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ABSTRAKT

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmaceutické technologie

Skolitel: PharmDr. Ondiej Holas, Ph.D.

Posluchac: Eliska Slowikova

Nazev diplomové prace: Studium fyzikalné chemickych aspektli ovliviujicich

vlastnosti polymernich ¢astic

Polymerni bioodbouratelné nanocéstice nachdzi uplatnéni jako nosice v cilené
distribuci 1é¢iv, zlepsSuji farmakokineticky profil 1é¢iva a omezuji jeho nezadouci
ucinky. Na rozvoji fady zanétlivych, autoimunitnich 1 dalSich onemocnéni se podili
makrofagy, které¢ piredstavuji jeden z moznych terapeutickych cild v 1écbe téchto
onemocnéni. Z toho diivodu je vénovana pozornost cilené distribuci protizanétlivych
1é¢iv do makrofagii s pomoci polymernich nanocastic.

Pasivni targeting nanoc¢astic do makrofagi je zavisly na jejich fyzikalné-chemickych
vlastnostech. Optimalni je pouziti nanocéstic se zapornym povrchovym nébojem,
hydrofobnim charakterem a velikosti v rozmezi 100-300 nm.

V této praci byly nanoprecipitaéni metodou pfipraveny nanocastice s obsahem
dexametazonu. Pro pfipravu nanocastic bylo pouZito pét riznych typt polymeru
zaloZenych na polymlécné-ko-glykolové kyselin€ a pét riznych vstupnich koncentraci
dexametazonu pro kazdy polymer. U pfipravenych nanocéstic byla hodnocena
enkapsulacni efektivita, velikost, polydisperzita a zeta potencial. Zkoumal se vliv
vstupni navazky dexametazonu a typu polymeru na enkapsulaci dexametazonu
do nanocastic.

Bylo zjisténo, ze navazka dexametazonu ovliviiuje jeho enkapsulaci do nanocastic.
Nevyssi enkapsulaéni efektivity bylo dosaZeno pii navazce 0,6 mg a nejvyssiho drug-
load pii navazce 1,5 mg dexametazonu na 30 mg polymeru. NejlepSich vysledkt
enkapsulace dexametazonu bylo dosazeno pii pouziti vétveného polymeru. Velikost
azeta potencial pfipravenych nanocastic spliovaly pozadavky pro cileni

do makrofagi.
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Polymeric biodegradable nanoparticles find application as carriers in targeted drug
delivery, improve the pharmacokinetic profile of the drug and reduce its adverse
effects. Macrophages are involved in the development of many inflammatory,
autoimmune and other diseases and represent one of the potential therapeutic targets
in the treatment of these diseases. For this reason, attention has been paid to the
targeted delivery of anti-inflammatory drugs to macrophages using polymeric
nanoparticles.

The passive targeting of nanoparticles to macrophages is dependent on their
physicochemical properties. The use of nanoparticles with negative surface charge,
hydrophobic character and size in the range of 100-300 nm is optimal.

In this work, dexamethasone-loaded nanoparticles were prepared by the
nanoprecipitation method. Five different types of polymer based on polylactic-co-
glycolic acid and five different initial concentrations of dexamethasone for each
polymer were used to prepare the nanoparticles. The encapsulation efficiency, size,
polydispersity and zeta potential were evaluated for the prepared nanoparticles. The
effect of initial mass of dexamethasone and polymer type on the encapsulation of
dexamethasone into nanoparticles was investigated.

It was found that the initial mass of dexamethasone affects its encapsulation into
nanoparticles. The highest encapsulation efficiency was achieved at initial mass of 0.6
mg and the highest drug loading at initial mass of 1.5 mg of dexamethasone per 30 mg
polymer. The best results of dexamethasone encapsulation were achieved using the
branched polymer. The size and zeta potential of the prepared nanoparticles met the

requirements for targeting to macrophages.
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1 UVOD A CIL PRACE

V poslednich nékolika dekadéach je vénovana velka pozornost cilené distribuci 1é€iv,
ktera umoziuje presnéjsi a selektivnéjsi dodani 1é¢iva do mista Gcinku. V porovnani
s konvenéni terapii pfindsi fadu vyhod a zvysuje bezpecnost terapie. Velky potencial
maji v této oblasti nanocastice jako nosice 1éCiv. Enkapsulace 1é¢iva do nanocastic
muze nejen zlepsovat jeho farmakologicky profil, u€innost a bezpecnost, ale také
umoziuje jeho distribuci do konkrétniho terapeutického cile.

Jednim z intenzivné zkoumanych terapeutickych cilii jsou makrofagy, které hraji
vyznamnou roli v rozvoji fady zanétlivych a autoimunitnich onemocnéni. Navic bunky
mononukledrné¢ fagocytického systému maji tendenci pfirozené¢ zachycovat
terapeuticky podané nanocastice. Nanocastice s obsahem protizdnétlivych 1é¢iv tak
mohou piisobenim piedevsim na makrofagy regulovat rozvoj zanétlivych procesu.
limitovano mnozstvim nezadoucich uU¢inkii a nevhodnymi farmakokinetickymi
vlastnostmi. Jejich inkorporace do vhodné formulace pro cilenou distribuci by mohla
pomoci tyto bariéry prekonat a rozsifit moznosti jejich terapeutické aplikace.
Uplatnéni jako nosice 1é¢iv nachazi zejména biokompatibilni a bioodbouratelné
nanocastice, které mohou byt z organismu odstranény prostiednictvim ptirozenych
biologickych procesti a jsou tak povazovany za bezpecnéjsi. V piipravé polymernich
bioodbouretelnych nanocastic je vénovana znacnd pozornost kopolymeru kyseliny
mlécné a glykolové pro jeho vyhodné vlastnosti jako nosice 1éciv.

Cilem této prace bylo pfipravit polymerni nanoc¢éstice zaloZzené na bioodbouratelnych
polyesterech, které by svymi parametry byly vhodné pro cilené doruceni
imunosupresivniho glukokortikoidu dexametazonu do prozanétlivych makrofagu.
Tato prace se také zabyva vztahem mezi mnozstvim pouzitého dexametazonu
a efektivitou procesu jeho enkapsulace v prub¢hu piipravy nanocéstic. DalSimi
hodnocenymi parametry byla velikost a polydisperzita vzniklych nanocastic a jejich

povrchovy naboj.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Cilena distribuce 1é¢iv

Cilena distribuce 1é¢iv predstavuje zptsob, jak dorucit 1é¢ivo v potiebném mnozstvi
do pozadované cilové tkan€, organu, nebo skupiny bunék. Pro fadu onemocnéni jiz
byla vyvinuta lé€iva, jejichz pouziti v praxi vSak Casto brani jejich nizké4 koncentrace
v misté ucinku, nespecifickd toxicita a dalsi faktory souvisejici s jejich pisobenim
v necilovych tkanich. [1] Formulace pro cilenou distribuci pfindseji nové moznosti,
jak prekonat nedostatky konvencni terapie. Zaméfuji se zejména na dosaZeni
dostatecné koncentrace 1é¢iva v poZadovaném miste, bezpecnost a ti€innost terapie.
Pti vyvoji formulace pro cileny transport 1éCiv je potifeba nejprve nalézt vhodnou
cilovou strukturu. V zavislosti na onemocnéni se miiZze jednat o organ, tkan, bunky
nebo rizné cile na sub-celularni Grovni. Tato cilova tkan nebo populace bunék musi
byt dostate¢né¢ odlisnd od okolni tkané, aby bylo mozné téchto rozdili vyuzit
pro zacileni distribuce pomoci vhodného nosice. Je tieba, aby zvoleny transportni
systém zajiStoval doruceni 1éCiva ve stabilni form¢ a zachoval si odolnost viici
pusobeni imunitniho systému a dal§im nespecifickym interakcim béhem distribuce.
(2]

Cileného podani 1é¢iv 1ze kromé piimé aplikace v misté €¢inku dosdhnout pouZzitim
vhodného nosice. Idedlni formulace pro cilenou distribuci umoziuje dosazeni cilové
struktury pfi soucasné minimalni kumulaci v ostatnich tkanich. Inkorporace 1é¢iva
do nosi¢e nebo navdzani na né& neovliviluje ucinnost 1éCiva v cilové struktufe
a zaroven idedlni transportni systém poskytuje lé¢ivu ochranu pied vnéjSimi vlivy
(napt. imunitni systém, pH, enzymy), které¢ by mohly vést k jeho pfedcasné inaktivaci
nebo degradaci. Krom¢ toho by enkapsulované nebo konjugované 1écivo nemélo
negativné ovliviiovat nosi¢, inaktivovat jeho ligandy nebo snizovat jeho schopnost
doséhnout mista ucinku. [1]

Jednim z hlavnich pfinosti formulaci pro cilenou distribuci je zvySeni terapeutické
ucinnosti a snizeni nespecifické toxicity léCiva. Toxicita Casto souvisi s nizkym
terapeutickym indexem lé¢iva a nutnosti podavat vysoké davky, aby bylo dosazeno

terapeutickych hladin v misté €inu. Cilena distribuce umoziuje dosahnout dostate¢né
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vysokych hladin 1é¢iva v cilové tkani uz pii podavani nizSich celkovych dévek
a zaroven omezuje toxické piisobeni 1éCiva v necilovych tkanich. Navic formulace
pro cilenou distribuci 1éciv umoziiuji nejen zlepsSeni a kontrolu farmakokinetickych
a farmakodynamickych vlastnosti, ale mohou pfindset také moznosti fizeného a
dlouhodobého uvoliovani 1éCiva z nosice. Snizeni davky, prodlouzeni davkovych
intervalll, omezeni nezddoucich G¢inkd a zjednoduSeni 1é¢by pak muze vést nejen
ke snizeni nakladu terapie, ale také ke zvySeni compliance pacientt. [2]

Podle zptsobu, kterym probiha, 1ze cileny transport 1éCiv rozd¢lit na pasivni a aktivni.
Aktivni targeting je zalozen na afinit¢ ke specifickému receptoru. Této afinity je
dosaZeno vhodnou modifikaci nebo funkcionalizaci 1é¢iva nebo jeho nosice. Vhodny
ligand je volen podle konkrétniho onemocnéni a cilové struktury, roli zde mtize hrat
napf. vyssi pfitomnost ur¢itych bunék nebo receptort v patologické tkani v porovnani
s fyziologickou. Pouzivané ligandy mohou mit charakter napt. proteind, protilatek,
polysacharidii nebo malych molekul. [3, 4]

Pasivni targeting je naopak zalozen na fyzikalné¢-chemickych vlastnostech nosice.
Vyuziva se zde skuteCnosti, ze nckterd onemocnéni meéni vlastnosti struktur
v organismu a vytvaii tak ptilezitost pro kumulaci formulaci s vhodnymi fyzikalné-
chemickymi charakteristikami. Napfiklad nddory maji ¢asto omezenou lymfatickou
drenaZ a zdroven vytvareji cévni sit’ s mnozstvim fenestraci v cévnim epitelu, které
umoziuji extravazaci nosicu 1é€iv a jejich kumulaci v nadorové tkani. [2] K uvolnéni
1é¢iva v cilové tkani mohou pfispivat také tzv. vnitini stimuly (napf. sniZzené pH
v dusledku patologickych procest). [1] Kromé toho mohou mit formulace pro cileny
transport 1é¢iv tendenci pfirozené se kumulovat v n€kterych biologickych strukturach
na zakladé svych fyzikaln¢-chemickych vlastnosti jako napft. velikost nebo povrchové
vlastnosti (naboj, hydrofobicita). V dusledku téchto vlastnosti jsou nanoc¢astice ¢asto
rozpoznany imunitnim systémem jako télu cizi latky, coz vede k jejich vychytavani
bunikami mononukledrniho fagocytického systému (Mononuclear Phagocytic Systém,

MPS) a nasledné kumulaci zejména v jatrech nebo sleziné. [5, 6]

2.1.1 Cilena distribuce v terapii nadorovych onemocnéni

Nédorova onemocnéni patii celosvétové mezi jednu z hlavnich pfic¢in imrti. BEhem

patogeneze nadoru dochdzi k pfeméné normdlnich bunék v patologické, prakticky
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nesmrtelné a nekontrolovatelné rostouci bunky. Zakladni terapeutické pfistupy
zahrnujici chirurgické odstranéni, radioterapii a chemoterapii piedstavuji sice prvni
volbu v terapii nddorovych onemocnéni, maji vSak fadu limitaci a nevyhod, které
vytvaii potfebu inovativnich lécebnych metod. Konvenéni chemoterapie piisobi
nespecificky nejen v rakovinnych ale také ve zdravych tkanich, coz vede k tfadé
nezadoucich ucinkll (napf. imunosuprese, myelosuprese, nauzea, sekundarni
neoplazmata). Cilena distribuce 1é¢iv do rakovinné tkdn€¢ pomaha piekonat limity
konvencnich protinddorovych 1é¢iv zahrnujicich nizkou rozpustnost ve vode¢,
nespecifickou toxicitu nebo nizkou koncentraci 1é¢iva v misté tcinku. [7]

Nérodové buiiky a nddorova tkan se lisi od fyziologického prostfedi. Béhem
patogeneze dochdzi v rakovinnych buitkdch k rozvoji odlisnych signdlnich drah,
vystaveni jinych receptorii nebo jejich jiného mnozstvi v porovnani s fyziologickou
tkani. Rychly a nekontrolovatelny rist nadoru, potieba ptisunu velkého mnozstvi zivin
a kysliku a odvodu odpadnich latek vede k pfekotné neoangiogenezi a produkci latek
zvysujicich permeabilitu cév. Nedostate¢né cévni zasobeni odlehlych ¢asti nadoru
muze vést ke vzniku hypoxického prostfedi az k nekréze. [1, 8] Pravé odliSnost
mikroprostiedi nddorit od zdravych tkani predstavuje patofyziologické prostredi

vyuzitelné pro cilenou distribuci 1é€iv.

2.1.1.1 Enhanced permeability and retention (EPR)

Casto pouzivanou strategii je pasivni targeting. Ten mimo jiného vyuziva efektu
zvysené permeability a retence, tzv. EPR efektu (z anglického enhanced permeability
and retention). Proces novotvorby cév zajiStujicich dostatecné zasobeni rychle
rostouci nadorové masy probiha u vétSiny solidnich tumorta. Tato rychlé angiogeneze
vede ke vzniku abnormalni struktury cév zasobujicich tumor. [7] Cévni sténa se
vyznaCuje absenci bazdlni membrany a vznikem fenestraci v endotelidlni vrstvé
umoziujicich extravazaci makromolekul a ¢astic v patficném velikostnim rozmezi. [9]
Ke zvysené propustnosti cév dale piispiva nadmérna produkce nékterych mediatort
jako napf. bradykininu, vaskularniho endotelidlniho rastového faktoru, oxidu
dusnatého nebo metaloproteinaz. [8] Dale dochazi v nadorové tkani k tvorbé

dysfunk¢nich lymfatickych cév vedouci k nedostate¢né lymfatické drendzi. Prave
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zvySena prostupnost cév a snizeny lymfaticky pratok vytvaii ERP efekt a umoziuji
pasivni targeting do nadorové tkan¢. [7]

Jako nosice pro cileny transport 1é¢iv se zde Casto vyuZzivaji nanocasticové nosice
zahrnujici lipozomy, polymerni nanocastice, dendrimery nebo anorganické
nanocastice. Zatimco jejich prostupu do zdravych tkéni brani cévni endotel s tésnymi
spoji, fenestrace cév zdsobujicich tumor umoziuji jejich extravazaci. [ 7] Mezi faktory
ovlivitujici EPR efekt patii architektura cév, pfitomnost fagocyta, sloZeni intersticialni
tekutiny a extracelularni matrix nebo pfitomnost nekrotickych oblasti tumoru a dale
vlastnosti nosice jako velikost, tvar, povrchové vlastnosti a naboj. [1, 8]

Vyuziti EPR efektu jako strategie pro cilenou distribuci 1é¢iv je limitovano fadou
faktort. Jednim z nich je heterogenita nddorové tkan€. Byla pozorovana vétsi
kumulace nanocastic v perifernich ¢astech solidnich tumord a hor$i prostup léciv
do centralnich oblasti. Navic nerovnomérnd vaskularni sit’ zasobujici tumor vede
k nerovnomérné distribuci nanocastic. Do nékterych, zejména nekrotickych, oblasti
tumoru se pak nanocastice nedostavaji viibec. [7, 10] K nerovnomérnému transportu
1é¢iv do nadort ptispiva také heterogenni perfuze a dalsi bariéry intersticidlni matrix
snizujici penetraci nosi¢e do nadorové tkané. [11] Jednou z téchto bariér je tlak
intersticidlni tekutiny, ktery piisobi proti prostupu nanoformulaci do struktury nadoru.
Pfi rGstu nddoru navic dochdzi k vétSimu priniku plazmy a proteinii do intersticia,
¢imz se tento tlak branici extravazaci makromolekul zvySuje. [7]

Dilezitou roli pii prichodu pies fenestrace kapilar hraje velikost nanoc¢éstic. Dobrou
extravazaci poskytuji nanocéastice mensi nez 200 nm [7], jako prahova hodnota se pak
udéava velikost 400 nm. [8] Dal§im vyznamnym faktorem je povrchovy naboj. Obecné
plati, ze ¢im delsi biologicky polocas, k tim vétsi kumulaci 1é¢iva v dasledku EPR
efektu dochazi. S rostouci velikosti pfitomného naboje se zvySuje také zachycovani
nanocastic v bunkdch  retikuloendotelidlniho  syst¢tmu (RES)  pfipadné
v mononuklearnich fagocytech. Zaporny povrchovy naboj miize biologicky polocas
zkracovat, prodluzovat nebo ho nemusi ovlivnit vliibec, kladny naboj obvykle vede
ke zkraceni plazmatického poloCasu. Navzdory kratSimu plazmatickému polocasu
jsou vsak kladné nabité Castice dobie kumulovany v nadorové tkani. Tento jev je
spojovan s elektrostatickymi interakcemi mezi kladnym nébojem nanocastic

a zapornym nabojem oligosacharidli na povrchu nddorovych bungk. [8]
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2.1.1.2 Aktivni targeting nadorovych onemocnéni

Druhym pfistupem pouzivanym v cilené distribuci 1é¢iv do rakovinné tkané je aktivni
targeting. Navazani specifické¢ struktury na nosi¢ s léivem umoznuje presncjsi
zacileni prostfednictvim navazani na konkrétni receptor. Vznika tak potencial vyuziti
této strategie i u nesolidnich tumort (napt. leukémie). [11] Jako molekularni cile jsou
vybirdny receptory, které jsou specifické pro dany typ nadoru nebo které nadorové
buiiky vystavuji ve vét§im mnozstvi v porovnani s fyziologickymi. Aktivni targeting
tak mtize byt zprostiedkovany protilatkami nebo ligandy rtizného charakteru, napf.
vitaminy (folat, thiamin, biotin, kobalamin), glykoproteiny (transferin), fosfolipidy
(lecitin), proteiny a peptidy (albumin, protilatky) nebo nukleovymi kyselinami. [1, 7]
Kromé vyuZiti specifickych ligandl pro presné;jsi cileni nosi¢li jako jsou nanocastice,
1ze navazat specifickou strukturu pfimo na lé¢ivo. Tento zptsob se pouziva k vytvoteni
konjugath protilatka-l1écivo, kde protilatka zajiSt'uje specifickou distribuci do nadoru.

[12]

2.1.2 Cilena distribuce v terapii zanétlivych onemocnéni
Cileny transport 1éCiv predstavuje slibny terapeuticky piistup také v 1é€bé zanétlivych
onemocnéni. S vyhodou zde mohou byt pouzity nanocastice jako nosice 1€¢iv, protoze
jsou casto specificky vychytavany imunitnimi bunikami, coz vede k jejich kumulaci
v zanétlivych tkanich, které jsou imunitnimi buitkami Casto infiltrované. Systémovée
podané nanocastice jsou Casto v dusledku svych fyzikalné-chemickych vlastnosti
vychytavany RES nebo prostfednictvim makrofagli odstranovany ze systémové
cirkulace. [13]

Makrofagy jsou soucasti piirozené imunity a vyznamné se podileji na udrZzovani
homeostazy v organismu.  Monocyty, prekurzory = makrofagli,  vznikaji
z hematopoetickych kmenovych bunék. Cirkulujici monocyty pak mohou infiltroval
mista infekce, zranéni nebo zanétu, kde plsobenim mediatord dochézi k jejich
diferenciaci, nebo se mohou usadit v n¢kterych organech (napft. jatra, plice) jako
tkanové makrofagy. [14] Makrofagy hraji ustfedni roli v zanétlivych procesech a jejich
regulaci. Poméhaji odstraniovat patogeny, mrtvé bunky, télu cizi latky, podili se

.....

nékterych onemocnéni jako napf. rakovina, autoimunitni nebo kardiovaskularni
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onemocnéni vSak muze dojit k deregulaci zanétlivého procesu pii kterém se

makrofagy podili na rozvoji patologického procesu ¢i poskozujiciho zanétu. [15]

2.1.2.1 Makrofagy jako regulatory zanétu a terapeuticky cil
Makrofagy jako vyznamné regulatory zaujimaji misto v rozvoji zanétlivé reakce
1 v regeneracnich procesech. Podle jejich plisobenim rozliSujeme fenotyp M1 a M2,
na okolnim prosttedi a pusobicich faktorech (napf. cytokinech, bakteridlnich
lipopolysacharidech nebo dalSich mediatorech) se nediferencovany makrofag muze
z jednoho fenotypu do druhého. [17] Polarizace ve fenotyp M1 nebo M2 neni striktni,
nékteré makrofagy mohou produkovat jak M1, tak M2 markery, nebo v ramci jednoho
onemocnéni mohou byt pfitomny zarovei oba fenotypy. Kromé zdkladnich fenotypt
je pak u M2 makrofagt rozliSovano nékolik subtypii. [16]

Prozanétlivé M1 makrofagy se polarizuji v reakci na mikrobialni produkty, zanétlivé
cytokiny a medidtory [napf. interferon-y, faktor nadorové nekrozy o (TNF-a)]. [14]
Vyznacuji se produkci prozanétlivych chemokinti a cytokinti [napf. interferon 3, TNF-
a, interleukin (IL) 12, IL-23], reaktivnich forem dusiku a kysliku, a naopak nizkou
poskozené tkan€, zaroven ale mohou pfispivat k rozvoji autoimunitnich onemocnéni.
[16]

IL-13 nebo nékteré¢ molekularni struktury typické pro patogeny. [14] M2 makrofagy

se podili na remodelacnich a regeneraCnich procesech, jsou ale také spojovany

rrrrr

-----

homeostazi a terapeutické zasahy za ucelem jejiho obnoveni piedstavuji potencialni
feSeni fady onemocnéni. Cilena distribuce 1é¢iv do makrofagh umoziuje selektivné
ovlivnit zanétlivé procesy, polarizaci makrofagu a jejich patologické piisobeni. Léciva
pro cilenou distribuci jsou zkoumdna v terapii autoimunitnich onemocnéni jako

revmatoidni artritida, nespecifické stfevni zanéty, roztrouSena sklerdza, lupus
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erythematodes nebo diabetes mellitus 1. typu, dale v terapii nadord, jaternich nebo
jinych chronickych zanétt. [16, 17] Z toho diivodu jsou vyvijeny formulace pro cileny
transport, které by zajistily dostateCnou uUCinnost a specifickou imunomodulaci.
Uplatnéni zde nachazi zejména nano-nosice, které umoznuji specifické cileni
do makrofadgi zprostiedkované jejich fyzikalné-chemickymi vlastnostmi nebo
navazéanim ligandt. [14, 16]

Vlastnosti nanocastic ovliviiujici cileny transport do makrofagii zahrnuji naboj,
velikost nebo tvar. Zaroven muze v in vivo podminkdch dochazet ke zméndm
vlastnosti nanocastic ptisobenim faktorti vnéjsiho prostiedi, které mohou vyznamny
zpliisobem ovlivnit jejich vyslednou interakci s makrofagy. [15]

Jednou z dileZitych vlastnosti nano-nosict je jejich naboj. Nabité nanocastice jsou
fagocytovany ve vétsi mife v porovnani s ¢asticemi bez naboje. [18]

Makrofagy preferencné rozpoznavaji zdporny naboj. Negativné nabité nanocastice
poskytujici dobrou internalizaci do makrofagii jsou tak vhodnou volbou pro cileni
do téchto bunck. [14]

Dals$im dualezitym faktorem ovlivitujicim cileny transport nanoc¢astic do makrofagt je
jejich velikost. Obecné se udava, ze makrofagy jsou schopny specificky rozpoznat
a fagocytovat nanocastice o velikosti 100 nm — 3 um. [15, 19] Optimalni velikost
nanocastic vSak zdvisi na vice faktorech vcetné konkrétniho typu cilové bunky
a dalsich specifickych vlastnosti formulace. Bylo pozorovano, ze Castice mensi nez
100 nm maji tendenci unikat pozornosti fagocytit MPS. S rostouci velikosti nanocastic
(v ramci urcitého rozmezi) se pak mira jejich fagocytozy zvysuje. [14, 19] Nékteré
studie uvadi jako vhodnou pro distribuci do makrofagh velikost 800 nm [6], nebo
dokonce velikost v iadu mikrometrd (1,9 um). [15] V ptipad€ peritoneédlnich
makrofagli byla pozorovana lepsi fagocytéoza 500nm nanocastic v porovnani
s menSimi nanocasticemi [15], naopak ke kumulaci v MPS jater a sleziny dochazi
zejména u nanocastic v rozmezi 150-300 nm. [20] Navic se v zdvislosti na velikosti
méni 1 zpisob internalizace ¢astic do bunck. Zatimco u mensich castic (<100 nm)
pievlada endocytoza, u vétSich Castic je obvyklym mechanismem fagocytoza. [19]
Kromé velikosti pfipravenych nanocastic jako takovych je tfeba brat v tvahu tzv.
kontextudlni velikost. Ta zahrnuje piisobeni prostiedi organismu po podani in vivo,

které miize vést napt. k agregaci nanocastic, jejich degradaci nebo adsorpci sérovych
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proteini. Vazba plazmatickych proteini na povrch nanocastic a tvorba tzv. korony
vyrazné ovliviiuje biologické vlastnosti nosice. [ 5] Krom¢ zmény farmakokinetickych
vlastnosti, biologické distribuce, intracelularniho transportu 1é¢iv a biologického
polocasu muze pfitomnost proteinové korony také maskovat specifické ligandy
navazané na povrch ¢astic. [11] Podle typu navazanych proteind miiZze byt ovlivnéna
také interakce nanocéstic s makrofagy. Zatimco albumin internalizaci do makrofagt
snizuje, ¢asto dochdzi k adsorpci komplementu nebo imunoglobulint, tzv. opsonizaci,
ktera vede k vyraznému zvyseni kumulace v makrofazich. [15, 18]

Adsorpce plazmatickych proteind zavisi zejména na velikosti, naboji a hydrofobicité
povrchu. Mensi €astice s vétsi povrchovou energii jsou vice ndchylné nejen k agregaci,
ale pravé i k tvorbé proteinové korony, kterda mize az né¢kolikanasobné zvysit jejich
velikost. [5] K vyraznéjsi adsorpci proteint a opsonizaci vede také pfitomnost naboje,
at’ uz kladného nebo ziporného. Se zvySujicim se nabojem tak roste i interakce
s makrofagy. [21] Hydrofobni ¢astice jsou rozpoznavany imunitni systémem jako télu
cizi latky, coz vede k jejich rychlé fagocytoze a odstranovani ze systémoveé cirkulace
prostiednictvim makrofagii zejména v jatrech a sleziné. Z toho divodu jsou
nanocastice cilené na jiné struktury nez makrofagy velmi ¢asto povrchové upravovany,
aby se predeslo jejich rychlé opsonizaci a prodlouzil se jejich biologicky polocas
a schopnost dosahnout cilové tkdné. Nejcasteji se povrch modifikuje prostfednictvi
hydrofilniho polymeru polyethylenglykolu (PEG). Naopak pokud je cilem lécba
zprostiedkovand makrofagy, je hydrofobni charakter nanocastic zadouci. [6, 21]
Zlepsit selektivni distribuci nanocastic do makrofagli lze také prostiednictvim
navazani specifickych ligandli na jejich povrch. Mezi cilové struktury, které lze
pro transport 1€¢iv do makrofagt vyuzit, se fadi scavangerové a manozové receptory,
integriny nebo Fc-receptory. Ligandy navdzané na povrch nanocasticovych formulaci

pak mivaji ¢asto charakter peptidd, protilatek nebo lektint. [14]

2.2 Nosice I€Civ pro cilenou distribuci

Nosic¢ 1é¢iva pro cilenou distribuci predstavuje specifickou molekulu, ktera zjistuje
doruceni 1é¢iva do pozadovaného mista ucinku. Idedlni nosi¢ by mél byt netoxicky,
biokompatibilni, biodegradovatelny, neimunogenni, fyzikalné¢ i chemicky stabilni

a biochemicky inertni. Déle by mél zajiStovat kontrolované a predvidatelné
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uvoliovani 1é¢iva v cilové struktufe a minimalni Unik 1é¢iva pred jejim dosazenim.
Mezi dalsi pozadavky patii snadné odstranéni z organismu a jednouchd a financné
nenaro¢na piiprava. V piipadé konjugatii nosi¢-1é¢ivo predstavuje nosic¢ specificky
ligand propojeny s lé€ivem prostiednictvim linkeru, druhou vyznamnou skupinu pak

tvoti ¢asticové nosice. [2]

2.2.1 Konjugaty

Konjugaty jsou obvykle tvofeny nosi¢em, linkerem a samotnym lé¢ivem. Linker
zajistuje stabilitu konjugatu béhem transportu v organismu, zaroven se ale jedna
o biodegradovatelnou strukturu, kterd umoziuje uvolnéni 1é¢iva v misté potieby.

S vyhodou jsou pouzivany konjugaty léCivo-ligand, kde ligandem muze byt napft.
monoklonalni protilatka, peptid, protein nebo aptamer zajist'ujici aktivni targeting
do pozadovaného mista. Vyhodou monoklonalnich protiladtek nebo jejich fragmentt
jako nosici 1é€iv je jejich vysoka selektivita ke specifickému antigenu a Casto se
pouzivaji pro cilenou distribuci do nddorti. Jako proteinové nebo peptidové nosice jsou
voleny struktury s vysokou afinitou k antigenu specifickému pro cilovou tkan. Jejich
vyhodou v porovnani s protilatkami je niz§i molekulova hmotnost a lepsi permeabilita
pies biologické membrany. [1]

Dalsi skupinu konjugath predstavuji konjugaty polymer-1é¢ivo, kde nosi¢ tvori
ve vodé rozpustna polymerni struktura. Mezi pouZzivané polymery patii N-(2-
hydroxypropyl)methakrylamid, poly-L-glutamova kyselina nebo PEG. Lécivo je
k polymernimu nosici vazano kovalentni vazbou ptes linker, ktery je specificky $tépen
v cilové tkani napt. pomoci hydrolyzy, enzymatického rozkladu nebo odlisného pH
v ptipad¢ pH-senzitivnich linkert. [22, 23]

Specificky zplisob pouziti konjugatii pro cilenou distribuci prestavuje protilatkou
fizend enzymaticka terapie prolécivy, tzv. ADEPT (z anglického antibody-directed
eznyme prodrug therapy). Protilatka zde slouZzi jako nosi¢ pro cilenou distribuci

enzymu do pozadované tkang, ve které enzym aktivuje nédsledné podané prolécivo.

[24]
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2.2.2 Casticové nosice

Césticové nosie umozituji cilenou distribuci prostiednictvim enkapsulace 1é&iva
dovnitt ¢astic nebo jeho konjugaci ¢i adsorpci na povreh &astice. [6] Casticové nosice
poskytuji ochranu léCivu pred vnéjSimi vlivy a jejich distribuce zavisi zejména
na fyzikalné-chemickych vlastnostech nosice. Jesté presnéjsiho cileni pak lze
dosahnout tGpravou povrchu castic navazanim specifickych ligandt. [2] Uplatnéni
v cilené distribuci 1é¢iv nachazi zejména nanocastice, kterym mala velikost umoziiuje
snadnou extravazaci, penetraci pfes biologické membrany, intracelularni transport
a které jsou na rozdil od mikroc¢astic vhodné pro intraven6zni podani. [25]

Nanocastice jsou koloidni nosice jejichz velikost se pohybuje v rozmezi nekolik az
nékolik set nanometrii. Obecné se jedna o ¢astice mensi nez 1 um. Déli se na Castice

anorganické a organické, které zahrnuji polymerni a lipidové nosice. [10]

2.2.2.1 Anorganické nanocastice

Nanocastice mohou byt tvofeny anorganickymi materialy jako je uhlik, kiemik, zlato,
sttibro a dalsi kovy.

Uhlik miize byt pouzit pro syntézu uhlikovych nanotyCinek (Obrazek 1), tubuldrnich
struktur o déle 1-100 nm, nebo nanodiamantd, ¢astic razného tvaru mensich nez 100
nm s unik4tnimi vlastnostmi (napf. povrchové elektrostatické vlastnosti, inertni jadro).

Vyuziti nachdzi nejen v cilené distribuci 1éCiv ale 1 v zobrazovacich metodach. [23]

Created in BioRender.com bio

Obrazek 1: Struktura uhlikové nanotycinky jako nosice léciva,
vytvoreno pomoci biorender.com

Vyhodou kiemikovych nanocastic jsou jejich specifické povrchové vlastnosti
a porozita. Velky povrch pokryty polarnimi skupinami umoznuje navazani dalSich
funk¢nich skupin, adsorpci vody a zajistuje stabilitu ¢astic. Navic maji kiemikové

vysoce porézni nanocastice priirozenou schopnost interagovat s nukleovymi
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kyselinami, pfipadné 1ze povrchové pory vyplnit stimuli-responzivnimi molekulami
zajistujicimi selektivnéjsi cileni a uvolnéni 1é¢iva v misté potieby. [23]

Pro kovové nanocastice se pouzivaji napft. kobalt, nikl, sttibro, zlato, zelezo nebo jejich
oxidy. Specifick¢ vlastnosti nékterych kovl poskytuji nanocésticim vlastni
terapeuticky ucinek. Napf. stiibrné nanocastice jsou pouzivany pro své antimikrobidlni
vlastnosti, zlaté nanocastice nachazeji uplatnéni terapii nddorti. Krome toho se kovové
nanocastice pouzivaji jako nosice léCiv. Mezi jejich vyhody patii stabilita,
biokompatibilita, pfipadn¢ magnetické vlastnosti, které 1ze vyuzit pro piesnéjsi cileni
v organismu puisobenim vné&jSiho magnetického pole. [1, 23]

Specifickou skupinu nanocastic v cilené distribuci lé¢iv predstavuji kvantové tecky
(anglicky quantum dots). Jednd se o nanoCastice o velikosti 2—-100 nm
s fluorescentnimi vlastnostmi. Jejich struktura se sklddd z jadra tvofeného jednim
typem polovodi¢e (obvykle CdSe) a obalky tvofené jinym polovodi¢em (obvykle
ZnS). Jejich optické vlastnosti a schopnost produkovat fluorescenci umoziuji jejich
vyuziti v zobrazovacich metodach ke znaCeni bunék nebo jinych nanocastic

a ve sledovani distribuce 1&¢iv. [26]

2.2.2.2 Lipidové nanocastice

Velkd pozornost je vénovana nosicim na bazi lipidi. Vhodné jsou zejména
fyziologické, biokompatibilni a biodegradovatelné lipidy s nizkou toxicitou. Lipidové
formulace zahrnuji micely, lipozomy, pevné lipidové nanocéstice a nanostrukturované
lipidové nosice. [27]

Micely jsou tvofeny amfifilnimi molekulami lipidd s polarni hlavickou a hydrofobni
¢asti, kterou obvykle tvoii uhlikovy fetézec mastnych kyselin. Hydrofilni obal
oklopuje hydrofobni jadro, které umoznuje enkapsulaci 1éCiv (struktura micely
znazornéna na Obrazku 2). Micely samovolné vznikaji po piekroceni kritické
miceldrni koncentrace v roztoku. Kritickd micelarni koncentrace také charakterizuje
stabilitu micel, kdy nizS§i hodnota kritické micelarni koncentrace znamend vyssi
stabilitu micel. V porovnani s lipozomy maji micely vzhledem ke své nizsi velikosti

kratsi biologicky polocas. [28]
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Obrazek 2: Struktura micely;
vytvoreno pomoci biorender.com

Lipozomy jsou c¢astice tvotfené lipidovou dvojvrstvou obklopujici hydrofilni jadro,
do kterého lze inkorporovat 1é¢ivo. Velikost se obvykle pohybuje mezi 50-1000 nm
a krom¢ zakladniho typu lipozoml existuji i slozit¢jsi multilamelarni struktury
(Obrazek 3) s vétsim mnozstvim dvojvrstev. Uspotfadani lipozomli umoziuje transport
jak hydrofilnich 1é¢iv v hydrofilnim jadfe, tak lipofilnich 1é¢iv jejich inkorporaci
do lipidové dvojvrstvy. Dal§i vyhodou lipozoma je jejich schopnost spojit se
s buné¢nou membranou a uvolnit tak obsah do bunécné cytoplazmy. Mezi nevyhody
patii nizka stabilita, kratky biologicky polocas a riziko pfedcasného uniku 1é¢iva. [10,
14, 23]

Pevné lipidové castice jsou koloidni disperze umoziujici enkapsulaci hydrofilnich
1 lipofilnich 1éCiv. Jedna se o Castice o velikosti 10—1000 nm tvoiené lipidovou matrici,

ktera je pti fyziologické teploté pevna. [23]
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Obrazek 3: Struktura uni- a multilamelarniho lipozomu,
vytvoreno pomoci biorender.com

Nanostrukturované lipidové nosice jsou tvofeny smeési pevnych a kapalnych lipidi.

Navzdory piitomnosti kapalnych lipidii zlistdva jejich matrice pii pokojové teplote
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také pevna. V porovnani s pevnymi lipidovymi ¢asticemi mohou do své struktury

pojmout vEtsi mnozstvi 1é€iva a 1épe brani jeho uniku behem skladovani. [27]

2.2.2.3 Polymerni nanocastice

Polymery pfindSeji fadu vyhodnych vlastnosti, pro které jsou casto pouzivany
v pfipravé nanocastic. Uplatnéni nachdzi polymer pfirodni, polosyntetické
i syntetické. Pfirodni polymery pouzivané pro piipravu nanocastic zahrnuji napf.
zelatinu, albumin, alginaty, celuldézu nebo dextran, mezi polosyntetické patii chitosan
nebo derivaty celuldzy. Ze syntetickych polymerti jsou vyuzZivany zejména polymer
kyseliny mlé¢né, glykolové a kopolymer polymlé¢na-ko-glykolova kyselina (PLGA),
polykaprolakton nebo kyselina polyglutamova. [1, 23, 29]

Pro ptipravu polymernich nanocastic 1ze vyuzit fadu metod napi. emulzni odpatovaci
metodu, nanoprecipitaci, vysolovani nebo ionickou gelaci, které umoziuji ptipravu
nanoc¢astic s pozadovanymi vlastnostmi nebo kontrolovanym uvolfiovanim.
Dle struktury pak lze nanocastice rozd¢€lit na nanotobolky a nanosféry. V ptipadé¢
nanotobolek tvoii polymer membranu, kterd obklopuje jadro s obsahem 1éCiva,
v nanosférach je 1é¢ivo rovnomérné dispergovano celym objemem nanocéstice

(Obrazek 4). [23]
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Obrazek 4: Struktura nanosféry a nanotobolky,
vytvoreno pomoci biorender.com

Polymerni micely (Obrazek 5) jsou tvofeny amfifilnimy kopolymery a vznikaji
po prekroceni kritické micelarni koncentrace v roztoku. Jedna se o micely mensi nez
100 nm vhodné zejména pro transport hydrofobnich 1é€iv. Zatimco transport 1é¢iva
umoziuje hydrofobni jadro micely, hydrofilni povrch pfispivd k ochrané

pted zachycenim v MPS nebo RES. [30]
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Obrazek 5: Struktura polymerni micely;
vytvoreno pomoclt biorender.com

Proteinové nanocastice zahrnuji Castice podobné viriim, které se morfologicky
podobaji virové struktute, ale neobsahuji virovy geneticky material, a dale nanoc¢astice
tvofené proteiny (napt. albuminem, Zzelatinou nebo kolagenem). Proteinové
nanocastice nachazi uplatnéni zejména v cilené distribuci do nadorovych tkani.
Nanogely jsou tvofeny zesiténymi polymery. Jedné se o ¢astice gelu mensi nez 100
nm, které¢ maji schopnost v kontaktu s tekutinou bobtnat. Zesiténa struktura umoziuje
enkapsulaci 1é¢iv, poskytuje dobrou ochranu pied predéasnym unikem Iéciva
a umoziuje tak cilené podavani 1éCiv. [23]

Rozvétvena, organizovand polymerni struktura charakterizuje dendrimery (strukutra
dendrimeru znazornéna na Obrazku 6). Jedna se o vysoce monodisperzni polymerni
castice o velmi malé velikosti (1-100 nm). Dutiny vzniklé ve struktufe polymeru
umoznuji inkorporaci 1éCiva a jeho cilenou distribuci. Povrchové funkéni skupiny
polymery pouzivané pro pfipravu dendrimerit  patti = polyamidoamin,
poly(propylenimin), polyethery, polyestery a dalsi. [31] Diky své malé velikosti
mohou dendrimery prostupovat do bun¢k obvykle prostiednictvim endocytozy. Jejich
biokompatibilita, vysokd rozpustnost ve vodé, rozvétvend struktura a velky povrch

umoziuji efektivni a bezpe¢ny prenos léciv. [28]
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Obrazek 6: Struktura dendrimeru,
vytvoreno pomoci biorender.com

2.2.3 Biodegradovatelné nosice

S rozvojem nanomediciny a pouZiti nosicti pro cilenou distribuci se otevira také otazka
bezpecnosti pouzitych formulaci pro lidsky organismus. Z toho divodu je vénovéana
velkd pozornost biokompatibilnim a biodegradovatelnym nosi¢lim, které zajistuji
vysokou bezpecnost in vivo. Centrem zajmu se stavaji zejména takové materialy,
kterou zajist'uji stabilitu béhem cirkulace, minimalni toxicitu a imunogenicitu a mohou
byt rozlozeny a odstranény z téla béznymi biologickymi procesy. [28, 32]

Postupny rozklad biodegradovatelnych materidli také umoziuje kontrolované
uvoliiovani inkorporovaného 1é¢iva. Rychlost degradace je pfitom ovlivnéna fadou
faktorti, at” uz vlastnostmi nosice jako velikost, struktura nebo molarni hmotnost, tak
vnéjsimi vlivy jako pH nebo teplota. [28]

Nevyhodou fady anorganickych nosict (napf. uhlikové, kiemikové, kovové) je prave
obtiznd degradace a riziko toxického plisobeni v organismu. Pro pfipravu
anorganickych biodegradovatelnych castic mohou byt voleny mineraly, které se
v lidském organismu pfirozené vyskytuji (napt. v kostech a zubech) a vyznacuji se tak
vysokou biokompatibilitou a biodegradovatelnosti. Mezi n¢ patii napt. fosforecnan
vapenaty, uhli¢itan vapenaty, uhli¢itan hofeCnaty nebo kiemicitan véapenaty.
Syntetické nosice 1é¢iv tvoiené témito mineraly mohou byt v lidském organismu
rozlozeny ptisobenim béznych metabolickych procest na netoxické ionty. Kromé toho
jsou takové struktury obvykle nachylné na zmény pH a mohou tak byt pouzity jako
pH-responzivni systémy. lontovy charakter minerdli navic umozZiuje snadnou

adsorpci 1é¢iv na povrch Castic plisobenim elektrostatickych sil. [33]
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Lipidy jsou s oblibou pouzivany pro syntézu biodegradovatelnych cilenych formulaci.
Patfi mezi t€¢lu vlastni latky a jsou proto povazovany za vysoce bezpecné. Navic
podobnost struktury lipidovych nosicli 1€Civ s bunéénymi membranami umoziuje
jejich splynuti a snadné uvolnéni 1é¢iv do cytoplasmatického prostoru. V ptipraveé
lipidovych nosict nachazi uplatnéni fosfolipidy jako fosfatidylcholin, fosfatidylserin,
fosfatidylglycerol nebo fosfatidylethanolamin. Jedna se o netoxické, neimunogenni
a nehemolytické materialy s vysokou biokompatibilitou. [28]

Velky potencial v oblasti syntézy nanocastic pro terapeutické ucely maji také
biodegradovatelné¢ polymery. Jejich netoxicita a biokompatibilita ve spojeni
s vyhodami nanocasticovych formulaci jako zvySena biologickd dostupnost, cilena
distribuce nebo kontrolované uvoliiovani 1éCiva, oteviraji Siroké moznosti jejich
vyuziti v oblasti mediciny. [34] Pivodné byly pro pfipravu nanocastic pouzivané
nebiodegradovatelné polymery (napt. polyakrylamid, polystyren,
polymethylmethakrylat), u kterych vSak bylo nutné zajistit i¢innou clearance z téla,
aby se zabranilo jejich kumulaci a toxickému plsobeni v organismu. [35] Z toho
divodu je vice pozornosti vénovano biodegradovatelnym polymertim, které zahrnuji
polymerni struktury jak syntetického pivodu (napf. kopolymery kyseliny mlé¢né
a glykolové, polykarpolaktony), tak pfirodni pfirodniho ptivodu (napf. albumin,
Zelatina, kolagen, alginat nebo chitosan). [36] Proti pfirodnim polymeriim, které se
¢asto vyznacuji nizkou Cistou a jejichz zesitovana struktura maze vést k denaturaci
obsazenych 1é¢iv, nabizi syntetické polymery lepsi vlastnosti, pro které jsou v fad¢
studii intenzivné zkoumany. [6] Na rozdil od pfirodnich polymeri také umoziiuji delsi
uvolnovani 1é¢iva, jejich nevyhodou ale mize byt pouziti organického rozpoustédla
pii syntéze. [36]

Ptirodni polymery zahrnuji polysacharidové 1 proteinové polymerni struktury.
Polysacharidy jsou tvofeny monosacharidovymi jednotkami propojenymi O-
glykosidickou vazbou. V organismu obvykle dochdzi k jejich enzymatické degradaci
na oligosacharidy nebo monomerni jednotky. [28, 37] V piipad¢ chitosanu,
kationického polymeru, dochazi k rozkladu zejména plisobenim lyzozymu. Chitosan
se vyznacuje dobrou absorpci, permeabilitou a nizkou toxicitou a je nachylny
ke zménam pH a teploty. Posledni zminéné vlastnosti sice negativné ovliviiuji jeho

stabilitu, ale lze je vyuzit pfi cileni do tkani s pH nebo teplotou odliSnymi
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od fyziologického prostiedi. [28] Kyselina hyaluronova ptedstavuje biokompatibilni,
neimunogenni mukopolysacharid. Jeji struktura umoznuje snadné navazani ligandd,
zesiténi struktury nebo dalsi modifikace a je tak vyuZzivana v cilené distribuci 1é¢iv
1 pro dalsi terapeutické ucely. V organismu je rozkladdna piisobenim metaloproteinaz
nebo volnych radikalt. [37] Dalsi polysacharidy pouzivané jako nosice 1€¢iv zahrnuji
napft. Skrob, dextran nebo alginat, které jsou obvykle rozkladany piisobenim lyzozymu
nebo amylaz.

Zaklad proteind tvofi aminokyseliny propojené prostiednictvim peptidovych vazeb.
Jejich degradace probihd prostfednictvim enzymatického plisobeni nebo hydrolyzy.
[38] Zelatina piedstavuje denaturovany protein ziskany z Zivo&isného kolagenu.
Pfi enzymatické degradaci nevznikaji zadné Skodlivé vedlejsi produkty, navic je
stabilni a snadno modifikovatelnd a pfedstavuje tak vhodny material pro rtizné klinické
aplikace vcetné cilené distribuce 1éCiv. [28] Mezi dalsi piirodni proteinové polymery
patfi albumin, vysoce kompatibilni, netoxicky a neimunogenni protein vhodny
pro piipravu nanocastic nebo kolagen, biopolymer pfirozené¢ se vyskytujici jako
soucast extracelularni matrix. [38]

Ze syntetickych polymerd Ize jmenovat polykaprolakton, ktery je degradovan
hydrolyzou esterovych vazeb. Polykaprolakton je schvaleny Ufadem pro kontrolu
potravin a 1é¢iv (FDA) a pouziva se v cilené distribuci 1é€iv 1 dalSich terapeutickych
aplikacich. [28, 38] Mezi nejcastéji pouzivané polymery pro piipravu
biodegradovatelnych nosici dale patii polymlécna a polyglykolova kyselina a jejich

kopolymer PLGA. [6]

2.2.4 PLGA nanocastice

PLGA je synteticky vysoce biokompatibilni a biodegradovatelny polymer schvalny
FDA i Evropskou 1ékovou agenturou jako nosic 1é¢iv pro parenteralni i dalsi pouziti.
[39] Vyznaéné misto mezi dalSimi biokompatibilnimi polymery zaujiméa diky
dlouholeté klinické zkuSenosti, vlastnostem umoznujicim postupné uvolnovani,
moznosti povrchovych tprav a cileni do konkrétnich tkdni i dobfe popsanym metodam
jeho formulace s riznymi 1é¢ivy do sofistikovanych 1ékovych forem. [39, 40] Jako
biodegradovatelny je polymer v lidském téle rozkladan na biokompatibilni a netoxické

produkty, které mohou byt nasledné¢ odstranény prostfednictvim béznych
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metabolickych procest. [40] Degradace PLGA (Obréazek 7) probihd prostfednictvim
hydrolyzy, ktera vede k rozkladu na jeho monomerni jednotky, kyselinu mlécnou
a glykolovou. Ob¢ tyto kyseliny jsou télu vlastni a jsou néasledné metabolizovany

prostfednictvim Krebsova cyklu. [39]
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Obrazek 7: Degradace PLGA;
vytvoreno pomoci biorender.com

ProtoZe kyselina mléénd obsahuje chirdlni uhlik, mize existovat v podobé dvou
optickych izomerti. PLGA pak obvykle obsahuje stejny pomér obou téchto
enantiomerl, jejichz fyzikalné-chemické vlastnosti jsou navic prakticky totozné.
Riizné formy PLGA jsou obvykle rozliSovany na zakladé¢ poméru kyseliny mlécné
a glykolové. Vétsi pomeér kyseliny mlééné v PLGA polymeru vede kviili pfitomnosti
postranni methylové skupiny ke snizeni absorpce vody, zvyseni lipofility a pomalejsi

degradaci. [40]

2.2.4.1 Vyuziti PLGA nanoéastic

Hydrofobni charakter PLGA zpusobuje, ze jsou PLGA nanocastice rozpoznavany
organismem jako télu cizi latky. Na povrch nanocastic se navazuji bilkoviny krevni
plasmy, dochdzi tak k opsonizaci ¢astic a jejich nasledné internalizaci do fagocytu.
Zvysené vychytavani PLGA nanocastic bunkami MPS a kumulaci v makrofazich lze
vyuzit pfi cileni 1é¢iv do mista zanétu. PLGA nanocastice tak mohou slouZit jak nosice
v terapii zanétlivych onemocnéni zahrnujicich revmatoidni artritidu, Crohnovu
chorobu, zanétliva plicni nebo o¢ni onemocnéni. [39]

Ve farmakokinetice a interakci nanocastic s bunkami hraje vyznamnou roli také
povrchovy néboj. Pfi endocytdze interaguji se zaporné nabitou bunéénou membranou
1épe pozitivné nabité ¢astice, u kterych kladny naboj umoziuje také inik z lyzozomu
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a tedy cileni do cytoplazmy. Zaporny naboj pak vede spiSe ke kumulaci v lyzozomech
a zvysSuje vychytavani nanocastic makrofagy prostfednictvim fagocytdzy. [21, 39]
PLGA poskytuje zaporny povrchovy naboj, ktery lze zménit prostfednictvim
povrchovych tprav pomoci kationickych latek. Nejéastéji se k povrchové modifikaci
pouziva PEG, prficemz PEGylace umoznuje maskovani povrchové néboje, coz
prodluzuje polocas cirkulace v krevni plazmé a sniZzuje rozpozndni ¢astic bunikami
imunitniho systému (schématické znazornéni PEGylace nanocastice viz Obrazek 8).
Dalsi latky pouzivané k tupravé povrchu nanocastic zahrnuji chitosan nebo
poloxamery. [39] Zatimco v piipad¢é nékterych onemocnéni mohou byt maskovani
PLGA nanocastic pted buikami imunitniho systému nebo zména povrchového naboje
dilezité pro cileni do pozadované struktury, v jinych ptipadech ptedstavuji ptfirozené
vlastnosti PLGA vyhodu. Jak hydrofobni charakter, tak zaporny naboj PLGA pfispiva
k internalizaci nanocastic do makrofagti a je tak vhodnou volbou v ptipad¢ cileni praveé

do téchto struktury. [21]
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Obrazek 8: Schématické zndazornéni procesu PEGylace nanocastice;
vytvoreno pomoci biorender.com

PLGA nanocastice nachdzi uplatnéni v oblasti cilené distribuce nizkomolekuldrnich
1é¢iv, proteind, genl, vakcin i1 v zobrazovacich technologiich a teranostice, ktera
kombinuje cilenou distribuci diagnostického 1 terapeutického ¢inidla. Do PLGA
nanocastic byla uspésné enkapsulovana fada protinadorovych 1é¢iv, napt. doxorubicin,
paklitaxel, 9-nitrokamptotecin, cisplatina nebo 5-fluorouracil. Jsou také vhodnym
nosi¢em dexametazonu, ktery je pouzivan v riznych indikacich zejména pro své
protizanétlivé plsobeni. Uplatnéni dale nachdzi PLGA nanocastice jako nosice
protizanétlivych 1é€iv, hormont, kardiovaskuldrnich 1é¢iv 1 v dalSich oblastech
mediciny. Pro své vyhodné vlastnosti patii PLGA mezi nejvice zkoumané a uspés$né

pouzivané polymery v cilené distribuci 1é¢iv. [34, 39]
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2.2.4.2 Priprava PLGA nanocastic

PLGA nanocéstice mohou slouzit jako nosice nizkomolekularnich hydrofobnich
1 hydrofilnich 1é¢iv i makromolekul. Dle charakteru 1é¢iva i1 dalSich pozadovanych
vlastnosti nanocastic 1ze pouzit rizné metody syntézy. Mezi nejcastéji pouzivané patii
emulzni odpafovaci metoda a nanoprecipitace vhodné zejména pro hydrofobni 1é¢iva.
PLGA nanocastice s obsahem hydrofilnich 1é¢iv lze pfipravit pomoci modifikované
emulzni odpatfovaci metody za pouZiti vicendsobné emulze. Dal$i pouzivané metody
syntézy zahrnuji napft. sprejové suseni nebo vysolovani. Zvolena metoda syntézy a jeji
parametry ovliviiuji vlastnosti vyslednych nanocastic. Roli zde hraje i zptisob navazani
l1é¢iva, které miZze byt inkorporovano do nanocéastice béhem syntézy, nebo
adsorbovano na povrch pfipravenych nanocastic. [39, 41]

Jednou z prekazek pouziti PLGA pro pfipravu nanocastic s obsahem 1é¢iv miize byt
kysely charakter monomernich jednotek tohoto polymeru. Kyselé prostiedi, které
muze vznikat pii degradaci nanocastic v organismu, muze v piipad¢ nékterych 1é€iv
nachylnych na zmény pH zpisobit jejich inaktivaci. Pfikladem takovych 1é€iv jsou
proteiny, u kterych miize ptitomnost karboxylovych skupin v PLGA a vznik kyselych
degradac¢nich produkti vést k agregaci nebo brénit jejich uvolilovani ze struktury
nanocastice. Tomu lze predchéazet pouzitim stabilizacnich ¢inidel nebo dal$ich metod

pro zvyseni stability proteind. [34]

2.3 Léciva pro cilenou distribuci

V tad¢ ptipadi neumoziuje konvencni farmakoterapie a transport 1é¢iva organismem
v jeho volného formé dosazeni pozadovanych terapeutickych ucinkt. Mezi vlastnosti
limitujici terapeutickou u€innost a vyuzitelnost 1é¢iv v praxi patii kratky biologicky
polocas, Spatna rozpustnost ve vod¢, nizka stabilita, nizka specifita, velky distribucni
objem, uzky terapeuticky index, pfitomnost nezadoucich uc¢inkt nebo potieba podani
vysokych davek. [2] Takovato 1é¢iva pak mohou byt vhodnymi kandidaty pro cilenou
distribuci.

Jednim z hlavnich diivoda selhani moderni terapie je nizkd rozpustnost 1é¢iv ve vode.
Nove vyvijené molekuly se ¢asto vyznacuji vysokou lipofilitou, velkou molekulovou
hmotnosti a s tim souvisejici nizkou rozpustnosti ve vodném prostiedi. Témét polovina

registrovanych a ptes 90 % nove vyvijenych 1éCiv jsou ve vode Spatné rozpustné latky.
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Nizka rozpustnost 1é€iv pak Casto vede k nizké biologické dostupnosti a nedostatecné
distribuci 1éciva do mista potieby. [42]

K nizké biologické dostupnosti piispiva také nizka permeabilita a rychla clearance
l1é¢iva z organismu. U molekul nachylnych k hydrolyze, enzymatickému rozkladu
nebo rychle metabolizovanych v jatrech mize byt dosazeno lepSich ucinkd diky
pouziti formulaci pro cilenou distribuci, které 1é¢ivu poskytnou ochranu pfed vnéjSimi
vlivy a metabolickou degradaci. [43, 44]

Lécivé latky s castymi nebo zavaznymi nezadoucimi ucinky nebo vysokou toxicitou
predstavuji dalsi skupinu, kde podavani volného 1é¢iva nemusi byt vhodné. Vyssi
vyskyt nezaddoucich Uc€inki je ¢asto zplisoben nutnosti podavat vysoké davky léciva
pro dosazeni pozadovaného ucinku. Selektivni transport do cilovych tkani a zlepSeni
farmakokinetickych vlastnosti pouzitim formulaci pro cilenou distribuci tak ptispiva
ke snizeni potifebné davky a tim i k omezeni nezadoucich ucinkt. [7, 44]

Néachylné k nezddoucimu toxickému plisobeni jsou také 1é€iva s uzkym terapeutickym
indexem, kde je rozdil mezi terapeutickou a toxickou davkou minimalni. [45] Cilena
distribuce zde muZe pfispet ke zmirnéni fluktuace hladin 1é¢iva v krvi, zvySeni jeho
bezpecnosti, minimalizaci vyskytu nezadoucich u¢inku a tim i k lep$i compliance
pacientd. [44]

Prestoze vétSina 1é¢iv mize mit uzitek z cilené distribuce, ne vSechna jsou pro tento
proces vhodna. Cilena distribuce nepiinasi feSeni u molekul, které maji stejné misto
ucinku 1 toxicity. Naopak selektivnéj$i transport do tohoto mista miize nezadouci
ucinky zhorsit. Také u 1é¢iv, ktera jsou navzdory selektivni distribuci z cilové struktury
odstrafiovdna pfili§ rychle na to, aby mohla pilisobit, nevede cilend distribuce
k pozadovanému uc¢inku. Kromé toho existuji 1éCiva, které maji pfirozené¢ vysokou
selektivitu k cili pisobeni (napf. terapeutické protilatky) a z toho divodu neni tieba
vyuzivat nosice pro cilenou distribuci. [46]

V ostatnich pfipadech mize cilend distribuce piinést fadu vyhod jako je ochrana 1é¢iva
pied rozkladem, optimalizaci farmakokinetickych vlastnosti hydrofobnich
1 hydrofilnich 1é¢iv, omezit kolisani hladin 1é¢iva, sniZzit toxicitu a umoznit riizné cesty

podani léCiva. [47]
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2.4 Priklady lécCiv pro cilenou distribuci

Jak jiz bylo zminéno, z cilené distribuce muze t€zit naprostd vétSina 1é¢iv, zvIast
pifinosna je pak u 1é¢iv s vysokou toxicitou, Spatnymi farmakokinetickymi vlastnostmi
nebo u léCiv selhavajicich z divodu nedostate¢né koncentrace v misté potieby.
Vyzkum cilené distribuce se tak zaméiuje zejména na oblast cytostatik,
protizanétlivych 1€¢iv, antiinfektiv a modernich 1é¢iv nachylnych k degradaci (peptidy,

proteiny, geny).

2.4.1 Cytostatika

Protinadorova 1éciva se vyznacuji vysokou cytotoxicitou, kterd je Casto nespecificka.
Toxickému plisobeni jsou tak vystaveny nejen nadorové, ale i zdravé buiiky, coz vede
k vyskytu nezadoucich uc¢inkt. Kromé castych potiZi jako nauzea, zvraceni, alopecie
nebo kozni potize se mohou vyskytnout i zdvazné nezadouci u¢inky, napt. poskozeni
srdce, ledvin nebo jater. Navic ma fada cytostatik nizky terapeuticky index, coz
pravdépodobnost toxického plsobeni ve zdravych tkanich jesté zvySuje. DalSim
limitem konven¢ni chemoterapie je Casto nizkd kumulace 1éciva v nadorové tkani.
Nedostatecna koncentrace v misté ucinku pak muize vést k selhani terapie. Roli zde
hraje 1 skute¢nost, ze vétSina cytostatickych chemoterapeutik mé nevhodné
farmakokinetické parametry. [48] Z téchto diivodu je cytostatikiim ve vyvoji formulaci
pro cilenou distribuci 1é¢iv vénovana velk4 pozornost.

Lécba antracykliny doxorubicinem a daunorubicinem byva doprovdzena nauzeou,
zvracenim, alopecii a kardiotoxicitou. Poskozeni srdecni tkané zavisi na kumulativni
davce a predstavuje zavazny nezadouci ucinek, ktery miize vést ke kardiomyopatii
nebo srdecnimu selhani. U obou 1é¢iv byly vyvinuty lipozomy pro cilenou distribuci
za Ucelem snizeni nepiiznivych vedlejsich G¢inkl. Doxil®, PEGylovany lipozom
s doxorubicinem, byl prvnim nanolécivem schvalenym FDA. Daunorubicin byl pak
v lipozomalni podob¢ registrovan pod nazvem DaunoXome®. [48]

Paklitaxel plisobi cytostaticky prostfednictvim polymerizace tubulti. Kromé
nezadoucich u¢inkti komplikuje jeho pouziti také Spatna rozpustnost ve vodé. Z toho
ditvodu jsou vyvijeny nosic¢e pro cilenou distribuci jako lipozomy nebo konjugaty
napft. s kyselinou listovou, nenasycenymi MK nebo kyselinou hyaluronovou, které
zajistuyji jeho piesngjsi zacileni do nadorové tkané. [48, 49] Napi. Abraxane® je
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formulace proteinovych nanocastic s paklitaxelem schvaleny FDA k pouziti
u nemalobunééného plicniho karcinomu a karcinomu prsu. [12]

Formulace pro cilenou distribuci jsou pfedmétem studii 1 u dalSich cytostatickych
1é¢iv. Lipozomy a konjugaty jsou zkoumany u mitoxantronu za ucelem zlepSeni
terapeutické ucinnosti, lepsi kumulace v nadorové tkani, prodlouzeni biologického
polocasu a sniZeni kardiotoxicity. U kyseliny all-trans-retinové by mohly lipozomy
zajistit lepsi biologickou dostupnost a ochranu pted fotodegradaci. [48, 49] Dalsi
vyhody nabizi cilena distribuce napt. v piipad¢ vinkaalkaloidii, cytarabinu nebo

irinotekanu. [12]

2.4.2 Antiinfektiva

Dalsi skupinou léCiv, které je vénovana pozornost v oblasti vyzkumu cilenych
distribu¢nich formulaci, jsou antiinfektiva. I kdyz jsou tyto latky samy o sobé
do zna¢né miry specifické k cilové struktuie, poji se s jejich pouZzitim potize, které by
cilené distribucni formulace mohly pomoci pfekonat. Konvencni terapie pfindsi kromeé
nezadoucich Uc¢inkia také riziko vzniku rezistence. Nedostatecnd koncentrace 1éCiva
uvnitf bunék Casto vede k neefektivni terapii nitrobunéénych organismi. ZvysSovani
davek za ucelem zlepsSeni cinnosti je pak spojeno také s vyssi toxicitou. [50, 51]
Moznou strategii k pfekonani limitl konvencni terapie je cilend distribuce. Cilem je
dosaZeni dostate€né koncentrace a retence léCiva v misté ucinku a vysokych
intracelularnich davek zajist'ujicich dostateCnou G¢innost a nizkou toxicitu. [51]
Antibiotika pfedstavuji Siroce vyuzivanou skupinu antimikrobidlnich 1é¢iv. Hlavni
feSeni antibiotické rezistence zahrnuje racionalni uziti antibiotik a vyvoj novych léciv,
ke zvySeni ucinnosti stavajici terapie ale mohou pfispét i formulace pro cilenou
distribuci. Nanolé¢iva dorucujici antibiotika do cilovych struktur piindsi proti
konvenéni terapii vyhody jako vy$si stabilitu a rozpustnost, delsi biologicky polocas,
lepsi prichod epitelem, vyssi biologickou dostupnost a minimalizaci nezddoucich
ucinkdi. Mohou také poskytovat ochranu pfed enzymatickym rozkladem a tim
piekonavat bakteridlni rezistenci. [52]

Predmétem vyzkumu jsou napt. fluorochinolony. Pti jejich enkapsulaci do zlatych
nanocastic byla pozorovana niz§i potfebnd minimalni inhibi¢ni a baktericidni

koncentrace. Stfibrné nanocastice s ciprofloxacinem pak vedly ke zvySeni inhibice
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aumoznily kontrolované uvoliovani 1é€iva. [52] Vyvijeny jsou také polymerni
nanocastice nebo lipozomy s obsahem fluorochinolonii pro pasivni i aktivni targeting.
[1]

Cilena distribuce antibiotik mlize pfinést také vyssi ucinnost v redukci bakterialniho
biofilmu. V porovnani s volnym lécivem doséhly lipozomdlni gentamicin nebo
nanocastice s obsahem oxacilinu ¢i polymixnu B vyssi eradikace bakterii biofilmu.
[52]

Konvenéni antituberkulotickd 1é¢ba je spojena s velkym mnozstvim nezadoucich
ucinkid zahrnujicich hepatotoxicitu, neurologické potize, ototoxicitu, ocni poskozeni,
hyperurikémii, koZzni reakce, flu-like syndrom, hore¢ku nebo GIT potiZe. Navic je
vzhledem k rezistenci potieba pristupovat ke kombinacni 1é¢bé. Cilend distribuce
antituberkulotik zlepSuje prostup 1éCiv télnimi bariérami, vede k vys$si kumulaci
v cilové tkéni, ochrang 1éciva pred degradaci a snizeni nezadoucich tc¢inkd. Navic by
mohla pfispivat ke zjednoduSeni a zkraceni 1écby a tim ke sniZeni rizika rozvoje
rezistence. Z téchto davodi jsou vyvijeny napt. PLGA nanocastice s obsahem
rifampicinu nebo chitosanové nanocastice s obsahem bedachilinu. [53]

Cilena distribuce antivirotik s sebou ptinasi zejména vyhody jako je lepsi biologicka
dostupnost, snizeni frekvence podavani a vyskytu nezadoucich ucinki a dale zlepsuje
prichod 1éCiv do Spatné dostupnych oblasti jako naptf. piestup pies
hematoencefalickou bariéru nebo do rezervoaru infekce. Pro cilenou distribuci
antivirotik se pouzivaji zejména nanocastice, které mohou pii navazani specifické
struktury zajistit také aktivni trageting. Lepsi kumulace v cilové tkani dosahly napt.
nanocastice s obsahem didanosinu nebo dendrimery s obsahem lamivudinu ¢i
efavirenzu. [54] Nizka peroralni biologicka dostupnost a absorpce acykloviru vedla
k vyvoji nanocastic s obsahem tohoto 1é¢iva s cilem zlepsit jeho farmakokinetické
vlastnosti. [55] Indinavir po enkapsulaci do lipozomil nebo pevnych lipidovych ¢astic
dosahl vyssi intracelularni kumulace, niz$i toxicity a imunogenicity. [54] Kromé
zlepseni vlastnosti dalSich bézné pouzivanych antivirotik se mohou formulace
pro cilenou distribuci potencialné uplatnit jako nosice modernich [é¢iv. RNA
interference umlcujici genovou expresi predstavuje slibnou strategii 1€cby virovych

onemocnéni, jeji pouZziti je vSak limitovdno Spatnym priichodem pies biologické
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bariéry. Moznym feSenim této nevyhody je zde praveé cilena distribuce napf.
prostiednictvim nanocastic. [55]

Podobn¢ jako u ostatnich antiinfektiv, cilend distribuce antimykotik ptispiva ke snizeni
nezadoucich ucinkl, zvySeni UCinnosti a zlepSeni farmakokinetickych vlastnosti.
Azolova antimykotika s lipofilni strukturou jsou $patné rozpustna ve vod¢, coz vede
k nizké biologické dostupnosti. Za i€elem dosazeni vyssi u€innosti pfi systémovém
podani jsou tak vyvijeny polymerni nebo pevné lipidové nanocastice s obsahem azolt
(napt. itrakonazolem, vorikonazolem, klotrimazolem nebo flukonazolem.).
Nanoc¢astice jsou pouzivany jako nosice azolii také pro lokalni pouziti pro dosazeni
lepsi penetrace a retence, delsiho plsobeni nebo postupného uvoliiovani. Pro topické
pouziti byly zkoumany napi. lipozomy s obsahem mikonazolu a klotrimazolu,
v piipadé¢ flukonazolu byly vyvijeny o€ni lipozomalni formulace. [56]

Dobrych vysledkli bylo dosazeno v ptipadé cilené distribuce polyenovach antimikotik.
Amfotericin B, ve vodé Spatné rozpustné antimykotikum, bylo pii systémovém podani
doprovazeno vysokou toxicitou (zejména nefrotoxicitou). FDA schvalena lipozomalni
formulace Ambisome® vedla k omezeni nezadoucich ucinkd. Dalsi polyenové
antimykotikum, nystatin, je vzhledem k nizké biologické dostupnosti a nezadoucim
ucinkim pouzivan pouze lokalng. Lipozomalni formulace tohoto 1é¢iva by mohla vést

k vyssi aktivit€¢ a umoznit jeho systémové podavani. [56]

2.4.3 Protizanétliva léciva

Protizénétlivé plsobici 1éCiva nachazi uplatnéni v terapii fady onemocnéni
zahrnujicich revmatoidni artritidu, roztrousenou sklerdzu, nespecifické stievni zanéty
jako Crohnova choroba a Ulcerozni kolitida, lokalni zanéty a dal$i. Mezi hlavni
skupiny znamé pro své protizdnétlivé plsobeni patii nesteroidni antiflogistika
(NSAID) a glukokortikoidy. [13, 57]

NSAID predstavuji skupinu nejbéznéji pouzivanych protizanétlivych lé¢iv u akutnich
1 chronickych zanéta. Jejich pouziti limituji nezddouci G¢inky jako nauzea, zvraceni,
abdominalni bolest, paleni zahy, bolesti hlavy a také nékterd zdvaznéjsi rizika jako
rozvoj zalude¢nich viedl, gastrointestindlni krvaceni nebo kardiotoxické pusobeni.
Cilena distribuce se nabizi jako moznost, jak vyskyt nezddoucich G€¢inki omezit. Jako

vhodny zplsob cilené¢ distribuce se jevi enkapsulace NSAID do nanocastic.
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Pfi peroralnim podéni je tak vytvofena ochranna bariéra mezi 1é¢ivem a Zaludec¢ni
sliznici, ktera chrani jak 1éCivo pred degradaci, tak Zaludecni sliznici pied poskozenim.
Jsou tak vyvijeny napt. pevné lipidové nanocastice s obsahem ibuprofenu nebo
ketorpofenu, PLGA nanocastice s obsahem diklofenaku, chitosanové nanocastice
s obsahem ibuprofenu nebo polykaprolaktonové micely s naproxenem. Kromé
nanocastic lze vyuzit i dalsi zptisoby cilené distribuce jako napf. prolécivo ketoprofenu
nebo konjugat s diklofenakem pro lokalni pouziti. [57]

Glukokortikoidy jsou protizanétlivé putsobici 1é¢iva s imunosupresivnim
a antiprolifera¢nim efektem a nachéazi uplatnéni zejména v 1é€b¢€ chronickych zanéta.
Jejich dlouhodobé systémové podavani vSak muize vést k rozvoji mnozstvi
zaludecnich viedi, dale deprese, svalova a kozni atrofie, osteopordza, negativni
metabolické dusledky (hyperglykémie, dyslipidemie), hypokalémie a s ni spojené
arytmie nebo glaukom. [58] Kromé nespecifické distribuce, nezadoucich ucinka
a nizkych koncentraci v cilové tkani komplikuje pouziti glukokortikoidii také jejich
nizka rozpustnost ve vodé¢ a s tim souvisejici kratky biologicky polocas, rychléa
degradace a rendlni clearance. Z téchto divodu jsou glukokortikoidy vhodnymi adepty
pro cilenou distribuci. Vyvijeny jsou napf. lipozomy, polymerni nanocastice,
konjugaty polymer-lé€ivo, anorganické nosi¢e nebo anorganicko-organické

nanocastice s obsahem glukokortikoida. [59]

2.4.4 Peptidy, proteiny a geny

Specifickou skupinou 1é¢iv, kterd miiZze profitovat z cilené distribuce jsou peptidy,
proteiny a geny. Jednd se o struktury, které jsou Casto samy o sobé dostatecné
specifické k terapeutickému cili, ale jejich pouziti je limitovano jejich nestabilitou ¢i
nachylnosti k degradaci. Pfi konvencnich zptsobech podani cCasto nedosahuji
dostatecné biologické dostupnosti, podléhaji rychlé degradaci plazmatickymi enzymy,
coz vede ke kratkému biologickému polocasu, Spatné prostupuji pfes membrany
a mohou piisobit imunogenné. [60, 61] Nosice pro cilenou distribuci zde tak plni roli
zejména ochranného transportniho systému, ktery brani pred¢asné degradaci a tim
umoziuje dosazeni dostate¢né koncentrace 1é¢iva v cilové tkani. Jsou tak vyvijeny

napf. polymerni nebo lipidové nanoc¢astice jako nosic¢e pro genovou terapii. [61] Dale
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se lipozomy a nanocéstice mohou uplatnit pfi distribuci riistovych faktort a hormoni

proteinové struktury jako napft. inzulin, kalcitonin nebo gonadorelin. [62, 63]
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité suroviny

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

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

Dexametazon (Cayman Chemical, Ann Arbor, Michigan, USA)
Polymlécna-ko-glykolova kyselina:

Purasorb PDLG 5002A, Purasorb PDLG 5002E, Purasorb PDLG 7002A (Corbion,
Nizozemsko) (PLGA 50/50A, PLGA 50/50E, PLGA75/25), molarni hmotnst (My):
17 000 g/mol.

Vétvené terpolymery, KFT FaF HK: PLGA A2 (vétvena pomoci 2% ptidavku kyseliny
polyakrylové) My: 14 400 g/mol, PLGA T3 (vétvena pomoci 3% ptidavku kyseliny
tripentaerytritolu) My: 17 400 g/mol.

Poloxamer 407: Puronic® F127 (Merck, Darmstadt, Némecko)

Trehaloza (Merck, Darmstadt, Némecko)

3.2 Pristrojové vybaveni

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

Laboratorni vahy (Kern, Balingen, Némecko), max. 400 g, d=0,01 g

Magneticka michacka IKA-WERKE RT 5 Power, (IKA, Staufen, Némecko) 100-1000
ot./min

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

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

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

3.3 Pouzité metody

3.3.1 Priprava vodné faze

Jako vodna faze byl ptipraven 0,1% roztok poloxameru Pluronic® F-127 v ¢isténé

vod¢é. Knavdzenému surfaktantu bylo pfiddno pottebné mnozstvi Cisténé vody
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a roztok byl michan na magnetické michacce do uplného rozpusténi surfaktantu. Poté
bylo celkové mnozstvi vodné faze rozdéleno po 10 ml do 5 kddinek urcenych

pro piipravu nanocastic s riznymi koncentracemi u¢inné latky.

3.3.2 Priprava organické faze

Organicka faze byla ptipravena navazenim ptislusného mnozstvi dexametazonu a 30
mg polymeru, které byly nasledné ve vialce rozpustény piidanim 1 ml acetonu.
Celkem bylo pouzito pét druhd polymeru (PLGA 75/25, PLGA 50/50A, PLGA
50/50E, PLGA A2 a PLGA T3) a pro kazdy polymer bylo pfipraveno pét koncentraci
dexametazonu v roztoku (0,5 %; 1 %; 2 %; 5 %; 10 % vztazeno na mnozstvi PLGA)

odpovidajicich navazkdm 0,15 mg; 0,3 mg; 0,6 mg; 1,5 mg a 3 mg dexametazonu.

3.3.3 Priprava nanocastic

Pomoci automatické pipety byl 1 ml organické faze v jediném kroku ptidan k 10 ml
vodné faze za stalého michani (300 rpm) na magnetické michacce. Okamzita tvorba
nanocastic se projevila vznikem opalizujici koloidni suspenze. Vznikla suspenze
nanocastic byla nasledn¢ 120 minut michéna pfi laboratorni teploté na magnetické

michacce, aby doslo k tiplnému odpateni organického rozpoustédla.

3.3.4 Filtrace

Po odpateni organického rozpoustédla byla doplnéna odpafena voda do 10 ml
a nasledné byla suspenze piefiltrovana pres stiikackovy filtr s velikosti porti 1,2 um,
aby doslo k odstranéni nezadoucich hrubych castic, zejména piipadnych krystalt
dexametazonu, ktery nebyl enkapsulovan do nanocastic a vyskytoval se ve formé

krystala.

3.3.5 Centrifugace

Prefiltrovand suspenze byla pienesena do 2ml zkumavek typu eppendorf
a centrifugovana pii teploté¢ 14 °C a otackach 15100 otacek/minutu po dobu 20 minut.
Nasledné byl odstranén supernatant a pelety nanocastic byl uchovany pii -20 °C

pro dalsi métend.
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3.3.6 Méreni velikosti ¢astic a PDI

K méteni velikosti ¢astic byl pouzit ZetaSizer Nano ZS 90. Do kyvety byl umistén
vzorek suspenze nanocastic nafedény 1:10 (200 ul prefiltrované suspenze nanocastic
doplnéno ¢isténou vodou do 2 ml) a kyveta byla umisténa do pftistroje, kde byl kazdy
vzorek proméien tiikrat, pficemz kazdé méfeni zahrnovalo 12 nezéavislych béhi.
Viskozita media byla nastavena podle viskozity Cisténé vody a detekce intenzity
rozptyleného svétla probihala pod thlem zpétného rozptylu 173°. K vypoctu velikosti
a PDI nanocastic byl pouzit protokol distribuce velikosti ¢astic podle intenzity

rozptyleného svétla.

3.3.7 Méreni zeta potencialu

Prefiltrovana suspenze nanocastic byla nafedéna v poméru 1:10 a takto nafedéna
suspenze byla pomoci injek¢ni sttikacky aplikovana do kyvety s elektrodami DTS
1070 (Malvern, Spojené Kralovstvi) uréené pro mefeni zeta potencialu. Nasledné byla
kyveta vloZena do Zetasizeru. K méteni byl pouZzit mikroelektroforeticky protokol.
pficemz atenudtor byl nastaven do automatického rezimu a méfeni kazdého vzorku

v piistroji probihalo tfikrat.

3.3.8 Méreni enkapsulovaného dexametazonu

Mnozstvi enkapsulovaného dexametazonu bylo zjiStovdno prostiednictvim
vysokouc¢inné kapalinové chromatografie (HPLC). Byla piipravena kalibra¢ni fada
koncentraci 0,25-200 uM roztoku dexametazonu v acetonitrilu (viz tabulka 1).
Jednotlivé roztoky kalibracni fady byly pfipraveny fedénim zasobniho roztoku

o koncentraci 2 mM, ktery vznikl rozpuSténim navazky dexametazonu v acetonitrilu.

39



Tabulka 1: Kalibracni rada dexametazonu v acetonitrilu

Vzorek | Koncentrace [pM] Redéni (] Acetonitril [pl]
1 0,25 1000 vzorku ¢. 2 3000
2 1 800 vzorku €. 3 3200
3 5 2000 vzorku ¢. 4 2000
4 10 1600 vzorku €. 5 2400
5 25 1000 vzorku €. 6 3000
6 100 2000 vzorku ¢€.7 2000
7 200 400 zasobniho roztoku 3600

Kazdy vzorek pelety byl rozpusttn v 1 ml acetonitrilu. Nasledné¢ probihala
centrifugace pii 15100 otackach/minutu po dobu 20 minut. Pro nastiik na kolonu byl
pouzit ziskany supernatant.
Parametry HPLC:

e Kolona: Restek Ultra A se staciondrni fazi C18 150 x 4,6 um (velikost ¢astic 5

pm)

e Mobilni faze: Acetonitril/voda (40/60)

e Retencni Cas: 4,2 min

e Detekce: 238 nm

e Nastiik: 10 pl

e Pritok: 1 ml/min
Po prométeni vzorkl bylo vyhodnocovano mnozstvi dexametazonu na zakladé ploch
pod pikem uc¢inné latky. Byl sestaven graft zavislosti plochy pod kiivkou (AUC) vzorka
kalibra¢ni fady na koncentraci (Graf 1). Naslednym prolozenim grafu ptfimkou byla
ziskana linedrni funkce popisujici zavislost AUC dexametazonu na koncentraci spolu

s hodnotou koeficientu determinace R2. Stejny postup byl pouZit i u druhého méfeni.
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Graf 1: Kalibracni primka dexametazonu (zavislost AUC na koncentraci dexametazonu)
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1.1 Vyhodnoceni enkapsulace dexametazonu do nanocastic

Prace zkoumala, zda existuje n¢jaky vztah mezi vstupnim mnoZzstvi dexametazonu
a jeho relativni enkapsulaci do PLGA nanocastic. Enkapsulace se vyhodnocovala
u castic pripravenych z péti typtt PLGA. Jednalo se o linearni polymery PLGA 75/25
(pomér kyseliny mlécné a glykolové 75:25), PLGA 50/50A (ekvimolarni pomér
kyseliny glykolové a mlécné), oba s volnymi karboxylovymi skupinami, a polymer
PLGA 50/50E, kde byly na rozdil od obou vySe zminénych variant PLGA polymeru
terminalni karboxylové skupiny esterifikovany. Dale byly pouzity vétvené polymery
PLGA A2 sekvimoldrnim zastoupenim kyseliny mlééné a glykolové, vétveny
na polyakrylové kyseliné a PLGA T3 vétveny na tripentaerytritolu. U vSech
pfipravenych nanocastic bylo dosaZzeno pomérné nizké enkapsulaéni efektivity, tj.
do 10 % z ptivodniho mnoZstvi pouzitého dexametazonu. Vysledky enkapsula¢ni

efektivity dexametazonu pro jednotlivé polymery jsou zndzornény v grafech 2—6.

4.1.1.1 Enkapsula¢ni efektivita

PLGA 75/25
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Graf 2. Zavislost enkapsulacni efektivity na vstupni navazce dexametazonu pro PLGA 75/25
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PLGA 50/50A
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Graf'3: Zavislost enkapsulacni efektivity na vstupni navazce dexametazonu pro PLGA 50/504
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Graf 4. Zavislost enkapsulacni efektivity na vstupni navazce dexametazonu pro PLGA 50/50E
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PLGA T3
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Graf'5: Zavislost enkapsulacni efektivity na vstupni navazce dexametazonu pro PLGA T3
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Graf 6: Zavislost enkapsulacni efektivity na vstupni navazce dexametazonu pro PLGA A2
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Ze vsech pouzitych polymeril pti vSech pouzitych navazkach dexametazonu dosdhla
nejvyssi enkapsulacni efektivita hodnoty 8,3 %, naopak nejniz§i naméfend primeérna
hodnota odpovidala 2,11 % pouzitého dexametazonu.

U vsech polymert bylo nejvyssich primérnych enkapsulacnich efektivit dosahovano
pii vstupni navéazce 0,6 mg dexametazonu na 30 mg PLGA (Graf 7.). Vyjimku zde
tvofit polymer PLGA 75/25, kde byla nejvyssi enkapsulacni efektivita naméfena
pii vstupni navazce 0,15 mg (Graf 2.).

pfinejvyssi vstupni navazce dexametazonu, tedy 3 mg. Pravdépodobnou pfticinou
tohoto jevu mlize byt tvorba krystalli dexametazonu pfi jeho vyssi vstupni koncentraci,
ktera vede ke snizeni enkapsulace dexametazonu do PLGA. Dexametazon je lipofilni
latka (logP=1,83), ktera vytvari pomérné stabilni krystaly (t.t. =229-231 °C). Tvorba
krystaldi je dana kombinaci Spatné rozpustnosti dexametazonu ve vodném prostiedi
a jeho tendenci ke krystalizaci. Rozpustnost dexametazonu ve vod¢ se pohybuje kolem
0,1 mg/ml. [64] Lze predpokladat, Zze pii zvySovani navazky dexametazonu dochazi
k supersaturaci vodného roztoku dexametazonem a jeho nésledné krystalizaci
v prib&hu procesu nanoprecipitace. Nanoprecipitace je proces, ktery probihd pouze
v relativné presné daném pomeéru solut : solvent : antisovlent, ktery byva oznacovan
jako ouzo region. [65] Dexametazon je dobfe rozpustny v organické fazi obsahujici
polymer a aceton (solvent). Po pfidani organické faze k vodnému roztoku (antisolvent)
dochazi k difuzi a postupnému odpatfovan acetonu, pii kterém se dexametazon
na zadklad¢ rozdélovaciho koeficientu diperguje v polymeru a stavd soucasti
vznikajicich nanocastic a zaroven se v ur¢itém mnozstvi rozpousti ve vodé. Vzhledem
k velmi nizké rozpustnosti dexametazonu ve vod¢ tak pravdépodobné pii vysSich
navazkach miiZze dojit k pfesyceni vodného roztoku a vzniku jader krystalinity. Zd4 se,
ze molekuly dexametazonu pak maji vétsi tendenci k tvorbé téchto jader krystalinity
a dalSimu ristu krystalli. Tyto procesy pifevazuji pii vysSich koncentracich nad
procesem dispergace IéCiva v polymeru. Objevuje se tedy kompetice mezi inkorporaci
1éCiva do nanocastic a tvorbou krystalli dexametazonu. V zdvislosti na vstupnim
mnozstvim 1é¢iva pak mize jeden z procesii prevazit, ptiCemz s rostouci navazkou
dexametazonu byla pozorovana pravé zvySend krystalizace 1éCiva na tukor jeho

enkapsulace. [66]
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Zavislost enkapsulacni efektivity na typu polymeru
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Graf'7: Zavislost enkapsulacni efektivity na typu polymeru pri navazce 0,6 mg dexametazonu

Pfi navazce 0,6 mg dexametazonu, ktera vedla k nejvyssi enkapsulacni efektivité
(s vyjimkou polymeru PLGA 75/25), dosahl nejlepsiho vysledku ze vSech pouzitych
polymert vétveny terpolymer PLGA T3. Primérnad enkapsulacni efektivita pfi této
pouzité koncentraci dexametazonu dosahla hodnoty 8,3 %. Druha nejvyssi

enkapsulacni efektivita s hodnotou 7,75 % byla pozorovéna u polymeru PLGA A2.

Cvvr

50/50E.
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Primérna enkapsulacni efektivita
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Graf 8: Primerna enkapsulacni efektivita v zavislosti na typu polymeru

Pokud porovname prumérné enkapsulacni efektivity ze vSech navazek dexametazonu
pro jednotlivé polymery (Graf 8), nejlepSiho vysledku dosahly opét nanocastice
pripravené z polymeru PLGA T3. Druhou nejvyssi primérnou hodnotu poskytl
polymer PLGA 75/25. Nejnizsi celkova enkapsulacni efektivita byla pozorovana
u polymeru PLGA 50/50E. Z Téchto vysledkil je tedy patrné, Ze vétvené polymery
jsou schopné do matrice znich pipravenych nanocastic inkorporovat vice
dexametazonu. To je pravdépodobné déano jejich vétvenou strukturou s vétSim
mnozstvim intra- a intermolekularnich prostor pro enkapsulaci 1é¢iva. Tento jev také
vypovida o tom, Ze hydrofobni interakce, které jsou popisované jako klicové
pro inkorporaci malych lipofilnich molekul do PLGA matrice, nemusi byt v piipadé

dexametazonu zcela determinujici a struktura polymeru také hraje roli.
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4.1.1.2 Drug-load
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Graf 9: Zavislost drug-load na vstupni navazce dexametazonu pro PLGA 75/25
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Graf 10: Zavislost drug-load na vstupni navazce dexametazonu pro PLGA 50/50A4
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PLGA 50/50 E
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Graf 11: Zavislost drug-load na vstupni navazce dexametazonu pro PLGA 50/50E
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Graf 12: Zavislost drug-load na vstupni navazce dexametazonu pro PLGA T3
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PLGA A2
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Graf 13: Zavislost drug-load na vstupni navazce dexametazonu pro PLGA A2

Dalsim hodnocenym parametrem byla zavislost drug-load na pouzitém mnozstvi
dexametazonu. Na rozdil od enkapsulacni efektivity, kterd vyjadiuje pomér
enkapsulované u¢inné latky k celkovému mnozstvi této latky pouzité pti ptiprave
nanocastic, drug-load pfedstavuje pomér mnoZzstvi U¢inné latky k celkové hmoté
nanocastic. [67] Vysledky jsou uvedeny v grafech 9-13. V piipadé vétSiny polymert
byl pozorovan narast drug-load od nejnizsi pouzité koncentrace ¢inné latky, pficemz
maximalniho drug-load bylo dosazeno pfi vstupni navazce 1,5 mg polymeru. Dalsi
zvySeni vstupni navazky dexametazonu vedlo ke snizeni drug-load. Dochazelo zde
tedy k nartstu drug-load se zvySujici se navazkou ucinné latky az k dosazeni urc¢itého
maxima, poté¢ hodnoty drug-load klesaly.

Podobny vztah mezi vstupnim mnozstvim dexametazonu a jeho enkapsulaci
vyjadienou jako drug-load byl pozorovan ve studii Gomez-Gaete et al. (2006) [66].
V této studii zkoumali zmény enkapsulace v zavislosti na vstupnim mnoZstvi
dexametazonu za pouziti emulzni odpafovaci metody pii pouziti polymeru PLGA
75/25. Rozsah vstupnich hmotnosti dexametazonu ptedstavoval v uvedené studii 220
pg — 21 mg na 100 mg polymeru a bylo pozorovéano, ze drug-load dexametazonu

se vzristajicim vstupnim mnoZstvim U¢inné latky stoupal az do dosazeni maxima
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pfi navazce 10 mg dexametazonu/100 mg PLGA 75/25. Po piekroceni této hranice
se enkapsulace s rostouci navazkou dexametazonu mirn€ snizovala do ustalené
hodnoty drug-load 170 pg/100mg PLGA. Ve svém meéteni tedy také pozorovali
s rostouci navazkou dexametazonu nartist a nasledny pokles drug-load. Vysvétlenim
tohoto jevu miize byt jiz popsand kompetice mezi krystalizacnimi silami a inkorporaci
1é¢iva do matrix nanocastic. Z pocatku drug-load narlista az do nasyceni polymerni
matrice léCivem, ndsledn¢€ s dalSim nartistem vstupniho mnozstvi lé¢iva pirevazi
krystalizacni procesy na tkor mnozstvi enkapsulovaného léCiva (viz vyse). [66]
Na rozdil od naSeho méteni bylo v uvedené studii dosazeno maximalniho drug-load
pfi vstupnim poméru dexametazonu ku polymeru 10 % (10 mg dexametazonu na 100
mg polymeru), zatimco v naS§em méfeni to bylo pfi poméru 5 % (1,5 mg dexametazonu
ku 30 mg polymeru). Divodem toho rozdilu mohlo byt pouziti odliSné metody
pro pfipravu nanocastic. Zatimco v uvedené studii byly nanocastice pfipravovany
emulzni odpafovaci metodou, v této praci byla pouZita nanoprecipitace. Déle
faktorem, ktery mohl vést k odliSnym vysledkim, mohlo byt pouziti rozdilnych
navazek. V této praci byly pouzity pi1 pripravé nanocastic niz$i navazky
dexametazonu (0,15-3 mg dexametazonu na 30 mg polymeru) nez v uvedené studii
(0,22-21 mg na 100 mg polymeru).

V ptipadé polymeru PLGA 50/50A také rostl drug-load se zvySujici se navazku
dexametazonu, na rozdil od ostatnich polymert vSak své maximalni hodnoty drug-
load 0,328 % dosahl pii navazce 3 mg. Zavislost drug-load na mnozZstvi pouzitého
dexametazonu se u tohoto polymeru vymyka vysledkiim ostatnich polymerti. Jedna se

pravdépodobné o statisticky artefakt.

51



Zavislost drug-load na typu polymeru
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Graf 14: Zavislost drug-load na typu polymeru pri navazce 1,5 mg dexametazonu

Pfi porovnani maximélnich dosazenych hodnot drug-load mezi riznymi polymery
(Graf 14) nebyly pozorovany vyrazné rozdily, vSechny se pohybovaly kolem 0,3 %.
Minimalni vliv slozeni a molekulové hmotnosti PLGA na enkapsulaci pozorovali také
ve studii Gomez-Gaete et al. (2006) [66], pfi tvorbé nanocastic emulzni odpatovaci
metodou za poziti polymerti PLGA 75/25 a PLGA 50/50. V uvedené studii se ukazalo,
ze oba polymery dosahovaly podobné enkapsulace.

S vyjimkou polymeru PLGA 50/50A byly v naSem méfeni nejvyssi hodnoty drug-load
pozorovany pii navazce 1,5 mg. Nejvyssi hodnoty drug-load 0,336 % dosahly pii této
navaZce nanocastice ptipravené z polymeru PLGA T3. Podobné vysledky poskytl také
polymer PLGA 75/25, kde maximalni drug-load dosahovalo 0,324 %. Nejnizsi drug-
load pfi této navazce byl pozorovan u polymeru PLGA 50/50A.
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Primérny drug-load
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Graf 15: Prumeérny drug-load v zavislosti na typu polymeru

Pti porovnani primérného drug-load ze vSech pouzitych navazek v zavislosti na typu
polymeru (Graf 15) nevidime mezi polymery zasadni rozdily. O n€co vyssi primérné
drug-load v porovnani s ostatnimi dosahl polymer PLGA T3. Z uvedenych hodnot se
nedaji vyvodit Zadné jasné zavéry, ale lze zde pozorovat podobny trend, Ze vétvena
struktura a vy$$i hydrofobicita PLGA napomahaji inkorporaci dexametazonu, jako
tomu bylo v ptipade enkapsulacni efektivity. To ukazuje na to, Ze hydrofobni interakce
jsou pravdépodobné hnaci silou inkorporace dexametazonu do PLGA. Dale pak vyssi

mira strukturdlni neuspotfadanosti, patrnd znizSich teplot skelného piechodu,

umoziuje inkorporaci vys$§iho mnozstvi molekul 1é¢iva do matrice. [68]
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4.1.2 Vyhodnoceni velikosti nanocastic

Velikost c¢astic - PLGA 75/25
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Graf 16: Zavislost velikosti na vstupni navazce dexametazonu pro PLGA 75/25

Velikost c¢astic - PLGA 50/50A
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Graf 17: Zavislost velikosti na vstupni navazce dexametazonu pro PLGA 50/504
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Velikost c¢astic - PLGA 50/50E
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Graf 18: Zavislost velikosti na vstupni navazce dexametazonu pro PLGA 50/50E

Velikost ¢astic - PLGA T3

180,0 171,9 167,2

160,0 15¢,8 1450 1503
140,0
120,0
80,
60,
40,
20,
0,0
0,15 03 0,6 15 3

’

velikost [nm]
=
o
o
o o o o

o

vstupni navazka dexametazonu [mg]

Graf 19: Zavislost velikosti na vstupni navazce dexametazonu pro PLGA T3
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Velikost ¢astic - PLGA A2
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Graf 20: Zavislost velikosti na vstupni navazce dexametazonu pro PLGA A2

Velikost pfipravenych castic (viz graty 16-20) se pohybovala od 107,0-171,9 nm.
Pti terapeutickém pouziti nanocastic ma jejich velikost vyznamny vliv na distribuci
lé¢iva organismem. Nanocastice mensi nez 6 nm jsou rychle vylucovany ledvinami
a nemohou tak dosdhnout cilové struktury. [5] Pro cilenou distribuci do makrofagh
jsou vhodné nanocastice vétsi nez 100 nm. [69] U makrofagh jater a sleziny pak byla
popsana zvySena kumulace nanocastic zejména o velikosti v rozmezi 150-300 nm.
[20] Tuto podminku spliiovaly nanocastice ptipravené z polymeru PLGA 50/50E, kde
se velikost pohybovala mezi 159,2—-163,6 nm. Velikosti pohybujici se kolem 150 nm
dosahovaly také nanocastice piipravené z polymerat PLGA 75/25, PLGA 50/50A
1 PLGA T3. Nejmensi nanocastice vznikly pii syntéze z polymeru PLGA A2, které
dosahovaly velikosti pouze 107,0-115,9 nm. Vysvétleni tohoto jevu je vys$§i mnozstvi
karboxylovych funkci tohoto typu PLGA a tim padem vys$si mira repulznich interakci
mezi jednotlivymi molekulami PLGA, coz vede k tvorbé mensich nanocastic. VSechny
piipravené nanocastice presahly velikost 100 nm, z hlediska velikosti se tedy jedna
o nanocastice vhodné pro transport 1é¢iva do makrofagt.

Koncentrace ucinné latky pouzité pro syntézu nanocastic neovliviiovala jejich
vyslednou velikost. Ta se u nanocéstic pfipravenych z jednoho typu polymeru

pohybovala v izkém rozmezi kolem primérnych hodnot uvedenych v tabulce 2:
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Tabulka 2: Prumeérna velikost castic dle typu polymeru

polymer primérna velikost [nm]
PLGA 75/25 151,3 + 7,55

PLGA 50/50A 151,4 + 4,47

PLGA 50/50E 162,0 +£ 1,79

PLGA T3 157,8 + 11,33

PLGA A2 111,8 + 3,29

Mezi dalsi faktory, které mohou ovlivnit velikost ¢astic patii koncentrace polymeru,
ktera zde vSak byla u vSech vzorka konstantni. Dale typ polymeru, jeho molekulova
hmotnost, slozeni (v pfipadé PLGA pomér kyseliny glykolové a mlécné), piipadné
modifikace polymeru jako napft. esterifikace koncovych karboxylovych skupin [70].
V ptipadé¢ naseho méteni dosahovaly nanocastice velmi podobnych velikosti navzdory
rozdilim v pouzitych polymerech (napt. rizné pomér kyseliny mlééné a glykolove,
esterifikace u polymeru PLGA 50/50E ¢i vétveni u PLGA T3 a A2). Nejvyssi prumérné
velikosti vykazovaly nanocéstice ptipravené z polymeru PLGA 50/50E. V tomto
polymeru jsou na rozdil od polymeru PLGA 50/50A karboxylové skupiny terminovany
esterovou skupinou, coz miize vést k odlisSnym vlastnostem véetné rozdilu velikosti
[71], ktery vSak pii naSem méfeni nebyl vyrazny. OdlisSnou velikost jsme dale
pozorovali v ptipadé vétveného PLGA A2, jehoz vysledné nanocéstice byly mensi
v disledku repulze terminalnich karboxylovych skupin. Zda se tedy, Ze ptipadna
pfitomnost nebo absence volnych karboxylil ptipadné jejich pocet ve strukture PLGA
ma vliv na vyslednou velikost. Klicovou roli pravdépodobné hraji vzijemné
elektrostatické repulzni sily téchto disociovatelnych karboxylt.

Z hlediska distribuce velikosti Castic se jednalo o dostate¢né homogenni vzorky.
Zmeétend polydisperzita vyjadiend jako PDI byla u nano€astic pfipravenych ze vSech
druhti polymert pfi vSech pouzitych navazkach dexametazonu nizsi nez 0,150. Nizka
polydisperzita je jednou z vyhod pifipravy nanoc¢astic nanoprecipitaci a zdroven patii
mezi zdkladni pozadavky na nanoCéstice pro terapeutické ucely [5]. Pfi syntéze
terapeuticky vyuzivanych nanocéstic je vhodné dosahnout co nejvice homogenniho
vzorku. Za optimalni PDI nanocéstic pro terapeutické vyuziti je obvykle povaZzovana
hodnota nizsi nez 0,3. [72] Vzhledem k vysledné PDI pohybujici se kolem 0,1 mizeme

piipravené vzorky z hlediska distribuce velikosti ¢astic povazovat za vyhovujici.
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4.1.3 Vyhodnoceni zeta potencialu nanocastic

Pro cileni do makrofagt je diilezity zdporny naboj nanocastic. [21] Zaporny naboj byl
naméien u vSech pfipravenych nanocastic pii pouziti vSech péti druhii polymeru
a pti vSech pouzitych vstupnich koncentracich dexametazonu.

Pfi porovnani nanocastic ptfipravenych ze stejného druhu polymeru pfi pouziti
vstupnich navdzek dexametazonu 0,15-3 mg nebyl pozorovan jednoznacny vliv
vstupni koncentrace U€inné latky na vysledny zeta potencial. Tento vysledek miize
souviset se skuteCnosti, ze dexametazon byl pii syntéze inkorporovan dovnitt
nanocastic, zatimco zeta potencial je ovlivnén vlastnostmi jejich povrchu. Hodnoty
zeta potencialu tak pro jednotlivé polymery kolisaly v pomérné tzkém rozmezi kolem
primérné hodnoty. V piipad€ polymeru PLGA 75/25 byl pfi jednotlivych méfenich
zjistén zeta potencidl -22,9 az -32,1; pro PLGA 50/50A se pohyboval v rozmezi -14,8
az -17,6; pro PLGA 50/50E byly zjistény hodnoty -17,6 az -25,2. V ptipad¢ vétvenych
polymert byl pro PLGA T3 naméfen zeta potencidl mezi hodnotami -18,0 az -30,3
apro PLGA A2 se pohyboval vrozmezi -11,0 az -25,4. Primémé hodnoty
pro jednotlivé vstupni koncentrace dexametazonu a pfislusny polymer znéazoriuji

grafy 21-25:

Zeta potencial - PLGA 75/25

0,15 0,3 0,6 1,5 3
0,0
-5,0
= -10,0
£
™ _15,0
(8]
oy
g
o -20,0
o
8
Y -250
26,5 25,0
-30,0 ’ -27,0 -26,7
31,2
-35,0

vstupni navazka dexametazonu [mg]

Graf 21: Zavislost zeta potencialu na vstupni navazce dexametazonu pro PLGA 75/25
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Graf 22: Zavislost zeta potencialu na vstupni navizce dexametazonu pro PLGA 50/504
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Zeta potencial - PLGA T3
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Graf 24: Zavislost zeta potencialu na vstupni navazce dexametazonu pro PLGA T3
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Graf 25: Zavislost zeta potencialu na vstupni navazce dexametazonu pro PLGA A2

Jednim z faktort ovliviiujicich hodnotu zeta potencidlu je pouzity polymer. V nasem
méfeni dosahoval nejvysSich absolutnich hodnot zeta potencidlu polymer PLGA

75/25, nasledovany polymerem PLGA T3 a PLGA A2, u nichZ vSech dosahoval
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primérné nameéteny zeta potencial hodnot pod -20 mV. V ptipad¢ obou polymeri
PLGA 50/50 byly primérné absolutni hodnoty zeta potencialu niz$i nez 20 mV.
Primér naméfenych hodnoty zeta potencialu vSech piipravenych nanocéstic
pro jednotlivé polymery vyjadiuje tabulka 3:

Tabulka 3: Priimérny zeta potencial dle typu polymeru

polymer Primérny zeta potenciil [mV]
PLGA 75/25 -27,27 £ 2,32
PLGA 50/50A -16,29 + 0,54
PLGA 50/50E -19,48 + 1,67
PLGA T3 -23,03 + 2,57
PLGA A2 -21,43 £ 3,06

Je zajimavé, Ze nanocéstice ptipravené za pouziti PLGA 50/50A, v jehoz struktufe jsou
volné karboxylové skupiny umoziujici vznik zaporného ndboje, dosahovaly nizsich
absolutnich hodnot zeta potencidlu nez PLGA 50/50E, kde jsou tyto skupiny
maskovany esterifikaci. Zatimco kyselé karboxylové skupiny mohou byt zaporné
nabity a vést tak kobecné vysSim hodnotdm =zeta potencidlu, v ptipadé
esterifikovaného polymeru miize esterifikace zplisobit nizsi stabilitu i naméfené
hodnoty.

Z hlediska stability vznikaly suspenze relativné az stiedn¢ stabilni, pficemz absolutni
hodnota zeta potencialu se pohybovala mezi 15-30 mV. Za nestabilni jsou povazovany
koloidni suspenze se zeta potencidlem niZ§im nez + 10 mV, za vysoce stabilni pak
suspenze s hodnotou zeta potencidlu vyssi nez + 30 mV. [73] Nicméné, je tfeba
konstatovat, Ze béhem feseni této prace jsme nesetkali s Zadnymi projevy nestability
piipravenych nanosuspenzi. Z hlediska specificity distribuce do makrofagia je
vyhodou vyrazné zdporny zeta potencial. Z tohoto hlediska se jako nejvhodngjsi
kandidat jevi PLGA 75/25. Podobnych vysledkli bylo dosazeno i ve studii Boltnarové
et al. (2021) [74], kde byla zkouména mira internalizace PLGA nanocéstic riznymi
buiikami a nanocastice ptipravené z PLGA 75/25 byly makrofagy fagocytovany

v nejvyssi mife.
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5 ZAVER

Byly pfipraveny nanocastice s obsahem dexametazonu nanoprecipitatni metodou. Pro
pripravu nanocastic bylo pouzito pét typt polymeru zalozenych na polymlécné-ko-
glykolové kyseliné a rizné vstupni koncentrace dexametazonu. Vysledky ukdzaly, ze
mnozstvi dexametazonu pouzitého pro pfipravu nanocastic ma vliv na miru jeho
enkapsulace. U vétSiny pfipravenych nanocastic dosahovala enkapsulaci efektivita
nejvyssich hodnot pii navazce 0,6 mg dexametazonu na 30 mg polymeru. Naopak
Pticinou tohoto jevu miiZe byt presyceni roztoku dexametazonem pii této navazce
vedouci ke vzniku krystalii dexametazonu a nasledna prevaha krystaliza¢nich procest
nad enkapsulaci. Podobny trend byl pozorovan i v ptipad¢ drug-load, kde se zvySujici
se vstupni koncentraci dexametazonu rostly hodnoty drug-load, které dosahly maxima
pfi navazce 1,5 mg a nasledné klesly pii navazce 3 mg. Nejvyssi enkapsulacni
efektivity (8,30 %) a nejvyssi hodnoty drug-load (0.336 %) bylo dosaZeno pii pouZiti
veétveného polymeru PLGA T3.

Velikost nanocastic se mirné liSila podle typu pouzitého polymeru, ale u vsech
pfipravenych nanocastic se nachazela vrozmezi 100200 nm a byla tak splnéna
velikostni podminka pro pasivni cileni ¢astic do makrofagl. U vzorkl bylo dosaZeno
také nizké polydisperzity (<0,15). Hodnoty zeta potencidlu byly u vSech nanocéstic
zaporné a nanocastic tak vykazovaly zapornych povrchovy néaboj vhodny
pro rozpoznani ¢astic makrofagy.

Ukazalo se, Ze jak vstupni mnozstvi dexametazonu, tak molekuldrni architektura
pouzitého polymeru mohou ovliviiovat proces enkapsulace. Nejlepsich vysledkt bylo
dosaZeno pii pouziti vétven¢ho polymeru PLGA T3, proto by se dal§im vyzkum mohl

zameéfit na nanocastice pfipravené praveé z tohoto polymeru.
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