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1 ABSTRAKT

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra farmaceutické technologie

Skolitel: Mgr. Monika Smékalovéa Ph.D.

Posluchac: Aneta Budigova

Nazev diplomové prace: Disolu¢ni studie PLGA nanocastic

PLGA nanocéstice jsou vyuzivany jako nanocasticové nosiCové systémy pro cilenou

distribuci a fizené uvolfiovani 1é¢iv.

Cilem této diplomové prace bylo pfipravit PLGA nanocastice s enkapsulovanym
fluoresceinem a dexamethason-acetatem a nasledné provést jejich disoluce do riznych
médii. Fluorescein jako modelova latka byl vybran kvili své nizké rozpustnosti ve vodé,

coz je vlastnost, kterou si je blizky s dexamethason-acetatem.

Nanocastice byly ptipraveny metodou nanoprecipitace. Pro disoluce fluoresceinu byla
zvolena nésledujici disolu¢ni média: 0,01M PBS, fyziologicky roztok, acetatovy pufr
a simulovand lysozomadlni tekutina (ALF). Disoluce PLGA nanocéstic s dexamethason-
acetatem byla provedena do 0,01M PBS. Nanocastice byly také hodnoceny z hlediska

velikosti, PDI, zeta potencialu a enkapsulacni efektivity.

Ochota fluoresceinu uvoliovat se z PLGA nanocéstic klesala v potadi: acetatovy pufr
fyziologicky roztok, 0,01M PBS a ALF. SniZeni pH disolu¢niho média ze 7,4 (PBS,
fyziologicky roztok) na 5,5 (acetatovy pufr) vedlo k uvolnéni ptiblizn¢ dvojnasobku
fluoresceinu za stejnou dobu. SniZenim pH na 4,5 (ALF) nedoslo k dal$imu zrychleni ani
zvySeni uvoliiovani.

Pii disoluci dexamethason-acetatu do 0,01M PBS se uvolnilo 80 % za 48 hodin.

Maximalni mnozstvi uvolnéného fluoresceinu do téhoz média bylo 68 % a to v prab&hu

4 hodin.

Kli¢ova slova: PLGA, nanocastice, fluorescein, dexamethason-acetat, disoluce



2 ABSTRACT

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

Consultant: Mgr. Monika Smékalova Ph.D.

Student: Aneta Budigova

Title od thesis: Dissolution study of PLGA nanoparticles

PLGA nanoparticles are used as nanoparticle carrier systems for targeted distribution and

controlled release of drugs.

The aim of this diploma thesis was to prepare PLGA nanoparticles with encapsulated
fluorescein and dexamethasone acetate and subsequently dissolve them in various media.
Fluorescein as a model substance was chosen because of its low solubility in water, which

is close to that of dexamethasone acetate.

Nanoparticles were prepared by the nanoprecipitation method. The following dissolution
media were chosen for fluorescein dissolution: 0.01M PBS, saline, acetate buffer, and
artificial lysosomal fluid (ALF). Dissolution of PLGA nanoparticles with dexamethasone
acetate was performed in 0.01 M PBS. The nanoparticles were also evaluated for size,

PDI, zeta potential and encapsulation efficiency.

The willingness of fluorescein to release from PLGA nanoparticles decreased in the order:
acetate buffer saline, 0.01M PBS and ALF. Lowering the pH of the dissolution medium
from 7.4 (PBS, saline) to 5.5 (acetate buffer) resulted in the release of approximately
twice as much fluorescein in the same time. Lowering the pH to 4.5 (ALF) did not further

accelerate or enhance release.

When dexamethasone acetate was dissolved to 0.01M PBS, 80% was released in 48
hours. The maximal amount of fluorescein released into the same medium was 68%

during 4 hours.

Keywords: PLGA, nanoparticles, fluorescein, dexamethason-acetate, dissolution



3 ZADANI A CIL PRACE

Cilem této diplomové prace bylo enkapsulovat modelovou latku fluorescein do PLGA
nanocastic a posoudit jeho uvoliiovani do disolu¢nich médii o riizném pH a slozeni. Byla
pouzita média 0,1M PBS, fyziologicky roztok, acetatovy pufr a ALF. Disoluce probihaly
pfi 37°C po dobu 48 h. Mnozstvi uvolnéného fluoresceinu bylo hodnoceno
fluorometricky pomoci ctecky desticek. Na zavér byla hodnocena disoluce

dexamethason-acetatu (37 °C, 77 h) do 0,1M PBS a hodnocena pomoci HPLC.

Prace byla rozdélena do téchto dil¢ich kroku:

1) Hledani literatury zabyvajici se zejména cilenou distribuci, metodami ptipravy
polymernich nanocastic a disolu¢nimi testy a sepsani teoretické ¢asti prace.

2) Piiprava PLGA nanocéstic s enkapsulovanym fluoresceinem a dexamethason-
acetatem.

3) Hodnoceni velikosti, PDI a zeta potencialu nanoc¢astic a enkapsulacni efektivity.

4) Provedeni disoluc¢nich testi a uréeni uvolnéného mnozstvi latek pomoci

fluorometrie nebo HPLC.



4 UVOD

Nanotechnologie je rychle se rozvijejici a perspektivni oblasti, jejiz poznatky nachézi
vyuziti v riznych oblastech vyvoje a vyzkumu. Velky vyznam maji nanocastice

v mediciné a farmacii, a to jak v terapii, tak 1 prevenci a diagnostice mnoha onemocnéni.

Nanocasticové nosiCové systémy jsou vyuzivany pii cilené distribuci a fizeném
uvoliiovani 1é¢iv diky své schopnosti enkapsulovat, adsorbovat nebo ve svém objemu
rozpustit ¢i dispergovat léCiva. Mohou zlepSovat vlastnosti 1éCiv, chranit je pied
degradaci, zvySovat jejich u¢innost, prodlouzit ucinek, snizit jejich toxicitu, nezadouci

ucinky i frekvenci davkovani.

Problematika $patné rozpustnych 1€¢iv ve vod¢ a zvySovani jejich biologické rozpustnosti
je aktudlnim tématem, nebot’ velké mnozstvi 1é€iv uvadénych na trh mezi 1é¢iva s nizkou

rozpustnosti ve vod¢ patfi.

Dexamethason-acetat je kortikosteroid s protizanétlivymi ucinky vyznacujici se Spatnou
rozpustnosti ve vodé. Cilend distribuce dexamethason-acetatu do zanétlivych bunék je
slibnym pfistupem, jak minimalizovat jeho vedlejsi ucinky. Fluorescein byl v této praci
pouzit jako modelova latka, nebot” jeho rozpustnost ve vodé¢ je taktéz nizkad. PLGA je
biodegradabilni a biokompatibilni polymer s vhodnymi vlastnostmi pro vyuziti jako

nanocasticovy nosic¢ pro cilenou distribuci.

V této praci byly pfipravovany PLGA nanocastice s enkapsulovanym fluoresceinem
a dexamethason-acetatem a nasledné byly provedeny disoluce do médii o rizném pH
a slozeni. Sledovany byly také vlastnosti pfipravenych nanocastic, a to velikost, index

polydisperzity, zeta potencidl a enkapsulacni efektivita.

10



5 TEORETICKA CAST

5.1 Nanocastice

Nanocastice pro farmaceutické ucely jsou koloidni ¢astice o rozmérech 10—1000 nm. (1)

Oblast nanocastic a nanotechnologii je rychle se rozvijejici odvétvi. Poznatky a objevy
z nanotechnologie se uplatiuji v Sirokém spektru obort, které zahrnuji elektroniku,

fotoniku, medicinu ¢i biotechnologii. (2)

Nanomedicina je nové vznikajici obor implementujici poznatky a techniky nanovédy do
prevence a terapie nemoci. V mediciné a farmacii jsou nanocéstice v soucasnosti
vyuzivany pii diagnostice, pro cilenou distribuci 1é¢iv, v tkdniovém inzenyrstvi a jako

biosenzory. (3)
5.2 Nanocasticové nosi¢ové systémy

Nanocasticové nosicové systémy maji schopnost enkapsulovat, adsorbovat nebo ve svém
objemu rozpustit ¢i dispergovat malé molekuly hydrofilnich a hydrofobnich 1é¢iv, 1éCiv

na bazi proteinll i nukleové kyseliny. (4)

Biologicky degradovatelné nanocastice se pouzivaji ke zlepSeni farmakokinetickych
vlastnosti 1é¢iv a bioaktivnich molekul. Dochézi ke zlepSeni biologické dostupnosti,
terapeutického indexu a rozpustnosti 1é¢iva. Umoznuji tedy peroralni poddani 1éCiv,
u kterych je tento zplisob podani obtizny. Mohou vést ke zvySeni jejich ucinnosti,
snasenlivosti a sniZeni toxicity. Nanoc¢asticové nosicové systémy mohou sniZit frekvenci
davkovani 1éciva a tim pozitivn€ ovliviiovat compliance pacienta. Dale jsou vyuzivany
pfti cilené distribuci a fizeném uvoliiovani 1éCiv. (5)

Jako nanocasticové nosiCové systémy jsou vyuzivany kovové, organické, anorganické

a polymerni nanostruktury, véetné¢ dendrimerd, micel a lipozom1. (3)

Siroce pouzivany jsou vzhledem k jejich vyhodné biokompatibilité a biodegradaci riizné
syntetické  polymery, jako je polyvinylalkohol, kyselina poly-L-mlécna,
polyethylenglykol a kyselina poly(mlééna-ko-glykolovd) (PLGA) a ptirodni polymery,

jako je alginat a chitosan. (3)
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5.2.1 Lipidové nanocastice

V cilené distribuci 1é¢iv nachédzi vyuziti i lipidové nanostruktury véetné lipozomil a
micel. (3) Do skupiny lipidovych nanocastic fadime rizné druhy nanocastic s vodnym,
olejovym, pevnym nebo amorfnim jadrem obklopenym a stabilizovanym lipidovymi
vrstvami. Mezi jejich hlavni vyhody patii jednoducha ptiprava, biokompatibilita a vysoka
biologickd dostupnost. Nevyhodou je naopak nizkd enkapsulacni efektivita. (6, 7)
Lipidové nanocastice jsou siln¢ hydrofobni, proto nemohou byt samovolné rozpustény

nebo dispergovany ve vodé. (8)
5.2.1.1 Lipozomy

Lipozomy jsou vezikuly kulovitého tvaru slozené z fosfolipidii a steroidii obvykle
o velikosti 50450 nm. Hydrofilni 1éCiva jsou uzaviena ve vodném jadie lipozomu.
Hydrofobni 1é¢iva jsou ulozena ve fosfolipidové membrané. (3, 6) Rozdélujeme je na
unilamelarni a multilamelarni dle poctu fosfolipidovych dvojvrstev (obrazek 1). Mezi
hlavni nevyhody lipozomu patii nedostatek dostupnych metod ptipravy, nizka stabilita

1é¢iva a rychly rozklad v lidském téle pfed dosazenim terapeutického ucinku. (9)

Fosfolipidova dvojvrstva Hydrofobni lé¢ivo

Ny

Hydrofilni 1é¢ivo ©

Unilamelarni liposomy s jednou

o Multilamelarni lipozomy s dvéma nebo
fosfolipidovou dvovrstvou P .

vice fospolipidovymi dvojvrstvami

Obrdazek 1:Lipozomy, prevzato a upraveno (9)

5.2.1.2 Pevné lipidové nanocastice (SLN)

Jedna se o kulovité, diskovité nebo ploché Castice piipravené z pevnych lipidd, které jsou
pevné pti pokojové i télesné teploté. Jsou schopné pojmout 1é¢ivo mezi fetézce mastnych
kyselin, ptipadné muize byt 1éCivo ptipojeno k povrchu nosice. Pfi perordlnim podani

obchazeji firstpass efekt, ¢imz je zvySena jejich biologicka dostupnost. Dal§imi vyhodami
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je jejich nizka toxicita, ¢inné zacileni 1éCiv, fizené uvoliovani 1éCiva a snizeni toxicity

1é¢iva. (8, 10, 11, 12)
5.2.1.3 Nanostrukturované lipidické nosice (NLC)

Nanostrukturované lipidické nosic¢e vznikaji zac¢lenénim kapalnych lipida do struktury.
Jsou tedy tvofeny smési pevnych a kapalnych lipidi v riznych pomérech, od 70:30 do
99,9:1 (obrazek 2). Diky tomu prokazuji lepsi stabilitu, nizsi uvoliiovani 1é¢iva béhem

skladovani, vyssi schopnost enkapsulace a lepsi biokompatibilitu. (8, 12, 13)

Pevny lipid d Surfaktant N T Kapalny lipid

Obrazek 2: Porovnani SLN a NLC, prevzato a upraveno (8)

5.2.2 Dendrimery

Dendrimery jsou vysoce rozvétvené 3D struktury kulovitého tvaru. (3) Aktivni funkéni
skupiny pfitomné na vnéjsku dendrimert umoznuji konjugaci biomolekul nebo
kontrastnich ¢inidel s povrchem, zatimco 1é¢iva mohou byt uloZena uvnitt. (6) Byly
vyvinuty pro transdermalni, oralni, ocni a pulmondlni cilené podéani léciv. Klinicka
aplikace je omezena pfitomnosti aminovych skupin v jejich struktufe, které mohou

zpusobovat toxicitu. (3)
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5.2.3 Anorganické nanocastice

Do této skupiny zafazujeme nanoCastice stiibrné, zlaté, zelezné, médéné a z oxidu
kfemicitého atd. (3) Jejich stabilita a biokompatibilita jsou velmi dobré, ale klinické
vyuzité je omezeno nizkou rozpustnosti a toxicitou zpiisobenou pfitomnosti tézkych

kovti. (6)
5.2.4 Nanokrystaly

Nanokrystaly jsou Cisté, pevné Castice 1éciva bez molekul nosiCe. Jejich stabilita je

zvySena pomoci polymernich stabilizatorti nebo povrchové aktivnich latek. (3)
5.2.5 Proteinové a polysacharidové nanocastice

Proteiny a polysacharidy jsou pfirodni polymery a nanoc¢éstice na jejich bazi jsou snadno
biodegradovatelné. Nevyhodou vyuziti polysacharidii v oblasti nanomediciny je jejich

degradace pti vysokych teplotach a rozpustnost ve vodé. (3)
5.2.6 Polymerni nanodastice

Polymerni nanocastice jsou pevné, koloidni a kulovité struktury o velikosti pohybujici
se v rozmezi 10-1000 nm. (14) Jejich syntéza probiha z pfirodnich 1 syntetickych latek
ve form& monomera ¢i polymert, ¢imZ je zajiSténa velka variabilita struktur a vlastnosti.
(6) VyuZivaji se jako nosic¢e pro mald hydrofilni i hydrofobni 1é€iva pfi cilené distribuci
1é¢iv do konkrétnich organti a bunék. (15) Mezi jejich vyhody pfi tomto vyuziti patii

schopnost chranit 1é¢ivo, zlepsuji jeho biologickou dostupnost a terapeuticky index. (16)

Rozd€lujeme je na nanotobolky a nanosféry, které se navzajem l1iSi svoji stavbou.
Nanotobolky jsou vezikularni systémy skladajici se z olejového ¢i kapalného jadra, ve
kterém je 1éCivo obvykle rozpusténo. Jadro je obklopeno pevnym polymernim obalem,
ktery ovliviiuje uvolnovani 1é€iva z jadra. Nanosféry jsou matricové castice zaloZzené na
kontinuélni polymernti siti ve které je 1é¢ivo uloZeno, nebo adsorbovano na jejim povrchu

(obrazek 3). (2, 16)
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Polymerni obal

Jadro

Polymerni matrice .

Nanotobolka

@ Lécivo

Obrazek 3: Nanosféra a nanotobolka, prevzato a upraveno (20)

Nejprve zacaly byt vyuzivany nebiodegradovatelné polymery, naptiklad polyakrylamid
a polymethakrylat. Z dGvodu rizika chronické toxicity jsou nyni nahrazovany polymery

biodegradovatelnymi. (17)

Vyuziti polymernich nanoc¢astic ma potencial v terapii rakoviny, AIDS, hepatitidy typu C,
diabetu, tuberkulézy i pii transplantacich organti. Polymerni nanocéstice jsou
uptednostinovany ptred pouzitim anorganickych nanocastic z davodu jejich lepsi

biokompatibility a degradace. Zaroven maji lepsi schopnost enkapsulace 1éc¢iva. (17)
5.2.6.1 Nanocastice z prirodnich polymeri

Nanomateridly na bazi chitosanu jsou Siroce pouzivany pro systémy kontinudlniho
uvolnovani 1é¢iv pro rtizné typy epitelii, véetné bukalniho, sttevniho, nazalniho, o¢niho
a plicniho, a to diky jeho mukoadhesivnim vlastnostem a schopnosti pasobit v tésnych
epitelidlnich spojich. Dal$im biopolymernim mukoadhesivnim materidlem pouzivanym

k tvorbé nanocéstic je alginat. (3)
5.2.6.2 PLGA nanocastice

Jedné se o syntetické, alifatické, biodegradovatelné, polyesterové nanocastice. Jsou to
jedny z nejcastéji vyuzivanych polymernich nanocastic v distribuci 1€¢iv. Jejich velikost

je obvykle 100-250 nm. (15,17)
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Hydrolyzou kyseliny poly(mlééné-ko-glykolové) vznikaji monomery kyselina mlééna
a glykolovéa (obrazek 4). Tyto dva monomery jsou endogenni latky, a proto jsou snadno
metabolizované prostfednictvim Krebsova cyklu a vylucuji se ve form¢ oxidu uhlicitého
a vody. Toxicita pro organismus je tedy minimalni. Pouziti PLGA nanocastic pro
podavani 1éCiv je schvaleno FDA (urad pro kontrolu potravin a 1é¢iv) a EMA (evropska

1ékova agentura). (15,17)

0 o}
o] H H' OH , HO
{)k( He~ot —— “OJW/ s

CH, o) CH, O

PLGA Kyselina mlééna Kyselina glykolova
Obrazek 4: PLGA, prevzato a upraveno (4)

PLGA lze syntetizovat polykondenzaéni reakci nebo polymeraci s oteviranim kruhu
cyklickych diesterti. Druhd metoda je v soucasnosti preferovanéjsi kvili kratsi reakéni

dobé. (4)

Polymery jsou komeréné dostupné s riznymi molekulovymi hmotnostmi a riznym
sloZzenim kopolymeru. Naptiklad PLGA 50:50 je kopolymer sloZzeny z 50 % kyseliny
mlécné a 50 % kyseliny glykolové. (15) Pomér PLA (kyselina polymlécnd) a PGA
(kyselina polyglykolovd) spolu s molekulovou hmotnosti polymeru ovliviiji jejich
hydrofobnost, krystalinitu, mechanické vlastnosti, velikost a rychlost biodegradace. Doba
degradace se muze lisit v fadech dnli, mésict az let. PGA je krystalicky hydrofilni
polymer, zatimco PLA je tuhy a hydrofobné&j$i polymer; proto jsou PLGA kopolymery
s vy$8im obsahem PLA mén¢ hydrofilni, maji tendenci absorbovat méné¢ vody a nasledné

vykazuji delsi dobu degradace. (18)
5.3 Uprava povrchu nanodastic

PLGA nanocéastice pronikaji do bunék cilové struktury pinocytdzou, fagocytézou ci
endocytozou. Béhem 10 minut se dostavaji do cytoplazmy. T¢€lo rozezna cizi hydrofobni
¢astice a pomoci retikuloendoteliarniho systému (RES) je odstranuje z krevniho obéhu
a odvadi do jater nebo sleziny. Tento proces je nejvétsi prekazkou cileného dodavani

16iv. (15)
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Vzhledem k tomu vzniklo nékolik metod upravy povrchu nanocastic tak, aby RES
nanocastici nerozpoznal. Provadi se pokrytim nanoc¢éstice molekulami tvoficimi na jejim
povrchu hydrofilni vrstvu. (15) Nejc€astéji je vyuzivan neionicky a hydrofilni polymer
polyethylenglykol (PEG) a proces PEGylace. Byla u n¢j prokdzéna vynikajici
biokompatibilita. Povrch modifikovany polyethylenglykolem snizuje interakce
nanoéastic s travicimi enzymy. (4, 15) Casté je také vyuziti poloxameru. Jedna se
neionicky, tfislozkovy, blokovy kopolymer s nésledujici strukturou: polyproplenglykol-
polyethylenglykol-polyethylenglykol. (4) Dal§imi moznostmi je pouziti poloxaminu ¢i
chitosanu, které méni povrchové vlastnosti nanocastic a mohou tak ovlivnit jejich

elektrostatické a hydrofobni interakce. (15)

Dulezitou roli mé povrchovy naboj castice. Kladné nabité nanocéstice maji vyssi
schopnost internalizace z divodu iontové interakce mezi jejich kladnym ndbojem
a zaporn¢ nabitymi membranami. Negativné a neutrdlné nabité Castice uptfednostiiuji
umisténi v lysosomech. PLGA nanocastice jsou zaporné nabité, proto je jejich povrch

upravovan PEGylaci nebo navazanim chitosanu. (15)
5.4 Metody pripravy polymernich nanocastic

Polymerni nanocastice lze pfipravit z jiz pfedem pfipravenych polymerid, nebo
polymeraci ¢i polyreakci monomerli. Pro pfipravu nanocéstic z piedem pfipravenych
polymerti se pouzivaji metody odpafeni rozpoustédla, emulzné difuzni vypatovaci

metoda, vysolovani a nanoprecipitace. (2, 16)

Volba zpisobu piipravy se provadi na zaklad¢ druhu polymerniho systému a pozadavkt
na velikost nanocastic. (2) Vybér zavisi také na typu ukladaného 1é¢iva a na zptisobu

podani. (16)
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5.4.1 Odpareni rozpoustédla

MV Wt

Nejbeéznéjsi metodou piipravy nanocastic je metoda odpatfeni rozpoustédla. Spociva
v rozpusténi polymeru v organickém rozpoustédle nemisitelném s vodou. V minulosti byl
hojné vyuzivan dichlormethan nebo chloroform, ale byly nahrazeny ethylacetatem, a to
pfedevsim s ohledem na jeho nizkou toxicitu. Vodnou fazi tvoti voda a povrchové aktivni
latka (polysorbat, poloxamer). Nasleduje preneseni vodné faze do organické za vzniku
emulze o/v, odpafeni rozpoustédla a centrifugace (obrazek 5). Odpafeni probiha
michanim na magnetické michacce pfi pokojové teploté, pokud byl pouzit ethylacetat.
V ptipadé pouziti chlorovanych rozpoustédel je rozpoustédlo odpafovano za sniZzeného
tlaku. Metoda odpateni rozpoustédla je vhodna pro enkapsulaci hydrofobnich 1€¢iv. (2, 4,
15, 16)

Modifikovanou verzi této metody, pfi které se vyuZziva tvorba emulze v/o/v, 1ze pouZit pro

enkapsulaci hydrofilnich 1é¢iv, jako jsou peptidy, proteiny a nukleové kyseliny. (4, 15)

b < F <

!

' s

,s
] L i
) Faze |: vodna faze
\ voda + surfaktant

"% Faze Ii: organicka faze
polymer + léCivo

Obrazek 5: Odpareni rozpoustédla, prevzato a upraveno (16)
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5.4.2 Emulzné difuzni odparovaci metoda

Metoda spociva v tvorbé emulze v/o. Jeji faze tvoii organické rozpoustédlo a v ném
rozpustény polymer a voda s povrchoveé aktivni latkou. Pouzivd se organické
rozpoustédlo ¢aste¢né misitelné s vodou a miiZe se jednat o benzylalkohol ¢i ethylacetat.
Rozpoustédlo je pfedem nasyceno vodou, aby byla na pocatku zajiSténa termodynamické
rovnovaha obou fazi. Po tvorbé emulze nésleduje jeji zfedéni vodou, které vede k difuzi
rozpoustédla z kapicek vnitini faze do faze vnéjsi a k tvorbé koloidnich nanocastic

(obrazek 6). (16)

Timto zplisobem se ¢asto pfipravuji polymerni nanocastice, i ptes mozné riziko difuze

hydrofilniho 1é¢iva do vodné faze. (16)

AREERTES CRE %
-, : ziedéni vodou :

difuze rozpou%tédl/ -

-~ e emulzifikace_
e e—-

a) Organicka faze
polymer + lécivo

b) Vodna faze
voda + surfaktant

Obrazek 6: Emulzné difuzni odparovani metoda, prevzato a upraveno (16)
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5.4.3 Vysolovani

Vysolovani je zalozeno na oddé€leni organického rozpoustédla misitelného s vodou od

vodné faze diky vysolovacimu efektu, ktery maze vést k tvorbé nanocastic. (16)

Prvnim krokem je smiseni polymeru s organickym rozpoustédlem, které je misitelné
s vodou. Nejcastéjsi volbou je aceton. Néasleduje tvorba emulze pfidanim vodné faze,
tvofené¢ roztokem vysolovaciho Ccinidla, k organické fazi. Vhodnym vysolovacim
¢inidlem jsou napftiklad elektrolyty, jako chlorid hote¢naty, chlorid vapenaty nebo octan
hotecnaty, nebo neelektrolyty, naptiklad sachar6za. Emulze se pfipravuje za intenzivniho
michani za pokojové teploty. Poté se emulze zfedi pfidanim vody a rozpoustédlo
difunduje z kapicek vnitini faze do vnéj$i vodné faze. Polymer se vysrazi za vzniku

nanocastic. Zbytky rozpoustédla se odstrani filtraci s pficnym tokem (obrdzek 7). (2, 16)

Proces vysolovani nezahrnuje pouziti povrchové aktivnich latek a chlorovanych

rozpoustédel, kterd mohou byt toxicka pro Zivotni prostfedi i zivé organismy. (2)

difize organického 77 ‘ """"""" '
& rozpoustédla do vodné J
. “«”
faze
Organicka faze e S
polymer + |éivo emulzifikace

+

Vodna faze
surfaktant + vysolovaci éinidI._OJ

Obrazek 7: Vysolovani, prevzato a upraveno (16)
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5.4.4 Nanoprecipitace

Princip této techniky spoc¢iva v uklddani polymeru na fazovém rozhrani po vytésnéni

organického rozpoustédla z organické do vodné faze. (16)

Polymer se rozpusti v organickém rozpoustédle misitelném s vodou, naptiklad v acetonu,
a vstiikne se do vodné faze za stalého michani na magnetické michacce. Soucasti vodné
faze byvaji povrchové aktivni latky k zaru€eni stability koloidni suspenze. Diky rychlé
difuzi roztoku polymeru do vodné fize se nanocastice tvofi okamzité. Organické

rozpoustédlo se odpaii a nasleduje centrifugace (obrazek 8). (4, 15, 16)

:\"‘:.-f";' ) “% Organicka faze
; = polymer + lééivo

.
-.. .

: If/. | odpareni
/._;.:,. rozpoustédla’

Vodna faze
voda + surfaktant

precipitace polymeru  polymerni nanodastic

' surfaktant  polymer lé¢ivo

Obrazek 8: Nanoprecipitace, prevzato a upraveno (16)

5.4.5 Polymerizace

VSechny jiz zminéné metody vyuZivaji k ptipravé polymernich nanocastic jiZ pfipravené
polymery a nezahrnuji polymerac¢ni procesy. Pro dosazeni pozadovanych vlastnosti pro
konkrétni aplikaci je mozné pfipravit polymerni nanocastice vybérem vhodnych

monomerd. (2)
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Organické rozpoustédlo obsahujici monomery a organické zafice je dispergovano do
stabilnich kapicek oleje za pouziti ultrazvuku ve vodné fazi s emulgatorem. Ptidani
inicidtor do emulze zptsobi polymeraci monomert v olejovych kapkach. Odparenim

rozpoustédla vznikaji dobie dispergované polymerni nanocastice (obrazek 9). (19)

ﬁea L X
+ .
P
0o -
Monomery Iniciatory

Obrazek 9: Polymerizace, prevzato a upraveno (19)

5.5 Vlastnosti nanocastic

Nanocastice se 1isi svymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi, stavbou, velikosti, tvarem,
povrchovymi vlastnostmi a krystalinitou. Jejich charakterizace je dileZita pro kontrolu
jejich bezpecnosti a jejich ptipravy. lontova sila disperzniho média a pH ovliviuji

biodistribuci, i¢innost a bezpecnost enkapsulovaného 1éc¢iva. (16, 20)
5.5.1 Velikost a tvar

Informace o stavbé, velikosti a tvaru nanocéstic ziskdvame diky zobrazovacim technikdm
skenovaci a transmisni elektronové mikroskopie (SEM a TEM). (15) Transmisni

elektronova mikroskopie je schopna rozlisit nanotobolky a nanosféry.

Dalsi metodou méfeni velikosti nanoc¢astic je dynamicky (DLS) a staticky (SLS) rozptyl
svétla. (16) Dynamicky rozptyl svétla neboli fotonova korelacni spektroskopie se vyuziva
také pii urceni indexu polydisperzity. Technika je zaloZena na rozptylu svétla ¢asticemi

pohybujicimi se Brownovym pohybem. (15)

22



5.5.2 Zeta potencial

Zeta potencidl ({) je elektricky potencial ¢astice na roving skluzu (nebo smyku), tj. rozdil
potencidlu mezi stacionarni dvojvrstvou tekutiny, kterd obklopuje koloidni ¢&astici
v suspenzi, a jakymkoli bodem v okolnim kapalném médiu. Je to mira povrchového

naboje Castice. (8)

Mg¢feni zeta potencialu poskytuje informace o povrchovém naboji ¢astic a je dilezité pro
objasnéni mechanismu asociace 1éCiv s nanocasticemi. (16) Méfeni zeta potencialu
pomoci DLS je zalozeno na méteni elektroforetické pohyblivosti ¢astice pohybujici se
k opa¢né nabité elektrodé zpasobujici fazovy posun dopadajiciho laserového zareni.
V zavislosti na typu polymeru a na druhu upravy povrchu nanoc¢astic mohou byt hodnoty
zeta potencialu kladné i zaporné. (15) Castice povazujeme za stabilni, pokud je jeho
hodnota vy$si nez +30 mV nebo nizs§i nez -30 mV. Odpudivé sily mezi sousednimi

casticemi brani jejich agregaci. (16)
Uginnost povrchové modifikace Ize uréit méfenim povrchového néboje. (15)
5.5.3 Polydisperzita

Polydisperzita popisuje stupenn nestejnomérnosti distribuce velikosti Castic. Vyjadiuje ji
index polydisperzity PDI. Tento index je bezrozmérny a jeho hodnota niZ§i nez 0,05
ukazuje na vysoce monodisperzni polymer, ale obecné se povazuji ¢astice s PDI do 0,2
za monodisperni systém. Naopak hodnota vyssi nez 0,7 znamena, Ze vzorek je vysoce

polydisperzni a nevhodny k méteni metodou DLS. (16, 21)
5.5.4 Enkapsulacni efektivita

RozliSujeme dva zpisoby, kterymi Ize inkorporovat 1é¢ivo do nanocastice. Jednd se
o zaclenéni 1é¢iva do nanocéstice béhem piipravy, kdy je 1é¢ivo ptidano do reakéni smési

v prib¢hu polymerace a adsorpce 1é¢iva na jiz vyrobené nanocastice. (5, 15)

Enkapsula¢ni efektivita Ize urcit jako pomér mnoZzstvi inkorporovaného 1é¢iva vzhledem
k celkovému pouzitému mnozstvi léCiva. Vyjadiuje se v %. Zavisi na typu nanocastice,
zpusobu jeho pfipravy a vlastnostech 1é¢iva 1 polymeru. Je vyhodné, aby nanocéstice

mély vysokou schopnost enkapsulace. (15, 22)
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Ptesné stanoveni obsahu 1éCiva uvnitf nanoc¢astic neni, vzhledem k tomu, ze se jedna
o koloidni  systémy, snadné. Nejvhodnéj$i metodou separace nanocastic od
neenkapsulovaného 1éCiva je ultracentrifugace. (15) Dale lze vyuzit ultrafiltraci ¢i
dialyzu. Mnozstvi volného 1éCiva se pak ur¢i analytickymi metodami, napiiklad UV

spektroskopii nebo HPLC (vysokoucinna kapalinova chromatografie). (22)
5.6 Disolucni testy in vitro

Nanocasticové nosiCové systémy se uspeSné rozvijeji v terapii raznych onemocnéni.
Jejich pouziti s sebou nese i nutnost kontroly ucinnosti a bezpecnosti, aby nedochézelo
ke vzniku toxicity, ztraté ¢i zméné ucinnosti. Disolucni testovani in vitro je dalezitym

nastrojem pro kontrolu kvality a pfedpovida Gi¢innost nanocasticovych systému. (23)

RozliSujeme pét druhtt metod disolucnich testl in vitro: metody membranové difuze,
metody separace, metodu kontinudlniho toku, metodu dynamického rozpousténi

a mikrodialyzu. (23)
5.6.1 Metody membranové difuze

Jedna se o nejrozsifenéj$i metody a lze je vyuzit pfi zkoumani lipozomi, emulzi,
polymernich i lipidovych nanoc¢éstic. Zakladem je pouZiti dialyzacni membrany, kterd je

propustnd pro 1é¢ivo a nepropustnd pro nanocéstice. (23)

Metoda dialyzacniho vaku zahrnuje umisténi nanocastic s enkapsulovanym lécivem do
dialyzac¢nich vak, které se vlozi do nadob s disoluénim médiem na tfepaci vodni lazni
nebo magnetické michacce. Lécivo uvolnéné z nanocastic prochéazi pres dialyzacni
membranu do vnéj$iho kompartmentu. Z néj jsou v danych intervalech odebirany vzorky.

(23, 24)

Pfi metod¢ reverzniho dialyza¢niho vaku jsou nanocastice pfidavany piimo do
disolu¢niho média mimo dialyzacni vak. Vzorky se odebiraji v casovych intervalech
z disolu¢niho média uvniti dialyza¢niho vaku. Ten typ membranové difuze se pouziva se

k charakterizaci emulzi a koloidnich systémd. (23)
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Parametry ovliviiujici metody membranové difuze jsou podminky michéni, objem
disolu¢niho média a vlastnosti dialyzaéni membrany. Dialyzacni membrana musi mit
takovou velikost port, aby byla umoznéna diftize 1éCiva, ale aby nedochazelo k priichodu

nanocastic. (23)
5.6.2 Metody separace

Nanocéstice jsou pridany pifimo do disoluéniho média a pomoci separacnich metod, jako
je ultrafiltrace a ultracentrifugace, jsou od n¢j oddéleny v danych Casovych intervalech.

Analyzuje se obsah 1éCiva v supernatantu nebo filtratu. (23)

Uvoliovani 1é¢iva pokracuje i béhem procesu separace, coz muze zpusobit chybné

vysledky. Zaroven separa¢ni metody mohou destabilizovat nanocéstice. (24)

Parametry ovliviiyjici uvoliiovani 1é¢iva do disoluéniho média jsou podminky michani

a hlavné technika separace. (23)
5.6.3 Metoda kontinualniho toku

Disoluce se provadi pomoci zatizeni USP 4, které je propojeno s dialyzacnimi celami. Do
nich se umisti vzorek. Disolu¢ni médium ma danou teplotu, objem a rychlost pritoku.
(24) Metoda kontinualniho toku byla plivodné vyvinuta pro disoluce perordlnich
lékovych forem s fizenym uvoliiovanim. (23) Nyni ma Siroké vyuZiti jak pro konvencni
1ékové formy, tak 1 pro noveé systémy cileného dodavani 1é¢iv. Vyhodou je, Ze parametry

disolu¢niho média lze v pribehu disoluce meénit. (24)
5.6.4 Dalsi metody

Metoda dynamického rozpousténi vyuziva ke sledovani profilu uvoliovani 1é¢iva pfi

disolucich iontovée selektivni elektrody a je tedy vhodna pro elektroaktivni 1é¢iva. (23)

Pti mikrodialyza¢ni metod¢ se mikrodialyza¢ni sondy umisti do disolu¢nich nadob a jsou
kontinudlné¢ promyvany médiem. Mnozstvi uvolnéného léCiva je urCeno béznymi

analytickymi metodami, napiiklad HPLC. (23)

25



5.7 Cilena distribuce léciv

Vétsina soucasné¢ pouzivanych 1é¢iv nema schopnost selektivné se akumulovat
v patologickém orgénu, tkani ¢i bunice. Obvykle je rovhomérné distribuovano do celého
téla a mize tedy zplisobovat na necilovych strukturdch nezddouci reakce. Cilenou
distribuci 1é¢iv I1ze chapat jako schopnost 1€¢iva hromadit se v cilovém organu nebo tkani,

tak aby jeho koncentrace v ostatnich strukturach nezptisobovala negativni reakce. (25)

Vétsina nanocastic nedosahne zamysleného cile. Po podani dochazi k jejich odbouravani
jatry, slezinou a ledvinami. Do cilové tkdn¢ se dostavd méné nez 5 % nanocastic. Jatra
funguji jako biologicky filtra¢ni systém, ktery izoluje 30-99 % podanych nanocéstic

z krevniho fecisté. (26)
5.7.1 Cilena distribuce 1é¢iv v terapii nadorovych onemocnéni

Cilen¢é distribuce 1é¢iv neboli targetingu lze dosdhnout vyuzitim patofyziologickych
rozdilti nadorové a zdravé tkané v ptipadé pasivniho transportu. Dtlezitou roli zde maji
1 fyzikalné-chemické vlastnosti nosice 1é¢iva. Pti aktivnim transportu dochazi k zacileni

nosice 1é€iva pomoci cilové specifickych ligandil na jeho povrchu. (17)

Targeting v terapii nadorovych onemocnéni je zplsobem, jak se vyvarovat poSkozeni
zdravé tkané. Cileni na rakovinné buniky pomoci nanoc¢éstic s enkapsulovanym lécivem

vede k snizeni systémové toxicity a ke snizeni nezadoucich ucinku. (4)
5.7.1.1 Pasivni transport

Pasivni transport je ovlivilovan fyzikalné-chemickymi vlastnostmi nosice, a to jeho
velikosti, povrchovym nabojem, a hydrofobnimi vlastnostmi. (17) Zaroven je zaloZen na
anatomickych rozdilech mezi nddorovou a zdravou tkani. Mnozstvi cév a jejich
uspotfadani je v obou typech tkani rozdilné. V nadorové tkani je vyssi cévni hustota
1 cévni permeabilita. To v kombinaci s chybé&jicim lymfatickym systémem umoziuje
akumulaci vysokomolekularnich 1é¢iv v nddorech. Oznacujeme to jako efekt zvySené

permeability a retence. (4)
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5.7.1.2 Aktivni transport

Aktivniho transportu je dosahovano upravou povrchu nosice o cilové specificky ligand.
Ligandem mohou byt proteiny (protilatky a jejich fragmenty), peptidy nebo nukleové
kyseliny (aptamery). Cilena distribuce 1€¢iv aktivnim transportem probiha rozpoznanim
rakovinnych bunék prostfednictvim interakei ligand-receptor, nebo antigen-protilatka,
piipadné cilenim aptamert. Tento zpiisob cilené distribuce 1é¢iv nasel vyuziti v terapii
rakoviny, revmatoidni artritidy, pfi onemocnénich centralniho nervového systému a jater.

(4, 17)
5.7.2 Cilena distribuce 1é¢iv do bunék imunitniho systému

Bunky imunitniho systému hraji roli u autoimunitnich a zanétlivych onemocnéni, ale také
pfi rakoving, kardiovaskularnich onemocnénich a diabetu. Jednd se o makrofagy,
monocyty a dendritické bunky tvorici mononuklearni fagocytarni systém (MPS). Zvlasté

dilezité jsou makrofagy. (27, 28)

Makrofagy pfi akutni infekci produkuji zanétlivé cytokiny a tim reguluji zanétlivé
onemocnéni. Také jsou schopné fagocytdzy, tedy mohou endocytovat ¢astice o velikosti
nanometr az mikrometri a vychytavat je ze systémové cirkulace. Jsou pfitomny v kazdé
tkani a podileji se na jejim vyvoji i na udrZzovani tkanové homeostazy. Zejména jejich

fagocytarni vlastnosti z nich ¢ini ideélni terapeutické cile. (27, 28)

Na zékladn€é podnéti a signali (kortikosteroidy, lipopolysacharidy a interleukiny)
prochazeji makrofagy polarizaci na podtypy s rozdilnym fenotypem a biologickymi
funkcemi. RozliSujeme dva podtypy makrofagh: M1 s prozanétlivou a M2
s protizanétlivou aktivitou. Pfi akutni infekci makrofagy zpoc€atku bojuji s patogeny
a fagocytuji mrtvé buiky, ale poté preménuji svllj fenotyp a nasledné¢ pomahaji pii

procesu hojeni ran a remodelace tkan€. (27, 28)

Regulace polarizace makrofagl prostfednictvim aktivni latky ve vhodném nanonosici
muze byt terapeuticky vyuZita pii 1é¢bé Siroké Skaly onemocnéni, v€etné chronického

zanétu, nddorového bujeni nebo poruch imunitniho systému. (28)
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Pevné polymerni nanoc¢éstice (nanosféry) predstavuji slibny zpisob dodavani aktivniho
1é¢iva do makrofagii, protoze hydrofobni ¢astice o velikosti 100-300 nm jsou velmi
ucinné vychytavany makrofagy ze systémové cirkulace béhem nékolika minut po
intraven6znim podani. Pro dodévani 1é¢iv do makrofagi jsou v soucasnosti také

vyuzivany lipozomy a lipidické ¢astice. (28)
5.7.2.1 Aktivace imunitniho systému

Makrofagy, B-lymfocyty a dendrimery jsou antigen prezentujici butiky a slouZi jako cile
nanocastic ke zlepSeni specificity imunitni aktivace. Pti pasivnim cileni dochézi k pouziti
nanocastic vhodné velikosti, tvaru a s kladnym nabojem. Kladny nédboj je vyhodny
pfi interakci se zdporn€ nabitymi bunénymi membranami. Jiné imunoterapeutické

pristupy cili pfimo na T-lymfocyty. (29)
5.7.2.2 Potlaceni imunitniho systému

Potlaceni imunitniho systému je vyuzivdno mimo jiné pfi terapii autoimunitnich
onemocnéni naptiklad pfi revmatoidni artritidé ¢i systémovém lupusu erythematodes.
Obvykle se 1é¢i imunosupresivy se zavaznymi vedlejSimi U¢inky. U téchto
autoimunitnich onemocnéni jsou T-lymfocyty a B-lymfocyty citlivé na vlastni antigeny.
Specifickd imunoterapie cili na antigen prezentujici buiiky, T-lymfocyty a B-lymfocyty

a ma za cil snizit reaktivitu a zvysit jejich toleranci k urcitym antigenim. (29)
5.8 Uvolnéni lé¢iva

Uvolnovani léCiva je d&j, pfi1 kterém dochazi k pfechodu molekul 1é€iva z polymerniho
nosi¢e na jeho povrch a nasledné do okolniho prostfedi. Doba, po kterou se 1écivo

uvolnuje z nanocastice je rizna a pohybuje se v fadu hodin az mésict. (30)

Tento proces je ovlivnén fyzikalné-chemickymi vlastnostmi rozpusténého [écCiva
(rozpustnost, stabilita, naboj), strukturnimi vlastnostmi nosice (slozeni, struktura,
degradace) a prostfedim, ve kterém k uvolnovani dochazi (pH, teplota, iontova sila,
pfitomnost enzymi). (31) Uvolnovani léCiva zavisi také na velikosti nanocastic.
V ptipad€ nanocastic vétSich rozméri dochdzi k niz§imu pocatecnimu uvolnéni 1é¢iva

nez u mensich nanocastic. (5)
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RozliSujeme ¢tyfi mechanismy uvoliiovani 1é¢iva (obrazek 10):

- difuze pres vodni pory
- difuze z polymerni matrice
- osmotickd pumpa

- eroze (30)

%@% BT
A Q:g o DS
W@ o Lttt
Ko p

Obrazek 10: Mechanismy uvolnéni léciva, A-difuze pres vodni pory, B-difuze z polymerni

matrice, C-osmotické pumpa, D-eroze (32)

Mechanismus uvoliiovani 1é¢iv zavisi na pouzitém polymeru. (15) Uvoliovani 1éCiva

z PLGA nanocastic je komplexni proces, ve kterém prevlada difuze a eroze. (30)
5.8.1 Difuze pres vodni pory

Jedna se o ndhodny pohyb molekul 1é¢iva fizeny koncentracnim gradientem. Rychlost
uvoliovani léciva difuzi je ovlivnéna siti porG degradovatelného polymeru. Do

nanocastice je absorbovana voda, pory se zvétsuji, coz vede k uvolnéni 1é¢iva. (30)
5.8.2 Difuze z polymerni matrice

Molekuly difunduji z polymerni matrice bez tvorby péri. Rychlost uvoliovani je
konstantni. Neni ovlivnéna koncentracnim gradientem, ale pouze permeabilitou

a tloust’kou polymerni membrany. (30)
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5.8.3 Osmoticka pumpa

Osmotickd pumpa je zalozena na principu osmozy, ke které dochazi, kdyz membrana
propustnd pro vodu, ale nikoli pro konkrétni rozpusténé latky, odd€luje dva roztoky
s riznymi koncentracemi rozpusténé latky. Uvolnéni 1é€iva je zplisobeno osmotickym

tlakem pfitékajici vody do nebobtnajiciho systému. (30, 33)
5.8.4 Eroze

Hromadna eroze: Voda pronikne do polymeru a zptisobi homogenni degradaci celé
matrice (obrazek 11). Rychlost, kterou voda pronikéd do hmoty, je vétsi nez rychlost eroze.
Je to méné piedvidatelny proces nez eroze povrchova, proto je také k uvoliiovani 1éciv

mén¢ vhodny. (30)

Povrchova eroze: K povrchové erozi dochazi, pokud degradace polymeru zac¢iné od jeho
povrchu. Castice se zmensuji z vn&jsku smérem dovniti (obrazek11). Rychlost pronikéni
vody je pomala. Jedna se o vhodny zplisob uvoliiovani 1é¢iva, nebot’ je kontrolované

a predvidatelné. (30)

A qmn

Obrazek 11: Uvolnovani léciva erozi, A-hromadna, B-povrchova (4)
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6 EXPERIMENTALNI CAST

6.1 Pouzité suroviny

Aceton (Lach-Ner s.r.o., Ceské republika)

Acetonitril pro HPLC (Honeywell, Riedel-de Haén, USA)

Cisténa voda (Farmaceuticka fakulta UK, Ceska republika)
Dexamethason-acetat (Sigma — Aldrich s.r.o0., USA)

Dihydrét citronanu sodného (Lachema a.s., Ceska republika)
Dihydrat vinanu sodného (Penta s.r.o., Ceska republika)
Fluorescein (Sigma — Aldrich s.r.o., USA)

Glycin (Sigma — Aldrich s.r.o., USA)

Heptahydratfosfore¢nanu sodného (Lachema a.s., Ceska republika)
Hexahydrat chloridu hofe¢natého (Lachema a.s., Ceska republika)
Hydroxid sodny (Penta s.r.0., Ceska republika)

Chlorid sodny (Lachema a.s., Ceska republika)

Chlorid vapenaty (Lachema a.s., Ceské republika)

Kyselina citronova (Penta s.r.o., Ceské republika)

Kyselina octova (Penta s.r.0., Ceska republika)

Octan sodny (Lachema a.s., Ceské republika)

PBS tablety (Sigma — Aldrich s.r.o., USA)

PLGA 75:25 - Purasorb® PDLG 7502A (LA/GA), (Corbion, Nizozemsko)
Poloxamer 407(Pluronic® F-127), (Sigma — Aldrich s.r.o., USA)

Polysorbat 20 (Tween® 20), (Sigma — Aldrich s.r.0., USA)
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Pyruvéat sodny (ThermoFisher, Némecko)
Siran sodny (Lachema a.s., Ceské republika)
6.1.1 Fluorescein

Fluorescein byl vyuzit jako modelové 1é¢ivo pro enkapsulaci do nanocastic. Jednd se
o zlutou amorfni pevnou latku nebo o oranzovo-Cervené krystaly. Neni rozpustny ve
vodé, etheru, benzenu a chloroformu. Je rozpustny v metanolu, etanolu, acetonu,
ethylacetatu, N,N’dimethylformamidu a ve zfedénych roztocich zasad. Velmi ziedéné

alkalické roztoky vykazuji intenzivni zelenozlutou fluorescenci. (34, 35)
Mr (relativni molekulova hmotnost) = 332,3

log P (rozd¢lovaci koeficient) = 3,4

Teplota tani t;= 315 °C

excitace =494 nm

emise = 524 nm

pKa (disociacni konstanta) = 6,4

Rozpustnost ve vodeé = 50 mg/1 pii 20 °C

HO O O

COOH

Obrazek 12: Struktura fluoresceinu (36)
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6.1.2 Dexamethason-acetat

Jedna se o sil dexamethasonu a kyseliny octové. Dexamethason je kortikosteroid
vyuzivajici se v terapii zanétlivych respiracnich, alergickych, autoimunitnich a jinych

onemocnéni. (37, 38)
Mr =434,5
logP=2,8

Teplota tani t; = 263 °C

O

Obrazek 13: Struktura dexamethason-acetdtu (39)

6.1.3 Stabilizator (poloxamer 407)

Poloxamer 407, dostupny pod registrovanou ochrannou znidmkou jako Pluronic® F-127,
byl pfi pfipravé nanocastic metodou nanoprecipitace pouZzit jako stabilizator ve formeé
vodného roztoku o koncentraci 0,1 %. Jedna se o kopolymer tvofeny z monomeri
ethyloxidu a propylenoxidu uspotadanych do trojblokové struktury PEO-PPO-PEO. Jeho
syntéza probiha polymerizaci etylenoxidu a propylenoxidu za pfitomnosti hydroxidu

sodného nebo draselného. (40)
Mr =12 600

HLB (hydrofilné-lipofilni rovnovaha) = 22 (pti 22 °C)
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6.1.4 Rozpoustédla
Aceton byl pouzit jako rozpoustédlo fluoresceinu pfi ptiprave organické faze.

Cisténa voda byla pouzita pii ptipravé vodné faze jako rozpoustédlo pro stabilizator
poloxamer 407. Dale byla také pouzita jako nihrada supernatantu po centrifugaci

nanosuspenze.
6.1.5 Povrchové aktivni latka (polysorbat 20)

Polysorbaty jsou amfifilni neiontové povrchové aktivni latky slozené z esteri mastnych
kyselin a  polyoxyethylensorbitanu.  V pfipadé  polysorbatu20 se jedna
o polyoxyethylensorbitan laurat. (41, 42) Polysorbat20 byl pouzit pii piiprave

disolu¢nich médii v koncentraci 0,2 % (w/v).

6.2 Pouzité pristroje

Analytické vahy Ohaus Discovery (Ohaus, Ninikon, Svycarsko)

Viéhy Kern 440-53N (Kern, Balingen, Némecko)

Magneticka michacka IKA-WERKE RT 5 power (IKA, Staufen, Némecko)
Centrifuga MPW 260R (MPW MED.Instruments, VarSava, Polsko)
Ultrazvukova lazent Sonorex Super 10P (Bandelin, Berlin, Némecko)
Zetasizer Nano ZS (Malvern Panalytical, Malvern, UK)

Plate reader Synergy 2 (BioTek Instruments, USA)

Vodni lazen Julabo SW22 (Seelbach, Némécko)

HPLC 1200 Series (Agilent Technologies, Santa Clara, USA) se softwarem Agilent
ChemStation for LC&LC/MS Systems
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6.3 Pouzité metody

6.3.1 Difuze volného fluoresceinu

1. Prvnim krokem byla ptiprava roztoku slozen¢ho z 10 ml vody, stabilizatoru
Pluronic F-127 o finélni koncentraci 0,1 % a 100 pg fluoresceinu.

2. Roztok byl prenesen po 2 ml do tfi dialyzacnich membran (MC18 x 100 CLR,
Sitka 25 mm, tloustka 27 um, MWCO 14 kDa). Membrany se pevné zavazaly na
obou koncich a po jedné se vlozily do tfi zatmavenych, uzavienych nadob s 20 ml
disoluéniho média. Nésledné byly umistény do tfepaci vodni ldzné€ udrzujici
teplotu na 37 °C. Jako disolu¢ni médium byl pouzit 0,01M PBS s polysorbatem
20 o koncentraci 0,2 % o pH 7,4.

3. Odbér vzorki disoluéniho média z kazdé disoluc¢ni nadoby probihal v prib&hu
disoluce od 15 minut do 48 hodin od jejiho zacatku. Odebrané vzorky o objemu
500 pl byly pteneseny do mikrozkumavek typu eppendorf, dale byly obaleny do
alobalu a ulozeny do lednice. Odebrané disolu¢ni médium bylo nahrazeno
médiem Cistym.

4. Z odebran¢ho vzorku se 150 pl pteneslo v triplikatu na 96 jamkovou mikrotitraéni
desticku. Méteni bylo provedeno na pfistroji Plate reader pfi téchto podminkach:

excitace 485/20, emise 528/20, Gain 50.

6.3.2 Priprava PLGA nanocastic s fluoresceinem

Nanocastice byly pfipraveny metodou nanoprecipitace.

1. Pfiprava vodné faze

Vodna faze se skladala z 10 ml vody a stabilizatoru. Pouzitym stabilizatorem je Pluronic
F-127 o finalni koncentraci 0,1 %. Vodnd faze byla pfipravena rozpusténim

poloxameru v €isténé vode za stalého michani na magnetické michacce.

2. Pfiprava organické faze

Organickou fazi tvofil polymer PLGA, fluorescein a aceton. Na analytickych vahach bylo
navazeno 30 mg polymeru a 100 pg fluoresceinu. Nasledovalo rozpusténi tohoto

mnozstvi v 1 ml acetonu za stdlého michéni na magnetické michacce.
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3. Pfiprava nanosuspenze

Organickd cast se pomoci mikropipety prevedla za stdlého michdni na magnetické

michacéce do faze vodné. Doslo k vytvoreni nanosuspenze.
6.3.3 Disoluce fluoresceinu z PLGA nanocastic

1. Prvnim krokem byla pfiprava nanocastic podle postupu v kapitole 6.3.2.

2. Nanosuspenze byla piefiltrovana ptes filtr s velikosti pora 1,2 um.

3. Pfipravena nanosuspenze byla ptfenesena do péti mikrozkumavek typu eppendorf
po 2 ml. Nasledné tfi znich byly centrifugovany za téchto podminek: RCF
(relativni centrifugacni sila) 10 000, teplota 18 °C, ¢as 15 minut. Vzorek ve ctvrté
mikrozkumavce se vyuzil k méfeni indexu polydisperzity, velikosti ¢astic a zeta
potencidlu na pristroji Zetasizer. Paty vzorek se pouzil ke stanoveni enkapsulaéni
efektivity. Po skonceni centrifugace byly vzorky promyty, ze tff mikrozkumavek
byl odebran supernatant a doSlo k jeho néhradé c¢iSténou vodou. Sediment byl
rozttepan v ultrazvukové 14zni. Krok promyti byl jesté jednou opakovan.

4. Obsah tfi mikrozkumavek byl pfenesen do tifi dialyzaénich membran
(MC18 x 100 CLR, sitka 25 mm, tloustka 27 yum, MWCO 14 kDa), které¢ se
pevné zavazaly na obou koncich.

5. KaZda membrana obsahujici nanosuspenzi byla umisténa do zatmavené, uzaviené
nadoby s 20 ml disolu¢niho média. Nadoby byly vloZeny do tfepaci vodni lazné
nastavené na teplotu 37 °C.

6. Vzorky disolu¢niho média o objemu 500 pl byly odebirany priibézné€ od 15 minut
do 48 hodin ze vSech tii nadob a byly pfeneseny do mikrozkumavek typu
eppendorf. Ty se obalily do alobalu, kvuli citlivosti fluoresceinu na svétlo,
a uloZzily do lednice. Objem odebraného disolu¢niho média byl nahrazen Cistym
médiem. V pribéhu 48 hodin bylo odebrano 12 vzork.

7. Z kazdého vzorku bylo odebrano 150 pl, které se ptenesly rovnou na 96 jamkovou
mikrotitraéni  desticku v triplikdtu. Bylo provedeno méfeni na pfistroji

Plate reader pii téchto podminkach: excitace 485/20, emise 528/20, Gain 50.
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6.3.4 Disolu¢ni média pouzita pri disoluci fluoresceinu

Disoluce fluoresceinu z PLGA nanocéstic byla provedena celkem ¢étytikrat. Pokazdé bylo

zvoleno jiné disolu¢ni médium:

1. 0,01M PBS s polysorbatem 20 o koncentraci 0,2 % o pH 7.4.

2. Fyziologicky roztok s polysorbatem 20 o koncentraci 0,2 % o pH 7,4. Jedna se o
0,9% roztok NaCl v ¢isténé vodé.

3. Acetatovy pufr s polysorbatem 20 o koncentraci 0,2 %. Na pfipravu acetatového
pufru byla pouzita kyselina octova, octan sodny a ¢isténa voda (tabulka 1).

Vysledny pufr mél pH 5,5.

Tabulka 1: Priprava acetdatového pufiru

0,2M kyselina octova 28 ml
0,2M octan sodny 172 ml

4. Simulovana lysozomalni tekutina (ALF) s polysorbatem 20 o koncentraci 0,2 %.
1 1 ALF (pH 4,5) byla ptipravena ze slozek rozpusSténych v ¢isténé vodé podle
tabulky 2.

Tabulka 2: Slozeni ALF

glycin 0,059 g

chlorid sodny 3210 g

hydroxid sodny 6,000 g
kyselina citronova 20,800 g
chlorid vapenaty 0,097 g
heptahydrat fosfore¢nanu sodného 0,179 g
siran sodny 0,039 g
hexahydrat chloridu hofec¢natého 0,106 g
dihydrat citronanu sodného 0,077 g
dihydrat vinanu sodného 0,090 g
pyruvat sodny 0,086 g
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6.3.5 Méreni enkapsulace fluoresceinu

Vzorek urfeny ke stanoveni enkapsulace byl v mikrozkumavce typu eppendorf
centrifugovan za nésledujicich podminek: RCF 21 000, teplota 20 °C, ¢as 15 minut. Poté
byl odebran supernatant. Nasledovalo zifedéni 100 pl odebraného supernatatu 1 900 pl
PBS. Poté bylo naneseno 100 ul v triplikatu na desticku k vyhodnoceni na pfistroji Plate
reader za podminek: excitace 485/20, emise 528/20, Gain 50.

Nejprve byly sestaveny kalibracni kiivky fluoresceinu pro vSechna disolu¢ni média
uvedena v kapitole 6.3.4 (obrazek 14, 15, 16, 17), které byly vyuzity pro stanoveni

enkapsulacni efektivity i mnozstvi uvolnéného fluoresceinu pii disolu¢nich testech.
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Obrazek 14: Kalibracni kiivka fluoresceinu v 0,01M PBS
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Obrazek 15: Kalibracni kiivka fluoresceinu ve fyziologickém roztoku
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Obrazek 16: Kalibracni kiivka fluoresceinu v acetdatovém pufru
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Obrazek 17: Kalibracni kiivka fluoresceinu v ALF

Enkapsulacni efektivitu 1ze urcit jako pomér mnozstvi inkorporovaného 1é¢iva vzhledem
k celkovému pouzitému mnozstvi 1éCiva. Vyjadiuje se v %. Jeji ureni probihalo nepiimo

ze supernatantu.

Vypocet vychazi z tohoto vzorce:

navazka fluoresceinu—volny fluorescein v supernatantu

EE =

100 (1]

celkové pouzité mnoistvi léCiva

6.3.6 Priprava nanocastic s dexamethason-acetatem
Nanocastice byly pfipraveny metodou nanoprecipitace.
1. Ptiprava vodné faze

Na piipravu vodné faze bylo pouzito 35 ml vody a stabilizator Pluronic® F-127, jehoZ
koncentrace v roztoku byla 0,1 %. Ptiprava probé&hla rozpusténim stabilizatoru v ¢isténé

vodé¢ za stalého michani na magnetické michacce.
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2. Pfiprava organické faze

Na ptipravu organické faze byl pouzit polymer PLGA, dexamethason-acetat a aceton. Na
analytickych vahach bylo navazeno 105 mg polymeru a 2,1 pg dexamethason-acetatu.
Nasledn¢ se toto mnozstvi rozpustilo v 3,5 ml acetonu za stdlého michdni na magnetické

michacce.

3. Pfiprava nanosuspenze

Organickd cast se pomoci mikropipety pievedla za stdlého michdni na magnetické

michacce do faze vodné. Doslo k vytvofeni nanosuspenze.
6.3.7 Disoluce dexamethason-acetatu z PLGA nanocastic

1. Prvnim krokem byla pfiprava nanocastic podle postupu v kapitole 6.3.6.

2. Nanosuspenze byla prefiltrovana pies filtr s velikosti porti 1,2 pm.

3. Nasledné byla nanosuspenze pienesena po 2 ml do 14 mikrozkumavek typu
eppendorf, z jejichz vicka byla odstranéna stfedni ¢ast. Pfed zavienim byla na
horni ¢ast mikrozkumavky umisténa dialyzacni membrana (MC18 x 100 CLR,
Sitka 25 mm, tloustka 27 pum, MWCO 14kDa), kterd uzavienim vicka drzi na
misté.

4. Vsechny mikrozkumavky byly poté vloZeny do nadoby s 1 200 ml 0,01M PBS
a zatizeny poklopem, aby byly zcela ponofeny pod hladinou. Nadoba byla vloZena
do tfepaci vodni 14zn€ nastavené na teplotu 37 °C.

5. Odbér vzorki probihal v ¢asovych intervalech 0, 1, 2, 4, 10, 22, 29, 48, 72,5 a 77
hodin. Byly odebirany dvé mikrozkumavky, které se centrifugovaly za podminek:
RCF 15 000, teplota 14 °C, ¢as 20 minut. Supernatant byl odebran a peleta byla
redispergovana v 1 ml acetonitrilu.

6. Dale probéhla analyza obsahu deamethason-acetatu v pelet¢ pomoci HPLC za
podminek: mobilni faze 50% acetonitril, nastfik 10 pl, teplota kolony 25 °C,
priatok 1 ml/min, vinova délka detekce 236 nm, délka jednoho méteni 6,5 min.
Byla pouzita kolona Restek Ultra 100A, typ stacionarni faze C18, velikost &astic

5 um, délka 150 mm, pramér 4,6 mm.
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6.3.8 Meéreni enkapsulace dexamethason-acetatu

Vzorek uréeny k méfeni enkapsulacni efektivity pfipravenych nanocastic byl upraven
a méefen totozné, jako je popsano v kapitole 6.3.7. Pfed timto méfenim byla sestavena
kalibracni kiivka dexamethason-acetatu v 0,01M PBS (obrazek 18), ktera byla vyuzita
také pro stanoveni obsahu dexamethason-acetatu ve vzorcich odebranych pfti disolu¢nich

testech (kapitola 6.3.7). Vypocet enkapsulacni efektivity vychazi ze vztahu [1].
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Obrazek 18: Kalibracni krivka dexamethason-acetatu v 0,01M PBS

6.3.9 Urdeni velikosti a zeta potencialu nanocastic na pristroji Zetasizer

PLGA nanocastice s enkapsulovanym fluoresceinem a dexamethason-acetdtem byly po
pfipravé hodnoceny pomoci pristroje Zetasizer. Pfed zah4jenim analyzy byla

nanosuspenze piefiltrovana ptes filtr o velikosti porta 1,2 um.

Pomoci tohoto pfistroje 1ze urcit index polydisperzity, velikost ¢astic a zeta potencidl
pripravenych nanocastic. K ureni indexu polydisperzity a velikosti ¢astic byla pouzita
plastova kyveta. Pfistroj pracuje na zakladé metody dynamického rozptylu svétla. Pii
mefeni zeta potencidlu je vyuzita metoda elektroforetického rozptylu svétla. Méteni

probiha v plastové kyveté s kapilarou (typ DTS1060).
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

Kapitola obsahuje vysledky ziskané ptipravou PLGA nanocéstic s enkapsulovanym
fluoresceinem metodou nanoprecipitace a jejich naslednou disoluci do riznych
disolu¢nich médii. Dale jsou zde obsazeny vysledky disoluce dexamethason-acetatu
z PLGA nanocastic do 0,01M PBS. Byla zmétena také velikost, PDI, zeta potencial

a enkapsulacni efektivita pfipravenych nanocastic.
7.1 Disoluce fluoresceinu z PLGA nanoc¢astic do PBS
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Obrazek 19: Graf uvoliiovani fluoresceinu z PLGA nanocastic do 0,01M PBS

Obrazek 19 znédzoriuje, Ze doslo k uvolnéni 68 % enkapsulovaného fluoresceinu z PLGA
nanocastic do 0,01M PBS a to v pribéhu 4 hodin. Po zbytek doby disolu¢niho testu uz se

dalsi fluorescein neuvolioval.

Vétsina enkapsulovaného fluoresceinu byla rychle uvolnéna do média na pocatku
disolu¢niho testu. U vétSiny polymernich ¢éstic pro cilenou distribuci 1é¢iv dochazi
k burst efektu, tedy k poCatecnimu vyraznému uvolnéni lé¢iva. Vyznamna cCést
enkapsulovaného 1é¢iva se uvolni béhem kratké doby po aplikaci. Tato faze miize trvat

od n¢€kolika hodin do 1-2 dnti. Jedna se o jev nezadouci, jelikoz zkracuje dobu
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terapeutického ucinku 1é¢iva. (43) Pii nadmérném uvolnéni mize také 1é¢ivo pisobit

toxicky. (43, 44)

Ptedpoklada se, ze tento jev souvisi s uvoliiovanim molekul 1é¢iva zachycenych blizko
povrchu nanocastic. DalSim diivodem vzniku mize byt vysoky pocate¢ni koncentra¢ni

gradient 1éCiva mezi nanonosi¢em a okolnim prostiedim. (43)

7.1.1 Difuze volného fluoresceinu do PBS
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Obrdazek 20: Graf uvoliiovani volného fluoresceinu z dialyzacni membrany do 0,01M PBS

Na obrazku 20 je zndzornéno uvolhovani samotného fluoresceinu umisténého do
dialyza¢ni membrany do 0,01M PBS. Test byl proveden za G¢elem zjisténi, jak je difuze
uvolnéného fluoresceinu do média ovlivnéna dialyzaéni membranou. Difuze probihala po

dobu 3 hodin a maximalni mnozstvi fluoresceinu se uvolnilo zhruba po 150 minutach.

V ptipad¢ disoluce z PLGA nanocastic doSlo k uvolnéni jen 68 % enkapsulovaného
fluoresceinu (viz kap. 7.1), coz odpovidd hmotnosti 47 pg. K uvolnéni obdobného
mnozstvi volného fluoresceinu z dialyzacni membrany doslo jiz za 25 minut a postupné
doslo kdifuzi celého mnozstvi fluoresceinu, ktery byl do membrany aplikovan.

Dialyza¢ni membrana v tomto ptipadé¢ tedy neni limitujicim krokem disoluce.
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7.2 Disoluce fluoresceinu z PLGA nanocastic do

fyziologického roztoku
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Obrdazek 21: Graf uvoliiovani fluoresceinu z PLGA nanocastic do fyziologického roztoku

Dle obrazku 21 doslo k uvolnéni 63 % enkapsulovaného fluoresceinu z PLGA nanocastic
do fyziologického roztoku béhem 4 hodin. Nasledné se jiz mnozstvi uvolnéného
fluoresceinu v testovaném casovém okné nezvySovalo. Byl pozorovan burst efekt
a podobny pribeh uvolnovani jako v ptipadé pufrovaného fyziologického roztoku (viz
kap. 7.1).
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7.3 Disoluce fluoresceinu z PLGA nanocastic do acetatového

pufru
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Obrdazek 22: Graf uvoliovani fluoresceinu z PLGA nanocastic do acetatového pufiru

Obrazek 22 ukazuje, Zze kuvolnéni 127 % enkapsulovaného fluoresceinu z PLGA
nanocastic do acetatového pufru v priibéhu 4 hodin. Déle uz bylo mnoZstvi uvolnéného

fluoresceinu konstantni. Vice nez 80 % se uvolnilo za 1 hodinu.

Mnozstvi uvolnéného fluoresceinu piesahujici 100 % by, mimo jiné, mohlo byt
zpisobeno evaporaci disolu¢niho média v pribéhu disoluce, nedostate¢né rozpusténym
fluoresceinem pii ptipravé roztoki k sestrojeni kalibra¢ni kiivky ¢i chybné ur¢enou
enkapsulaéni efektivitou z divodu nizké rozpustnosti fluoresceinu. Dal§i moznosti je
tzv. cross talk, pfi kterém zateni fluoresceinu v jedné jamce mikrotitracni desticky zafi i

do jamek okolnich a zvySuje tak signal, ¢imZ dochézi k ovlivnéni vysledka. (45)
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7.4 Disoluce fluoresceinu z PLGA nanocastic do ALF
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Obrdazek 23: Graf uvoliiovani fluoresceinu z PLGA nanocastic do ALF

PLGA nanocéstice se zdaji byt vhodnym nosic¢em 1éCiv pro cilenou 1é¢bu zanétlivych
onemocnéni. Makrofagy jsou fagocytujici bunky vrozené imunity, které¢ reguluji
zanétlivou odpoveéd’ produkcei cytokint. (46) Pro simulaci vnitiniho prostredi lysozomu

makrofagl z hlediska pH, iontové sily a slozeni bylo pouzito médium ALF.

Z obrazku 23 vyplyva, Ze doslo k uvolnéni pouze 26 % enkapsulovaného fluoresceinu
z PLGA nanocastic do ALF v priitbé¢hu 7 hodin. Déle se jiz v testovaném casovém okné

dalsi fluorescein neuvoliioval.

Jahagirdar a kol. (47) studovali disoluci kurkuminu, $patné rozpustné latky ve vode
(0,6 ng/ml, 48), z PLGA nanocastic do ALF s 1 % laurylsulfatu sodného. Podobné jako
bylo pozorovano uvolnéni 26 % fluoresceinu béhem 7—10 h, doSlo k uvolnéni zhruba
26 % kurkuminu za 10 h. AvSak kurkumin se uvoliioval pozvolna déale az na 76,29 %
béhem 72 h. Disolu¢ni profil byl popsan Higuchiho modelem. Nanocastice oxidu zeleza
pokryté PLGA se do ALF uvolilovaly pozvolna kinetikou prvniho fadu a béhem 72 hodin
Castice degradovaly z 57,5 %. V ALF (pH 4,5) se tyto ¢astice rozpoustély 4krat rychleji

nez v AEF (simulovand endozomalni tekutina, pH 5,5). (49)
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7.5 Srovnani uvolinovani fluoresceinu z PLGA nanocastic do

jednotlivych disolu¢nich médii
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Obrazek 24: Srovndni uvoliiovani fluoresceinu z PLGA nanocastic do jednotlivych

disolucnich medii

V priibéhu disoluci doslo k uvolnéni 68 % enkapsulovaného fluoresceinu do 0,01M PBS,
63 % enkapsulovaného fluoresceinu do fyziologického roztoku, 127 % enkapsulovaného
fluoresceinu do acetatového pufru a 26 % enkapsulovaného fluoresceinu do ALF

(obrazek 24).

Disoluce lé¢iva z polymernich nano€astic zavisi na povaze lé€iva, polymeru, pH a slozeni
disolu¢niho média. Rozpustnost fluoresceinu je nizsi, ¢im je nizsi pH. S rostoucim pH se
vyskytuje fluorescein jako kation v silné€ kyselém prosttedi, neutralni molekula (pH 2-4),

monoanion (pH 4,3-6,4) a dianion (pH > 6,4). (50)

PLGA kopolymer podléhda degradaci hydrolyzou nebo biodegradaci Stépenim jeho
esterovych vazeb na monomery. Degradace probihd prostfednictvim hromadné eroze
matrice, pfi které dochazi k rychlejSimu priniku vody do matrice, nez je rychlost
degradace polymeru. Déle k degradaci pfispiva také difuze pres vodni pory, difuze

z polymerni matrice a povrchova eroze. (51)
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Uvolnéni lé¢iva na pocatku disoluce je ovlivnéno jeho koncentraci, rozpustnosti
a hydrofobnimi vlastnostmi polymeru. Jedna se o 1é¢ivo na povrchu uvoliujici se pfi
kontaktu s médiem penetraci vody do polymerni matrice. Ve druhé fazi se 1€¢ivo uvolnuje
pies silngjsi vrstvu polymeru. Voda uvniti matrice hydrolyzuje polymer na monomerni
produkty a vytvari tak priuchod pro 1é¢ivo, které se uvolnuje difuzi a erozi az do uplného

rozpusténi polymeru. (51)

Pribéh a rychlost biodegradace PLGA polymeru Ize s ohledem na mnoZstvi ovliviyjicich
faktorii tézko predvidat. Patfi mezi né naptiklad pomér LA:GA v fetézci polymeru.
Rychlost degradace roste se zvySujicim se podilem kyseliny glykolové a klesa tedy
v potfadi PLGA 50:50, PLGA 63:35, PLGA 72:25, PLGA 85:15. Dale je rychlost
degradace PLGA polymeru ovlivnéna krystalinitou, ale o jejim vlivu na rychlost se
objevuji nekonzistentni fakta. Polymery svyssi molekulovou hmotnosti jsou
charakteristické nizsi rychlosti degradace. Maji delsi fetézce a vyzadujici tedy delsi dobu

degradace nez polymery nizkomolekularni. (51)

Snizenim pH média ze 7,4 (PBS, fyziologicky roztok) na 5,5 (acetatovy pufr) doslo
k uvolnéni piiblizn€¢ dvojnasobku fluoresceinu za stejnou dobu. Alkalickd a silné kysela
média degradaci PLGA nanoc¢astic in vitro urychluji zvySenim hydrolyzy esterovych
vazeb. Tim dochdzi i k ovlivnéni uvoliovani 1é¢iva. Rozdil mezi mirné kyselym
a neutrdlnim prosttedim je vSak méné vyrazny, a to z divodu autokatalyzy koncovymi
karboxylovymi skupinami. (51, 52) Pii kyselém pH (2,4) dochazi k rychlejSimu
uvoliovani 1éciva také z PLGA mikrosfér a jejich morfologie je béhem degaradace

v nizkém kyselém pH odlisné nez pti pH neutralnim. (53)

Dalsim snizenim pH na 4,5 (ALF) vSak jiz nedoSlo k rychlejSimu uvoliovani
fluoresceinu, pravdépodobné z diivodu vyssi iontové sily a osmolality tohoto média.
Bé&hem disolu¢niho testu se uvolnil pravdépodobné jen fluorescein z povrchu nanocastic,
ktery mohl byt pfitomen i pfes promyti nanocastic. lontova sila mizZe ovlivilovat
rozpustnost 1éCiva a stabilitu nanoc¢astic, ktera miize byt zvySena povrchovou modifikaci
napf. poloxamery nebo bilkovinami. (54, 55) Nebyla pozorovana Zddna degradace PLGA
nanocastic povrchové modifikovanych hovézim sérovym albuminem béhem 7denni

inkubace v ALF. (55) Tomic a kol. (56) publikovali, Ze iontova sila neovlivnila disoluci

49



peptidu z PLGA mikrosfér. Ridici silou mechanismu uvoliiovéani byla osmolalita média.
Jev byl vysvétlen rychlejsi degradaci polymeru pifi niz§i osmolalit¢ média, kdy
mechanismem uvolnovani byla difuze. Voda ochotné penetruje do castic, kde dojde

k rozpusténi inkorporovaného 1€¢iva, zatimco polymer se rozpousti pomaleji. (56, 57)

7.6 Disoluce dexamethason-acetatu z PLGA nanocéastic do

PBS
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Obrazek 25: Graf uvoliiovani dexamethason-acetdtu do 0,01M PBS

Dle obrazku 25 doSlo k uvolnéni 92 % dexamethason-acetatu z PLGA nanodéastic do

0,01M PBS v priibe¢hu 77 hodin.

K uvoliiovani dexamethason-acetatu dochdzelo pozvolnéji nez v ptipad€ fluoresceinu.
Nedoslo zde k vyraznému pocatecnimu uvolnéni 1é¢iva. Burst efekt nebyl pozorovan na
rozdil od disoluce fluoresceinu, kdy byl burst efekt pozorovatelny ve vSech pouzitych
médiich.

Disoluéni profil se zna¢né 1i8i od dive publikovanych praci. Campos a kol. (58) provadeéli
disoluci dexamethason-acetatu do PBS o pH 7,4 po dobu 48 hodin. Doslo k rychlému
uvolnéni dexamethason-acetatu béhem prvnich 6 hodin testu a poté bylo uvolfiovani na

nekolik dalSich hodin stabilizovano. Za 48 hodin se wuvolnilo pouze 25 %

enkapsulovaného fluoresceinu v PLGA nanocasticich, coz odpovidd mnozstvi, které bylo
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v nami provedené disoluci uvolnéno za 8 hodin. Za 48 hodin se uvolnilo 81 %
enkapsulovaného 1éciva, tedy vice nez tfikrat tolik v porovnani s touto diive provedenou
disoluci. Gémez-Gaete a kol. (59) publikovali studii uvolnovani dexamethason-acetatu
in vitro v prubéhu 48 hodin. Doslo k rychlému uvolnéni 100 % aktivniho 1é¢iva béhem
prvnich 4 hodin. Dle profilu uvolfiovani a pfitomnosti burst efektu 1ze predpokladat

umisténi dexamethason-acetatu v blizkosti povrchu nanocastice.
7.7 Velikost nanocastic
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Obrazek 26: Hodnoty velikosti pripravenych PLGA nanocastic s fluoresceinem
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(pripraveny pro disoluci do: 1-0,01M PBS, 2—fyziologického roztoku, 3—acetdtového
pufru, 4-ALF) a s dexamethason-acetatem (35)

Obrazek 26 zobrazuje hodnoty velikosti pfipravenych PLGA nanocéstic. Jejich velikost

se pohybovala v rozmezi 182,3 az 244,2 nm.

Velikost polymernich nanocastic ovliviiuje jejich transport zkrve do tkani a do
patologickych bun¢k. Velké Castice jsou rychle odstranény z krevniho ob&hu bunikami

mononukledrniho fagocytarniho systému, nebo dal§imi pfisluSnymi organy. (60)
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Polymerni nanod&astice vét§i nez 200 nm jsou vychytavany sinusoidami sleziny. Castice,
jejichz velikost je v rozmezi 100-300 nm (28), jsou zachyceny Kupfferovymi buiikami
jater. VSechny pfipravené Castice velikosti nalezi do uvedeného rozmezi 100—-300 nm.

Castice mensi nez 5,5 nm prochazi ledvinami. (60)

Dle studii distribuce nanocéstic do organii v zavislosti na jejich velikosti byly
intraven6zn¢ aplikované nanocastice o velikosti 10 nm nalezeny v krvi, jatrech, slezing,
ledvinach, varlatech, brzliku, srdci, plicich a mozku. Zatimco nanocastice vétSich

rozméra (50, 100 a 250 nm) byly pfitomné pouze v krvi, jatrech a slezing. (60)
Velikost nanocastic ovliviiuje také zpiisob a rychlost jejich absorpce buiikou. (60)

Pomér plochy povrchu k objemu je vyznamnym faktorem pii degradaci vétSich Castic.
Vys8i pomér plochy povrchu vede k vyssi degradaci matrice. Hromadna eroze je rychlejsi
nez povrchovd, diky tomu je uvoliiovani 1é¢iva rychlejsi z €astic s vEtsi plochou povrchu

k objemu. (51)
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7.8 PDI nanocastic
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Obrazek 27: Hodnoty PDI pripravenych nanocastic s fluoresceinem (pripraveny pro
disoluci do: 1-0,01M PBS, 2—fyziologického roztoku, 3—acetdatového pufru, 4—ALF)

PDI

a s dexamethason-acetdatem (35)

Index polydisperzity popisuje stupeil nestejnomérnosti distribuce velikosti castic.
Vsechny vzorky lze povazovat za monodisperzni systémy, nebot’ jak ukazuje obrazek 27,

namefena hodnota PDI byla vzdy mensi nez 0,2. (16, 21)

Polydisperzita PLGA nanocastic s enkapsulovanym dexamethason-acetitem byla

naméfena nizsi nez u PLGA nanocastic s enkapsulovanym fluoresceinem.
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7.9 Zeta Potencial
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Obrazek 28: Hodnoty zeta potencidlu pripravenych nanocdstic s fluoresceinem
(pripraveny pro disoluci do: 1-0,01M PBS, 2—fyziologického roztoku, 3—acetdtového
pufru, 4-ALF) a s dexamethason-acetatem (35)

Obrazek 28 zobrazuje naméfené hodnoty zeta potencidlu pfipravenych nanocastic.
Castice povazujeme za stabilni, pokud je jeho hodnota vy$si nez +30 mV anebo nizsi
nez -30 mV. (16) Zeta potencial PLGA nanocastic s dexamethason-acetatem mél hodnotu
-33,2 mV a tyto nanocastice lze tedy povaZovat za stabilni. U nanocastic
s enkapsulovanym fluoresceinem byla naméfena hodnota nizsi, ale pii vSech méfenich

pohybujici se v izkém rozmezi od -13 do -15,8 mV.

PLGA nanocastice pfipravené s poloxamery jsou stabilni i pfes absolutni hodnotu zeta
potencidlu niz8i nez 30 mV. Adsorbované poloxamery vytvaii na povrchu ¢astice vrstvu,
ktera stini povrchovy naboj castice, posouvaji rovinu skluzu dale od ¢astice a snizuji

elektroforetickou pohyblivost. Nanocastice jsou ¢astecné stabilizovany stericky. (61, 62)
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7.10 Enkapsulacni efektivita
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Obrazek 29: Hodnoty enkapsulacni efektivity pripravenych nanocastic s fluoresceinem
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(pripraveny pro disoluci do: 1-0,01M PBS, 2—fyziologického roztoku, 3—acetdtového
pufru, 4-ALF) a s dexamethason-acetatem (35)

Obrazek 29 ukazuje hodnoty enkapsulacnich efektivit pfipravenych PLGA nanocastic.
Enkapsula¢ni efektivita nanocastic s fluoresceinem se pohybovala v rozmezi 57,9 % az
69,6 %. Hodnota enkapsulaéni efektivity nanocastic s dexamethason-acetitem byla

vyrazné niZ8i. Jeji hodnota doséhla 10,4 %.

Obecné probihda enkapsulace 1é¢iva do polymernich ¢astic snadn€ji u malych
hydrofobnich molekul nez u vétSich hydrofilnich. (63) Fluorescein se vyznacuje
molekulovou hmotnosti 332,3 (34, 35) arozdé€lovacim koeficientem 3,4 (34). Molekulova
hmotnost dexamethason-acetatu je 434,5 (37, 38, 39) a jeho rozdélovaci koeficient se
rovnd 2,8 (38). PLGA nanocéstice s fluoresceinem, ktery je mensi a hydrofobnéjsi
molekula nez dexamethason-acetat, mély vys$i enkapsulacni efektivitu nez PLGA

nanocastice s dexamethason-acetatem.
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8 ZAVER
Vramci této prace se podafilo pfipravit PLGA nanocastic s enkapsulovanym
fluoresceinem a dexamethason-acetatem a nasledné provést jejich disoluci do riiznych

médii. Nanocastice byly také porovnavany z hlediska velikosti, PDI, zeta potencialu

a enkapsulacéni efektivity.
Z vysledkt vyplyva:

1. Ptipravené nanocastice byly monodisperzni a jejich velikost se pohybovala v rozmezi

od 182 do 244 nm.

2. Enkapsula¢ni efektivita nanocastic s dexamethason-acetatem byla nizsi (10,4 %) nez
u nanocastic s fluoresceinem (od 57,9 do 69,6 %), a to proto, Ze dexamethason-acetat je

vEtsi a hydrofilngj$i molekula nez fluorescein.

3. Srovnani uvolnovani volného fluoresceinu z dialyzaéni membrany a uvoliovani
fluoresceinu z PLGA nanocastic do 0,01M PBS dokazalo, Ze difuze uvolnéného

fluoresceinu do disolu¢niho média neni limitovéna pouzitou dialyza¢ni membranou.

4. Fluorescein se l1épe uvoliioval z PLGA nanocastic pii pouziti riznych médii v tomto

poradi: acetatovy pufr, fyziologicky roztok, 0,01M PBS a ALF.

5. Snizeni pH disolu¢niho média ze 7,4 (PBS, fyziologicky roztok) na 5,5 (acetatovy pufr)
vedlo k uvolnéni ptiblizné dvojnasobku fluoresceinu za stejnou dobu. Snizenim pH na
4,5 (ALF) nedoslo k dal§imu zrychleni ani zvySeni uvoliiovani pravdépodobné z diivodu

vy$si iontové sily a osmolality média.

6. K uvolnéni vyznamného mnoZstvi enkapsulovaného fluoresceinu z PLGA nanocastic
doslo rychle na po¢atku disolucniho testu, byl pozorovan burst efekt, a to pfi pouziti vSech

vybranych médii. Prib¢h uvoliiovani byl pokazdé podobny.

7. Pribéh uvoliovani fluoresceinu a dexamethason-acetatu do 0,01M PBS byl odlisny.
Pti disoluci fluoresceinu byl pozorovany burst efekt. Uvoltiovani dexamethason-acetatu
bylo pozvolnéjsi. Pfi disoluci dexamethason-acetatu se uvolnilo 80 % za 48 hodin.
Maximalni mnozstvi uvolnéného fluoresceinu do 0,01M PBS bylo 68 % a to v pribéhu

4 hodin.
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9 POUZITE ZKRATKY

AEF simulovana endozomalni tekutina
ALF simulovana lysozomalni tekutina
DLS dynamicky rozptyl svétla

EE enkapsulacni efektivita

EMA evropska 1ékova agentura

FDA uiad pro kontrolu potravin a 1é¢iv
GA kyselina glykolova

HLB hydrofilné-lipofilni rovnovaha
HPLC vysokoucinna kapalinovéa chromatografie
LA kyselina mléc¢na

log P rozdé€lovaci koeficient

MPS mononukledrni fagocytarni systém
Mr relativni molekulova hmotnost
MWCO mezni hodnota molekulové hmotnosti
NLC nanostrukturované lipidické nosice
PBS Phosphate Buffered Saline

PDI index polydisperzity

PEG polyethylenglykol

PGA kyselina polyglykolova

pKa disocia¢ni konstanta

PLA kyselina polymlécna

PLGA kyselina poly(mlé¢na-ko-glykolova)
RCF relativni centrifugacni sila

RES retikuloendoteliarni systém

SEM skenovaci elektronova mikroskopie
SLN pevné lipidové nanocastice

SLS staticky rozptyl svétla

TEM transmisni elektronova mikroskopie
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