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ABSTRAKT

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra Farmaceutické technologie

Skolitel: PharmDr. Ondfej Holas, PhD.

Konzultant: Mgr. Barbora Boltnarova

Poslucha¢: Natalie Wurzel

Néazev diplomové prace: Piiprava a hodnoceni nanocastic pro cilenou 1écbu

zanétlivych onemocnéni

Nanocastice jsou ve zdravotnickych védach vyuzivany kromée jiného pro cilené dodani

1é¢iv. Toho se vyuziva pro terapii nadorovych a chronickych zanétlivych onemocnéni.

Cilem této diplomové prace bylo piipravit nanocéastice vhodné pro cilenou lécbu
zanétlivych onemocnéni. Ukolem bylo stanovit idedlni koncentraci uéinné latky, ktera
zajisti vysokou enkapsulacni efektivitu a drug loading. Zkoumal se také rozdil mezi

nanocasticemi pfipravenymi z PLGA 5/5E a PLGA 7/3A.

Nanocastice byly piipraveny metodou nanoprecipitace. Matrici nanocastic tvofil
PLGA s riznym pomérem kyseliny mlécné a glykolové. Jako organické rozpoustédlo
dexametazon acetat. Vodnou fazi tvofil 0,1% vodny roztok Pluronicu F-127. Mezi
hodnocené parametry vzniklych nanocastic pattila velikost, index polydisperzity, zeta

potencial, enkapsulaéni efektivita a drug loading.

Vysledky ukazuji, Ze nejvyznamnéjsi vliv na vlastnosti nanocastic mé¢la koncentrace
1écive latky pouzita po ptipravu. Typ pouzitého polymeru na vysledné nanocastice

nemél vyznamny vliv.

Klicova slova: Nanocastice, polymery, biodegradovatelnost, makrofagy, zanct,

targeting



ABSTRACT

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradci Kréalové

Department of Pharmaceutical Technology

Supervisor: PharmDr. Ondfej Holas, PhD

Consultant: Mgr. Barbora Boltnarova

Student: Natalie Wurzel

Title of Thesis: Preparation and evaluation of nanoparticles for targeted treatment of

inflammatory diseases

Nanoparticles are used in the health sciences for, among other things, targeted drug

delivery. This is used for the therapy of cancer and chronic inflammatory diseases.

The aim of this diploma thesis was to prepare nanoparticles suitable for targeted
treatment of inflammatory diseases. The task was to determine the ideal concentration
of the active substance, which would ensure high encapsulation efficiency and drug
loading. The difference between nanoparticles prepared from PLGA 5/5E and
PLGA 7/3A was also investigated.

Nanoparticles were prepared by the nanoprecipitation method. The matrix of the
nanoparticles was composed of PLGA with different ratios of lactic acid and glycolic
acid. Acetone was used as the organic solvent. The encapsulated active substance was
the anti-inflammatory dexamethasone acetate. The aqueous phase was consisted of a
0.1% aqueous solution of Pluronic F-127. The evaluated parameters of the resulting
nanoparticles included size, polydispersity index, zeta potential, encapsulation

efficiency, and drug loading.

The results indicate that the concentration of active substance used for the preparation
had the greatest influence on the properties of the nanoparticles. The type of used

polymer had no significant impact on the final nanoparticles.

Key words: Nanoparticles, polymers, biodegradability, macrophages, inflammation,

targeting
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UvOoD

Nanotechnologie pfedstavuje rozsifujici se vyzkumnou oblast. V celé fad¢ odvétvi se
jejimu vyuziti posledni roky vénuje velka pozornost. Siroké uplatnéni nachizeji
nanocastice 1 ve zdravotnictvi. Dillezitym ptikladem, ktery je pfedmétem zkoumani
mnoha studii, je cilené podani 1é¢iv. Podani 1é¢iva ve formé nanocastic s sebou totiz

piinasi mnozstvi benefitl, které maji vliv na zlepSeni vysledka terapie.

Své uplatnéni nachazeji nanocasticové systémy piedevsim v modernich zobrazovacich
metodach, teranostice a terapii riznych forem rakoviny. Pravé terapie nadorovych
onemocnéni, kde se pouzivaji léCiva s Sirokym spektrem nezadoucich Ucinkt, je

typickou ukazkou toho, jak mohou nanoformulace zefektivnit 1écbu.

Dal$im piikladem cilené 1é€by je 1écba zanétlivych onemocnéni, kdy se vyuziva
pasivniho zacileni na makrofagy, které maji v regulaci zanétu zésadni ulohu. Kli¢ovou

roli v tomto podani hraji fyzikaln€ chemické vlastnosti nanocastic.

Pro ptipravu nanocastic 1ze vyuzit rizné metody. Vzdy je dulezité zvazit jejich vyhody
a nevyhody a vybrat optimdlni metodu pro pfipravu konkrétniho typu nanocastic.
Materidly pouzivané pro pfipravu nanocastic by mély byt biokompatibilni a

biodegradovatelné.

Ptiprava nanocastic a jeji optimalizace je tedy pro piipadné pouziti v praxi zakladnim
kamenem. Na tuto problematiku byla zaméfena experimentalni cast této prace, kde
bylo cilem nalezeni optimalnich podminek pro ptipravu polymernich nanocastic, které

by mohly byt vyuzity pro dal§i experimenty.



TEORETICKA CAST

1 Nanotechnologie

Nanotechnologie je védecky vyzkumny obor. Piedpona ,,nano®, kterd je soucasti
samotného terminu, zaroven patfi mezi piredpony soustavy SI. Pochazi z feckého
ozna&eni pro trpaslika a znamena jednu miliardtinu (10~) zakladni jednotky. Jiz podle

pojmenovani je tedy zfejmé, Ze se tento obor zabyva objekty malych rozmeéra. (1)

Miuizeme se setkat i s pojmem nanovéda, jednotlivd oznaceni bychom ale méli
rozliSovat. Zatimco nanovéda studuje struktury s velikosti v rozmezi 1 az 100 nm,

nanotechnologie se zabyva jejich praktickym vyuzitim. (1, 2, 3)
1.1 Vznik a vyvoj nanotechnologie

Termin ,,nanotechnologie* poprvé pouzil japonsky fyzik Norio Taniguchi v roce 1974,
nicmén¢ zminky o vyuZziti nanoc¢astic v praxi mame jiz z dob starovéku. NejstarSim
ptikladem jsou Lykurgovy pohary pochézejici ze 4. stoleti. Jejich jedine¢nost spociva
ve zméné barvy v zavislosti na svétle. Pfi¢inou tohoto efektu jsou obsazené
nanokrystaly kovi. Pfedpoklddame ovSem, ze tehdejsi sklafi si neuvédomovali, ze
pti jejich vyrobé buduji zaklad nového technického oboru, ktery v budoucnu dosahne

takového rozmachu. (1, 4, 5)

Za zakladatele oboru nanotechnologie je povazovan americky fyzik a nositel
Nobelovy ceny Richard Phillips Feynman. V roce 1959 na vyro¢nim zasedani
neziskové organizace American Physical Society v Kalifornském technologickém
institutu pfedstavil svou piedndsku There's Plenty of Room at the Bottom: An
Invitation to Enter a New Field of Physics (v pfekladu Tam dole je spousta mista:
Pozvanka ke vstupu do nového svéta fyziky). Béhem ni posluchace seznamil se svou
vizi manipulace s latkou na Grovni molekul a atomd. Tato schopnost podle jeho slov
umozni vznik novych materidli s unikdtnimi vlastnostmi a vyrobu pfistroji
miniaturnich rozméra, které¢ by mohly najit uplatnéni v rtiznych oborech. Feynmanovy

mySlenky pfildkaly pozornost mnoha dalSich osobnosti, postupné vznikaly nové
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vyzkumné prace zabyvajici se touto problematikou a doslo ke spousté dulezitych

objevi a zjisténi. (1, 2, 5)

Zasadni pfinos mélo sestrojeni skenovaciho tunelového mikroskopu a mikroskopu
atomdrnich sil v 80. letech minulého stoleti. Tyto pfistroje umoznily nejen presnou
vizualizaci, ale prav€ i manipulaci s molekuldrnimi a atomdrnimi strukturami.
Myslenky, kvili kterym byl Feynman diive oznacovan za snilka, se tedy nakonec

vyplnily. (2, 4, 5)

V disledku prudkého vzestupu zéjmu byl pokrok v dalSich letech jesté rychlejsi. Po
celém svété zacaly vznikat investiCni programy a vyzkum se postupné rozsifil do vSech
pramyslové vyspélych zemi. V poslednich letech je velky daraz kladen i1 na
odpovidajici vzdélavani v oblasti nanotechnologii, coz je dillezitym aspektem pro dalsi

rozvoj. (2, 4)
1.2 Vyuziti nanotechnologie

Dnes uz je nanotechnologie multidisciplindrnim oborem a s nanocasticemi se
setkavame i v bézném zivoté. V nasledujicich podkapitolach jsou uvedeny a stru¢né
popsany alespon n¢jaké ptiklady. Podrobnéji je popsdno vyuziti nanotechnologii ve

zdravotnictvi, coz souvisi s tématem této prace.

1.2.1 Textilni primysl

Diky nanotechnologii se v dnesni dobé mizeme setkat s textiliemi rtiznych vlastnosti.
Existuji naptiklad latky odolné proti roztrzeni ¢i uSpinéni, latky nemackavé ¢i latky,

které zabraiiuji prostupu mikroorganismda. (6, 7)
1.2.2 Potravinarsky priumysl a zemédélstvi

Pouziti nanotechnologii v zemé&délstvi, napiiklad ve formé nanohnojiv
a nanopesticidi,, zvySilo nejen produktivitu, ale i1 kvalitu ziskanych plodin.
V potravinaistvi se nanoCastice vyuzivaji jako barviva, chutova korigencia,
konzervacni nebo protispékavé latky. Doslo také k inovaci obalti, diky kterym si ted’

potraviny zachovavaji kvalitu a Cerstvost delsi dobu. (7-9)
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1.2.3 Kosmeticky primysl

I v kosmetickych ptipraveich se dnes nanocastice vyskytuji pomérné bézn¢. Piikladem
mohou byt nanocastice oxidu titani¢itého a oxidu zine¢natého. Ty jsou soucasti
nekterych opalovacich pripravkii. Oproti klasickym minerdlnim filtrim se Iépe
nanaseji a nezanechavaji na pokozce bily povlak. Déle lze uvést nanocastice oxidu

zelezitého, jez funguji jako pigmenty v dekorativni kosmetice. (4, 6, 7)

1.2.4 Ochrana Zivotniho prostredi

Mnoho nanotechnologickych inovaci ma pozitivni vliv na nasi planetu. Pouzivaji se
napiiklad pii ¢isténi vod, pud a ovzdusi. Ke snizovani znecisténi zivotniho prostiedi
prispivaji ale 1 nepfimo. Jejich zasluhou se rozsifuje vyuzivani obnovitelnych zdrojt

energie a vznikaji také materidly s delsi Zivotnosti. (1, 6)

1.2.5 Elektronika

Znaény pokrok piinesla aplikace nanotechnologie do oblasti elektroniky. Dochézi
k vyrob¢ stidle mensich soucastek, coz vede ke vzniku kompaktnéjSich produkta.
Vyvinuly se materidly s lep$imi mechanickymi, tepelnymi ¢i elektrickymi vlastnostmi
a také materialy umoziujici zhotoveni flexibilni elektroniky. Dalsi vyhodou je také

produkce energeticky Uspornéjsich zatizeni. (1, 6, 10)

1.2.6 Zdravotnictvi

Velkd pozornost je posledni roky vénovand také vyuziti nanotechnologii ve
zdravotnictvi. Nano¢astice a nanomaterialy maji v tomto oboru velmi dileZitou roli,

zejména diky obrovskému potencialu a Siroké moznosti jejich uplatnéni. (11-14)

Nanocastice se pouzivaji v zobrazovacich technikach, jako je naptiklad magnetickd
rezonance, optickd koherentni tomografie, pozitronovd emisni tomografie C¢i
jednofotonova emisni pocitacova tomografie. Tyto pokrocilé techniky vedou
k ziskavani snimkl s vysokym rozliSenim a kontrastem, coz lékaiim umoziiuje

v€asnou, a predevsim pfesnou diagnostiku. (6, 12, 13, 15)
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K dispozici jsou nyni i inovativni diagnostické metody, které disponuji vyssi citlivosti
a specifi¢nosti. Jako ptiklad lze uvést nanocastice v biosenzorech, které Ize vyuzit
naptiklad k detekci ionti tézkych kovu ¢i bakteridlni kontaminace nebo ke stanoveni
hladiny glukézy v krvi. Dalsim ptikladem mohou byt kovové a polovodicové
nanocastice. Ty maji diky zlepSenému rozptylu svétla a absorpcnich vlastnosti

obrovsky potencial nejen pro diagnostiku, ale i terapii rakoviny. (6, 11, 16)

Nanotechnologie vedly také ke vzniku nanomateriali, které napodobuji biologické
struktury a jsou kompatibilni s lidskym télem. Toho se vyuziva pii zhotovovani
kloubnich, kostnich ¢i zubnich nahrad a k podpofe regenerace poskozenych organd.

(6, 13, 16)

Nanotechnologie se uplatiuji i pii vyvoji vakcin. Nanovakciny maji vétsi stabilitu,
vyvoléavaji lepSi imunogenicitu a maji dlouhodobé;jsi tcinek. Vyuzivaji se v boji proti
infekénim onemocnénim, v soucasnosti probihaji ale 1 preklinické a klinické studie

nanovakcin protinadorovych. (6, 17, 18)

Ve vyzkumné fazi jsou také programovatelné stroje s velikosti v fadu nanometra. Tyto
nanoroboty by mohly nejen usnadnit praci 1ékafiim, ale také by mohly pfinést mnoha
zlepSeni tykajici se chirurgickych zakrokd, cileného dodavani 1é¢iv nebo diagnostiky.

(16, 19)

Nékteré nanocastice disponuji baktericidnimi vlastnostmi. Pfikladem mohou byt
nanocastice stiibra, které se vyuzivaji k pfedchdzeni bakteridlnich infekci nebo
k jejich 1éEbe. Jsou soucasti zdravotnickych prostiedkl k oSetieni ran, kryti na rany,

rousek nebo mohou tvofit potahovou vrstvu chirurgickych nastrojt. (20)

Posledni zptisob, ktery je v tomto vyctu uveden, je vyuziti nanocastic pro cilenou

distribuci 1éCiv. Na tuto problematiku se podrobné&ji zaméiuje kapitola 3.

2 Nanodéastice

Nanocastice tvoifi zakladni stavebni jednotku nanomateridli. Uvést jednoznacnou

definici jejich velikosti je pomérné slozité. Obvykle se setkavame s tvrzenim, Ze

13



nanocastice by mély mit alesponn jeden rozmér ve velikosti 1 az 100 nm.
V praxi se ovSem nejcastéji sekavame s nanocasticemi, které maji velikost v rozmezi

100 az 200 nm. (1, 2, 5, 21-23)

Atom Molekula Virus Bakterie Tecka Tenisovy mi¢
100 nm 0,001 mm 1mm 10 cm
Nanodastice

Obrazek 1 Velikost nanocastic (23)

Nanocastice miizeme klasifikovat podle chemické struktury do tfech zdkladnich tfid,

které se nasledné dale d¢li. (3, 14, 21)

e Anorganické
o Kvantové tecky
o Uhlikové nanotrubicky
o Kovové nanocastice
e Organické
o Lipozomy
o Dendrimery
o Polymerni nanocastice
e Hybridni

o Nanopény

Dalsi text bude zaméfen na polymerni nanocastice, jelikoZ pravé ty byly

v experimentalni ¢asti pfipravovany a hodnoceny.
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2.1 Polymerni nanocastice

Polymerni nanoc¢éastice mohou mit formu nanosfér ¢i nanotobolek. Nanosféry jsou
homogenni matricové ¢astice. Molekuly lécivé latky mohou byt adsorbovany na
povrchu nebo dispergované uvniti nanocastice. Nanotobolky jsou vezikularni
systémy, jejichz struktura je tvoiena jadrem a polymernim obalem. Molekuly 1écivé

latky se u takovych nanocéstic nachédzi obvykle v jadre. (10, 24, 25)

Polymerni matrix Polymerni obal
® ®
y / Létiva \. .. e / Léciva \. L] -
.. ® / latka ; .: ® / latka\.
@ . . ° . & . @ -———Jadru o »
X . / e I @
b > [ ° 9 @ °
N L ) LA
Nanosféry Nanotobolky

Obrazek 2 Nanosféry a nanotobolky (25)

Pro ptipravu polymernich nanocastic 1ze pouzit riizné polymery, konkrétni typ vSak
ovlivni vlastnosti vyslednych nanocastic. Zakladni déleni polymert je podle jejich
puvodu, tedy na polymery pfirodni a syntetické. Pfirodni polymery, mezi které fadime
naptiklad albumin, kolagen, zelatinu, elastin, alginat, chitosan ¢i dextran, se ovSem
tolik nevyuzivaji. Dlivodem je jejich rozdilna Cistota a potieba zesitovani, které by
ovSem mohlo zpusobit denaturaci 1é¢ivé latky. V dnesni dob¢ se tedy vice pozornosti
vénuje polymertim syntetickym. Ty muazeme dale rozdélit na polymery

biodegradovatelné a nebiodegradovatelné. (18, 26)

Jako priklad nebiodegradovatelnych polymerd lze uvést polyakrylamid
a polymethakrylat. Od pouziti této skupiny polymert se ovSem také upustilo.
Nebiodegradovatelné polymery se totiz ukladaji v bunikdch a tkanich a dochézi tak

k chronickému toxickému pasobeni na lidsky organismus. (27)

Mezi biodegradovatelné polymery fadime kyselinu polymlécénou (PLA), kyselinu
polyglykolovou (PGA), kopolymer kyseliny mlécné a glykolové (PLGA), poly(e-
kaprolakton) a polyalkylkyanoakrylaty. Ne vSechny biologicky odbouratelné

materidly jsou ovSem povazovany za bezpecné pro aplikaci u lidi. Naptiklad
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polyalkylkyanoakrylaty jsou v lidském téle degradovany za vzniku toxickych
produktt. Idealni polymer by mél tedy kromé biodegradovatelnosti spliiovat také

pozadavky na biokompatibilitu. (18, 28-30)
2.1.1 PLGA

PLGA je jednim z nejlépe charakterizovanych a nejcastéji pouzivanych polymerti pro
piipravu nano¢astic. Jeho terapeutické pouziti u lidi schvalil americky Utad pro

kontrolu potravin a 1é€iv 1 Evropska 1ékova agentura. (18, 28, 31)

PLGA je linearni alifaticky polyester. Konkrétné se jednd o kopolymer mlécné
kyseliny (LA) a glykolové kyseliny (GA). Fyzikalné chemické vlastnosti PLGA jsou
zavislé pfedev§im na molekulové hmotnosti a poméru LA a GA. Struktura PLGA je
uvedena na Obréazku 3, kde x znamend pocet molekul GA a y pocet molekul LA. (27-

29, 31)

HO O

Obrizek 3 Struktura PLGA (28)

PLGA lze vyuzit pro dodani 1é¢iv s riznou molekulovou hmotnosti. Jako ptiklad lze

-----

antibiotika, antagonisty narkotik nebo inzulin. (26, 29)

Hlavni vyhodou PLGA je odbourdavani na produkty, které jsou pro lidské télo
neSkodné. Diky obsazené esterové vazbé je PLGA v téle hydrolyzovan za vzniku
endogennich latek, kterymi jsou LA a GA (viz Obrazek 4). Tyto produkty jsou
nasledné metabolizované prostfednictvim Krebsova cyklu na oxid uhli¢ity a vodu.
Rychlost degradace PLGA nanocéstic je ovlivnéna tadou faktorti, mezi které patii
velikost nanocéstic, molekulovd hmotnost pouzitého polymeru, obsazena 1é¢iva latka

a jeji mnozstvi, pH a teplota prostiedi. (27, 28, 31)
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Jednotlivé PLGA se mohou lisit v koncové skupin€é. Ta mize ovlivnit vlastnosti
vznikajicich nanocastic, jako je enkapsulacni efektivita (EE), stabilita ¢i rychlost
degradace. Naptiiklad PLGA s koncovou esterovou skupinou je hydrofobnéjsi nez
PLGA zakonceny kyselinou. Hydrofobnégjsi jsou také ty PLGA, které obsahuji vyssi
zastoupeni LA neZ GA. Dlvodem je methylova skupina v molekule LA, ktera

Cvwr

s vodou a diky tomu je degradace takového polymeru zpomalena. (28, 32, 33)

O @]
ho ‘} H:O O HO
HO OtH —» 4o + \])J\ ~
0 H degradace \)J\DH O-H
i CHs
PLGA kyselina glvkolova kyselina mlécna

Obrazek 4 Hydrolyza PLGA (28)
3 Cilena distribuce 1é¢iv

Nanocastice umoziuji dodavat 1éCiva piimo na misto pozadovaného uUc¢inku. Tato
cilena distribuce neboli targeting se t¢si velkému zajmu v oblasti zdravotnického

vyzkumu, jelikoZ ptinasi celou fadu vyhod. (6, 34)

Vzhledem k malym rozmériim jsou nanocasticové systémy dobie vstiebavany. Cilené
podavani zvysuje ucinnost 1éCby, jelikoz dochéazi ke koncentrovani ucinné latky na
misté, kde je ji potfeba. To také dovoluje sniZit mnozstvi podavaného léciva. Diky
minimalizaci plisobeni 1é¢iv na okolni tkané se snizuje mnozstvi nezddoucich ucinkd,
coz pozitivné ovliviiuje i compliance pacienta. Nanocastice umoziuji 1 fizeni rychlosti
uvoliiovani 1é¢iva a jsou vhodnou volbou také pro zvyseni rozpustnosti ve vod¢ Spatné
rozpustnych 1é¢iv. Enkapsulace 1é¢iva do nanocéstic mlize slouzit také k ochrané
samotného 1é¢iva, naptiklad pred inaktivaénim plisobenim enzymu. (6, 7, 11, 27, 34,

35)

Zacileni Ize dosdhnout metodou aktivniho ¢i pasivniho targetingu.
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3.1 Pasivni targeting

Pasivni targeting vyuziva k cilené distribuci fyzikalné chemické vlastnosti nanocastic,
mezi které patii velikost, povrchovy naboj a hydrofobicita. Vliv ma ale také cesta

podani a zdravotni stav pacienta. (27, 36)

Pro pasivni cileni se mnohdy vyuzivaji nanoc¢astice podané intravendzng. Lidské télo
je ovSem vybaveno systémem, ktery rozpoznava a odstranuje cizorodé Castice, které
se v krvi objevi. Timto ochrannym systémem je retikuloendotelovy systém (RES).
Salma N. Tammam a kol. (27) nebo Fabienne Danhier a kol. (31) ve svych pracich
popisuji, jakym zptsobem k tomuto ¢isténi dochézi. Ve chvili, kdy cirkulujici proteiny
(opsoniny) pfijdou do kontaktu s cizorodou castici, navazi se na jeji povrch. Takto
oznacené cCastice jsou ndsledné snadno rozpoznadny a pohlceny fagocytujicimi
buitkami. Monocyty, makrofagy a dendritické buniky, které fadime mezi fagocytujici
buiiky, souhrnné oznacujeme jako mononuklearné fagocyticky systém (MPS). MPS se
nachazaji v krvi a riznych tkanich, v nejvetsi mife jsou ovSem zastoupeny v mistech,
kde probihd zanét. Makrofagy totiz hraji v regulaci zdnctu hlavni roli. Existuji dva
zakladni typy makrofagi, které se zasadné lisi svou funkci. Aktivované M1 makrofagy
vykazuji prozanétlivou aktivitu. Uplatiiuji se pii eliminaci patogentl, zabraiiuji rozvoji
rakoviny, ale mohou byt také pivodcem chronickych zanéti. Aktivované M2
potlaceni imunitni odpovédi ale mohou zplsobiti rist nadorfi. V zavislosti na
podnétech a signalech dochézi ke zméné polarizace a tim 1 ke zméné typu makrofagu.
Pravé RES a MPS predstavuji u nékterych podanych latek prekazku, ktera je potteba
piekonat. V jinych pfipadech, jako je napiiklad lécba zanétlivych onemocnéni, se
ovSem cileni na MPS vyuziva. Podanim nanoc¢éstic s vhodnymi vlastnostmi lze totiz
jejich vychytavani makrofagy podpoftit. Vhodnou volbou 1é¢ivé latky 1ze poté ovlivnit
polarizaci makrofagl. Prikladem muze byt cilené podani nanocastic obsahujicich
kortikosteroidy, které inhibuji diferenciaci makrofaghh smérem k typu M1 a naopak

pusobi polarizaci makrofagli smérem k typu M2. (27, 29, 37, 38)

Jak jiz bylo zminéno, o osudu podanych nanocastic ovSem rozhoduji pfedevsim jeji

vlastnosti, kterym je vénovan nasledujici text.
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Velikost

Velikost je velmi dilezitym parametrem, jelikoz predurcuje, jak budou nanocastice
prostupovat do tkani, zda budou vychytavany MPS, nebo v jakych organech se budou
akumulovat. Castice mensi nez 30 nm se rychle eliminuji ledvinami. Del3i dobu
cirkulace maji Castice s velikosti 30 nm az 100 nm, jelikoZ nejsou odstraiiovany
ledvinami, ale zaroven neaktivuji RES a nejsou tedy odstranovany ani MPS. Delsi
doba setrvani v systémovém ob&hu umoziiuje, aby 1é¢ivo stihlo dosdhnout cilového
mista. Castice o velikosti 100 nm az 6 pm jsou aktivné opsonizovany, vychytavany
MPS a dochazi k jejich hromadéni v jatrech a slezin€. Nejvice dochéazi k vychytavani
castic s velikosti 100 az 300 nm, a proto se prave tyto nanocastice vyuzivaji pro cileny
targeting do makrofagt, ¢ehoz lze vyuzit v 16¢bé zanétlivych onemocnéni. Castice
s velikosti 6 um az 10 um se vychytavaji v plicich, ¢ehoz se vyuziva v terapii plicnich
nadort. Pro cileni na solidni nddory se uplatituji nanocastice s velikosti 30 az 200 nm.
Akumulace v nadorové tkani je umoznéna diky tzv. efektu zvySené permeability
aretence. Nadorova tkan je z divodu zvysené potieby Zivin nadmérné€ prokrvena, mezi
jednotlivymi bunikami cévni stény jsou ale vétsi prostory, které jsou pti¢inou zvysené
permeability. Typické je také mensi mnozZstvi lymfatickych cest, které by nanocéastice,
jakozto cizi latky, mohly odvadét. Diky témto faktorim se nanocastice v nadorové

tkani akumuluji vice nez v tkanich zdravych. (27, 36)
Povrchovy naboj

Nabité ¢astice jsou opsonizovany piednostné. Piitomnost naboje ovliviiuje také misto,
kde budou c¢astice akumulovany. Vysledky studii ukazuji naptiklad to, Ze inhala¢né
podané kladné nabité Castice se akumuluji v plicich, jejichz alveoly maji na svém
povrchu negativni ndboj. (27, 29, 31, 39) Ve studii Xiao Kai a kol. (40) bylo zjisténo,
ze vysoce kladné ¢i zdporné nabité miceldrni nanocastice na bazi kyseliny
oligocholové, jejichZ povrch byl modifikovan navazanim polyethylenglykolu (PEG),
byly vychytavany makrofagy a dochazelo k jejich hromadéni v jatrech. Naproti tomu
nanocastice s mirn¢ negativnim nabojem se vice akumulovaly v nadorové tkani.

Podobna zjisténi prinesla také prace He Chunbai a kol. (41) I vysledky jejich studie
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ukazaly, Ze nanocastice s mirné negativnim nabojem se akumulovaly v nadorové tkani

ve vétsi mife nez v jatrech.

Néboj Ize s vyuzitim vhodnych latek zménit. Jako piiklad 1ze uvést negativné nabité
nanocastice obsahujici PLGA, u nichz se k tipravé standartné vyuziva polymer PEG.

Vysledné castice jsou poté neutralni. (27, 31, 39)
Hydrofobicita

Studie prokazaly, ze ¢im vice je povrch Castice hydrofobni, tim rychleji dochézi
k opsonizaci. Pro prodlouzeni doby cirkulace 1ze povrch hydrofobnich ¢astic upravit
vyuzitim hydrofilni latky. Pouzit lze PEG, polyethylenoxid, polyvinylpyrrolidon,
kyselinu polyakrylovou, poloxamer, poloxamin ¢i hydrofilni polysacharidy. Je tieba

myslet ale 1 na to, ze pfes membrany prostupuji latky hydrofobni. (27, 31, 35, 39)
3.2 Aktivni targeting

V ptipad¢ aktivniho targetingu se pro zacileni vyuziva navazani signalnich molekul na
povrch nanocastice. Vybér vhodné signalni molekuly je klicovy. Je tieba vybrat
takovou molekulu, ktera bude schopna navézat se na receptor nadmérné exprimovany

v cilovém misté. (27, 42)

Navazanymi molekulami mohou byt proteiny (protilatky a jejich fragmenty), peptidy,
nukleové kyseliny (aptamery), malé molekuly (kyselina listova), vitaminy nebo
sacharidy. Vazba molekul k nanocasticim muize byt nekovalentni ¢i kovalentni.
U nekovalentni vazby se uplatiuji elektrostatické nebo hydrofobni interakce.
U vazby tohoto typu ovSem hrozi vytlaceni navdzané¢ho ligandu plazmatickym
proteinem s vyssi afinitou k povrchu nanocastice. Z toho diivodu se vice vyuziva vazba

kovalentni, ktera je stabilngjsi. (27, 39, 42)
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4 Priprava polymernich nanocastic

Existuji dva zakladni typy pfipravy nanocastic. Prvnim typem je metoda bottom-up
(zdola nahoru). Pfi ni dochézi k syntéze nanocastic z mensich stavebnich jednotek,
kterymi jsou monomery. Mezi bottom-up zplsob piipravy fadime emulzni
a mikroemulzni polymerizaci, radikdlovou polymerizaci nebo mezifdzovou

polymeraci. (1, 10, 21, 34)

Druhym zakladnim typem je metoda top-down (shora dol1), kdy nanocastice vznikaji
z ptedem ptipraveného polymeru. Mezi top-down zplsob ptipravy fadime metodu
odpafovani rozpoustédla, vysolovani, emulzni difuzi, ionickou gelaci, dialyzu,

technologii superkritickych tekutin ¢i nanoprecipitaci. (1, 10, 34)

Detailni informace tykajici se tohoto tématu lze nalézt v praci Carlose E. Asteta
a Cristiny M. Sybliové (43). Pouze pfiprava nanoc¢astic metodou nanoprecipitace je
popsana podrobnéji, jelikoz byla vyuzita pro pfipravu nanocastic v experimentalni

¢asti této prace.

Obrazek 5 Top-down, Bottom-up (44)
4.1 Nanoprecipitace

Nanoprecipitace je jednoducha, rychld a reprodukovatelna metoda, ktera nevyzaduje
slozité¢ vybaveni ani velké mnoZzstvi energie. DalSim benefitem je zisk nanocastic
s dobie definovanou velikosti a uzkou distribuci velikosti. Principem je vyuziti dvou
vzajemné¢ misitelnych rozpoustédel, kdy polymer a 1é¢iva latka jsou rozpustné pouze

v jednom z nich (organické rozpoustédlo). (3, 27)
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Vnéjsi (vodnd) faze miize obsahovat surfaktant. Jako surfaktant se pouziva napiiklad
poloxamer. Vnitini (organickd) faze se vytvofi rozpuSténim polymeru
a léciveé latky v organickém rozpoustédle. Jako organické rozpoustédlo se vyuziva
aceton, ethanol, dimethylsulfoxid nebo izopropylalkohol. B&zné¢ pouzivanymi
polymery jsou polymery syntetické, jako naptiklad PLGA, PLA, PGA nebo Eudragit.
K vytvoreni nanocastic dochazi ve chvili, kdy je k michajici se vodné fazi pridana faze
organicka. Organické rozpoustédlo rychle difunduje do vodné faze, nahlou zménou
okolniho prostiedi se molekuly polymeru vysrazi a zachyti 1é¢ivo. Témét okamzité tak
vznikaji nanocéstice ve formé koloidni suspenze. Organické rozpoustédlo se poté

odstranuje odpatrenim, dialyzou nebo centrifugaci. (10, 18, 27, 32)

Metoda nanoprecipitace lze vyuzit pro enkapsulaci hydrofilnich i lipofilnich 1é¢ivych
latek V ptipad¢ hydrofilnich latek ale vznikaji nanocéstice s nizkou EE a drug loading
(DL). Divodem je nizka afinita hydrofilni 1é€ivé latky k hydrofobnimu polymeru. Pti
pridani organické faze spolu s hydrofilni 1éCivou latkou a polymerem do faze vodné
dochézi k difuzi hydrofilni 1é¢ivé latky do vodného prostfedi. Nanocastice, které
vzniknou, tak obsahuji méné 1&¢ivé latky a zaroven jsou nachylné;jsi k degradaci. (10,

27,32, 43, 45-47)

Mezi faktory, které maji vliv na vlastnosti vzniklych nanocastic, patii typ, koncentrace
a molekulovd hmotnost polymeru, volba organického rozpoustédla, pomér
rozpoustédel, ptitomnost, koncentrace a typ surfaktantu, rychlost michani vodné faze

a rychlost ptidavani organické faze. (10, 18, 32)

Molekulova hmotnost pouzit¢ho polymeru ovliviiuje velikost vzniklych nanocastic.
Z polymeru sniz§i molekulovou hmotnosti vznikaji mensSi nanocCastice, nez
z polymert o molekulové hmotnosti vyssi. Velikost nanocéstic je ovlivnéna také
koncentraci pouzitého polymeru. Se zvySenim koncentrace polymeru se zvySuje
1 pocet polymernich fetézcii na jednotku objemu organického rozpoustédla, coz je
divodem vzniku vétsich nanocastic. S rostouci koncentraci polymeru zaroven roste
1 jeho viskozita. Dsledkem toho dochazi ke zpomaleni difuze organické faze do faze
vodné, coz je dalsi faktor, ktery je pfi¢inou vzniku nanoc¢astic s vétsimi rozméry. (18,

27, 32, 43)
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Cim rozpustngjsi je organické rozpoustédlo ve vodg, tim rychlejsi je jeho difuze do
vodného rozpoustédla a tim men$i nanocéstice vznikaji. (32) Pomér vodného
a organického rozpoustédla ovliviiuje velikost vzniklych Castic. Se zvySenim objemu
vodné faze se velikost vzniklych ¢astic snizuje. Diivodem je zvySena rychlost difuze
organického rozpoustédla do vodné faze. Pomér rozpoustédel ma vliv také na stabilitu.

Nevhodné zvoleny pomér fazi miize byt pti¢inou agregace vzniklych ¢astic. (47, 48)

Ptitomnost surfaktantu sniZzuje tendenci shlukovani vzniklych nanocastic pii jejich
skladovani. Roli hraje ovSem 1 konkrétni typ pouzitétho surfaktantu
a jeho koncentrace. Napftiklad pro Pluronic F-127 plati, ze se zvySujici se koncentraci
dochazi ke snizeni velikosti vzniklych nanocastic, ke zvySeni hodnoty indexu

polydisperzity (PDI) a ke snizeni EE. (10, 18, 32, 50)

Velikost vzniklych nanocastic ovlivituje také rychlost michani. Pti nizké rychlosti
vznikaji vétsi nanocastice, zatimco u vyssich rychlosti vznikaji nanoc¢astice mensi. (51,

52)
I rychlost pfidavani organické faze ma na velikost vzniklych nanocéstic vliv. Pomalé
pfidavani organické faze muize vést k tvorb& castic s veétsi velikosti a vySsi

polydisperzitou. (51)

Lécivo + polymer v
organickém
rozpouitédle

surfaktant ve vodé odparovani suspenze nanofastic

Obrazek 6 Schéma nanoprecipitace (49)
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5 Hodnoceni nanocastic

Jak bylo naznaceno v kapitole o pasivnim targetingu, fyzikaln¢ chemické vlastnosti
nanocastic a jejich znalost je velmi dtlezita. Velikost nanocastic, PDI a zeta potencial
(ZP) maji vliv na osud nanocastic v lidském téle, coz ovlivni 1 G€innost takto podanych
1éciv. Tyto vlastnosti ovlivituji ale i dalsi faktory, kterymi je naptiklad stabilita nebo

bezpecnost. (22)

5.1 Velikost

VEtsi ¢astice mohou piendSet veétsi mnozstvi 1é¢ivé latky. Velikost mé vliv ale 1 na
uvoliovani lé¢iva. Z mensich nanocastic se 1é¢iva latka uvolnuje diky vétSimu povrchu
rychleji nez z nanocastic vétsich. Znalost velikosti nanocastic je dllezita také pro jejich
bezpecné pouziti. Pokud by naptiklad ptipravené nanocastice pro intravendzni podani
byly vétsi nez 200 nm, jejich praktickym vyuzitim by byl pacient vystaven riziku
embolie. (14, 35, 36, 53)

Velikost nanocastic lze stanovit riznymi technikami. Patfi mezi né napfiklad
transmisni elektronova mikroskopie, mikroskopie atomovych sil, sedimentacni
metody ¢i laserova difrakce. Pro stanoveni velikosti nanocastic v kapaliné se ale
nejcastéji vyuziva dynamicky rozptyl svétla (DLS) neboli fotonova korelacni

spektroskopie. (22)

Pfi méfeni metodou DLS je vzorek umistén do kyvety, kterou prochazi
monochromatické svétlo. To se odrazi od pohybujicich se nanocastic. Intenzita takto
rozptyleného svétla se po ur€itou dobu pod urcitym uhlem detekuje. Vzhledem
k ndhodnému pohybu nanocéstic v disperznim médiu se ale intenzita rozptylené¢ho
svétla meni. Fluktuaci intenzity rozptylu pfistroj ZetaSizer od spole¢nosti Malvern
vyhodnocuje za vyuziti tzv. digitdlniho korelatoru. Tato komponenta méfi stupen
podobnosti mezi jednotlivymi hodnotami intenzity svétla. Velikost nanocastic je

nasledné odvozena vyuzitim Stokes-Einsteinovy rovnice. (22, 53, 54)
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Rovnice 1: D — difuzni koeficient, kz — Boltzmannova konstanta, T — teplota [K™'], n — absolutni

viskozita, Rz — hydrodynamicky polomér ¢astic

Sourav Bhattacharjee ve své praci uvadi, Ze vysledné hodnoty ziskané pomoci DLS
mohou byt ovlivnény fadou faktorti, mezi které patii naptiklad koncentrace nanocastic
ve vzorku. Dle zavéra ¢lanku u vzorkll s vyssi koncentraci nanoc¢astic méfenim
ziskame hodnoty nizs$i, nez je skuteCnost. Dlivodem je snizena intenzita rozptyleného
svétla, kterd je detekovana. U vzorkil s niz§i koncentraci nanocéstic zase nemusime

ziskat dostatek rozptyleného svétla, které je pro analyzu potieba. (22)

Laser
Detektar .
W L] s s " -
,.:\":' Digitalni signalowy
™ procesor
Atenudtor (korelator)
Detektor
L
Viorek Pl
N U . 90°
Zaostfovaci
cocka
L

Obrazek 7 Schéma méieni velikosti a PDI (22)
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5.2 Index polydisperzity

Index polydisperzity neboli index heterogenity se pouzivd k charakterizaci Sitky

distribuce velikosti ¢astic v daném systému. (55)

Hodnoty PDI se pohybuji v rozmezi od 0,000 do 1,000. Hodnota PDI 0,000
charakterizuje vzorek s dokonale monodisperzni velikosti ¢astic. V praxi jsou ov§em
za monodisperzni povazovany vzorky s hodnotou PDI mens$i nez 0,200. (55, 56)

Hodnoty PDI lze, stejné jako velikost nanocastic, ziskavat vyuzitim DLS.

5.3 Zeta potencial

V ptipadé, Ze je nabita Castice v disperzi, vytvafi se kolem ni elektricka dvojvrstva. Tu
muzeme rozd€lit na dvé Casti. Vnitini (tzv. Sternova) vrstva obsahuje siln¢ vazané
ionty opacného naboje, nez je naboj nanocastice. Vnéjsi (difuzni) vrstva obsahuje
ionty, které se voln¢€ pohybuji. Hypoteticka rovina, kterd ptisobi jako rozhrani mezi
témito dvéma vrstvami, se nazyva rovina skluzu. ZP charakterizuje elektrokineticky

potencial prave této roviny. (22, 57)
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Rovina skluzu

Castice se zapormym
povrchosym nakajem

Difdzni wrstva

-
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1 Pawrchawy potencial
Sternfly potencial

m\y/

Potencial zeta

Yzdalenost od povrchu Eastice
Obrazek 8 Elektricka dvojvrstva (57)

Hodnoty ZP mohou byt pozitivni &i negativni. Cim vétsi je absolutni hodnota ZP, tim
vetsi je povrchovy naboj nanocastic. (18, 31) Povrchovy naboj ovliviiuje distribuci
nanocastic v organismu a jeji piipadné pfijeti buitkou. Bunécnd membrana nese

negativni naboj, a proto ochotnéji piijima nanocastice s nabojem pozitivnim. (31)

ZP hraje zasadni roli i pro stabilitu koloidnich soustav. Pokud maji nanocastice
hodnotu ZP vyssi nez 30 mV nebo nizsi nez -30 mV, povazujeme disperzni soustavu
za dostatené stabilni. Pfitomnost povrchového ndboje u nanocastic totiz piispiva
k jejich vzdjemnému odpuzovani, ¢imz se zabranuje agregaci. Mezi faktory, které
ovlivituji hodnotu ZP, patii pH vné&jsi faze, iontova sila a koncentrace castic. (3, 22,

35, 57)

Stanoveni hodnoty ZP probih4d pomoci elektroforetického rozptylu svétla. Vzorek je
umistén do cely, kterd ma z obou stran elektrody. Na elektrody je ptfiveden elektricky
proud. Nabité ¢astice se poté vlivem elektrického pole pohybuji k elektrode s opacnym

nabojem. Rychlost jejich pohybu je zavisld pravé na hodnoté ZP. (3, 22)
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Elektrodald_@

Kapilara

Laser vysila paprsek svétla, ktery je pfed prichodem celou rozdélen na dva. Jeden
paprsek slouzi jako referencni, druhy prochazi celou se vzorkem. Pohybujici se nabité
castice dopadajici paprsek rozptyluji. Takto rozptyleny paprsek ma jinou frekvenci nez
paprsek referencni. Tento frekvenéni posun, oznacujici se jako DopplerGv posun, je

pfimo umérny rychlosti ¢astic. Vyuzitim Henryho rovnice poté ziskdme vyslednou

hodnotu ZP. (3, 22)

Obrazek 9 Elektroforeticka cela (57)
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CIL PRACE

Cilem experimentalni casti této diplomové prace bylo pfipravit nanocastice
s optimdlnimi vlastnostmi s ohledem na jejich pldnované vyuziti pro cilenou 1é¢bu
zénétlivych onemocnéni. Ukolem bylo nalezeni idealnich podminek, a to predeviim
vhodny pomér mezi nosi¢em a IéCivou latkou. U vzniklych nanocastic se posuzovala

velikost, polydisperzita, zeta potencial, enkapsulacni efektivita a drug loading.

Pouzité polymery se liSily v poméru kyseliny mlé¢éné a kyseliny glykolové a v koncové
skuping. Koncentrace u¢inné latky, tedy DA, jez se pouzila pro piipravu nanocastic,

byla 0,15 mg/ml, 0,30 mg/ml, 0,60 mg/ml, 1,50 mg/ml nebo 3,00 mg/ml.

Na zdkladé¢ poznatkd predchozich studii byly stanoveny podminky, které by
piipravené nanocastice pro pasivni cileni na makrofagy mély spliovat. Nanoc¢astice by
mély byt hydrofobni, negativné nabité a jejich velikost by méla byt v rozmezi 100 az
300 nm. Aby byla zarucena bezpecnost, stabilita a t¢innost nanocastic pro terapeutické
pouziti, mély by byt pfipravené nanoc¢astice homogenni. Zda maji nanoc¢astice uzkou
distribuci velikosti popisuje hodnota PDI, ktera by méla byt nizsi nez 0,200. DalSimi

zadoucimi vlastnostmi byly dostate¢né vysoké hodnoty EE a DL.
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EXPERIMENTALNI CAST

6 Pouzité pristroje

Analytické vahy (Ohaus, Greifensee, Svycarsko), max. 210 g, d= 0,1 mg
Laboratorni vahy (Kern, Balingen, Némecko), max. 400 g, d=0,01 g
Magnetickd michacka IKA-WERKE RT 5 Power, (IKA, Staufen, Némecko)
100-1000 ot./min

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

ZetaSizer Nano ZS 90 (Malvern Panalytical, Malvern, UK)

HPLC ALS 1329A (Agilent Technologies, Santa Clara, USA)
Spektrofotometr Specord 205 (Analytik Jena, Némecko)

Automaticka pipeta Finnpipette F2 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)
Automaticka pipeta Research plus (Eppendorf, Hamburk, Némecko)

DSC 200 F3 NETZSCH Maia (Netzsch-Geratebau GmhH, Selb, Némecko)

Laminarni box s horizontalnim proudénim (Esco, Barnsley, UK)

7 Pouzité suroviny

Dexametazon acetat (DA; Merck, Praha, CR), My: 434,50 g/mol, logP 2,8
Aceton (PENTA s.r.0., Chrudim, CR)

Acetonitril (ACN, PENTA s.r.0., Chrudim, CR)

Cisténa voda (Katedra farmaceutické technologie FaF UK HK)

Poloxamer 407, Pluronic F-127 (F127; Merck, Praha, CR)

Purasorb PDLG 7502A (PLGA 7/3A) — polymer kyseliny mlécné
a kyseliny glykolové vpoméru 75:25, zakonceny kyselinou, viskozita
0,16 - 0,24 dl/g (Corbion, Nizozemsko)

Purasorb PDLG 5002 (PLGA 5/5E) — polymer kyseliny mlécné
a kyseliny glykolové vpoméru 50:50, zakonceny esterem, viskozita
0,16 - 0,24 dl/g (Corbion, Nizozemsko)

Trehaléza (Merck, Praha, CR)
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8 Pouzité metody

8.1 Priprava nanodcastic

Pro pfipravu nanocastic byla vyuZitd metoda nanoprecipitace, kterd je popsana

v kapitole 4.1. Pfiprava probihala za laboratorni teploty.
Piiprava vnéjsi (vodné) faze

Vnéjsi fazi tvotilo vzdy 10 ml 0,1% vodného roztoku povrchovée aktivni latky, tedy
F127. Roztok byl pfipraven navaZzenim F127 a jeho naslednym rozpuSténim v ¢iSténé
vod¢ za stadlého michani na magnetické michacce (300 ot./min). Koncentrace F127
0,1 % byla zvolela zdmérné, a to na zéklad¢ predchozich praci, kde bylo zjisténo, Ze

se zvysujici se koncentraci této povrchové aktivni latky klesala hodnota EE. (50)
Piiprava vnitini (organické) faze

Vnitini fazi tvofil polymer PLGA 5/5 ¢i PLGA 7/3, aceton a DA v koncentraci
0,15 mg/ml; 0,30 mg/ml; 0,60 mg/ml; 1,50 mg/ml nebo
3,00 mg/ml. Nejprve byly vytvofeny roztoky s u¢innou latkou, tedy s DA. Potiebné
mnozstvi u¢inné latky se navazilo do 1ékovek a nasledné bylo rozpusténo v acetonu,
¢imz vznikly roztoky o pozadovanych koncentracich. Do Cistych 1€kovek se nasledné
navazilo pfesné 30 mg polymeru. Pomoci pipety se poté do kazdé lékovky
s polymerem pfidal 1 ml roztoku DA, ¢imz doSlo k rozpusténi polymeru. Byly

pfipraveny i slepé vzorky, které obsahovaly pouze polymer a aceton.
Nanoprecipitace

K 10 ml vodné faze se za stalého michani na magnetické michacce v jednom kroku
pfidal 1 ml faze organické. Okamzité se objevila opalescence, kterd indikovala
vytvofeni suspenze nanocastic. Nasledujici 2 hodiny se vznikla suspenze ponechala
v digestofi na magnetické michacce, aby doslo k odpareni organického rozpoustédla.
Po uplynul¢ dobé se suspenze pienesla do kalibrované centrifugacni zkumavky

s konickym dnem a byla doplnéna ¢iSténou vodou na objem 10 ml.
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Uprava vzorkii

Vzniklé¢ vzorky byly filtrovany pies stfikaCkovy filtr s velikosti port 1,2 um.
Dulvodem filtrace byla pfitomnost krystali DA, o jejichz pfitomnosti jsme se mohli
pfesvédCit vyuzitim polarizaéniho mikroskopu. Filtraci jsme krystaly ze vzorki
odstranili, abychom pii stanoveni EE neziskali zkreslené wvysledky. Kazdy
prefiltrovany vzorek byl nasledné rozdélen do péti kalibrovanych centrifugac¢nich

zkumavek.

8.2 Meéreni velikosti, PDI a zeta potencialu

Pro hodnoceni téchto vlastnosti se pouzil pfistroj ZetaSizer. Méfeni probihala za
laboratorni teploty. Mé&feni kazdého vzorku probéhlo ve tiech cyklech, kdy kazdy
cyklus obsahoval 10 az 12 méfeni. Vysledné hodnoty jsou pruméry téchto tii cykli.

Nejprve byly vzorky nafedény ¢iSténou vodou v poméru 1:1. Pro méfeni velikosti
a indexu polydisperzity se vyuzily plastové kyvety, které byly naplnény pipetou.
Me¢fteni téchto dvou parametrti probihalo zaroven, a to metodou dynamického rozptylu
svétla (teoreticky popsané v kapitole 5.1 a 5.2). Pro zjisténi ZP byly potieba specidlni
cely s kapilarou a elektrodami. Jejich naplnéni probihalo velmi opatrné za vyuziti
injek¢ni stiikacky, aby se do kyvety nedostaly vzduchové bubliny. Méfeni probihalo

metodou elektroforetického rozptylu svétla (teoreticky popsané v kapitole 5.3).

8.3 Stanoveni EE a DL pomoci HPLC

Pted vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC) se vzorky centrifugovaly.
Uzaviené kalibrované centrifugaéni zkumavky se vlozily do rotoru centrifugy
a centrifugovaly se pfi relativni centrifugacni sile 15 000x g po dobu 15 min za teploty
14 °C. Vyssi centrifugacni sila byla zvolena proto, aby doslo k co nejlepsimu oddé€leni
fazi. Po dokonceni cyklu se zkumavky opatrné, aby nedoslo k opétovnému smiseni,
vyjmuly. Pomoci automatické pipety byl Setrné odstranén Ciry supernatant. Vznikla
peleta se uchovavala v uzaviené mikrozkumavce v chladni¢ce do druhého dne, kdy

probé&hla samotné analyza HPLC.
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V den méfeni se ptipravené pelety rozpustily v 1 ml ACN a od kazdého vzorku byl

pfenesen 1 ml do HPLC vialek.

Pted kazdym méfenim byla vytvoiena nova kalibra¢ni fada (tabulka €. 1). Tu tvofil

roztok DA v ACN v Sesti rtiznych koncentracich.

Nejprve byl vytvoren zasobni roztok DA v ACN o koncentraci 800 uM. K tomu bylo
zapotfebi  spocitat  potfebnou navazku DA a  nésledné¢  dopocitat
1 mnozstvi pfiddvaného ACN. Ostatni roztoky byly poté pfipraveny postupnym
fedénim zésobniho roztoku. Pfipravené roztoky kalibra¢ni fady o pozadovanych

koncentracich byly v objemu 1 ml pfeneseny do HPLC vialek.

Tabulka 1 Body kalibra¢ni kiivky

Molarni koncentrace DA v ACN (uM) Mnozstvi DA (pg) v 1 ml roztoku
800 347,6

400 173,8

200 86,9

100 43,45

10 4,345

0,25 0,108625

Ptipravené vzorky 1 roztoky kalibracni fady byly podrobeny HPLC analyze. Mobilni
fazi tvorila smés ACN a vody vpomeéru 50:50. Jeji prutokova rychlost byla
1 ml/min. Jako stacionarni faze byla pouzita chromatografickd kolona Restek Ultra
100 A o délce 150 mm a priiméru 4,6 mm, obsahujici 5 pm castice ligandu C18. Objem
nasttiku byl 10 pl. DA byl detekovan pii vinové délce 238 nm pomoci UV detektoru.
Retencni ¢as DA byl 5,3 min. Ziskané body kalibra¢ni fady byly prolozeny ptimkou.

V grafu byla zobrazena rovnice této ptimky i hodnota spolehlivosti R2.
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S kazdym méfenim, tedy s kazdou novou kalibra¢ni fadou, byla sestrojena vzdy nova
kalibra¢ni kiivka. I pfes veSkerou snahu totiz neni mozné udrzet zcela totozné
podminky, jelikoZ dochazi naptiklad k mirnému zanaSeni kolony. V nasledujicim

grafu je uveden ptiklad jedné ze ziskanych kalibra¢nich kiivek.
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4000 y = 16,424x - 3,0375

R?=1

AUC

3000
2000

1000

0 50 100 150 200 250 300 350 400
Mnozstvi DA (ug) v 1 ml roztoku

Graf 1 Kalibraéni krivka DA v ACN
Enkapsulacni efektivita, ¢esky také ucinnost zapouzdieni, je procentudlni vyjadieni
mnozstvi 1é¢ivé latky, ktera se zachyti v nanocéstici, z celkového mnozstvi 1é¢ivé
latky pouzité pro pfipravu nanocastic. Hodnota EE byla spocCitdna pomoci nize
uvedené rovnice. (3)
mnoZzstvi enkapsulovaného DA (ug) ve vzorku

EE (%) = x 100
(%) mnozstvi DA pouZitého pro pripravu nanocastic (ug)

Rovnice 2

Mnozstvi enkapsulovaného DA (pg) ve vzorku zjistime vyuZzitim rovnice linearni

funkce.

_ (y+3,0375)
T 16,424

Rovnice 3: x — zji§tované mnozstvi DA (ug) ve vzorku, y — plocha pod kiivkou (AUC)
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Mnozstvi DA pouzitého pro pripravu nanocastic (ug) je rizné pro vzorky s riiznou
koncentraci DA. Hodnoty ziskame vypoctem mnozstvi DA nachazejiciho se v jedné

kalibrované centrifugacni zkumavce.

Tabulka 2 MnoZstvi DA pouZitého pro piipravu nanocastic (ng)

Koncentrace DA v organické fazi | Mnozstvi DA pouzitého pro piipravu
(mg/ml) nanocastic (ug)

3,00 600

1,50 300

0,60 120

0,30 60

0,15 30

Drug loading vyjadfuje, jakou ¢ast nanocCastic zaujima 1é¢iva latka. Hodnota DL byla
spocitana pomoci nize uvedené rovnice. (3)
mnozstvi enkapsulovaného DA (ug) ve vzorku

DL (%) = %X 100
(%) hmotnost nanocastic (ug)

Rovnice 4
8.4 C(isténi vzorku

Pro pouziti ptipravenych nanoc¢astic na bunéénych kulturach je potfeba provést ¢isténi,

které by odstranilo pfipadné necistoty, agregaty a bakteridlni kontaminaci.

Ptiprava vzorkd nanoprecipitaci i nasledna filtrace probihala tak, jak je popséano
v kapitole 8.1. Zhotovené vzorky se v laminarnim boxu s horizontdlnim proudénim
prefiltrovaly ptes sterilni filtr s velikosti port 0,45 um do sterilnich kalibrovanych
centrifugacnich zkumavek. Nasledovala centrifugace pfi relativni centrifugaéni sile
8 000x g po dobu 15 min za teploty 14 °C. Po dokonceni cyklu se zkumavky opatrné
vyjmuly a svyuzitim automatické pipety byl odebran supernatant do dalsi

mikrozkumavky. Odebrany supernatant se znovu centrifugoval, tentokrat pti relativni
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centrifugacni sile 10 000x g po dobu 20 min za teploty 14 °C. I nyni nasledovalo

opatrné odebrani supernatantu, ten uz ale dale vyuzivany nebyl.

Vysledkem tohoto procesu byly 2 mikrozkumavky s peletami od kazdého vzorku. Pro
nasledné uchovani se do kazdé z nich ptidal 1 ml 5% predem piipravené¢ho roztoku
trehalozy. Duplikaty mikrozkumavek se nasledné spojily do jedné mikrozkumavky a
takto zpracované vzorky se nasledn¢ uchovavaly pii teploté -70 °C. Pouzita trehaloza
ma funkci kryoprotektantu, ktery zabraiiuje agregaci nanocastic pii jejich skladovani.

(18)
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VYSLEDKY A DISKUZE

V této kapitole jsou prezentovany a diskutovany vysledky experimentalni ¢asti, ktera
zahrnovala pfipravou polymernich nanocéstic s dexametazon acetitem v rizné
koncentraci metodou nanoprecipitace a jejich nasledné hodnoceni. Cilem bylo
porovnat vlastnosti vzniklych nanocastic v zavislosti na pouzité koncentraci DA
(0,15 mg/ml; 0,30 mg/ml; 0,60 mg/ml; 1,50 mg/ml a 3,00 mg/ml) a typu polymeru
(PLGA 5/5E a PLGA 7/3A). Zkoumanymi vlastnostmi byla velikost Ccastic,

polydisperzita, zeta potencial, enkapsulacni efektivita a drug loading.

Tabulka 3 Naméfené hodnoty nanocastic s PLGA 5/5E

Cislo Koncentrace | Velikost PDI EE (%) DL (%)
vzorku DA (mg/ml) | (nm)

1 0,15 146,7 0,075 22,47 0,11
2 0,15 196,5 0,115 11,37 0,06
3 0,15 138,1 0,068 19,36 0,10
4 0,30 162,6 0,082 20,60 0,21
5 0,30 142,1 0,089 22,86 0,23
6 0,30 - - - -

7 0,60 173,4 0,112 20,17 0,40
8 0,60 137,3 0,083 14,56 0,29
9 0,60 - - - -

10 1,50 154,7 0,078 5,60 0,28
11 1,50 139,6 0,096 7,83 0,39
12 1,50 186,1 0,201 6,98 0,35
13 3,00 189,5 0,089 2,42 0,24
14 3,00 140,1 0,081 2,45 0,25
15 3,00 134,3 0,105 2,83 0,28

Vzorky PLGA 5/5E ¢islo 6 a 9 bohuZel nesly prefiltrovat. Tyto vzorky pravdépodobné
obsahovaly velké mnozstvi krystali DA, nebo pfi nanoprecipitaci vznikly piili§ velké

nanocastice. Divodem vzniku vétSich nanocéstic by mohlo byt pomalejsi ptidani
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organické faze do faze vodné pti ptipravé nanocastic. Z téchto diivoda tyto vzorky

nebyly hodnoceny. (51)

Tabulka 4 Naméfené hodnoty nanocastic s PLGA 7/3A

Cislo Koncentrace | Velikost PDI EE (%) DL (%)
vzorku DA (mg/ml) | (nm)

16 0,15 160,9 0,074 38,87 0,19
17 0,15 155,8 0,080 11,72 0,06
18 0,15 176 0,209 10,52 0,05
19 0,30 176,3 0,083 26,91 0,27
20 0,30 151,8 0,132 15,43 0,15
21 0,30 146,2 0,083 15,42 0,15
22 0,60 - - - -

23 0,60 146,8 0,081 22,21 0,44
24 0,60 153,7 0,086 18,36 0,37
25 1,50 166,2 0,072 14,60 0,73
26 1,50 139,1 0,100 8,23 0,41
27 1,50 140,6 0,080 5,96 0,30
28 3,00 181,8 0,121 4,87 0,49
29 3,00 145,7 0,094 3,91 0,39
30 3,00 143,7 0,099 3,45 0,34

Vzorek PLGA 7/3A &islo 22 se bohuzel pii filtraci rozlil. Zadné hodnoty u tohoto

vzorku tedy nemohly byt zméteny.

9 Velikost nanoc¢astic

Naméfené hodnoty velikosti nanoc¢éstic jsou uvedeny v tabulkach ¢. 3 a 4. Velikost
nanocastic vzniklych z polymeru PLGA 5/5E se pohybovala v rozmezi 134,3
(vzorek ¢. 15; 3,00 mg/ml DA) az 196,5 nm (vzorek €. 2; 0,15 mg/ml DA). Velikost
nanocastic vzniklych z polymeru PLGA 7/3A se pohybovala v rozmezi 139,1 (vzorek
¢.26; 1,50 mg/ml DA) az 181,8 nm (vzorek ¢. 28; 3,00 mg/ml DA). Z téchto vysledkt
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vyplyva, Ze vSechny pfipravené ¢astice splitovaly podminky pro cilenou distribuci do
makrofagovych bungk, jelikoz se jejich velikost pohybovala v rozmezi 100 az 300 nm.

(29)

Naméiené hodnoty velikosti nanocastic pro jednotlivé koncentrace DA a typ pouzitého
polymeru byly zprimérovany a byla stanovena jejich smérodatnd odchylka. Ziskané
hodnoty jsou uvedeny v grafu €. 2. Ze ziskanych hodnot i grafického znazornéni lze
usoudit, Ze koncentrace DA neméla vliv na velikost vzniklych nanocastic. Zaroven
nelze fici, ze by velikost nanocastic ovliviioval pouzity typ polymeru. Velikost ¢astic
bude nejspise ovlivnéna koncentraci polymeru a dal§imi proménnymi, to vSak nebylo

v této praci zkoumano.

200,0

150,0
2
100,0
50,
0,0
0,15 0,30 3,00

0,60 1,50
Koncentrace DA (mg/ml)

Velikost (nm)

o

B PLGA5/5E HMPLGA 7/3A

Graf 2 Priumérna velikost nanoéastic

10 PDI nanocéastic

Nameétené hodnoty PDI jsou uvedeny v tabulkach €. 3 a 4. PDI nanocastic vzniklych
z polymeru PLGA 5/5E se pohybovala v rozmezi 0,068 (vzorek €. 3; 0,15 mg/ml DA)
az 0,201 (vzorek ¢. 12; 1,50 mg/ml DA). PDI nano¢astic vzniklych z polymeru PLGA
7/3A se pohybovala v rozmezi 0,072 (vzorek €. 25; 1,50 mg/ml DA) az 0,209 (vzorek

¢. 18; 0,15 mg/ml DA). Z téchto hodnot vyplyva, Ze téméf vSechny miiZeme povazovat
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za vzorky s uzkou distribuci velikosti nanocastic, jelikoz maji hodnoty PDI nizsi nez
0,200. Pouze vzorek ¢. 12 u PLGA 5/5E (1,50 mg/ml DA) a vzorek ¢islo 18 u PLGA
7/3A (0,15 mg/ml DA) maji hodnotu PDI vyssi nez 0,200, nicméné¢ hodnoty PDI 0,201

a 0,209 nesvédci o vyznamné zvySené polydisperzité.

V grafu €. 3 jsou uvedeny primérné hodnoty PDI spolu se smérodatnymi odchylkami.
V tomto grafu miizeme spatiit, Ze v kontextu pramérnych hodnot polydisperzni
nanocastice nevznikaly. Podobné jako u hodnoceni velikosti ani zde nelze konstatovat,
ze by koncentrace DA nebo pouziti jednoho z polymerti mélo vliv na PDI vzniklych

nanodastic.

0,200

0,150

S 0,100
5
0,050
1
0,000
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Koncentrace DA (mg/ml)

M PLGA5/5E M PLGA 7/3A

Graf 3 Primérna hodnota PDI nanoc¢astic
11 EE a DL nanocastic

Ziskané hodnoty EE jsou uvedeny v tabulkdch ¢. 3 a 4. Hodnota EE pro DA u
nanocastic vzniklych z polymeru PLGA 5/5E se pohybovala v rozmezi 2,42 % (vzorek
¢. 13; 3,00 mg/ml DA) az 22,86 % (vzorek ¢. 5; 0,30 mg/ml DA). EE pro DA u
nanocastic vzniklych z polymeru PLGA 7/3A se pohybovala v rozmezi 3,45 % (vzorek
¢. 30; 3,00 mg/ml DA) az 38,87 % (vzorek €. 16; 0,15 mg/ml DA).
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Zprumérované hodnoty EE jsou reprezentovany v grafu €. 4. Z tohoto grafu je patrné,
ze hodnota EE je ovlivnéna koncentraci u¢inné latky, jez byla pro pfipravu nanoc¢astic

pouzita.

U nanocastic z PLGA 5/5E dochazi ke zvySeni primérné hodnoty EE se zvySenim
vstupni koncentrace DA, az do dosazeni maxima, tedy 21,73%, pfi pouzité vstupni
koncentraci DA 0,30 mg/ml. S dal$im zvySovanim koncentrace pouzit¢ho DA uz

primérnd hodnota EE ovSem klesala, coz mize byt zplisobeno zvySenou mirou

krystalizace DA.

U nanocastic z PLGA 7/3A tak jednoznac¢ny trend vidét nebyl. Nanocastice piipravené
z tohoto polymeru dosahovaly nejvysSich primérnych hodnot EE, konkrétné 20,37 %,
pfi vstupni koncentraci DA 0,15 mg/ml. Hodnota EE u nanocéstic pfipravenych se
vstupni koncentraci DA 0,30 mg/ml a 0,60 mg/ml ovSem nebyla vyznamné odlisna.
Lze si vSak povSimnout, Ze u nanocastic se vstupni koncentraci DA 0,15 mg/ml byla
ziskana priméra hodnota EE zatizena vysokou hodnotou smérodatné odchylky.
Dtivodem je v tomto piipad¢ piedevsim vzorek ¢. 16, ktery dosahoval nejvyssSich
hodnot EE (viz tabulka ¢. 4). Oproti vzorkim ¢. 17 a 18, které byly pfipraveny
pouzitim stejné vstupni koncentrace DA (0,15 mg/ml), se hodnota EE vzorku €. 16
lisila o vice nez 20 %. Podobna situace je patrna také u vzorki €. 19, 25 a 28, které
vykazovaly oproti ostatnim vzorkiim o stejné vstupni koncentraci DA vys$si hodnoty
EE. Rozdily v hodnotach EE u téchto vzorki ovSem nebyly jiz tak vyznamné (viz
tabulka €. 4). U vzorkll nanocastic ptfipravenych z PLGA 7/3A s vys§i vstupni
koncentraci DA bylo, podobn¢ jako u polymeru PLGA 5/5E, patrné sniZzeni hodnot

EE, pravdépodobné zvysenou mirou krystalizace DA.

Zavislost vstupni koncentrace Ui¢inné latky na hodnot¢ EE popsala i Carolina Gomez-
Gaete a kol. (58) V uvedené studii byly pfipraveny nanocastice s dexametazonem
metodou emulzniho odpafovani rozpoustédla. Nanocastice se pfipravovaly za vyuZiti
100 mg polymeru (PLGA 75:25), 5 ml organického rozpoustédla (aceton a
dichlormethan v pomé&ru 1:1), vodny roztok tvofil 0,25% polyvinylalkohol a mnozstvi
dexametazonu pouzitého pro pfipravu se pohybovalo v rozmezi 220 pg az 21 mg.

Pouzité mnozstvi dexametazonu tedy bylo oproti mnozstvi DA v této praci o nékolik
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rada vyssi. Vysledky studie Carolina Gémez-Gaete a kol. ukazuji, ze hodnota EE se
zvySovala a maximalni hodnoty EE, tedy 2,3 %, dosdhly nanocastice, pro jejichz
pfipravu byla pouzita koncentrace dexametazonu 2 000 mg/ml. V této praci bylo
nejvyssi primérné hodnoty EE, tedy 21,73 %, dosazeny pii vstupni koncentraci DA
0,30 mg/ml. Nasledné zvySeni mnoZstvi dexametazonu pouZitého pro piipravu
nanocastic ve vyse uvedené studii vedlo k vyssi mife jeho krystalizace ve vodné fazi,
zatimco mnozstvi enkapsulovaného 1é€iva se sniZzoval. Samotny mechanismus vzniku
krystali je popséan v praci Anne-Magali Layre a kol. (59) V této praci byla pro ptipravu
nanocastic vyuZita metoda nanoprecipitace. Ve chvili, kdy dochazi ke smiseni
organické a vodné faze, organické rozpoustédlo difunduje do faze vodné. To zpisobi
docasné zvySeni rozpustnosti 1éCiva ve spojité fazi. V okamzik, kdy je organické
rozpoustédlo odstranéno, rozpustnost 1éCiva se snizi a dochéazi ke vzniku krystald.
Tento fenomén je mozné pozorovat i ve vysledcich této prace. Se zvysujicim se
mnozstvim DA EE postupné roste aZ do koncentrace 0,60 mg/ml. Pii koncentracich
vysSich nez je tato koncetrace pak dochazi pii ptipraveé snaze k supersaturaci ve vodné
fazi a nasledné krystalizaci DA. Krystalizace pak efektivné sniZovala mnoZstvi DA

dostupné pro enkapsulaci do PLGA.

Vysledky studie Barichella a kol. (60) ukazuji, ze vliv na mnozstvi vzniklych krystali,
a tedy 1 hodnotu EE, m4 interakce mezi pouZzitym lé¢ivem a polymerem. Tuto z&vislost
popsali na zdkladé hodnoceni velikosti EE nanocastic pfipravenych z PLGA 75:25
sruznymi 1é¢ivy. NejvysSich hodnot EE bylo v jejich experimetu dosazeno u
hydrofobnich 1é¢iv. Hydrofilni 1é¢iva vykazovala slabsi interakci s hydrofobnim
polymerem, coz se projevilo jejich zvySenou tendenci pfestupovat do vnéjsi faze s

naslednou krystalizaci, ktera se projevila snizenim hodnot EE.

V experimentalni Casti této prace byl pouzivanym lé¢ivem DA. DA (logP 2,8) je
hydrofobnéjsim derivatem dexametazonu (logP 1,9), ktery byl pouzity ve studii
Caroliny Gomez-Gaete a kol. (58) Z tohoto divodu bylo ocekavanano dosazeni
vys$ich hodnot EE u nanocéastic s enkapsulovanym DA, nez v pravé zminované studii,
kde se hodnotily nanocastice s dexametazonem. Podle uvedenych vysledkt je zfejmé,

ze se predikce potvrdila.
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Primérné hodnoty EE pro jednotlivé koncentrace DA se viditelné lisily i v zavislosti
na pouzitém polymeru. Tento rozdil nebyl nijak markantni, nicméné jako vhodné&jsi se
pro piipravu matricovych nanosfér s DA jevil PLGA 7/3A. 1 to lze vysvétlit interakci
mezi léCivou latkou a polymerem. Polymer PLGA 7/3A obsahuje vétSi pomér
hydrofobnéjsi LA (75 %) nez méné hydrofobni GA (25 %). I ptes to, ze koncova
skupina (kyselina) u PLGA 7/3A ma hydrofilni charakter, vysledny polymer je
hydrofobnéjsi neZ polymer PLGA 5/5E. Stejny trend lze opét pozorovat i ve studii
Caroliny Gomez-Gaete a kol. (58) Skupina autorli ve zminéné studii porovnavala
hodnoty EE u nanocéstic z PLGA 75:25 a PLGA 50:50. Bylo zjisténo, ze vysSich
hodnot EE dosahovaly nanocéstice z hydrofobnéjsiho polymeru (PLGA 75:25),

nicmén¢ rozdil nebyl nijak vyznamny.
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Graf 4 Primérna hodnota EE nanocdastic

Také hodnota DL je velmi dalezitou charakteristikou nanocéstic. V roce 2017 Shihong
Shen a kol. ve své praci uvedly, Ze vétSina medikovanych nanoc¢astic dosahuje hodnot
DL nizsich nez 10 %. (61) Snahou je tuto skute¢nost zménit, a proto probihd fada
studii, které se snazi formulaci nanocéstic optimalizovat. Nizkd hodnota DL
u nanocastic s sebou pfinasi nékolik problémi. Pro terapeutické pouziti by bylo
zapotiebi k zajisténi terapeutické davky podavat velkd mnozstvi nanocastic.

S ptipravou velkého mnozstvi nanocastic souvisi zvyseni spotieby pomocnych latek,

43



coz by mélo vliv také na vzrist nakladi. Vyssi mnozsti podavanych nanocastic by také

mohlo vést ke zvySenému vyskytu nezddoucich ucinkd. (61, 62)

Hodnoty DL jsou uvedeny v tabulkach ¢. 3 a 4 a grafu ¢. 5. Hodnota DL nanocéastic
vzniklych z polymeru PLGA 5/5E se pohybovala v rozmezi 0,06 % (vzorek €. 2; 0,15
mg/ml DA) az 0,40 % (vzorek ¢. 7; 0,60 mg/ml DA). DL nanocastic vzniklych z
polymeru PLGA 7/3A se pohyboval v rozmezi 0,05 % (vzorek €. 18; 0,15 mg/ml DA)
az 0,73 % (vzorek ¢. 25; 1,50 mg/ml DA). Podobné jako u hodnot EE lze i zde spatfit

ovlivnéni hodnoty DL koncentraci u¢inné latky.

Stejn¢ jako hodnoty EE i hodnoty DL pro jednotlivé vstupni koncentrace DA
vykazovaly rozdil na zaklad€ pouzitého polymeru. Nejvétsi rozdil v primérné hodnoté
DL lze spatfit u nanocastic ptipravenych za pouziti koncentrace DA 3,00 mg/ml. Vyssi
hodnoty DL, a to o 0,15 %, zde dosahoval PLGA 7/3A. Vzhledem k zanedbatelné
velikosti tohoto rozdilu Ize konstatovat, Ze ani zde nebyly rozdily mezi jednotlivymi

polymery vyznamné.
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Graf 5 Primérna hodnota DL
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11.1 Optimalni koncentrace DA

Dulezitym krokem bylo pfedev§im ziskané hodnoty EE a DL porovnat spole¢né.
Cilem bylo nalézt optimalni koncentraci DA, ktera by vedla ke vzniku nanocéstic s co
nejvetsi hodnotou EE, aby nedochdzelo ke zbyteCnam ztratdm b&hem formulace
nanocastic, ale ktera by zaroven vykazovala co nejvétSi hodnoty DL, aby byla

maximalizovadna potencidlni terapeuticka efektivita.

Pti porovnani graft ¢islo 4 a 5 Ize vyhodnotit, Ze nanocastice piipravené za vyuziti
nizké koncentrace DA, dosahovaly vysSich hodnot EE, zatimco hodnoty jejich DL
byly niz8i. To miZze byt vysvétleno tim, ze pouzité nizké mnozstvi DA se ochotné

enkapsuluje, ale na druhou starnu nedokéaze zcela naplnit vznikajici nanocastice.

U PLGA 5/5E byla jako nejvhodnéjsi zvolena koncentrace DA 0,60 mg/ml.
Nanocastice ptipravené s touto koncentraci ti¢inné latky sice nedosahovaly nejvyssich

hodnot EE, ale hodnota DL byla rozhodujici.

I u PLGA 7/3A byla jako nejlepsi pro pfipravu nanocéstic zvolena koncentrace DA
0,60 mg/ml. Nanocastice stouto vstupni koncentraci DA sice nedosatovaly
maximalnich hodnot EE ani DL, ale volba této koncentrace byla vhodnym

kompromisem, kdy obé porovndvané hodnoty dosahovaly velmi dobrych vysledkii.
11.2 Optimalni polymer

DA je hydrofobni Ié¢ivo a pro jeho inkorporaci je potieba volit hydrofobni nosic.
Esterové zakonceni zvySuje hydrofobicitu, zatimco zakonceni kyselinou plsobi

hydrofiln¢. Hydrofobicitu ale zvysuje i vyssi pomér LA vici GA. (33)

Na zéklad¢ hodnot v grafech €. 4 a 5 jiz bylo konstatovano, Ze hodnoty EE a DL se
u jednotlivych polymert liSily. Vhodnéj$im polymerem se zda byt PLGA 7/3A.
Vzorky nanocéstic z tohoto polymeru az na vyjimky dosahovaly vysSich hodnot, a to

jak u EE, tak DL. Zminit je potieba ale i to, ze rozdily byly velmi zanedbatené.

Podobnych zavéril bylo dosazeno v diplomové praci Daniely Sirajové (63), kde byl

hodnocen polymer PLGA 50:50 s koncovou esterovou skupinou a PLGA 50:50
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zakonceny kyselinou. Nanocastice byly pfipraveny jako v této praci metodou
nanoprecipitace, enkapsulovanym lé¢ivem byl hydrofobni fluorescein. Dle vysledkt

této prace nem¢l typ polymeru na hodnoty EE a DL vyrazny vliv.

12 Purifikované vzorky nanocastic

Pro ptipadné pouZiti nanoc¢éstic na bunécnych kulturach je potieba vzorky purifikovat
a zbavit ptipadné mikrobidlni kontaminace. Nejprve vsak probéhla ptiprava novych
vzorkll se zvolenou nejvhodnéjs$i hodnotou koncetrace DA, tedy 0,60 mg/ml. Vzorky
byly pfipraveny stejnym zplsobem, ktery je popsan v kapitole 8.1. U takto
pfipravenych nanocastic byla nasledné¢ hodnocena jejich velikost, PDI, ZP, EE a DL
a az nasledné byly vzorky podrobeny procesu Cisténi, ktery je popsan v kapitole 8.4.

I u vyc¢isténych vzorkl nanocastic byly nésledn€ hodnoceny vySe zminéné parametry.

Tabulka 5 Naméfené hodnoty nanocastic s PLGA 5/5E pred a po ¢isténi

Cislo Stav Velikost | PDI ZP (mV) | EE (%) | DL (%)

vzorku vzorku (nm)

31 pred 155,4 0,099 -22.9 11,62 0,23
¢isténim

31 po 170,1 0,086 -34,4 2,96 0,06
Cisténi

32 pred 144,2 0,086 -14,8 14,95 0,30
¢isténim

32 po 163,6 0,044 -13,4 5,86 0,12
¢isténi
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Tabulka 6 Naméfené hodnoty nanocastic s PLGA 7/3A pred a po ¢iSténi

Cislo Stav Velikost | PDI ZP (mV) |EE (%) |DL (%)

vzorku vzorku (nm)

33 pred 200,4 0,234 -18.,8 _ _
¢iSténim

33 po 174,3 0,061 -30,4 _ _
cisténi

34 pred 159,7 0,069 -11,5 16,01 0,32
¢iSténim

34 po 194,7 0,183 21,1 7,27 0,15
¢isténi

Vzorek PLGA 7/3A ¢islo 33 Sel velmi tézce piefiltrovat, a i poté byl viditelné
zakaleny. Ani ¢isténi zékal neodstranilo, a proto tyto vzorky nemohly podstoupit

HPLC analyzu.

12.1 Velikost nanocastic po purifikaci

Naméfené hodnoty velikosti nanocastic jsou uvedeny v tabulkach ¢. 5 a 6. Ziskané
hodnoty byly zprimérovany a spolu se smérodatnymi odchylkami pro oba typy

polymert byly piehledné porovnané v grafu ¢. 6.

Na zaklad¢ hodnot uvedenych v grafu €. 6 je patrné, ze vlivem procesu ¢isténi doslo
ke zvySeni velikosti nanocastic. PfiCinou miize byt proces centrifugace. VéEtsi
nanocastice totiz sedimentuji pii nizSich odstfedivych silach, zatimco k sedimentaci
mens$ich nanocastic je potfeba odstiediva sila vétsi. (64) Lze tedy predpokladat, ze
vyuzitim dostupné centrifugy k sedimentaci malych nanocastic nedoslo, a tak byly

odstranény spolu se supernatantem.

Je tieba poznamenat, ze velikost nanoc¢éstic se procesem ¢iSténi zménila jen nepatrné
a vysledné nanocastice stale odpovidaly pozadavkiim pro cileni na makrofagy, jelikoz
jejich velikost byla v rozmezi 100 az 300 nm. (10) Lze tedy konstatovat, Ze vliv ¢iSténi

na velikost nanoc¢astic nemél vyznamny vliv.
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Podobnych vysledkt, tedy nevyznamného ovlivnéni velikosti nanocéstic vlivem
Cisticich kroki, bylo dosazeno i v diplomové praci Daniely Kozackové. I v praci této
autorky byly hodnoceny nanocéstice s enkapsulovanym DA pfipravené metodou

nanoprecipitace za vyuziti PLGA 75:25 a PLGA 50:50. (65)
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Graf 6 Vliv Cisticich krokii na velikost nanocastic
12.2 PDI ¢isténych nanocastic

Naméiené hodnoty PDI jsou uvedeny v tabulkach ¢. 5 a 6. Primérné hodnoty PDI
spolu se smerodatnymi odchylkami pro oba typy polymert jsou piehledné porovnané

v grafu €. 7.

Z grafu €. 7 je patrné, ze pramérné hodnoty PDI byly u PLGA 7/3A zatizeny vysokou
hodnotou smérodatné odchylky. Vzorky pted purifikaci mély primérné hodnoty PDI
0,152 + 0,117 a vzorky po purifikaci dosahovaly primérnych hodnot PDI 0,122 +
0,086. Pricinou vysoké odchylky byl vzorek ¢. 33, jehoz hodnota PDI pted Cisticimi
kroky dosahovala hodnoty 0,234, tedy nejvyssi hodnoty ze vSech vzorka, které byly
v ramci této prace pripraveny. Vzorek €. 33 byl viditelné mirné zakaleny a béhem jeho
purifikace dokonce opakované dochazelo k ucpédvani filtracni membrany. Divodem

byla pravdépodobné pritomnost velkych ¢astic, které mohly vzniknout naptiklad ne
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zcela plynulym a dostatecné rychlym pfidanim organické faze do michajici se faze

vodné. (51)

Na zéklad€ hodnot uvedenych v grafu €. 7 je také patrné, ze Cistici kroky vedly ke
snizeni hodnoty PDI. Tento trend je patrny také ve studii Soumyenda Roye a kol., kteti
ptipravovali uhlikové nanotrubicky. (66) SniZzeni hodnot PDI odpovida také
informacim uvedenym v praci Cristiny Fornaguery a Conxity Solans. (67) Snizeni
hodnoty PDI souvisi se zménou velikosti ¢isténych nanocastic. Po centrifugaci
pravdépodobné doslo ke ztrat¢ malych nanocéstic, coz mélo za nasledek zizeni

distibuce velikosti nanocéstic a tedy snizeni hodnoty PDI.

V priiméru se hodnota PDI u nanocastic s PLGA 5/5E ¢isténim snizila o 0,028,
zatimco u nanocastic s polymerem PLGA 7/3A to bylo 0 0,030. Z téchto vysledk 1ze
soudit, ze proces €iSténi na hodnotu PDI nemél vyznamny vliv, protoze se stale jednalo

o Castice s piijatelnou polydisperzitou.
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Graf 7 Vliv &isticich krokii na hodnotu PDI
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12.3 ZP Cisténych nanocastic

Naméfené hodnoty ZP jsou uvedeny v tabulkéch €. 5 a 6 a primérné hodnoty ZP spolu
se smérodatnymi odchylkami Ize spatfit v grafu €. 8. VSechny ziskané hodnoty ZP jsou

zaporné, coz je vhodné pro cilené podani makrofagiim. (29)

Abychom mohli disperzni soustavu povazovat za dostatecné stabilni, absolutni
hodnota ZP by mé¢la byt vyssi nez 30 mV. (35) ZP ovsem neni jedinym faktorem, ktery
ovlivituje stabilitu vzniklych systémi. DalSim takovym je naptiklad ptitomnost
surfaktantu, ktery snizuje tendenci shlukovani vzniklych nanocastic. (10) Vzhledem
k vyuziti F127 jako surfaktantu pfi piiprav€ nanocéstic v této praci tedy nemizeme na
zakladé hodnot ZP automaticky systém oznacit za nestabilni, i kdyz hodnoty ZP
naméfené pied CiSt€énim byly nizs§i nez 30 mV a vyssi nez -30 mV. Graf €. 8 ukazuje,
ze Cistici kroky zptisobily snizeni hodnoty ZP, respektive zvySeni absolutni hodnoty
ZP. Stejny trend popsala ve své diplomové praci také Daniela Kozackova. (65)
Vysvétleni, které se nabizi, je, ze béhem ¢isténi byl ze soustavy odstranén F127. F127
je neiontova povrchové aktivni latka, kterda méa schopnost vazat se na povrch nanocastic
a tim snizuje absolutni hodnotu ZP. (10, 32, 68, 69) S jeho odstranénim by tak doSlo
k omezeni maskovani povrchového naboje nanocastic, coz by se projevilo jako
zvySeni absolutni hodnoty ZP. ZvySeni hodnoty je piinosné, jelikoz makrofagy

aktivnéji vychytavaji ¢astice s vys$S§im nabojem. (40)
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Graf 8 Vliv ¢isticich krokii na hodnotu ZP
12.4 EE a DL ¢iSténych nanocastic

Ziskané hodnoty EE a DL jsou uvedeny v tabulkéch €. 5 a 6 a primérné hodnoty EE
a DL jsou spolu se smérodatnymi odchylkami zaznamenany v grafech ¢. 9 a 10

v daném portadi.

Podle vysledkt je zfejmé, Ze na hodnotu EE i DL ma proces €isténi vyznamny vliv.
Hodnoty EE i DL se procesem cisténi snizily o vice nez 50 %. I v tomto piipad¢ je
pri¢inou ztrata malych nanocastic béhem centrigugace, zatimco velké Castice
a krystaly DA neprojdou filtracni membranou a filtrace tak pfispivad ke ztratovosti

celého procesu purifikace.
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Vzhledem k témto zjiSténim by bylo vhodné béhem dalSich experimentl proces ¢isténi
optimalizovat, aby nedochazelo k tak negativnimu ovlivnéni dilleZitych parametrd,

kterymi EE a DL jsou.
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ZAVER
Vsechny pfipravené nanocastice mély velikost v rozmezi 100 az 300 nm, pro cilenou
distribuci do makrofagovych bunc¢k by tedy byly vhodné. Stejné tak vSechny

pfipravené vzorky vykazovaly uzkou distribuci velikosti nanocastic. Koncentrace

pouzitého DA ani typ polymeru na velikost a hodnotu PDI nemély vliv.

U hodnot EE a DL se projevil vyznamny vliv pouzité koncentrace DA pro piipavu
nanocastic. Jako nejvhodnéjsi koncentrace DA se ukazala hodnota 0,60 mg/ml.
Nanocastice, pro jejichz pfipravu byla pouzita tato koncentrace 1éCivé latky,

vykazovaly nejlepsi pomér hodnot EE a DL.

Na hodnoty EE a DL mél zanedbatelny vliv také typ pouzitého polymeru. Lepsi volbou
se zda byt PLGA 7/3A, ktery je vlivem vétsiho poméru PLA hydrofobnég;si nez
PLGA 5/5E.

Procesem ¢isténi doSlo k ovlivnéni vlastnosti nanoc¢astic. U vSech formulaci byla
zaznamenana zaporna hodnota ZP. Cistici kroky vlivem odstranéni F127 zptsobily
zvySeni absolutni hodnoty ZP. Hodnota velikosti pfecisténych nanocastic se zvétsila a
v souvislosti s tim doslo ke sniZzeni hodnoty PDI. Vyznamny a nezadouci vliv vSak
Cistici kroky mély na hodnoty EE a DL, které poklesly o vice nez 50 % a dosahly tak
relativn€ nizkych hodnot. Nicméné ani toto snizeni koncentrace 1é¢iva nemusi vést ke

sniZeni k jejich terapeutické ucinnosti.
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