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1. ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmaceutické technologie

Skolitel: PharmDr. Ondfej Holas, Ph.D.

Poslucha¢: Martina Nekolova

Nazev diplomové prace: Polymerni nanocastice pro dodani ve vod¢ Spatné
rozpustnych latek

Polymerni nanocastice pfedstavuji moderni Iékovou formu. Jedna z hlavnich
vyhod je ovlivnéni farmakokinetickych vlastnosti poddvané latky — napt. zvySeni
rozpustnosti ve vodé. Déale umoznuji cilené dodani 1é€iva do postizené tkan€ a tim
minimalizovat nezadouci U¢inky terapie. To by mohlo znamenat velky piinos pro
1é¢bu nadorovych nebo zanétlivych onemocnéni. Cilova tkadn i pouzivané
nanocastice musi mit nékteré specifické vlastnosti. U ¢astic je to naptiklad velikost a
povrchovy nabo;j.

Cilem této prace bylo pfipravit nanocastice s latkou ve vodé Spatné
rozpustnou, kterou predstavuje kurkumin. Castice byly pfipravovany metodou
nanoprecipitace s riznymi typy kopolymeru kyseliny poly(mlééné-ko-glykolové)
(PLGA). Pouzity byly dva typy polymeru PLGA - linearni a rozvétveny
polykarboxylovou kyselinou. Pfipravené nanocastice byly porovnany na zakladé
nekolika parametrii — velikost ¢astic a jejich polydisperzita, enkapsulaéni efektivita
(EE), drug-loading capacity (DLC) a disolu¢ni profil. Bylo zjisténo, Zze PLGA 50:50
poskytuje nanocastice s vétsi velikosti, ale zaroven s vétsi polydisperzitou. Nasledné
se hodnotila pomoci spektrofotometru EE a DLC. Vzorky s PLGA A2 obecné
vykazovaly vyS$si hodnoty EE a DLC. ZvySovanim hmotnosti pouZit¢ho polymeru
doslo sice k zvétSeni velikosti ¢astic, ale hodnoty EE a DLC zistavaly nizké u obou
polymerti — nezvétSovala se tedy schopnost ¢astic enkapsulovat danou latku. Béhem
disolu¢niho testu bylo zjisténo, ze vetsi mnozstvi kurkuminu se uvoliluje z €éstic
z PLGA A2.

Klicova slova: nanocastice, polymery, kurkumin, biodegradovatelnost, targeting



2. ABSTRACT

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

Mentor: PharmDr. Ondiej Holas, Ph.D.

Student: Martina Nekolova

Title of thesis: Polymeric nanoparticles for poorly water-soluble drugs delivery

Polymeric nanoparticles represent a modern drug form. One of the main
advantages is influencing the pharmacokinetic properties of the administered
substance - e.g. increasing solubility in water. They enable the targeted delivery of
the drug to the affected tissue and this way minimize adverse effects. This could be
of great benefit to the therapy of cancer or inflammatory diseases. Both the target
tissue and the nanoparticles must have some specific properties. For particles, it is,
for example, size and surface charge.

The aim of this work was to prepare nanoparticles with a substance poorly
soluble in water, represented by curcumin. The particles were prepared by the
nanoprecipitation method with different types of poly(lactic-co-glycolic acid)
(PLGA) copolymer. A 50:50 linear PLGA polymer and a branched PLGA A2
polymer were used. The prepared nanoparticles were compared on several
parameters — particle size and polydispersity, encapsulation efficiency (EE), drug-
loading capacity (DLC) and dissolution profile. PLGA 50:50 was found to provide
nanoparticles with a larger size but at the same time with greater polydispersity. EE
and DLC were evaluated by spectrophotometer. PLGA A2 samples generally showed
higher EE and DLC values. Increasing the weight of the used polymer increased the
size of the particles, but the EE and DLC values remained low for both polymers — so
the ability of the particles to encapsulate the substance did not increase. During the
dissolution test, it was found that a larger amount of curcumin was released from the
PLGA A2 particles.

Key words: Nanoparticles, polymers, curcumin, biodegradability, targeting



3. Uvod a cil prace

Nanotechnologie a tvorba nanocastic je ve farmacii ¢im dal Castéji predmétem
zkoumani. Tyto moderni lékové formy muzou pozitivné ovlivnit farmakokinetické
vlastnosti 1éCiv. Velky potencidl je u protinddorovych 1é¢iv, u kterych mize dojit ke
sniZeni systémové toxicity, coz by pro onkologické pacienty byl obrovsky ptinos.

Zaroven je tfeba dodat, ze ne vSechny ucinné latky jsou pro nanocasticové
formulace vhodné. Pro targeting 1éCiva je potieba, aby cilova tkan meéla néjakeé
specifické¢ vlastnosti a tim se odliSovala od tkané¢ zdravé. DalSi vyzvou jsou
materialy, ze kterych jsou nanocastice pfipravené a celkové podminky pfipravy.
Obecné je potfeba, aby byly neimunogenni a biokompatibilni. Dnes uz je také
vétSinou pozadavek, aby byly i1 biodegradovatelné a tim pddem mély na organismus,
co nejmensi zatéz.

Cilem prace je optimalizace podminek pfipravy nanocastic s obsahem ve vod¢
Spatné rozpustné latky tak, aby mély vSechny pozadované vlastnosti. Materidlem pro
ptipravu byly riizné typy kopolymeru kyseliny mlécné a glykolové a pouzita i¢inna

latka byl kurkumin.



4. Teoreticka cast

4.1 Casticové systémy

V poslednich letech nabyvaji Casticové systémy na velkém vyznamu v mnoha
oborech. Piedev§im jde o oblast mediciny, farmacie a dalSich chemickych nebo
biologickych véd. Velky vyznam maji v oblasti vypocetni techniky a pocitacovém
inzenyrstvi, ale miZzeme se snimi setkat i ve védach zabyvajici se Zivotnim
prostiedim, zemédé€lstvi nebo naptiklad v grafickém umeéni. [1]

Podle velikosti mizeme rozliSovat nanocastice a mikroc¢astice. Pfi pfiprave
nedostavame vétSinou jednotnou velikost vSech Castic. Pro nanocasticové systémy
plati, ze velikost ¢astic je v rozsahu od 1 nm do 1000 nm. Pro mikrocastice je pak
uréeno rozmezi od 1 um do 1000 um. V dal§im textu se zamécfim hlavné na

nanocastice a jejich farmaceutické vyuziti jako nosice 1éCiv. [1]

4.2 Polymerni nanocastice

Polymerni nanocastice predstavuji sofistikovany typ 1ékové formy. Umoziuji
snizit celou fadu nevyhod a nezadoucich ucinkd, které mohou nastat u klasickych
lékovych forem a jejich zplsobu podani. Zejména jde o zvySeni biologické
dostupnosti, kdy nanoc¢astice modifikuji vlastnosti 1é€ivé latky zvySenim rozpustnosti
nebo usnadiiuji prostup pies biologické membrany. Nanocastice umoziuji také
cilenou distribuci lé¢iva a tim minimalizaci nezddoucich ucinki. To se napiiklad
muze vyuZzivat v diagnostice 1 terapii nadorovych onemocnéni, kde se casto vyuzivaji
lécivé latky s velkou systémovou toxicitou. Dale se zkouma jejich uplatnéni v terapii

zanétlivych onemocnéni nebo naptiklad v ocnim Iékatstvi. [2]

4.2.1 Typy polymert pro pfipravu
Pro pfipravu nanocastic miize byt pouzita celd fada materialti. Zakladnim

pozadavkem je, aby byly biokompatibilni, biologické rozlozitelné a neimunogenni.

2]



4.2.1.1 Prirodni polymery

Ptirodni polymery se casto vyuzivaji kvili jejich velmi nizké toxicité,
biokompatibilit¢ a také kvili nizkym ndkladim na vyrobu. Mohou mit
mukoadhezivni vlastnosti, které se mizou vyuzit pro delsi setrvani 1éCiva v misté
absorpce a tim zvysit jeho biodostupnost. [3] Ziskavaji se z zivych organismu a
muzeme je obecné rozdélit na polysacharidy, proteiny a nukleové kyseliny. [4]

Jeden znejvice vyuzivanych polysacharidii je napiiklad chitosan a jeho
derivaty. [4] Vznikd deacetylaci chitinu a je slozeny z molekul glukosaminu a
N-acetylglukosaminu. Piesné slozeni se muze lisit, ale dilezity je pozadovany stupen
deacetylace. [5] Jeho struktura je vyznamna pro elektrostatickou interakci se
slizni¢nim epitelem pii peroralnim podani. Pii niz§ich hodnotach pH nez je jeho pKa
(6,5), tedy v oblasti zaludku a tenkého stieva, jsou aminové skupiny v jeho struktufe
protonizované a mizou tak interagovat se zdporn€ nabitymi glykoproteiny v epitelu.
Tim dochazi k reorganizaci v tésnych spojich a k jejich doCasnému otevieni a k
zvySeni absorpce 1éCiva, pro které slouzi chitosan jako nosi¢. Chitosan lze vyuzit
jako platformu i pro vysoce hydrofilni 1éCiva, ktera jsou napojena opét pies
elektrostatické interakce nebo vodikové mistky. Chemické derivaty chitosanu se pak
vyuzivaji v terapii tlustého stfeva, kde uz je vyssi pH nez 6,5. Modifikovat se mlze
napiiklad zavedenim kvartérni amoniové, thiolové nebo polyethylenglykolové
skupiny nebo navdzanim jako ligand kyseliny hyaluronové ¢i listove.

Dal$im casto vyuzivanym polymerem pro piipravu nanocastic jsou alginaty.
[3] Ziskavaji se z hnédych moiskych fas a jsou odvozeny od kyseliny alginové. Jde o
linedrni polymerni polysacharid, ktery se sklada z polyuronovych kyselin — hlavné ze
zbytkl kyseliny D-mannuronové a L-glukuronové. [5] Pouzivaji se zejména
vapenaté nebo sodné soli kyseliny alginové. Podobné jako u chitosanu jsou tyto
nosi¢e zavislé na pH. Alginat sodny mé schopnost tvofit gel v pfitomnosti
dvojmocného kationtu jako je napiiklad Ca** nebo Zn**, kdy dojde k iontové
vyméné. K tvorbé gelu a k naslednému uvolnéni 1é¢iva dochéazi pouze v prostiedi o
vy$$im pH, coz je naptiklad ve stfevni tekuting. Algindt se casto vyuziva
v kombinaci s dal§imi polymery kvili lepsi pfedvidatelnosti a optimalizaci piemény

na gel. Jde tieba o chitosan nebo synteticky polymethakrylat.[3]
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Pro piipravu nanocastic se vyuzivaji i rizné proteiny. Diky jejich sekundarni
struktufe je mozné pripravit urCité tvary nanocastic. Mizou se pouZit i polypeptidy o
molekulové hmotnosti mensi nez 10 000, které pak odpovidaji pfirozenym proteinim
a jejich vlastnostem. Zkoumanym nosi¢em jsou napiiklad hedvabné proteiny, a to
konkrétn¢ hedvabné fibroiny, které jsou produkovany hmyzem nebo pavouky,
znichz nejznaméj§i je bourec morusovy. Vyznacuji se hlavné dobrymi
mechanickymi vlastnostmi a dobie kontrolovanou strukturou. DalS§imi hojné
vyuzivanymi proteiny jsou kolagen a zn¢j ziskavana zelatina. Nevyhodou je ale
slab4d mechanickd pevnost, a proto nanocastice na bazi zelatiny vyzaduji jeste dalsi
chemické tpravy. Déle se na ptfipravu pouzivd albumin, rostlinné proteiny Zein a
gliadin nebo mlécnd bilkovina B-kasein. [4] Hlavni pfednosti proteinli pfi piipravé
nanocastic je jejich primarni struktura, kterd obsahuje celou fadu funkénich skupin

dostupnych pro rtizné modifikace nebo pro samotné kovalentni navazani 1é¢iva. [3]

4.2.1.2 Syntetické polymery

Hlavni vyhodou syntetickych polymert je lepsi kontrola jejich fyzikalné
chemickych vlastnosti béhem pftipravy. Velky diraz se klade na biokompatibilitu,
degradaci a popfipadé 1 moznou toxicitu degradacnich produktl. Syntetizovany
polymer se pak hodnoti podle chemické struktury, rozpustnosti ve vod¢ a podle toho,
zda je biologicky rozlozitelny ¢i nikoli. [3]

Biologicky nerozlozitelné polymery pro pfipravu nanocastic jsou
v poslednich letech na ustupu kviili jejich mozné chronické toxicité, kdy dochéazi ke
kumulaci v butikach i v tkanich. Pfikladem mohou byt polymethakrylaty. [6] Jedna
se o derivaty kyseliny akrylové a methakrylové, které se pfipravuji jejich
kopolymerizaci soucasné s jejich estery. Jsou zndmé pod obchodnim nazvem
Eudragit® a na trhu existuje vice druhi. [5] Ve farmaceutické technologii se
vyuzivaji jako potahovy materidl pro rizné lékové formy a hraji roli v fizeném
uvoliovani lé¢iva. Mize jit o zpozdéné nebo prodlouzené uvoliovani podle toho,
jaky typ a v jaké vrstvé se Eudragit® pouzije. VyuZivaji se také jako ochrana tablet
nebo tobolek pred vnéjSimi vlivy nebo k maskovani neptijemné chuti a zdpachu. [7]

Mnohem vétsi vyznam maji pak polymery biologicky rozlozitelné. Chemicky

jde o alifatické polyestery a jejich kopolymery. Jejich hlavni vyhodou je tplna
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hydrolytickd nebo enzymatickd degradace na jednoduché molekuly a nasledna

eliminace z organismu piedevsim renalné. [3] Jejich ptehled pak uvadim nize.

4.2.1.2.1 Poly(a-hydroxylové kyseliny)

Radime se poly(mléénou kyselinu) (PLA), kyselinu poly(glykolovou) (PGA)
a jejich kopolymer — kyselinu poly(mlécnou-ko-glykolovou) (PLGA) (Obrazek 1).
Pro pfipravu nanocastic se vyuziva hlavné PLA a PLGA. Diky esterové vazbé
podléhaji v organismu ve vodném prostfedi snadno hydrolytické degradaci na
kyselinu mlécnou a glykolovou. [6] Ty pak vstupuji do citratového cyklu, kde se
metabolizuji a tim dochazi k jejich jednoduché eliminaci ztéla ve formé oxidu

uhli¢itého a vody. [8]

0
HO OHH/\OJIYH
O

Obrazek 1: Struktura PLGA

X = pocet molekul kyseliny mlécné, y = pocet molekul kyseliny glykolové

Dalsi vyhodou pouziti PLGA nebo PLA je jejich flexibilita a snadné kontrola
fyzikaln¢ chemickych vlastnosti. Muze jit o tvar a velikost Castic, molekulovou
hmotnost a také pomér zastoupeni kyseliny mlécné a glykolové v kopolymeru
(pomér LA:GA). Tim mizeme optimalizovat farmakokinetické vlastnosti a rychlost
degradace cCastic. [9] Na trhu je dnes dostupna cela fada PLGA s riznym pomérem
LA:GA, ktery ndm tika, kolik procent kyseliny mlécné a glykolové je v kopolymeru
obsazeno. PLGA s vétSim obsahem kyseliny mléné ve struktufe jsou vice
hydrofobni neZ PLGA s vétSim obsahem kyseliny glykolové. Je to diky methylové
skupiné v molekule kyseliny mlé€né navic ve srovnani s glykolovou kyselinou. Tim,
ze jsou tyto kopolymery méné hydrofilni, tak i mén¢ interaguji s vodou a nésledné je
jejich degradace zpomalena. [§]

Delsi degrada¢ni doba muze byt i u €astic s vy$$i molarni hmotnosti nebo u

polymert,, které nejsou amorfni, napt. PLA. Obecné je proces degradace ovlivnén
12



fadou faktorii — napftiklad zplisobem piipravy, velikosti a tvarem castic, dal§imi

vlastnostmi jako je krystalinita a teplota skeln¢ho piechodu. Zavisi i na parametrech

prostiedi, kde degradace probiha, jakou ma teplotu, pH nebo iontovou silu. [8]
Prvnim schvalenym systémem americkou FDA na zékladé PLGA byl v roce

® Depot od farmaceutické spolecnosti TAP. Sklada se

1989 ptipravek Lupron
z u¢inné latky leuprolidacetatu a PLGA je v poméru LA:GA 75:25. Znamena to tedy,
ze vpolymeru je zastoupeno 75% kyseliny mlééné a 25% kyseliny glykolové.

Pouziti bylo schvaleno na lécbu karcinomu prostaty a endometriozy. [9]

4.2.1.2.2 Poly(e-kaprolakton) (PCL)

Jde o alifaticky hydrofobni polyester, ktery se v organismu hydrolyzuje na
e-kaprolakton. Tento vedlejsi produkt se pak metabolizuje v krvi nebo v zaludku na
6-hydroxyhexanovou kyselinu, ktera je dobfe rozpustna ve vodé a mize byt snadno
eliminovana rendlné. ProtoZze je PCL (Obrazek 2) vice hydrofobni neZ naptiklad

PLGA, dochéazi k absorpci vody pomaleji a tim k pomalejsi degradaci. [6]

O
O

Obrazek 2: Struktura PCL

Delsi setrvani polymeru v organismu ma za nasledek také jeho semikrystalicka
struktura kvili jeho vyssi teploté tani a nizké teploté skelného prechodu. Toho muize
byt vyuzito k pomalejSimu uvolnéni 1é¢iva v iadu dnti az meésict. Naopak pro
rychlejsi degradaci se pfipravuji blokové kopolymery PCL s dal§imi hydrofilnimi
polymery. MiiZe jit naptiklad o poly(ethylenglykol) (PEG), ktery tvoii v kopolymeru
vnéjsi hydrofilni plast’ okolo hydrofobniho jadra PCL. [10]
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4.2.1.2.3 Poly(alkylkyanoakrylaty) (PACA)

Kyanoakrylaty se skladdaji z akrylovych monomert (Obrazek 3). Americka
FDA schvalila naptiklad poly ethyl, n-butyl nebo oktyl kyanoakrylat. Opét k jejich
degradaci dochazi pres esterovou vazbu na alkylalkohol a poly(kyanoakrylovou
kyselinu), ktera je rozpustnd a miize byt vylou¢ena moci. Dalsim mechanismem,
kterym se potencidlné mize PACA degradovat je tzv. inverzni Knoevenagela
kondenzacni reakce. Pti této reakci pak mohou vzniknout toxické produkty jako
alkylkyanoacetat a formaldehyd. Tento metabolicky proces probihd ale pomalu a

vétsinou ne pii fyziologickém pH. [6]

Obrazek 3: Struktura PACA

4.2.2 Metody pfipravy nanocastic

Obecné se rozlisuji dva zplusoby metod pfipravy nanocastic. Prvni mozny
zpisob je tzv. odspodu nahoru neboli ,,bottom to top*. Principem téchto metod je
spojovani monomertt aZz k polymeru. Pifikladem jsou polymeriza¢ni reakce,
konktrétné se nejcasteji provadi emulzni polymerace. Druhy zplsob je zalozeny na
principu tzv. odshora doli neboli ,top to bottom™. [11] Nanocastice jsou
syntetizovany z pfedem dostupného polymeru a stru¢né feCeno se jednotlivé Castice
vhodnym zpisobem zmensuji. [12]

Dale se budu zabyvat popisem hlavné téchto metod zaloZenych na principu
,top to bottom*. Nanoprecipitace je pouZzita v experimentalni Casti prace a jeji popis

bude proto podrobné;jsi.

14



4.2.2.1 Nanoprecipitace

Nanoprecipitace se v nekterych zdrojich mlze oznacCovat 1 jako metoda
vytésiiovani rozpoustédla. Jde o pomérné jednoduchy a dobie reprodukovatelny
zpusob pfipravy nanocastic. [9] VétSinou se touto metodou pfipravuji cCastice
s hydrofobnimi lé¢ivymi latkami, ale 1ze ji upravit i pro latky hydrofilni. Zéakladni
princip je, ze se polymer a dana 1éciva latka rozpusti v semipolarnim rozpoustédle,
které je misitelné s vodou. Nasledné se ptfimo napipetuje nebo pridava po kapkach za
stalého michani do vodné faze, kde je rozpusténa povrchové aktivni stabilizujici
latka. Nanocastice vznikaji ithned vytésnénim, neboli také difuzi rozpoustédla. Za
sniZzeného tlaku se pak rozpoustédlo postupné odpatuje. [12] Metoda se da uskutecnit
také napipetovanim nebo postupnym piidavanim vodné faze do organické, kde je
dispergovan polymer a 1é¢iva latka. [9]

Okamzity vznik nanocéstic se na molekularni Grovni vysvétluje sloZitymi
mezifazovymi hydrodynamickymi jevy, kdy mezi dvéma kapalinami vznikaji
mezifazové turbulence, které se fidi podle Marangoniho efektu. [13] Proces
nanoprecipitace zavisi na mnoha variabilnich faktorech popsanych nize. Hledani
vhodné kombinace 1écivé latky, rozpousStédla a polymeru, aby doslo k vytvofeni
nanocastic a zarovein k optimdlnimu zachyceni 1éCiva, se ukdzalo jako jedna
z hlavnich nevyhod této metody. [14]

Schématicky pribéh nanoprecipitace popisuje Obrazek €. 4. [19]

T
Q}JHE T | Owganic solution:
1, e . podymer + diug

o

solvent
BVANATON |

=1

4

| Aqueous solution:
.\wab:l + surfactant (optional) |

]

surfactant potymer dirug

Obrazek 4: Schématické znazornéni metody nanoprecipitace [19]
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4.2.2.1.1 Volba rozpoustédla

Vybér rozpoustédla ma vliv na velikost vzniklych ¢astic a na zachyceni dané
1écivé latky. Pro tvorbu nanocastic se muze vyuzit napiiklad aceton, acetonitril,
dimethylacetamid, dimethylformamid, dimethylsulfoxid, 2-pyrrolidon,
N-methyl-2-pyrrolidon nebo tetrahydrofuran. [9] Pouzivaji se i rozpoustédla jako
methanol, ethanol nebo dichlormethan a chloroform. Nejcastéji se voli smés
rozpoustédel v rizném poméru. Optimalni pomér a slozeni smési rozpoustédel je
Casto predmétem zkoumani a zavisi na inkorporované latce. [12] V nékterych
piipadech doslo kovlivnéni velikosti Castic smeési rozpoustédel acetonu
typické chlorované rozpoustédlo toxicky. [14] Dalsi zvétSeni ¢astic bylo pozorovano
napiiklad pfi pouziti tetrahydrofuranu oproti rozpusténi v acetonu nebo
v acetonitrilu. Pravdépodobné diky vyssi viskozité a niz§imu difuznimu koeficientu
tetrahydrofuranu vznikaji ¢astice o veétS§im rozméru. [13] Jedno z nejvyhodnéjSich
rozpoustédel, které se Casto vyuziva i samostatné, je prave aceton, a to zejména kvuli
jeho netoxicité. [9] Dalsimi vyhodnymi parametry acetonu mohou byt nizka

viskozita a vyS$§i difizni koeficient, ktery ma za nasledek jeho rychlejsi difuzi. [13]

4.2.2.1.2 Volba polymeru

V prvni fadé je dilezity samotny vybér polymeru, ktery ovlivni celkové
vlastnosti a strukturu vytvotrenych castic. Zalezi i na tom, kde pottebujeme uplatnit
nanocasticové systémy a na zakladé toho vytvofit kombinaci polymeru a 1éCivé latky.
Nejvice se uplatituje PLGA, ale bylo zjisténo, ze naptiklad pro aplikaci nanocastic do
mozkové tkan€ jsou vyhodnéjsi ¢astice na bazi PACA. [12]

Jak jiz bylo zminéno, vliv na vysledné nanocastice ma i sloZeni daného
polymeru. V piipadé¢ polymeru PLGA je to pomér LA:GA, a tim padem i rGzna
rychlost uvoliiovani lé€iva. Pomér LA:GA v kopolymeru miize mit vliv také na
velikost ¢astic. Bylo zjiSténo, Ze mnohem vétsi vliv na vyslednou velikost Castic ma

ale molekulovd hmotnost kopolymeru, bez ohledu na jeho LA:GA pomér. [12]
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Casto se uplatiiuji i riizné modifikace koncovych skupin. [15] PLGA muzZe
byt zakonceno karboxylovou nebo esterovou skupinou. [16] V ptipad¢ karboxylové
skupiny se dana 1éc¢iva latka mize konjugovat pifimo s touto koncovou skupinou -
naptiklad u doxorubicinu. [15]

Dale se pii piipravé uplatiiuje vliv molekulové hmotnosti a koncentrace
polymeru. Pokud pouzijeme polymer s niz§i molekulovou hmotnosti, dostaneme
mensi Castice, ale enkapsulace 1éciva bude také nizsi. U vyssi koncentrace polymeru
pak ziskdme opaény jev. Castice tedy budou mit vétsi rozméry, a tim se do &éstic
dostane 1 vice 1é¢ivé latky. Velikost ¢astic a jejich enkapsulacni efektivita, tedy kolik
1é¢iva se zapouzdtilo do ¢astice, jsou dveé nejdilezitéjsi vlastnosti nanocastic, které se

hodnoti. [15]

4.2.2.1.3 Volba surfaktantu

Nejcastéji se pro tvorbu nanocastic pouzivaji povrchové aktivni poloxamery
apoloxaminy. [12] Jsou to kopolymery slozené zhydrofilnich casti
polyoxyethylenu a z hydrofobnich ¢asti polyoxypropylenu. Na trhu se vyskytuje cela
fada poloxamert, které jsou podobné chemickym slozenim. Odlisuji se jen
zastoupenim polyoxyethylenu a poloxypropylenu v molekule, které je vyjadieno i
v samotném nazvu. Objevuji se bud’ oznacené jako poloxamery nebo pod obchodnim
nédzvem napt. Pluronic®. Pismeno za nazvem oznaduje jeho fyzikalni formu. Kdyz
prvni dvé Cislice za nazvem vynasobime 100, ziskdme primérnou molekulovou
hmotnost polyoxypropylenové slozky a tieti Cislice po vynasobeni 10 odpovida
molekulové hmotnosti polyoxyethylenové casti. [5] Jako piiklad uvadim poloxamer
407 pouzity v experimentélni ¢asti — Pluronic® F-127.

Pfi nanoprecipitaci plsobi jako stabilizatory vodné faze, do které se
vstiikuje faze organickd. Pokud jsou surfaktanty pouzity ve vhodné koncentraci,
brani agregaci polymeru a tim napomahaji ke tvorbé nanocastic. Pfi vyssi
koncentraci povrchov€ aktivni latky (PAL) miZe dojit kjeji interakci s lécivou
latkou. Mnozstvi enkapsulovaného 1é¢iva do Castic by pak bylo nizsi. Naopak pokud
pouzijeme piili§ nizkou koncentraci PAL, ke tvorbé nanocastic nemusi dojit viibec.

[15]

17



Byl pozorovan také vliv hydrofilné-lipofilni rovnovahy (HLB) surfaktantu na
velikost ¢astic. [12] Hodnota HLB je pomér molarni hmotnosti hydrofilni ¢asti
molekuly a celkové molarni hmotnosti. Cim je tedy tato hodnota vétsi, tim je i celd
molekula vice hydrofilni. [17] Castice pfipravené s vice hydrofobnimi PAL, tedy
s niz$i hodnotou HLB, mély vétsi velikost. Naopak pokud byly pouzity PAL s vyssi

hodnotou HLB, c¢astice vykazovaly mensi velikost. [12]

4.2.2.1.4 Pomér organické a vodné faze

Vyznam na velikost a mnozstvi enkapsulovaného 1é¢iva mé i pomér vodné a
organické faze béhem piipravy. VEtsi objem vodné faze méd za nasledek 1 veEtsi
velikost ¢astic. Je to diky rychlejsi difuzi rozpoustédla rozpustného ve vodé.
Mnozstvi zachyceného 1é¢iva se snizuje s vét§im objemem vodné faze. Vysvétluje se
to tim, ze mize dojit ke ztratdm 1é¢ivé latky rozpusténim ve vodné fazi, které je vice.
Svlij vyznam ma i rychlejs$i michdni béhem odpafovani rozpoustédla, kdy se usnadni

jeho difuze a opét mizeme dostat vétsi ¢astice. [18]

4.2.2.2 Emulzni odparovaci metoda

Je to nejstar$i metoda, kterd byla pouzita pro tvorbu polymernich nanocastic.
Podobné jako u nanoprecipitace se nejdiiv vytvoii dvé faze — organicka a vodna.
Organickd faze, kterd je nemisitelnd s vodou, se sklada z rozpusténého polymeru a
dispergované 1é¢ivé latky. Casto se pouZivala toxicka rozpoustédla jako naptiklad
dichlormethan a chloroform, ale postupné se nahrazuji ethylacetatem. Ve vodné fazi
je pak opét rozpuSténa PAL, napiiklad c¢éaste€né hydrolyzovany polyvinylacetat.
Organicka faze je poté emulgovana ve vodné a ultrazvukem nebo vysokorychlostni
homogenizaci se ziskd emulze ¢astic o/v. Pak pfichazi na fadu odpatovani
rozpoustédla. Pti pouZiti chlorovanych rozpoustédel se odpatuje za sniZzeného tlaku.
Ethylacetat 1ze odpafit za normalniho tlaku pfi pokojové teplot¢ na magnetické
michacéce. Nasledn¢é dostaneme suspenzi solidifikovanych nanocastic, kterd se mtze

dale zpracovavat. [19]

4.2.2.3 Emulzni difdzni metoda

Opét mame u této metody organickou fazi, kde je rozpusStén polymer ve

vhodném rozpoustédle, které je castecné misitelné s vodou. V tomto piipad¢ to mize
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byt benzylalkohol, ethylacetat nebo propylenkarbonat. Vodné faze predstavuje opét
roztok PAL, do které se emulguje organicka faze. [12] Tvorba nanocastic probiha pii
fedéni vzniklé emulze vodou. Tim dojde k diftizi rozpoustédla z dispergovanych
kapek emulze do vnéjsi faze a zaroven k opacné difuzi vody smérem do kapek, tedy
do faze vnitini. Bézn¢ se metodou ziskédvaji spiSe nanosféry, coz je matricovy typ
¢astic, kdy 1éc¢iva latka je na povrchu adsorbovana nebo zadrzena uvnitt v polymerni
siti. Pokud se do organické faze piida malé mnozstvi triglyceridi, maze vzniknout
jiny strukturni typ castic a to jsou tzv. nanokapsle. Tento typ je rezervoarovy —
ucinnd latka je rozpusténa v olejovém jadie a okolo je obal z polymeru, ktery fidi

uvolnovani latky z jadra. [19]

4.2.2.4 Metoda vysolovani

Slozeni organické faze je stejné jako u predchozich metod. Rozpoustédlem
muze byt naptiklad aceton. Rozdil je ve vodné fazi, kde je kromé PAL také sil, ktera
neni rozpustnd v organické fazi. Ve vysSich koncentracich se pouziva hexahydrat
chloridu hofe¢natého nebo tetrahydrat octanu hofecnatého. Kvili obsazené soli
nedojde k difuzi rozpoustédla a k vytvofeni emulze. Ptidanim vody se pak
rozpoustédlo, které je pti vysoké koncentraci elektrolytu s vodu nemisitelné, dostane

do vodné faze a tim vzniknou nanocastice. [12]

4.3 Cilena distribuce nanocastic

Cilena distribuce castic, neboli také targeting, umoziuje napiiklad zpozdéné
uvolnéni lé¢iva tak, aby se prodlouZzila doba jeho plisobeni a tim jeho terapeuticky
efekt. [20] Hlavni vyhodou je ale uvolnéni 1éciva ptimo v cilové tkani. Toho se
vyuziva hlavné v terapii nddorovych onemocnéni. Konvenéni chemoterapeutika
nejsou Casto specificka a tim poskozuji zdravou tkan, coz vede k celé fadé zavaznych
nezadoucich ucinkli. Napiiklad k nevolnosti, neplodnosti, imunosupresi nebo
k tvorbé metastdz. Toxicita téchto 1é¢ivych latek miize omezit i jejich délku pouziti.
Konkrétné derivat antracyklinu epirubicin, ktery se pouzivda pro lécbu
hepatocelularniho karcinomu, vykazuje velkou srde¢ni toxicitu, proto je jeho pouziti

omezeno. Je tedy snaha vyvinout efektivnéjsi a bezpecnou 1é¢bu tohoto karcinomu
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jater, kterd mize spocivat prave v targetingu pomoci nanocastic. Cilena distribuce a
vyuziti nanocastic ma vyznam i pro zlepSeni biofarmaceutickych vlastnosti 1éCiv.
Jedna se napiiklad o ve vod¢ Spatn€ rozpustna 1éCiva, pro kterd nanocastice slouzi
jako platforma a zabranuje jejich agregaci ve vodném prostiedi. Pfi intravendznim
podani téchto ve vodé témeét nerozpustnych latek by mohlo shlukovéani vést az
k embolizaci. [21]

Rozlisuji se dva mechanismy cileného dodani — pasivni a aktivni targeting.

[20]

4.3.1 Pasivni targeting

Pasivni cileni nanocéstic je zaloZzené na jejich fyzikdln¢ — chemickych
vlastnostech. Jednd se hlavné¢ o velikost Castic, povrchovy naboj, hydrofobni
vlastnosti nebo o celkové slozeni. Vliv na dosazeni cilové tkané ma i zptisob podani
a celkovy zdravotni stav pacienta. [6]

Podle zplisobu podani musi nanocastice projit ptes rizné biologické bariéry.
Obecné nejrychlejsi a nejsnadnéjsi zpisob je intravendzni podani. Kdyz se Castice
dostanou do krevniho fecisté¢ podléhaji procesu opsonizace. Tedy k adsorpci proteinti
na povrch nanocéstic, které se nachazeji v plazmé. Tento proces je nasledné dilezity
pro rozpoznani a vychytdvani mononuklearné¢ fagocytickym systémem (MFS) a
jejich eliminaci. [22] Zahrnuje jak makrofadgy na periferii, tak makrofagy jater, tzv.
Kupfferovy buiiky nebo sleziny. Na opsonizaci maji vliv fyzikadln€é chemickeé
vlastnosti ¢astic. Jejich modifikaci mizeme prodlouZit dobu obéhu v krvi a tim se
muze dostat vétsi mnoZstvi 1é¢iva na cilové misto. Naptiklad hydrofobni povrchy
jsou opsonizovany rychleji a diiv se tak dostanou do procesu eliminace pomoci MFS.
Na jejich povrch se proto zavadi hydrofilni PEG a tim se zvySi doba cirkulace
z minut aZ na hodiny v zavislosti na délce a rozvétveni fetézce. PEG stericky brani
vazbé proteinu na nanocastice. [22]

Dal$im dilezitym parametrem je velikost castic. VEtSi Castice, neboli
mikroc¢astice, o primérné velikosti 6-10 pm nemaji schopnost aktivovat MFS a
z obéhu se dostavaji az filtraci v plicnim fecisti. Toho se s vyhodou vyuziva pfi
terapii rakoviny plic, kdy je omezena jejich kapacita a nemad vyznam inhala¢ni
podani. Castice mensi nez 6 um jsou MFS vychytavany. [6] V jatrech se pak mizou
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kumulovat ¢astice, které jsou vétsi vice nez 50 nm. Ledvinami se vylucuji ¢astice
mensi nez 10 nm. Udava se, ze optimalni velikost nanocastice, aby nebyla rychle
eliminovana, by méla byt mezi 10 a 50 nm. [21]

Nabité castice jsou pro makrofagy také snadnéjsi cil, at’ uz zaporné nebo
kladn€ nabité. [23] Obecné se tedy da fict, ze nanocastice, které jsou hydrofobni
s povrchovym nébojem a s velikosti alesponn 100 nm jsou rychle opsonizovany a
nasledn¢ nahromadény v makrofazich MFS v jatrech nebo slezin¢€ a jejich pomoci
degradovany. Tato vlastnost mize byt vyhodna, pokud potiebujeme zacilit jeden

z téchto organd, jak je popséano nize. [22]

4.3.1.1 Cilena distribuce do jater

Chronické onemocnéni jater mize byt nasledkem riiznych metabolickych a
autoimunitnich poruch, virové chronické hepatitidy nebo abuzu alkoholu. Takové
poskozeni muze vést az k cirhoze jater nebo hepatocelularnimu karcinomu. Jatra jsou
sloZzena z parenchymatickych bunck, coz jsou zékladni stavebni buriky jater a jedna
se hlavné o hepatocyty. V mensi mife jsou pak zastoupené neparenchymatické
bunky, které zastupuji okolo 6,5 % celkového objemu jater. Jsou to hlavné
makrofagy (v jatrech Kupfferovy buiky), jaterni stelatové builkky a jaterni
endotelidlni buiiky. VSechny tyto buniky se podili na onemocnéni jater a mizou byt
tak potencidlnim cilem pro nanocastice. [24]

Jaterni stelatové builkky, oznaCované jako Itovy bunky, se nachazi v tzv.
perisinusovém prostoru mezi fenestrovanym jaternim endotelem a epitelidlnimi
hepatocyty. Fyziologicky je jejich hlavni funkci skladovani vitaminu A ve formé
lipidovych kapek. Pfi poSkozeni jater se tyto bunky aktivuji a za¢nou syntetizovat
slozky extracelularni matrix — jako je kolagen, proteoglykan, glykosaminoglykan a
glykoprotein. Tim je naruSena architektura jater a dochéazi k rozvoji fibrozy. [25]

Soucasné dochazi i1 k produkei prozanétlivych cytokinli. Mezi hlavni patii
rustovy faktor odvozeny od krevnich desti¢ek (PDGF) a transformacni ristovy faktor
B (TGF-B). [26] Vylucovani cytokinl také nastava po aktivaci zanétlivého komplexu
v makrofazich. Makrofagy se aktivuji, tzv. polarizuji, a tim je ovlivnéno, jaky druh

cytokinil uvoliiuji. Obecné¢ mizeme aktivované makrofagy rozdélit na prozanétlive,

-----
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M1 bunky a uvoliuji se dva zékladni prozanétlivé cytokiny — interleukin 13 (IL1B) a
tumor nekrotizujici faktor alfa (TNF-o). M2 buiky se uplatiuji u alergie,
nadorového onemocnéni nebo pii  pozd€jSim stupni zanétu. Uvoliiované
interleukin 10 (IL10). Pravé nanoc¢astice umoznuji ovlivnit polarizaci makrofagi
smérem k M2 bunkam béhem zanétu a tim zabranit dalSimu rozvoji onemocnéni,
proto probiha jejich targeting piimo na makrofagy. [24] Zacilit 1ze 1 na jaterni
stelatové buiiky. Casné zabranéni rozvoji zandtlivé reakce a fibroze vede pak i
k zabranéni dal$im komplikacim. Jako jsou cirhdza, portalni hypertenze, selhani jater

nebo az hepatocelularni karcinom. [26]

4.3.1.2 Cilena distribuce do nadorové tkané

Pasivni targeting do nadorové tkané vyuziva nékteré jeji charakteristické
vlastnosti. Napftiklad je to nadmérna vaskularizace naddoru a vaskularni permeabilita.
Endotel cév v tumoru je tvofen velkymi fenestracemi a chybi hladké svalstvo a
inervace. Receptory pro rizné vazoaktivni latky ¢asto nefunguji spravné a navic je
uvolnovana tada dalSich latek, které permeabilitu podporuji — napt. oxid dusnaty,
bradykinin nebo prostaglandiny. [27] Nadmérna permeabilita je potifebnad pro
dostateény pfijem kysliku a dal§ich zZivin, které jsou vyuzivany pro rychlou
proliferaci naddorovych bun¢k. Dulezitd je taky absence lymfatickd drenaZe nebo
popfipad¢ utlacovani lymfatickych cest proliferujici rakovinovou tkani. Diky tomu se
nanocastice mizou hromadit pfimo v naddorové tkani. Tento jev se oznacuje jako
efekt zvySené permeability a retence (enhanced permeability and retention, EPR).
[21]

Zde se také muzZe uplatnit 1 naboj ¢astic. Kationtové nanocastice, konkrétné
liposomy, se vazou pomoci elektrostatickych sil na fospolipidy nesouci zaporny

naboj, které jsou umistény na endotelidlnich buiikach nadorové tkang. [28]

4.3.2 Aktivni targeting

U aktivniho targetingu se vyuZzivd pfima interakce receptoru na cilovych
buiikéch s biologickym ligandem, ktery je navazan na nanoc¢ésticovém nosici, kde je

zabudovéana 1 dand Uc¢inna latka. Ligand mlZe byt napojen ptes chemickou vazbu
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nebo fyzikdln¢ adsorbovan na povrchu castic po jejich pripravé. Existuje 1 moznost,
ze ligand je navdzany na nékterou slozku castice jesté pred jeji samotnou tvorbou.
Nejcastéji je to na polymer a jako ligand je mozné pouzit napiiklad proteiny, peptidy,
nukleové kyseliny, polysacharidy nebo riizné malé¢ molekuly. [20]

Pouziti proteinti predstavuje hlavné protilatky. V soucasné dobé se zkouma
spiS pouziti jejich fragmentd. Prvnim diivodem je jejich mensi velikost. Dal§im pak
to, ze jsou vice specifické pro dany cil a neobsahuji oblast, ktera by mohla aktivovat
komplement a spustit tak imunitni reakci. Zaroven imunitni reakci mize odstartovat i
puvod protilatek, proto se osvédCilo pouziti jen lidskych protilatek. DalSim
problémem miize byt i samotna konjugace protilatky s nanoc¢astici, ktera se nejcastéji
pouziva za pomoci linkeru PEG. Pokud jsou konjugovany ndhodné, mizZe dojit ke
sterickému branéni a nemoznosti navazani protilatky na cilovy receptor. Protilatky se
Casto vyuzivaji samy o sobé jako uc¢inné latky pro terapii nddorovych onemocnéni.
[28]

Dale se k cileni mize pouzit naptiklad glykoprotein transferin (TF), ktery je
nezbytny pro transport Zeleza. [20] Po navazadni TF na jeho receptory dojde
k endocytéze a nasledné je Zelezo disociovano. TF receptory jsou exprimovany
v nddorové tkéanich, protoze maji zvySenou potiebu zeleza. [28] Nanocastice
modifikované TF se muzou pouzit napiiklad k terapii nadorovych onemocnéni
mozku, kdy maji schopnost, po navazdni na TF receptory, proniknout pies
hematoencefalickou bariéru.

Mezi nukleové kyseliny (NK) mizeme fadit tzv. aptamery, coZ jsou kratké NK
o né€kolika nukleotidech. Zkoumalo se vyuziti aptameru AS-1411, ktery se vaze na
protein nukleolin. Ten je obsaZen na povrchu buiiky, v cytoplazmé nebo v jadérku a
usnadiiuje tak vstup nanocastic do jadra rakovinnych bunék. [20]

Jako posledni uvadim zastupce malych molekul, a to kyselinu listovou. Vaze
se na folatové receptory a je dalezita pro syntézu purinovych a pyrimidinovych bazi.
Nanocastice, kterd je pfipojena k ligandu kyseliny listové projde endocytézou do
cytoplazmy bunky. Folatové receptory jsou opét nadmérné exprimovany na
nadorovych rychle proliferujicich bunikach. Na rozdil od zdravych bun€k miiZzou do
nadorovych ptejit 1 konjugaty kyseliny listové. Tento typ ligandu se Casto pouZiva
kviili své nizké cené, stabilité a vysoké afinité. [28]
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4.4 Kurkumin

Utinnou latkou pouZitou v experimentalni &asti je kurkumin. Je to
polyfenolova sloucenina ziskana z rostliny Curcuma longa a mize se oznacovat i
jako diferuloylmethan. [29] Jeho struktura byla potvrzena a nésledné syntetizovana
v roce 1913. V extraktu kurkumy miZzeme najit zastoupeni téchto tii struktur, z nichz
¢islo I, kurkumin, je zastoupen nejhojnéji (Obrazek 5). Kurkumin vykazuje enol-

tautomerii, jak je ukdzano na vedlejsi struktuie. [30]

1 ] T ™
H1CO O N Z O OCHs H3CO O NN O OCHs
HO OH HO OH

Curcumin (1) L

1 X
OC Ha
HO OH

Demethoxycurcumin (I1)

Bis-demethoxycurcumin (lll)

Equilibrating Keto-Enol Tautomers

Obrazek 5: Struktury v kurkumé [30]

Je Spatné rozpustny ve vodé, v methanolu jen omezené rozpustny a
v chloroformu a dimethylsulfoxidu (DMSO) je dobfe rozpustny. Pravé jeho Spatna
rozpustnost je divodem jeho malé biologické dostupnosti, a proto se hledaji feseni,
jak ji zvysit. [30] U nanoformulaci kurkuminu bylo zjiSténo, Ze zvySuji jeho
rozpustnost a také ho chrani pfed hydrolyzou a inaktivaci. Jako nosice byly
studovany liposomy, pevné lipidické nanocéstice, cyklodextriny, nanogely,
nanoemulze nebo polymerni nanocastice. [29]

U kurkuminu byly prokazany protizanétlivé, antimikrobialni, antioxidacni a
neuroprotektivni G€inky. [29] Tyto GCinky se proto zkousSely u mnoha riznych

chorob. Slo napftiklad o rtizné neurologické poruchy — migréna, roztrousena sklerdza,
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schizofrenie, deprese. Vliv byl prokdzédn u kardiovaskularnich a metabolickych
onemocnéni. Napiiklad jde o ischemickou chorobu srde¢ni, diabetes mellitus II. typu
a jeho komplikace nebo celkové metabolicky syndrom. Pozitivni efekt miize mit i u
nékterych nadorovych nemocich, osteoartézy nebo na nemoc COVID-19. [31] Dalsi
studium vytvotfenych polymernich nanocéstic s kurkuminem v experimentalni ¢asti
prace by bylo zaméfeno na terapii nealkoholového ztukovaténi jater (non alcoholic

fatty liver disease, NAFLD).

4.5 NAFLD

Dnes uz se také toto onemocnéni nazyva jako metabolické tukové onemocnéni
jater a nevylucuje nadmérné uzivani alkoholu ve své definici. Patii mezi nejcastéjsi
onemocnéni jater a jeho neléceni mize vést az k hepatocelularnimu karcinomu, jak
bylo zminéné vysSe. NAFLD je spojovéano s obezitou, diabetem mellitem II. typu a
z nich plynouci kardiovaskularnich chorob. Prevalence onemocnéni se stale zvySuje
a s tim 1 naklady na 1écbu. Jde o multifaktoridlni onemocnéni a mezi hlavni faktory
patifi nadmérné kaloricka strava, nedostatek fyzické aktivity a celkové nespravny
zivotni styl. [32]

Mechanismus steatozy jaterni tkan€ a nasledné rozvoj zéanétlivé reakce byl jiz
popsan. Na vzniku NAFLD se podili také lipotoxicita, kterd pravé spousti aktivaci
makrofagl. V jatrech se vyskytuje velké mnoZstvi volnych mastnych kyselin (MK),
které jsou ziskavany ze stravy, nadmérmné lipolyzy tukové tkané nebo syntézy ze
sacharidli nebo jinych prekurzorti. Volné MK jsou pfeménény na triglyceridy a
zabudovany do lipoproteinit s velmi nizkou hustotou (VLDL) a nésledné
transportovany z jater. Pfi rozvoji NAFLD dochézi k nerovnovéaze mezi piijmem MK
a jejich exportem. Lipidy se tak akumuluji v jatrech. Rozviji se stres
endoplazmatické retikula, oxidacni stres a mimo jiné dochdzi 1 k aktivaci
Kupfferovych bunék a k produkci prozéanétlivych cytokintli. Lipotoxicita vede dale
k dysfunkci mitochondrii a ke zvySenému mnozstvi reaktivnich forem kysliku, které
se také podili na rozvoji steatohepatitidy. Toto vSechno vede k aktivaci jaternich

stelatovych buné¢k a k produkci extraceluldrni matrix. [32]
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5. Experimentalni ¢ast

5.1 Pouzité suroviny

Aceton (Penta, CR)

Cisténa voda (pfipravena reverzni osmézou, FaF UK Hradec Kralové)

DMSO (Penta, CR)

Kurkumin (Sigma-Aldrich, Cina)

PLGA A2 - kopolymer PLGA vétveny na 2% polyakrylové (Faf UK Hradec
Kralové, doc. RNDr. Milan Dittrich, CSc.)

PLGA 50:50 — kopolymer PLGA s LA:GA pomérem 50:50, Purasorb®
PDLG 5002A (Corbion, Holandsko)

Poloxamer 407 — Pluronic® F-127 (Sigma Aldrich, Némecko)

Polysorbat 20 - Tween® 20 (Sigma-Aldrich, USA)

5.2 Pouzité pristroje

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

Magnetick4d michacka IKA-WERKE RTS5 Power (IKA, Némecko), 100-1000
otacek/min

Mini Vortexer (Heathrow Scientific, USA)

Centrifuga MPW 260R (MPW Medical Instrument, Polsko)

Spektrofotometr Specord 205 (Jena Analytik, Némecko)

Ttepaci vodni lazeit GFL 1083, GFL (Burgwedel, Némecko)

Ultrazvukové lazen Sonorex Super 10P (Bandelin electronic, Némecko)

Zetasizer Nano ZS 90 (Malvern Panalytical, UK)
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5.3 Pouzité metody

5.3.1 Priprava nanocastic

Nanocastice byly pfipravovany metodou nanoprecipitace, ktera byla popsana

v kapitole 2.2.2.1.

5.3.1.1 Priprava vodné faze

Vodna faze byla pfipravena rozpusténim povrchove aktivni latky v ¢isténé
vodé. Jedna se 0,1% roztok poloxameru 407 (Pluronic® F-127). Na analytickych
vahach bylo navazeno pozadované mnozstvi poloxameru a nasledné rozpusténo

7otV v

magnetické michacce.

5.3.1.2 Priprava organické faze

Pro pfipravu organické faze byly pouzity roztoky PLGA a kurkuminu
v acetonu. PouZivaly se dva typy kopolymeru — PLGA 50:50 a PLGA A2.
Navazené pozadované mnozstvi PLGA ve vialkdch bylo rozpusténo v 1 ml acetonu
za pouziti Mini Vortexeru nebo ultrazvukové lazné. Po rozpusténi byl cely objem
napipetovan k navazenému mnozstvi kurkuminu a opét rozpusStén. VSechny vzorky

byly ptipraveny v duplikatech.

5.3.1.3 Proces nanoprecipitace

Samotny proces nanoprecipitace probihal tak, ze se do kadinek rozpipetovalo
10 ml vodné faze. 1 ml organické faze byl napipetovan od kazdého vzorku v jednom
kontinualnim kroku do vodné faze. Ke vzniku ¢astic doslo bezprostiedné po smiseni
vodné a organické faze. Smés organické a vodné faze se pak opét za stalého michani
nechala odpafovat alespoii 1,5 hodiny. Béhem této doby doslo k odpateni acetonu.
Poté se odpatfené vzorky prefiltrovaly ptes filtr o velikosti port 1,2 um s cilem
odstranit ptipadné vzniklé krystaly kurkuminu. Vzorky se nasledné rozdélily za
pomoci pipety stejnym dilem do mikrozkumavek typu Eppendorf. VSechny vzorky
byly pfipraveny v duplikatech.
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5.4 Charakterizace nanocastic

Ptipravené nanocastice byly hodnoceny na zakladé nékolika charakteristik:

5.4.1 Stanoveni velikosti castic a indexu polydisperzity

Velikost ¢astic byla méfena pomoci pfistroje Zetasizer Nano ZS90. Ptistroj
funguje na zaklad¢ dynamického rozptylu svétla (dynamic laser scaterring = DLS).

Index polydisperzity (PDI) pfedstavuje rozlozeni velikosti jednotlivych ¢astic
ve vzorku. Byl méfen stejné jako velikost Castic na pfistroji Zetasizer Nano ZS90.
Pokud se hodnota PDI nachdzi kolem 0,1 mlzeme soustavu povaZovat za
monodisperzni, tzn. ze Castice jsou stejn¢ velké. Teoreticky monodisperzni systém

predstavuje nulova hodnota PDI. [33]

5.4.1.1 Priprava a méreni vzorku

Po odpateni acetonu se vSechny vzorky filtrovaly pomoci filtrii o velikosti
1,2 um. Vzorky s pfipravenymi ¢asticemi se pied méfenim zhomogenizovaly na
Mini Vortexeru. Z kazdého vzorku pak bylo odebrano 100 pl do kyvety a doplnéno
I ml ciSténé vody. Kyveta se vzorkem byla umisténa do Zetasizeru. Méteni

probihalo pii teploté 25°C.

5.4.2 Stanoveni zeta potencialu

Hodnota zeta potencialu je dulezita pro stabilitu disperznich soustav. Pokud je
absolutni hodnota zeta potencialu vétsi nezZ 30 mV, mizeme pokladat soustavu za
dostatecné stabilni. [34]

Me¢éteni probihalo opét na pfistroji Zetasizer Nano ZS90. Stanoveni probiha
pomoci elektroforetického rozptylu svétla a umoziiuje zméteni potencidlu i u ¢astic,
které maji nizky elektroforeticky pohyb. Méteni probihd na zakladé pohybu nabitych

¢astic smerem k opacné€ nabité elektrode€, kam je ptivadéno elektrické pole. [34]
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5.4.2.1 Priprava a méreni vzorku

Vzorek byl obdobné¢ prefiltrovan a nafedén jako u méteni velikosti a PDI. Byl
umistén do specialni kyvety typu DTS1060 s elektrodami po stranach a ta pak do

Zetasizeru. Méfeni probihalo opét pti laboratorni teploté 25°C.

5.4.3 Enkapsulacni efektivita a drug-loading

Enkapsulacni efektivita (EE), neboli také u€innost zapouzdieni, nam udava,
kolik procent pouzit¢tho mnozstvi kurkuminu se zapouzdiilo do vytvofenych

nanocastic. [35] Vypocet probéhl podle nasledujici rovnice (1):

enkapsulované mnozstvi kurkuminu [mg]
EE [%] = p — - X 100
celkové mnoZstvi kurkuminu [mg)

Rovnice 1

Kapacita naplnéni 1é¢ivem je v literatufe znama jako drug-loading capacity
(DLCQ). Vyjadiuje schopnost nosi¢e akumulovat v sobé danou lé¢ivou latku, tzn. je to
pomé&r hmotnosti enkapsulované latky ku celkové hmotnosti nosice. [35]

V této praci byly pouzity jako nanomateridlové nosice razné typy polymeru PLGA.

Pro vypocet byla pouZita rovnice (2):

enkapsulované mnozstvi kurkuminu [mg]
DLC [%] = _ — x 100
celkova hmotnost nanocastic [mg]

Rovnice 2

5.4.3.1 Priprava vzorku

Prefiltrované vzorky v mikrozkumavkach typu Eppendorf o objemu 2 ml byly
centrifugovany pii pokojové teploté 21°C po dobu 15 minut na 21 000 otacek. Poté
se pomoci automatické pipety odsal supernatant. Vzniklad peleta ¢astic se rozpustila
v 1,5 ml DMSO. Pro lepsi rozpusténi pelety v DMSO se pouzila ultrazvukova lazen
a Mini Vortexer. Pfed samotnym méfenim se pfislusny vzorek ziedil jesté

10x DMSO.
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5.4.3.2 Méreni vzorku a vypocty

Stanoveni enkapsulovaného mnozstvi kurkuminu probihalo pomoci
spektrofotometrie. Pfed méfenim byla sestavena kalibracni fada roztokii o znamé
koncentraci kurkuminu v DMSO — 0,5 w/ml; 1 w/ml; 5 p/ml; 10 p/ml; 20 pw/ml.
Nasledn¢ byla sestavena kalibra¢ni pfimka a jeji rovnice - Graf 1.

Absorpéni maximum kurkuminu v DMSO bylo stanoveno pii vilnové délce

434,5 nm. Dalsi méfeni tedy probihalo jiz pti této vinové délce.

Kalibraéni kfivka pfi 434,5 nm

2,5
2
1]
o
< y =0,1392x +0,0072
215 RZ=1
) "
£
<
1
.'-...'
0,5
pe
o Le
0 5 10 15 20 25

Koncentrce kurkuminuv DMSO [ug/ml]

Graf 1: Kalibraéni kiivka kurkuminu v DMSO pfi 434, Snm

Vypocet koncentrace vzorkil probihal dosazenim do rovnice kalibra¢ni ptimky (3):

v =0,1392x + 0,0072

Rovnice 3
kde x je koncentrace kurkuminu v pg/ml a y je absorbance.

Dalsi vypocty prob&hly dosazenim do rovnice pro EE (Rovnice 1) a DLC
(Rovnice 2).
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5.4.4 Disoluce

Pripravené a prefiltrované vzorky v Eppendorf zkumavkach se nejdfive
centrifugovaly pii otackach 8000 a pfi teplote 21 °C po dobu 15 minut. Poté se odsal
supernatant, ktery se opét rozdelil do mikrozkumavek a centrifugoval se pii 10 000
otaCkach, opét pfi teplot¢ 21 °C a po dobu 15 minut. Vzniklé pelety Castic se
dispergovaly v 0,5% vodném roztoku polysorbatu 20 (komerénim nazvem
Tween® 20), ktery se poté pouzil i jako disoluéni médium. Ptidavek polysorbatu byl
pouzit kvili Spatné rozpustnosti kurkuminu ve vodé¢. Test disoluce probihal pies
dialyza¢ni celulézovou membranu (MWCO 14 000 Da). Rozdispergované ¢astice ve
3 ml 0,5% roztoku polysorbatu byly napipetovany do membrany. Oba konce
membrany byly poté zalepeny pomoci akrylatového lepidla. Takto pfipravené vzorky
pro disoluci byly vlozeny do vialek a nasledné se k nim napipetovalo 10 ml
disolu¢niho média. Vialky byly umisténé do tfepaci vodni ldzné¢ predem
vytemperované na teplotu 37 °C. Vzorky se odebiraly v nasledujicich casech od
zacatku disoluce — 2 hodiny, 1 hodina, 2 hodiny, 4 hodiny, 8 hodin, 18 hodin,
24 hodin, 48 hodin a 72 hodin. Z vialky se pipetou odebralo vzdy celé mnozstvi
disolu¢niho média (10 ml) a bylo opét doplnéno médium novym o stejném objemu.
Koncentrace uvolnéného kurkuminu se stanovovala opét pomoci spektrofotometru.
Pro vypocet byla vytvorena pfislu$na kalibra¢ni kiivka (Graf 2) z roztokli o zndmé
koncentraci kurkuminu v 0,5% roztoku polysorbatu 20. Slo o koncentrace 0,5 p/ml;
1 wml; 2 p/ml; 5 pw/ml; 10 p/ml. Absorpéni maximum bylo zjiSténo pii vinové délce

424 nm. Dalsi méfeni vzorki probihalo také pfi této vinové délce.
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Graf 2: Kalibra¢ni kiivka kurkuminu v 0,5% roztoku polysorbatu 20 pfi 424 nm

Pro vypocet byla pouzita nasledujici rovnice (4):

y = 0,0581x + 0,0057

Rovnice 4

kde x je hodnota koncentrace kurkuminu v p/ml a y ptedstavuje hodnotu absorbance.

Na zakladé vypoctenych hmotnosti se sestrojila kumulativni disolu¢ni kiivka —

zavislost uvolnéného mnozstvi kurkuminu z pfipravenych nanocastic na case

v hodinach. VSechny vzorku byly piipravené v duplikdtech a hodnoty z méteni

zprumeérovany.
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6. Vysledky a diskuze

Zde jsou prezentovany vysledky ziskané z experimentdlni Casti. Zabyvala se
pfipravou nanocastic s kurkuminem, ktery je ve vodé prakticky nerozpustny,
metodou nanoprecipitace s dvéma riznymi kopolymery — PLGA 50:50 a vétveny
PLGA A2. Zejména Slo o porovnani vlastnosti nanoc¢astic s riznym typem polymeru
a jeho pouzitého mnozstvi.

Hlavni srovnédvané parametry byla EE a DLC. Déle velikost a zeta potencial ¢astic a

disolu¢ni profil.

6.1 Nanocastice s PLGA 50:50

Nejprve byly piipraveny vzorky o rtizném hmotnostnim zlomku (w/w) —
0,5%; 1 %; 2 %; 5 %; 10 % a 20 %. Jde o pomér mezi hmotnosti kurkuminu a
hmotnosti PLGA 50:50. Pro tyto vzorky o rizném (w/w) bylo pouzito konstantni
mnozstvi PLGA - konkrétné 30 mg PLGA 50:50. Nasledné¢ bylo vypocitano
odpovidajici mnozstvi kurkuminu v mg pro ptipravu - viz Tabulka 1 a 2. U kazdého
vzorku byly hodnoceny tyto vlastnosti — velikost, PDI, zeta potencial, EE a DLC.
Cilem bylo najit optimalni pomér kurkuminu a PLGA 50:50 (w/w), ktery by
vykazoval maximalni EE [%], aby nedochdzelo ke ztratdm kurkuminu béhem
pfipravy, ale zarovenl s maximalni moznou procentudlni hodnotou DLC, aby byla
maximalizovédna potencidlni terapeutickd efektivita.

Praveé hodnoty DLC jsou Casto nizké. Pro dosaZeni optimalniho terapeutického
ucinku se pak musi podat vét§i mnozstvi ¢astic. To by pak mohlo vést k problémim
s aplikaci — napfiklad u intraven6zniho podani, protoze by se podavala vysoce
koncentrovand a viskozni nanosuspenze. Navic by mohlo dojit naptiklad
k embolizaci diky podéni vétsiho poctu castic. Kvili minimalizaci téchto
nezéddoucich Uc¢inkli je snaha o zvySeni DLC a tim zajistit, co nejvetsi napli
nanocastic lé¢ivem. Tim miiZze dojit i1 ke sniZeni vyrobnich nékladli na nanoc¢asticové

1é¢ivé piipravky, které jsou Casto také prekdzkou. [36]
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Nasledné podle toho, ktery pomér o rizném (w/w) kurkuminu a PLGA 50:50
vykazoval nejvyssi hodnoty EE a zaroven DLC, byla pfipravena dalsi sada vzorka o
konkrétnim stejném (w/w), dale oznaCovan jako stejny (w/w), tentokrat s riznym
mnozstvi PLGA. Vzorky byly tedy ptipraveny postupné s PLGA 50:50 o hmotnosti
10 mg, 20 mg, 40 mg a 50 mg. Mnozstvi kurkuminu bylo dopocitano tak, aby se

zachoval stejny (w/w) — viz Tabulka 3 a 4.

6.1.1 Velikost, PDI a zeta potencial — ruzny (w/w)

Vzorky byly pfipraveny vzdy v duplikatech a vysledné hodnoty byly

zprumérovany. U kazdé hodnoty je vypocitana smérodatna odchylka (o).

Tabulka 1: Vzorky s PLGA 50:50 o riizném (w/w) — velikost, PDI, zeta potencial

m

m Velikost Zeta
Vzorek w/w PLGA
. kurkumin castic c PDI c potencial c
C. [%o] 50:50
[mg] [nm] [mV]
[mg]
1 0,5 0,15 30 141,57 5,79 0,097 0,007 -3,95 0,12
2 1 0,3 30 140,20 1,54 0,092 0,013 -24.33 1,25
3 2 0,6 30 178,70 23,44 0,177 0,069 -19,40 0,24
4 5 1,5 30 180,83 8,73 0,249 0,064 -25,33 1,34
5 10 3 30 158,98 7,33 0,146 0,059 -28.83 1,38
6 20 6 30 164,93 1,53 0,218 0,026 -25,20 0,37

Z Tabulky 1 vyplyva, Ze velikost vSech pfipravenych Castic je vétsi nez
100 nm. Jak bylo uvedeno v kapitole 2.3.1, tato velikost ma dobry pfedpoklad pro to,
aby byly castice rychleji opsonizovany a kumulovany v makrofazich MFS v jatrech,
coz je zaddoucti pro potencilni terapii NAFLD kurkuminem.

Podle kapitoly 3.4.1 miZeme povazovat nanocastice z Tabulky 1 za téméf

monodisperzni. Hodnoty PDI se pohybuji mezi 0,1 a 0,2.
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Zeta potencial nam udava, ze nanocastice na svém povrchu zaporny naboj. To

je téz zadouci pro targeting do makrofagl — viz kapitola 2.3.1.

6.1.2 Hodnoceni EE a DLC - ruzny (w/w)

Dale se u vSech vzorkii hodnotila EE a DLC. Vysledky jsou zpracované

v Tabulce 2.
Tabulka 2: Vzorky s PLGA 50:50 o rtiizném (w/w) — EE a DLC
m
Vzorek w/w m PLGA EE
kurkumin
¢. [Ye] 50:50 [mg] [Yo]
[mg]

1 0,5 0,15 30 58,99
2 1 0,3 30 66,45
3 2 0,6 30 56,73
4 5 1,5 30 39,69
5 10 3 30 13,59
6 20 6 30 6,64

5,26
6,78
8,80
2,75
1,67
0,59

DLC
[“o]

0,29
0,66
1,13
1,98
1,36
1,33

0,03
0,07
0,18
0,14
0,17
0,12

Nejvyssi EE vykazoval vzorek €. 2, ale hodnota DLC je pomérné nizka —

0,66 %. Hlavni zajem byl hlavné o to, co nejvice vyuZzit kapacitu nanoc¢astic. Proto

nejlépe vychazi vzorek €. 4, kde je DLC nejvyssi - 1,98 %. Muze to byt zpiisobené

tim, Ze nanocastice v tomto vzorku ¢. 4 mély i1 nejvétsi velikost — viz Tabulka 1.

Vyssi hodnoty EE mutizou byt vysvétleny i tim, ze u vzorku €. 1, 2 a 3 bylo pouzito

mensi mnozstvi kurkuminu, ale DLC hodnoty jsou naopak niZsi, protoze toto malé

mnozstvi kurkuminu neni schopné naplnit celou kapacitu ¢astic o hmotnosti 30 mg.

U vzorkli ¢. 5 a 6 uz hodnoty EE klesaji kvili vétSimu mnozstvi pouzitého

kurkuminu, kde pravdépodobné dochazi k jeho krystalizaci mimo matrici PLGA

50:50.
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Dalsi vzorky byly pfipravené o stejném hmotnostnim zlomku podle toho,
u které¢ho vysla EE a DLC nejlépe — tedy vzorek €. 4 s (w/w) 5 %. Tento pomér
(w/w) se ukazal byt jako hrani¢ni. Déle bylo ovéfeno, jaky vliv bude mit na vysledky
rizné mnozstvi PLGA 50:50 - 10 mg, 20 mg, 40 mg a 50mg. Opét se hodnotily

stejné parametry — Tabulka 3 a 4.

6.1.3 Velikost a PDI — stejny (w/w)
Nebyl hodnocen zeta potencidl, protoze se neptedpoklada, ze by doslo ke
zmeéné naboje, a to kvili tomu, Ze vzorky byly pfipraveny za stejnych podminek jako

ptedchozi vzorky €. 1 az 6.

Tabulka 3: Vzorky s PLGA 50:50 o stejném (w/w) — velikost a PDI
Vzorek w/w  m kurkumin m PLGA Velikost

c PDI c
¢. [%e] [mg] 50:50 [mg] [nm]
7 5 0,5 10 137,14 29,07 0,343 0,019
8 5 1 20 136,28 6,56 0,202 0,042
9 5 2 40 179,97 7,37 0,228 0,023
10 5 2,5 50 210,27 0,25 0,194 0,036

Velikost nano¢éstic je opét nad 100 nm — vhodné pro vychytavani makrofagy.

Zaroven muzeme sledovat, ze se zvySujicim se mnozstvim PLGA 50:50 dochazi i ke
vzristu velikosti ¢astic — vzorek €. 9 a 10. Hodnoty PDI se opét pohybuji mezi 0,2 az
0,3 — vzorky jiz nejsou monodisperzni s vyjimkou vzorku 10. Optimalni mnoZstvi

PLGA 50:50 pro ptipravu metodou nanoprecipitace bylo tedy 30 mg.
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6.1.4 Hodnoceni EE a DLC - stejny (w/w)

Dale byla u vzorkli stanovena opét EE a DLC. Vysledky jsou shrnuté

v Tabulce 4.
Tabulka 4: Vzorky s PLGA 50:50 o stejném (w/w) — EE a DLC
m
vzorek w/w m PLGA EE DLC
kurkumin c c
¢. [%] 50:50 [mg] [%o] [%]
[mg]
7 5 0,5 10 21,72 343 1,09 0,17
8 5 1 20 14,75 3,28 0,74 0,16
9 5 2 40 27,84 430 1,39 0,21
10 5 2,5 50 15,04 0,03 0,75 0,00

Zde mizeme pozorovat, Zze se vzrustajici velikosti nano¢dstic a mnozstvim
pouzittho PLGA nedochazi i ke zvySeni DLC, jak by se mohlo ptedpokladat
z Tabulky 1 a 2 u vzorku €. 4. Neni zvySend ani hodnota EE. Zmé&na mnozstvi PLGA
pfi zachovani stejného (w/w) nevedla ke zlepSeni parametrii enkapsulace.

Jako optimalni mnoZstvi pro pfipravu nanocastic se tedy ukazalo 30 mg PLGA 50:50

0 (W/w) 5 % - vzorek €. 4.
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6.2 Nanocastice s PLGA A2

Ptiprava vzorki s kopolymerem PLGA A2 probihala analogicky jako u PLGA
50:50. Opét byly nejprve piipraveny vzorky o rizném pomeéru (w/w) kurkuminu a
PLGA — 0,5 %; 1 %; 2 %; 5 %; 10 % a 20 % se stejnym mnozstvi PLGA A2 —
30 mg. Na zaklad¢ toho bylo vypocitano potfebné mnozstvi kurkuminu, aby byly
zachované rizné poméry (w/w) — viz Tabulka 5 a 6. U kazdého vzorku bylo hlavnim
cilem nejvyssi mozné hodnoty EE a DLC. Podle toho, u kterého vzorku s (w/w) byly
naméfeny maximalni hodnoty EE a DLC, byl pak tento pomér pfipraven i s riznym
mnozstvim PLGA A2. Pouzito bylo mnozstvi PLGA A2 10 mg, 20 mg, 40 mg a
50 mg a odpovidajici mnozstvi kurkuminu tak, aby byl tento pomér (w/w) zachovan

stejny — viz Tabulka 7 a 8.

6.2.1 Velikost, PDI a zeta potencial — rizny (w/w)

Vysledky jsou shrnuty v Tabulce 5. U vzorkd s PLGA A2 byly hodnoceny

stejné parametry jako u vzorkd vyse.

Tabulka 5: Vzorky s PLGA A2 o rizném (w/w) — velikost, PDI, zeta potencial

m
m Velikost Zeta
Vzorek w/w PLGA
. kurkumin castic c PDI 6  potencial o©
C. [Y] A2
[mg] [nm] [mV]
[mg
1 0,5 0,15 30 140,58 14,05 0,149 0,063 -32.83 0,33
2 1 0,3 30 117,63 3,55 1 0,090 0,014 -34,67 0,33
3 2 0,6 30 137,57 12,96 0,086 0,010 -26,35 0,35
4 5 1,5 30 137,05 2,27 0,080 0,021 -25,77 0,83
5 10 3 30 137,55 1,84 0,095 0,012 -29,37 1,75
6 20 6 30 128,62 4,53 0,114 0,039 -28.,00 1,64
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Jednotlivé hodnoty velikosti se od sebe velmi neli§i. VSechny jsou nad 100
nm, tudiz vhodné pro targeting do makrofagh MFS v jatrech. Hodnoty PDI také
vyhovuji pozadavkiim pro monodisperzni soustavu — pohybuji se £ v rozmezi
okolo 0,1.

Podle zeta potencialu jsou Castice zdporné nabité. Navic pii hodnotach okolo

+ 30mV miizeme mluvit o dostatecné koloidni stabilité disperznich soustav [34].

6.2.2 Hodnoceni EE a DLC - ruzny (w/w)

Pro vysledky EE a DLC byla vytvofena Tabulka 6. V Tabulce 6 mtzeme
pozorovat vysokou EE napftiklad u vzorkt €. 1 a 2., ale s velmi nizkou DLC. Op¢t to
muze byt dano tim, Ze bylo pouzité malé mnozstvi kurkuminu, které se ochotné
enkapsulovalo, ale celkova kapacita castic nebyla vyuzita. U vzorkl 5 a 6
pozorujeme stejny jev jako v Tabulce 2 u vzorku €. 5 a 6 — pravdépodobné pievladla
krystalizace kurkuminu mimo ¢astici, proto jsou hodnoty EE nizké. Nejvyssi
hodnotu DLC vykazuje opét vzorek €. 4 s (w/w) =5 %. V dalsi ptipravé nanocastic s

kurkuminem bude tedy rozpracovan tento (w/w) s riznym mnozstvim PLGA A2.

Tabulka 6: Vzorky s PLGA A2 o riizném (w/w) — EE a DLC

m
Vzorek w/w m PLGA A2 EE DLC
kurkumin c
¢ [Yo] [mg] [Yo] [Yo]
[mg]
1 0,5 0,15 30 72,04 8,13 0,36
2 1 0,3 30 77,57 1,78 0,78
3 2 0,6 30 60,67 9,37 1,21
4 5 1,5 30 55,74 3,20 2,79
5 10 3 30 7,75 0,48 0,78
6 20 6 30 2,38 0,80 0,48
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6.2.3 Velikost a PDI — stejny (w/w)

Vzorky byly pfipravené s riznym mnozstvim PLGA A2 (10 mg, 20 mg,

40 mg, 50 mg) tak, aby byl stale zachovan pomér kurkuminu a PLGA (w/w) =5 %,

viz Tabulka 7. U ¢astic nebyl hodnocen zeta potencial.

Tabulka 7: Vzorky s PLGA A2 o stejném (w/w) — velikost a PDI
m PLGA A2 Velikost

Vzorek w/w

¢. [%]
7 5
8 5
9 5
10 5

m kurkumin

[mg]
0,5
1
2

2,5

[mg]
10
20
40
50

[nm]
79,77
109,32
154,57

176,83

0,83
1,48
2,70
14,10

PDI

0,214
0,122
0,169

0,169

0,077
0,025
0,050
0,059

V Tabulce 7 mizeme vidét, ze mnozstvi pouzit¢tho PLGA A2 ma vliv na

velikost Castic. Podobné k tomuto jevu dochazelo i u castic pfipravenych s PLGA

50:50, viz Tabulka 3. Cim méné PLGA pouZzijeme, tim jsou &astice mensi.

Nanocastice u vzorku ¢. 1 maji velikost pod 100 nm a pravdépodobné by se huie

dostavaly do makrofagli. Nejsou proto vhodné pro nas zamysSleny ucel terapie

NAFLD. U ostatnich vzorkii je velikost dostacujici pro targeting makrofaga.

Hodnoty PDI také vyhovuji.
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6.2.4 Hodnoceni EE a DLC - stejny (w/w)

Vypocitané hodnoty pro EE a DLC jsou shrnuty v Tabulce 8.

Tabulka 8: Vzorky PLGA A2 o stejném (w/w) — EE a DLC

m
vzorek = w/w m PLGA A2
Kkurkumin
¢ [Yo] [mg]
[mg]

7 5 0,5 10

8 5 1 20

9 5 2 40

10 5 2,5 50

EE
[“e]

26,57
39,54
43,73
12,54

1,39
7,40
2,67

0,40

DLC

[l

1,33
1,98
2,19

0,63

0,07
0,37
0,13

0,02

Ani u PLGA A2 nedochézi se zvySovanim jeho pouzitého mnozstvi ke

zvySeni EE a DLC. Naopak od vzorkid ¢. 9 a 10 hodnoty klesaji. Podobné jako u

PLGA 50:50 nema zvySovani hmotnosti pouzit¢tho PLGA A2 pftiznivy vliv na proces

enkapsulace.

Z vysledkit méteni vyplyva, ze optimélni pomér kurkuminu a PLGA A2 je

(w/w) =5 %, kde hmotnost PLGA A2 je 30 mg (vzorek €. 4).
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6.3 Porovnani nanocastic s PLGA 50:50 a PLGA A2

6.3.1 Velikost a PDI ¢astic

Vzorky o rlzném (w/w) - vliv PLGA na velikost [nm]

Vielikost Eastic [nm)
(o]

Graf 3: Vzorky o rizném (w/w) — vliv pouzitého PLGA na vyslednou velikost ¢astic [nm]

Vzorky maji rizny (w/w), kde je zastoupeno rtizné mnozstvi kurkuminu a
stejné mnoZzstvi PLGA — 30 mg. VSechny pfipravené vzorky nanocastic v Grafu 3
maji velikost nad 100 nm, coz je dulezité pro to, aby byly vychytdvany makrofagy. U
PLGA 50:50 mlZeme obecné pozorovat, ze Castice maji velikost vEétSi nez u

PLGA A2.
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Vzorky o rdzném (w/w) - vliv PLGA na PDI
0,350
0,300
0,250

0,200 I
PLGA 50:50

0,150
‘{ PLGA A2

0,100 — I I 1 :[ I

0,050

PDI

0,000
vzorek1 wvzorek2 wvzorek3 wvzorek4 vzorek5 vzorek6
(0,5%) (1%) (2%) (5%) (10%)  (20%)

Graf 4: Vzorky o riizném (w/w) — vliv pouZitého PLGA na PDI

V Grafu 4 jsou zaneseny hodnoty PDI pro castice s PLGA 50:50 — zde miZeme
vidét, ze stejné tak jako se zvétSuje velikost Castic, zvySuji se 1 hodnoty PDI.
Vysvétlenim by mohlo byt to, ze dochédzi ke shlukovani ¢astic. Tento jev naopak
nepozorujeme u Castic vytvorenych z PLGA A2. Mizeme tedy fict, Ze PLGA A2
poskytuje Castice s uzsi distribuci velikosti ¢astic, a tedy vhodnéjsi pro zamyslené

pouziti.
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Vzorky o stejném (w/w) - vliv PLGA na velikost [nm]

250,00

200,00

Velikost ¢astic [nm]

150,00

100,00
50,00 I I

0,00

m PLGA 50:50
mPLGA A2

vzorek 7 vzorek 8 vzorek 4 vzorek 9 vzorek 10
(PLGA 10mg) (PLGA 20mg) (PLGA30mg) (PLGA 40mg) (PLGA 50mg)

Graf 5: Vzorky o stejném (w/w) =5 % — vliv pouZitého PLGA na vyslednou velikost ¢astic [nm]

PDI

Vzorky o stejném (w/w) - vliv PLGA na PDI
0,400
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0,300

0,250
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B PLGA 50:50
0,150

m PLGA A2
0,100
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vzorek 7 vzorek 8 vzorek4d  vzorek9  vzorek 10
(PLGA (PLGA (PLGA (PLGA (PLGA
10mg) 20mg) 30mg) 40mg) 50mg)

Graf 6: Vzorky o stejném (w/w) =5 % - vliv pouzitého PLGA na PDI
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V Grafu 5 a 6 jsou zobrazeny vzorky, které maji stejné (w/w) = 5 %, ale
ruzné mnozstvi PLGA a rizné mnozstvi kurkuminu tak, aby byl zachovan konstantni
pomér (w/w). Z Grafu 5 vyplyva, ze velikost ¢astic je pfimo umérnd mnoZzstvi pro
ptipravu pouzit¢tho PLGA. U PLGA 50:50 mlizeme opét pozorovat, Ze poskytuje
vetsi nanocastice ve srovnani s polymerem A2, ale podle Grafu 6 nedochazi ke
zvySeni hodnot PDI — ¢astice s (w/w) = 5 % maji tedy tendenci se méné shlukovat.
U vzorku 7 tj. s PLGA 50:50 doslo pravdépodobné opét k agregaci ¢astic — velikost
je jesté vetsi nez u vzorku €. 8 s PLGA 50:50, ale mnozstvi pouzit¢ého PLGA bylo o
polovinu niz§i — 10 mg. Tento fakt koreluje i s hodnotou PDI u vzorku ¢. 7 s
PLGA 50:50 zanesenou v Grafu 6 (PDI = 0,343). Ptislusny vzorek 7 PLGA 50:50 je
zatizen 1 pomérné velkou smérodatnou odchylkou (29,07) — je tedy mozné, Ze
vysledek je timto zkreslen. Naopak u vzorku ¢. 7 s PLGA A2 doslo k formulaci
¢astic o velikosti az pod 100 nm. To by mohlo vést k niz§i kumulaci v makrofazich

v jatrech — podle kapitoly 2.3.1.
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6.3.2 Hodnoceni EE

Vzorky o razném (w/w) - vliv PLGA na EE [%]
90,00
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I
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o PLGA 50:50
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= =
0,00 x
vzorek 1 vzorek 2 vzorek 3 vzorek 4 vzorek 5 vzorek 6
(0,5%) (1%) (2%) (5%) (10%) (20%)

Graf 7: Vzorky o riizném (w/w) — vliv pouZitého PLGA na EE [%]

N 24

jsou shrnuté v Grafu 7. Vzorky byly pfipravené s riznym (w/w), ale hodnota PLGA
zUstavala konstantni — 30 mg. Ménilo se mnozstvi pouzitého kurkuminu, viz
Tabulka 2 a Tabulka 6. EE nam udéva, kolik % z ptivodniho mnozstvi kurkuminu se
enkapsulovalo do ¢astic. U PLGA A2 byla EE vétsi nez PLGA 50:50 az do vzorku
¢. 4. To muze byt dano strukturu PLGA A2, ktera je rozvétvena a tim muze zadrzet
vice kurkuminu. Nizs§i EE pak mtizeme vidét u vyssich (w/w), kde bylo pouzito vétsi
mnozstvi kurkuminu a pouzit¢ mnozstvi PLGA jiz pravdépodobné nestacilo
enkapsulovat takové mnozstvi a prevladla krystalizace nad enkapsulaci. Velikost
¢astic nema na zvySeni EE velky vliv, jak by se mohlo predpokladat. [15]

V Grafu 3 mizeme vidét, ze velikost ¢astic pripravenych z PLGA 50:50 je vySsi nez
Castice ptipravenych z PLGA A2. I ptesto jsou hodnoty EE ve vétsing vzorkl vyssi u
PLGA A2. Z uvedeného vyplyva, ze pravdépodobné neexistuje vztah mezi velikosti

pripravenych castic a jejich schopnosti enkapsulovat 1é€iv typu kurkumin.
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Graf 8: Vzorky o stejném (w/w =5 %) — vliv pouZitého PLGA na EE [%]

V Grafu 8 vidime vysledky (w/w) = 5 % sriznym mnoZzstvi PLGA a

s odpovidajici mnozstvi kurkuminu, aby pomér zlstal zachovany. Zde se nadm

potvrzuje, ze PLGA A2 je efektivngj$i pro enkapsulaci kurkuminu — hodnoty jsou

vy$si oproti PLGA 50:50. Jak bylo uvedeno vyse, je to pravdépodobné diky vétvené

struktufe PLGA A2. Kopolymer PLGA 50:50 ma linearni molekuldrni architekturu.

Potvrzuje se také to, Ze mezi EE a velikosti Castic neexistuje pfima souvislost — viz

Graf 5. EE roste do hmotnosti PLGA 30 mg, kterd se zd4 optimalni pro oba pouzité

polymery. Se zvySujicim mnozstvi polymeru nad tuto hodnotu klesd EE. Vyjimkou

je jen vzorek €. 8 u PLGA 50:50, kde se pravdépodobné jedna o statisticky artefakt.
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6.3.3 Hodnoceni DLC

Vzorky s PLGA o rizném (w/w) - DLC [%]

=
= PLGA 50:50
[a]

150 ]: I I I PLGA A2

I

vzorek1l  wvzorek2  wzorek3  wvzorek4  wvzorek5  wzorek6
(0,5%) (1%) (2%) (5%) (10%) (20%)

Graf 9: Vzorky o riizném (w/w) — vliv pouZitého PLGA na DLC [%]

Hodnota DLC byla pro nas béhem experimentalni ¢asti zdsadni a od ni se
odvijela dalsi pfiprava. Udava nam, na kolik je vyuzita kapacita pfipravenych ¢astic.
Z Grafu 9 je patrné, Ze nejvysSi hodnotu DLC mé vzorek ¢. 4 a to u vzorki
s pouzitym PLGA 50:50 i PLGA A2. Pravé od poméru (w/w) =5 % se odvijela i
priprava dalSich vzorkd, a to pravé kvili vysokym hodnotam DLC.

Pokud porovname hodnotu DLC mezi dvéma pouzitymi kopolymery,
zjistime, Ze hodnoty jsou opéct vyssi u PLGA A2. Pouze ale pro vzorky €. 1 az 4., pak
DLC u PLGA A2 klesa. Naopak je vyssi u PLGA 50:50 — vzorek ¢. 5 a 6. Stejny
fenomén miizeme sledovat i v Grafu 7 pro hodnoceni EE — hodnoty jsou vyssi pouze
do vzorku €. 4 s (w/w) =5 %, pak klesaji. Jako optimalni pro vysokou DLC se tedy
ukdzal pomér kurkuminu k PLGA (w/w), ktery odpovidal 5 % kurkuminu

vztazenému k navazce PLGA.
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Vzorky o stejném (w/w) - vliv PLGA na DLC [%]

3,50
3,00 I
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Graf 10: Vzorky o stejném (w/w =5 %) — vliv pouzitého PLGA na DLC [%]

Graf 10 nam ukazuje, ze vétsi mnozstvi pouzit¢tho PLGA nema na zvySovani
DLC vliv. Po hodnoté PLGA 30 mg nam hodnoty opét klesaji, a to jak u PLGA A2,
tak 1 PLGA 50:50.

Pfi porovnani PLGA muizeme vidét, Ze vzorky pfipravené z PLGA A2 maji
hodnoty DLC vyssi. Castice z PLGA A2 miizou pojmout v&tsi mnozstvi 1é&iva pravé

kvtli svoji vétvené struktuie.
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Z publikovanych praci na optimalizaci pfipravy nanocastic pomoci
nanoprecipitace s kurkuminem muzeme zjistit, ze PLGA A2 vykazoval i zde vyssi
hodnoty EE (cca 60 %) nez PLGA 50:50. Zaroven také PLGA 50:50 poskytoval
veétsi velikost Castic. [37] Nebyla zde ale hodnocena hodnota DLC. Muze tedy jit o
podobny jev, ktery byl zjistén v této Casti prace, ze hodnota EE roste, ale neni plné
vyuzita kapacita nosice.

V dals$i praci uz DLC u kurkuminu hodnocena byla. Nanocastice byly
pfipraveny opét s PLGA A2 nebo PLGA 50:50. Zde byla pouzitd jind povrchové
aktivni latka, konkrétné polyvinylalkohol. Také tady vykazoval PLGA A2 vyssi
hodnoty EE (cca 60 %) a vyssi hodnoty DLC (cca 0,22 %). Obecné hodnoty DLC
byly velmi nizké. Zaroven bylo pouzito i mensi mnozstvi kurkuminu. [38]

Z vysledkll z experimentalni Casti této prace je patrné, ze optimalni pomér (w/w)
kurkuminu a PLGA A2 je 5 %, kde PLGA A2 je v mnozstvi 30 mg, aby c¢astice
vykazovaly vysoké hodnoty DLC.

V ¢lanku z roku 2010 publikovali Anand a kol. PLGA-PEG nanocastice
medikované kurkuminem, kdy pouzily stejny pomér polymeru a kurkuminu jako ten,
ktery byl v této praci vyhodnocen jako optimalni (5 %). Autofi uvadeji, ze
procentudlni EE dosahovala hodnoty 97,5 %. Takto vysokd hodnota EE je
pravdépodobné zkreslend faktem, Ze autofi hodnotili EE nepiimo (tj. méfenim
koncentrace ze supernatantu). Takova metodika nebere v ivahu neenkapsulovanou a
nerozpustnou ¢ast kurkuminu a nutné tedy vede k faleSné pozitivnim vysledkim.

[39]
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6.3.4 Disoluce

Poslednim hodnocenym parametrem byl disolucni test — tedy kolik

kurkuminu z ¢astic se uvolni za jednotku ¢asu. Pro disoluci byly pfipraveny vzorky

s (Ww/w) =5 % od kazdého polymeru, které poskytovaly nejlepsi vysledky. Konkrétné

Slo o vzorky ¢. 4 od PLGA 50:50 i PLGA A2 — pfipravené z 1,5 mg kurkuminu a

30mg PLGA - viz Tabulka 9. Vzorky byly piipraveny v duplikitech a

zprumérovany. Vysledky méfeni disoluce shrnuje Tabulka 10.

Tabulka 9: Vzorky pripravené pro disoluci

m kurkumin
Typ PLGA wiw [%] m PLGA [mg]
[mg]
PLGA 50:50 5 1,5 30
PLGA A2 5 1,5 30

Tabulka 10: Pribéh disoluce u vzorka

VZ. S PLGA 50:50

VZ. S PLGA A2

[hod]

0,5

18
24
48
72

m
uvolnéného
kurkuminu

[mg]
0,0043
0,0063
0,0092
0,0126
0,0192
0,0599
0,0858
0,1730
0,2565

uvolnéné
mnoZzstvi
kurkuminu
[Yo]
0,91
1,30
1,85
2,48
3,41
9,93
14,10
28,46
42,25

m uvolnéné
uvolnéného mnoZzstvi
kurkuminu  kurkuminu

[mg] [Yo]
0,0032 1,07
0,0052 1,51
0,0077 2,34
0,0128 4,03
0,0157 4,78
0,0410 11,83
0,0651 18,98
0,1312 38,52
0,1918 56,24
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Z hodnot v Tabulce 10 byla sestrojena kumulativni disolu¢ni kiivka —

Graf 11.

Kumulativni disoluéni kfivka
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Graf 11: Kumulativni disolu¢ni ki‘ivka — porovnani PLGA 50:50 a PLGA A2
v 0,5% polysorbatu 20

Vysledné hodnoty uvolnéného kurkuminu byly zvysené u PLGA A2 — po 72 hod
se uvolnilo 56,24 % enkapsulované¢ho kurkuminu. PLGA A2 ma ve své struktufe
vice volnych karboxylovych funkénich skupin. Diky tomu je vice hydrofilni nez
PLGA 50:50. Nanocastice z PLGA A2 se tedy pravdépodobné degradovaly rychleji
ve vodném médiu a tim se mohlo uvolnit vét§i mnozstvi kurkuminu.

Obecné u obou typl polymerd bylo uvolnéné mnozstvi kurkuminu linearni, coz
je pro zamyslenou aplikaci velmi zddouci. Disoluce probihala kinetikou 0. fadu. Typ
polymeru tedy nema vyrazny vliv na pribéh disolucni kiivky, pouze na rychlost

uvoliovani a uvolnéné mnozstvi.
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7. Zaver

Diplomovéa prace se zabyvala pfipravou nanocastic s latkou ve vodé Spatné
rozpustnou, za kterou byl zvolen kurkumin. Potencidlni vyuziti nanocastic
s kurkuminem by mohla byt terapie NAFLD. V postizenych jatrech by tyto
nanocastice mohly mit pozitivni efekt na makrofagy MFS a tim by zabranily dalsi
progresi onemocnéni.

V teoretické ¢asti byla struéné¢ popsana problematika nanocéstic. Zejména
vhodné polymery, jednotlivé postupy pfipravy a jejich podminky. Dalsi dilezitou
¢asti je popis cilené distribuce Castic — aktivni a pasivni targeting. Stru¢né je shrnuto
i téma NAFLD onemocnéni a vlastnosti kurkuminu.

V experimentalni ¢asti byla pro piipravu zvolena metoda nanoprecipitace. Byly
pripraveny vzorky o rizném w/w a nasledn¢ stejném w/w s dvéma typy kopolymeru
— PLGA 50:50 a PLGA A2. Vytvorené nanocastice se pak hodnotily a porovnavaly
na zakladé nékolika parametri — velikost, PDI, zeta potencial, EE, DLC a disolu¢ni
profil.

Bylo zjisténo, ze pouzity polymer ma vliv na velikost ¢astic — PLGA 50:50
poskytovalo vétsi Castice s vétsi PDI. S rostoucim mnozstvim PLGA roste i velikost
Castic. S velikosti ¢astic se ale nezvySuje schopnost ¢astic enkapsulovat kurkumin —
tedy hodnoty EE a DLC. PLGA A2 vykazovalo vétsi EE a DLC, coz je
pravdépodobné dano jeho molekularni architekturou.

Jako optimalni pomér kurkuminu a PLGA se ukazalo 5 %. Idedlni mnozstvi
PLGA se ukazalo byt 30 mg, a to jak z hlediska granulometrického, tak i z hlediska
efektivity enkapsulace kurkuminu.

Béhem disolu¢niho testu bylo zjisténo, ze kurkumin se rychleji uvoliiuje z ¢astic
piipravenych z vétveného kopolymeru PLGA A2. Kopolymer PLGA A2 se tedy jevi

jako vice optimalni polymer pro dalsi pfipravu nanocéstic s kurkuminem.
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8. Seznam pouzitych zkratek

DLC
DLS
DMSO
EE
FDA

HLB
MEFS
MK
NAFLD

NK
PACA
PAL
PCL
PEG
PGA
PLA
PLGA
Pomér LA:GA
TF
VLDL

drug-loading capacity (kapacita naplnéni 1é¢ivem)
dynamic laser scaterring (dynamicky rozptyl svétla)
dimethylsulfoxid

enkapsulacni efektivita

Food and Drug Administration (Ufad pro kontrolu potravin a
1é¢iv)

hydrofilné-lipofilni rovnovéaha

mononukledrné fagocyticky systém

mastné kyseliny

nealkoholické ztukovaténi jater (non-alcoholic fatty liver
disease)

nukleova kyselina

poly(alkylkyanoakrylat)

povrchové aktivni latka

poly(e-kaprolakton)

poly(ethylenglykol)

poly(glykolova kyselina)

poly(mlécna kyselina)

poly(mlécna glykolova kyselina)

pomeér kyseliny mlécné a glykolové v polymeru
transferin

lipoproteiny s velmi nizkou hustotou
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