo ovliviiovaly jejich interakci s cilovymi buiikami a jejich endocytozu.

Hodnoty EE nejsou pfili§ uspokojivé a jsou nizsi nez ty, kterych bylo dosazeno za
vyuziti nanoprecipitace. Nejvyssich vysledkt EE nabyval kopolymer PLGA E 5/5 (35,51
%). Nejmensi hodnotu dosahoval PLGA A2 (23,88 %). Vysvétleni pravdépodobné
spociva v pouzité metod¢ ptripravy, kdy mize dochazet k Uniku 1éCiva z vnitini faze ve
fazi emulgace, kdyZ je navic soustava vystavena vysokoamplitudovému ultrazvuku, ktery
napomaha solubilizaci kurkuminu ve vodné fazi. K dalSimu uniku lé¢iva mize dochéazet

1 ve fazi odpatovani emulze.
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7.2.2 Porovnani nanocastic za vyuZiti metod: Nanoprecipitace (NPM), Emulzni
odparovaci metoda (ESE)

Tato kapitola je zaméiena na porovnani metod, pomoci nichz byly nanocastice
piipraveny. Jednd se o metodu nanoprecipitace a emulzni odpafovaci metodu, jejichz
popis najdeme v kapitolach 6.3.1. a 6.3.2. Konkrétn¢ se jedna o nanocéstice ptipravenych
za pomoci surfaktantu Pluronicu® F127. Opét byly porovnavany parametry jako je EE,
DL, PDI a velikost. Hodnoceny byly vSechny ¢tyii typy kopolymert. V nasledujici

tabulce 6 jsou uvedeny vysledné hodnoty téchto parametrt.

Tabulka 6: Nanoprecipitace (NPM)*x Emulzni odpafovaci metoda (ESE)

Parametry EE (%) DL (%) Velikost (nm) PDI

Metoda NPM | ESE |NPM | ESE NPM ESE | NPM | ESE

PLGA 5/5 47,1 | 32,67 | 2,39 1,63 | 152,98 | 237,6 | 0,064 | 0,132

PLGAES/S | 51,76 | 35,51 | 2,59 | 1,78 | 182,07 | 244,2 | 0,067 | 0,186

PLGA A2 | 7191 | 23,88 | 3,6 1,11 179,4 | 212,6 | 0,074 | 0,283

PLGA 7/3 | 57,53 | 28,22 | 2,88 | 092 | 183,33 | 229,1 | 0,066 | 0,25
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a) Velikost
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Graf 21: Zavislost velikosti na polymeru, Pluronic® F127, metoda nanoprecipitace vs emulzni odpafovaci

metoda

Z uveden¢ho grafu 21 je patrné, ze vysSich hodnot velikosti dosahovaly
nanocastice pfipravené za pomoci emulzni odpafovaci metody. Béhem emulzni
odparovaci metody mohlo dojit k tvorbé aglomerati zejména v primarni fazi emulze a
tim tak ovlivnit vysledky velikosti.

To mohlo zapficinit také fakt, Ze béhem tvorby emulze je dilleZité stabilizovat fazové
rozhrani po delSi dobu neZ u metody nanoprecipitace, kde se Céstice témét vytvori
okamzité. ZvySenim koncentrace pouzit¢ho surfaktantu by mohlo byt fesenim, jelikoz by

mohlo dojit ke snizeni povrchového napéti mezi fazemi a tim i tvorby mensich ¢astic.
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b) PDI

Zavislost PDI na polymeru
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Graf 22: Zavislost PDI na polymeru, Pluronic® F127, metoda nanoprecipitace vs emulzni odpafovaci

metoda

Oproti metodé nanoprecipitace zde vidime nariist i hodnot PDI. Hodnoty
polydisperzity (Graf 22) se pohybovaly u emulzni odpatovaci metody v rozmezi (0,132
az 0,283). U PLGA 5/5 a PLGA E 5/5 mizeme hodnoty povazovat za monodisperzni, u
nevyhovujicich vzorkti (hodnota vyssi nez 0,2) mohlo dojit rovnéz k agregaci vzniklych

¢astic zejména ve fazi primarni emulze.
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¢) Enkapsulaéni efektivita
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Graf 23: Zavislost EE na polymeru, Pluronic® F127, metoda nanoprecipitace vs emulzni odparovaci

metoda

Rovnéz 1 hodnoty EE (Graf 23) jsou i o vice nez 50 % niz§i nez u metody
nanoprecipitace. Nejvyssi hodnota byla dosazena u PLGA E 5/5 (35,51 %). Naopak u
metody nanoprecipitace dosahoval nejvyssich hodnot PLGA A2 (71,91 %). Tyto
vysledky mohly byt ovlivnény nékolika faktory jako je jizZ zminéna struktura polymeru,
molekularni hmotnost a rovnéZz v tomto konkrétnim ptipadé i metoda ptipravy nanocastic,

ktera zde hrala stézejni roli.
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d) Drug loading
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Graf 24: Zavislost DL na polymeru, Pluronic® F127, metoda nanoprecipitace vs emulzni odpafovaci

metoda

Hodnoty DL, které jsou zndzornény v grafu 24, jsou rovnéz nizké oproti metodé
nanoprecipitace. Toto je pravdépodobné zptisobeno unikem 1é¢iva z emulzniho systému,
kdy pravé kapalnd povaha vnitini faze snaze umoznuje enkapsulovanym léCiviim
prechdzet do vnéjsi faze. Zavérem miZeme fici, Ze emulzni odpatfovaci metoda neni
natolik vhodna jako metoda nanoprecipitace. MiZze zde dochazet k tvorbé aglomerath a
tim padem i k negativnimu ovlivnéni vysledki.

Z publikované prace na pfipravu nanocastic s kurkuminem, kde se porovnavaly
rovnéz tyto dvé metody piipravy (ESE a NPM) a pouzivaly se tfi typy kopolymeru PLGA
(PLGA 5/5, PLGA A2 a PLGA 7/3), mizeme zjistit, Ze nanocastice vytvoiené NPM jsou
vyrazné mensi neZ pripravené ESE metodou, rovnéZ jejich PDI je mensi. Hodnoty EE a
DL také dosahovaly menSich hodnot za vyuzZiti metody ESE. Rozdily spocivaly
v porovnani kopolymerti PLGA, kde v této praci dosahoval nejvysSich hodnot EE PLGA
7/3 u obou metod piiprav, a naopak nejmenSich hodnot dosahoval PLGA A2.
Z vyslednych hodnot mizeme usoudit, Ze metoda ESE je mén¢ vhodné&jsi na ptipravu
nanocastic s enkapsulovanym kurkuminem nez metoda NPM.

V jiné praci se cililo na porovnani kopolymerdt PLGA A2 a PLGA 5/5, kde se

v pribéhu prace menila nejprve hmotnost kurkuminu a pak také kopolymeru.
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Z uvedenych vysledkti v dané praci vzdy dosahl vyssich hodnot EE kopolymer PLGA
A2. To je vysvétleno rozvétvenou strukturou kopolymeru PLGA A2. [48]

V dalsi praci zamétujici se na porovnani téchto dvou kopolymerti rovnéz dosahuje
vysSich hodnot EE a DL PLGA A2 (cca 60 %). Opét se tento jev vysvétluje strukturou
polymeru, ktera je vétvena. Tato vétvend struktura je zifejm¢ schopna zadrzet vétsi
mnozstvi kurkuminu nez struktura linearni u PLGA 5/5. [49]

Zavérem tohoto experimentu miizeme fict, Ze vhodnou metodou pro tvorbu
nanocastic s kurkuminem je metoda nanoprecipitace. Ze vSech Ctyf pouzivanych
kopolymerti vychazi, Zze nejvyssich hodnot EE dosahuje kopolymer PLGA A2 diky své
rozvetvené struktufe za vyuziti Pluronicu® F127. Zda se, Ze volba stabilizatoru nema
velky vliv na urCované parametry, velkym faktorem je zde spiSe struktura a molekularni
hmotnost kopolymeru. Naproti tomu vybér rozpoustédla a metody piipravy hraji
vyznamnou roli ve vysledcich. Ukézalo se, Ze nahrazeni acetonu smési rozpoustédel
acetonu a ethanolu nemd pozitivni vliv na parametry, konkrétné na enkapsulacni

efektivitu a drug loading.
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7.3 Disoluce

Béhem disoluce se hodnotily dvé formulace pfipravené pomoci nanoprecipitace,
které¢ dosahly uspokojivych vysledkl a se kterymi je pocitano do in vitro experimentl
(PLGA 7/3 a PLGA E 5/5). Kuvolnovani kurkuminu dochazelo v disolu¢nim médiu
0,5% roztoku Tweenu 20. Béhem disoluce se odebiralo 2 ml disolu¢niho média v predem
stanovenych Casech (2 hodiny, 1 hodina, 2 hodiny, 4 hodiny, 8 hodin, 18 hodin, 24 hodin,
48 hodin a 72 hodin). Cilem bylo zjistit celkové uvolnéné mnozstvi kurkuminu v % ve

stanoveny cas.

Tabulka 7: Vzorky pfipravené pro disoluci

Kopolymer w/w (%) m kurkumin (mg) m PLGA (mg)
PLGA 7/3 5 1,5 30
PLGA E 5/5 5 1,5 30

Nasledujici tabulky uvadéji celkové procentudlni mnozstvi uvolnéného kurkuminu

z obou polymert vztazenych na EE.

Tabulka 8: Priibéh disoluce nanocastic z PLGA E 5/5, disolu¢ni médium: 0,5 % roztok Tweenu 20, Gi¢inna

latka kurkumin

Cas [hod] m za &as [mg] celkové uvolnéné mnozstvi v %
0,5 0,0059 0,81
1 0,0088 1,21
2 0,013 1,78
4 0,0212 2,9
8 0,0405 5,54
18 0,1226 16,76
24 0,1748 23,89
48 0,3324 45,44
72 0,4908 67,1
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Tabulka 9: Priub¢h disoluce nanocastic z PLGA 7/3, disolu¢ni médium: 0,5 % roztok Tweenu 20, G¢inna

latka kurkumin

Cas [hod] m za &as [mg] celkové uvolnéné mnozstvi v %
0,5 0,0042 0,64
1 0,0068 1,04
2 0,011 1,68
4 0,0163 2,49
8 0,0268 4,09
18 0,0821 12,55
24 0,1161 17,74
48 0,2223 33,96
72 0,344 52,55

Z hodnot v tabulce 8 a 9 byla sestrojena kumulativni disolu¢ni kiivka:

Disoluce kurkuminu v 0,5% Polysorbatu 20
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Graf 25: Disoluéni profily nanocéstic z PLGA 7/3 a PLGA E 5/5
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Experiment uvoliiovani kurkuminu z polymernich nanocastic byl proveden za
ucelem zjisténi vlivu polymeru na kinetiku uvoliiovani. Oba polymery vykazuji stejnou
kinetiku uvoliiovani kurkuminu, jedna se o kinetiku nultého fadu. [50]

Z uvedeného grafu 25 je patrné, Ze uvolilovani kurkuminu probihalo rychleji
z PLGA E 5/5, kdy po 72 hodinach dojde k uvolnéni az 67 % kurkuminu. Afinita mezi
polymerem a kurkuminem je u PLGA E 5/5 niz8i, zatimco u PLGA 7/3 vyssi. To
vzajemné souvisi s hodnotami EE, které ukazuji, Ze mira interakci mezi PLGA E 5/5 a
kurkuminem je nizsi nez u PLGA 7/3. Vyssi afinita kurkuminu k PLGA 7/3 je dana tim,
ze se jedna o vice lipofilni polymer diky vysSimu zastoupeni kyseliny mlécné v porovnani
sPLGA E 5/5. Uvolnovani kurkuminu z lipofilnéjs§iho polymeru tedy celkem

ocekavatelné probiha pomaleji.
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8 Zavér

Diplomovéa prace se zabyvala polymernimi nanoc¢asticemi jako platformou pro
dodani ve vod¢ Spatné rozpustnych 1é¢iv. Jako modelové 1é¢ivo byl zvolen kurkumin,
Posuzovanymi parametry byla velikost, index polydisperzity, enkapsulacni efektivita,
drug loading a disoluce 1éc¢iva.

Ugelem bylo najit optimalni podminky, tedy najit takové nanoéastice, které by
splitovaly rozmezi velikosti 100—300 nm pro targeting do jaternich makrofagti, PDI nizsi
nez 0,2, aby se zajistila monodisperzita ¢astic a rovnéz dosahnout vysokych hodnot EE a
DL pro zajisténi terapeutické efektivity.

Ukazalo se, ze b&hem experimentii vSechny pfipravené nanocéstice spliuji
pozadavek velikosti pro targeting do jaternich makrofagt. Index polydisperzity dosahuje
témét ve vSech pfipadech nizkych hodnot (<0,2), ¢astice lze povazovat tedy za
monodisperzni. Nevyhovujicich vysledkiit PDI se docililo béhem ptipravy emulzni
odpatfovaci metodou, kde doSlo ke zvySeni hodnoty PDI nad 0,2. To je vysvétleno
vznikem aglomerati béhem tvorby primarni emulze. Hodnoty EE jsou rovnéz ve vSech
pripadech uspokojivé. Nejlepsich vysledkt EE (71,91 %) dosahuje PLGA A2 pomoci
metody nanoprecipitace, to je vysvétleno rozvétvenou strukturou tohoto kopolymeru.
Z vysledki, kde se zkoumal vliv pouzitych surfaktanti lze dojit k zavéru, ze druh
pouzitého surfaktantu nema vyraznou roli na vysledné hodnoty urCovanych parametrti. Z
pozorovani vlivu organické faze na enkapsulacni efektivitu a drug loading vyplyva, ze
s rostoucim mnozstvim etanolu klesa EE. Predpoklad, ze rychlost tvorby ¢éstic bude
pozitivni pro sledované parametry se nepodafilo potvrdit. Proké4zalo se, Ze zasadni vliv
na EE a DL ma zvoleny kopolymer. Zejména struktura a molekuldrni hmotnost daného
PLGA je stézejni vlastnosti pro vysledné hodnoty. Rozvétvené molekuly jsou tedy
ideédlnimi kandidaty jako nosice 1éc¢iva.

V zavéru byla pouzita emulzni odpatfovaci metoda, kde vysledky jasné ukazuji, ze
tato metoda je méné¢ vhodnd pro pfipravu nanocastic nez metoda nanoprecipitace.
Hodnoty EE nabyvaji az o polovinu mensich hodnot.

Béhem experimentalni ¢asti se rovnéz provadél test disoluce, kde se porovnavaly

dva typy polymert (PLGA E 5/5, PLGA 7/3). Z provedenych disolu¢nich testa vyplyva,
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ze pro fizené uvoliovani je lepsi polymer PLGA 7/3, ze kterého se 1éCivo uvoliluje

pomaleji, vysvétlenim mize byt vyssi afinita kurkuminu k lipofilnéj$imu polymeru.
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