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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra: Farmaceutické technologie
Skolitel: PharmDr. Ondfej Holas, Ph.D.
Konzultant: Mgr. Barbora Boltnarova
Posluchac: Daniela Kozackova

Nazev diplomové prace:  Polymerni castice pro cilenou terapii a zvySeni
biodostupnosti

Nanocéastice pfipravené z biodegradovatelnych a biokompatibilnich polymert
jsou vyuzitelné pro cilenou terapii zdnétlivych onemocnéni a zvySeni biodostupnosti
ve vodé Spatné€ rozpustnych protizanétlivych 1é€iv. Cilena distribuce zprostiedkovana
predevsim fyzikalné-chemickymi vlastnostmi nanocastic mize omezit nezadouci a
vedlej$i ucinky enkapsulovanych 1éciv. Idedlni vlastnosti nanocastic pro pasivni
targeting do bunék mononuklearniho fagocytického systému (MPS) jsou velikost
v rozmezi 100-300 nm, hydrofobni charakter a negativni povrchovy naboj.

Byly pfipraveny polymerni nanocastice matricového typu, u nichz se hodnotila
velikost, index polydisperzity, zeta potencial a enkapsulacni efektivita. Enkapsulovana
kurkumin, dexametazon a dexametazon acetidt. Matrice nanocastic byla tvofena
kopolymerem PLGA, vyuZity byly 3 druhy PLGA s riznymi poméry kyseliny mlécné
a glykolové. Nanocastice byly pfipraveny s vyuZitim 2 metod — emulzni odpafovaci
metoda a metoda nanoprecipitace. Zkoumalo se idealni sloZeni organické faze a druh
a koncentrace surfaktantu, ktery zajisti stabilitu nanoemulze.

Vysledky ukazuji, ze nejvyznamnéj$i vliv na vlastnosti nanocastic ma typ
polymeru a enkapsulované 1écivo. Metoda ptipravy se nezda byt rozhodujici. Byly
pfipraveny nanocastice s optimalnimi vlastnostmi pro cileni do MPS. Ideélni
organickou fazi pro emulzni odpafovaci metodu je ethylacetat:aceton (1:9), pro
nanoprecipita¢ni metodu aceton a u obou metod 0,5% roztok Pluronic® F-127 jako
vodn4 faze.

Klicova slova: Pasivni targeting, nanocastice, kurkumin, dexametazon, dexametazon

acetat, PLGA polymer, emulzni odpafovaci metoda, nanoprecipitacni metoda.
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Title of thesis: Polymeric particles for targeted and enhanced bioavailability

Nanoparticles prepared from biodegradable and biocompatible polymers are
useful for targeted therapy of inflammatory diseases and increase the bioavailability
of poorly water-soluble anti-inflammatory drugs. Targeted distribution is mainly
mediated by the physico-chemical properties of nanoparticles. This can reduce
unwanted side effects of encapsulated drug. The ideal properties of nanoparticles for
passive targeting to cells of the mononuclear phagocytic system (MPS) are size in the
range of 100 nm to 300 nm, hydrophobic character and negative surface charge.
Matrix-type polymeric nanoparticles were prepared. Prepared nanoparticles were
evaluated for size, polydispersity index, zetapotential and encapsulation efficiency of
the drug. Three anti-inflammatory substances with different water solubility — a
dexamethasone, a dexamethasone acetate and a curcumin were encapsulated. The
matrix of nanoparticles was made of PLGA copolymer, three types of PLGA with
different lactide:glycolide ratio were used. Nanoparticles were prepared using two
methods — emulsification solvent evaporation method and nanoprecipitation. A
suitable composition of the organic phase, a type and concentration of surfactant
ensuring the stability of the nanoemulsion was investigated.

The results suggest that the polymer type has the greatest influence on the properties
of the nanoparticles and drug encapsulation. The method of preparation does not seem
to be critical. Prepared nanoparticles possesed optimal properties for MPS targeting.
The ideal conditions for emulsion method are ethyl acetate:acetone (1:9), for the
nanoprecipitation method are the best acetone and surfactant is 0,5% Pluronic F®-127
as aqueous phase.

Keywords: Passive targeting, nanoparticles, curcumin, dexamethasone,
dexamethasone acetate, PLGA polymer, emulsification solvent evaporation method,

nanoprecipitation



1 UVOD A CIL PRACE

V poslednich letech se zvySuje z4jem o pouziti nanotechnologii pro dodani 1é¢iv
arozvoj farmaceutickych ptipravkl. Nanoc¢astice mohou nabidnout vyznamné vyhody
oproti konvencnim systémum pro podavani 1€¢iv, jako je vysoky obsah 1é¢iva, ochrana
1éCiva pied enzymatickou degradaci, stabilita a specificita, schopnost kontrolované
biodistribuce a fizené¢ho uvoliiovani, snizeni toxicity a dalsi. Osud 1é¢iva v organismu
je pak ovlivnén vlastnostmi nosice a fidi se pravidly partikokinetiky.

Komplikovanym onemocnénim projevujicim se chronickymi zanétlivymi
procesy v jatrech je nealkoholicka steatohepatitida (NASH), ktera mtze progredovat
ptes fibrozu a cirhozu jaterni tkdné az v karcinom jater. NASH vzniké na podkladé
obezity a inzulinové rezistence. V ranném stadium NASH hraji kli¢ovou tlohu
vrozvoji zanétu makrofagy, které produkuji prozanétlivé cytokiny, coz vede
k prohloubeni zanétu.

Polymerni nanoc¢astice matricového typu pfipravené z biodegradovatelnych a
biokompatibilnich polymert s enkapsulovanym protizanétlivym lé¢ivem umoznuji
cilené podavani l1é€iva k mistu zdnétu a omezuji tak systémové nezadouci a vedlejsi
ucinky latky.

Prostfednictvim bun¢k mononuklearné fagocytického systému (MPS) jako jsou
napt. Kuppferovy bunky, reziden¢ni jaterni makrofagy, 1ze dosdhnout zacileni 1é¢iva
do zanétlivé tkang. V ptipad¢é bunék MPS se nabizi vyuZiti pasivniho targetingu, ktery
vyuziva fyzikalné-chemickych vlastnosti nosice. NejzasadnéjSimi parametry, které
ovliviiyji osud intravendzné podané nanoformulace, jsou velikost ¢astic, hydrofilita,
tvar a povrchovy ndboj nanocastic.

Cilem této prace bylo pfipravit nanocastice zalozené na poly(mlécné-ko-
glykolové kyseling) se ttemi potencialnimi 1é¢ivy liSicimi se svou rozpustnosti ve vodé
a biodostupnosti. Prace je zamétend na hleddni vhodné metody ptipravy nanocastic a
optimalizaci podminek s cilem dosazeni optimalnich parametrti vzniklych ¢astic pro

dalsi experimenty.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Nealkoholicka steatohepatitida (NASH)

Nealkoholické steatohepatitida je celosvétove nejrozsiienési pricinou chronické
elevace jaternich enzymtim, kdy steatotické postizenim jater neni zpisobeno vysokou
konzumaci alkoholu. Pfedstupeii onemocnéni byvéa oznacovan souhrnnym pojmem
NAFLD (z anglického: Non-Alcoholic Fatty Liver Disease). NASH zahrnuje jak
steatozu a zanétlivé postizeni, tak i1 pokrocilejsi faze jaterniho poskozeni. Muze
progredovat do cirhozy s dalsi dekompenzaci vedouci k odumirani jaternich bunék.
Mezi nasledné komplikace NASH se fadi portalni hypertenze, jaterni selhdni a také
hepatocelularni karcinom. [1, 2, 3]

NASH se stava stale castéjSim onemocnénim soubéZné s rostouci prevalenci
obezity a dalSich slozek metabolického syndromu. Prifezova studie prokazala, ze 20—
30 % dospélych zijicich ve vyspélych zemich a konzumujicich zapadni stravu ma
ztu€néni jater, u 2-5 % je pfitomno zna¢né poskozeni jater a 1-2 % vSech dospélych
je ohroZeno progresi zanétd vedoucich az k cirhdze jater. Spojitost mezi NASH
s pokrocilou fibrézou, diabetes mellitus 2. typu a obezitou je zcela zfejma. [4]

Pro vznik onemocnéni je zasadni pfetizeni jater primarnimi metabolickymi
substraty jako jsou monosacharidy — gluko6za a fruktdza, které se v jatrech preménuji
na mastné kyseliny, a samotné mastné kyseliny pochazejici z tukové tkané. Lipidové
pietiZeni jater je jeSt¢ umocnéno pii inzulinové rezistenci. Pii pretiZzeni jater substraty
sacharidli a mastnych kyselin nebo narusenim funkce metabolismu mastnych kyselin,
anebo dost moznd kombinaci obou, miize dochazet ke vzniku toxickych forem
mastnych kyselin (napt. diacylglycerolii, ceramidii, lysofosfatidylcholinu). Ty vedou
k naruSeni funkce endoplazmatického retikula, mitochondrialni dysfunkci a souhrnné
tak hepatocelularnimu poskozeni, zanétu a apoptoze. Tyto procesy jsou podmétem pro
fibrogenezi, ptipadné maligni transformace. [4]

Kromé& nezdravého Zivotniho stylu, moZné genetické predispozice a zmén
sttevni mikrofléry se na patogenezi NASH podileji intracelularni déje mezi
hepatocyty, Kupfferovymi buntkami a jaternimi hvézdicovymi bunkami. [5]
Kupfferovy buiiky jsou jaterni rezidencni makrofagy a hraji vyznamnou roli v iniciaci
a progresi zanétlivych reakci. Infiltrace monocytl a jejich nasledné diferenciace na

makrofagy vede k chronickému zanétu jater a fibrogenezi. Pfedev§im makrofagy a
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neparenchymové bunky produkuji zanétlivé, profibrogenni cytokiny a chemokiny.
Podrobnéji v kapitole 2.2 [6]

Onemocnéni je obvykle zcela bezpiiznakové a diagnostikovano byva na zakladé
nahodn¢ zjisténé zvysené hladiny transaminaz (aspartataminotransferaza (AST),
alaninaminotransferdza (ALT)). Typické je 2—3nasobné zvyseni hladin transamindz a
pomér AST/ALT mensi nez 1. Cilené by se po ptfitomnosti NAFLD mélo patrat u
pacienti s rizikovymi faktory jako jsou obezita, diabetes nebo hyperlipidémie.
Diagnéza vyzaduje vylouCeni vSech jinych jaternich onemocnéni — predevsSim
pozivani nadmérného mnozstvi alkoholu, virové hepatitidy B a C, autoimunitnich
chorob a polékovych postizeni. Jaterni biopsie neni nutnou podminkou pro diagnézu,
poslouzi vSak krozliSeni prosté steatozy, steatohepatitidy, fibrézy a cirhdzy.
V soucasnosti neexistuje neinvazivni vySetfeni, které by jaterni biopsii v posouzeni

zanétlivych zmén a stupné fibrozy spolehlivé nahradilo. [1]

2.2 Jatra a imunitni buiky

Jatra jsou velmi slozity organ s mnoha rozdilnymi populacemi bun¢k, které se
1i81 jak morfologii, tak funkénosti, které spolu ovsem siln¢ souviseji. V jatrech se také
vyskytuji bunky imunitniho systému. Imunitni buiiky, a pfedev$im makrofagy se
vyznamné podileji na procesech provazejicich NASH. V ptipadé metabolického
pretiZeni jater jsou imunitni buniky aktivovany endogennimi alarminy nebo DAMPs
(demage-associated molecular patterns). [7, §]

I kdyz existuji 1 dalsi jaterni buiiky s fagocytarni aktivitou, Kupfferovy bunky
nesou hlavni odpovédnost za fagocytozu v jatrech. Kupfferovy buiiky jsou reziden¢ni
jaterni makrofagy. Jednd se o neparenchymové buiky, které sidli v sinusovém
vaskularnim prostoru a vystylaji jaterni sinusoidy. Zde je jejich tlohou odstrafiovani
cizorodych ¢astic z krve. Vzhledem ke své fyziologické funkci maji ustfedni roli
v regulaci homeostazy, bunééné komunikaci, regulaci zanétu a imunitnich procesi.
Kupfterovy buiiky internalizuji ¢astice prostfednictvim scavengerovych, toll-like a
mandzovych receptort, a ziejm¢ i1 fady dalSich. Zapojenymi mechanismy jsou
makropinocytoza, endocytoza  zprostfedkovand  klatrinem, endocytoza
zprostfedkovand  kaveolinem a dalS§i endocytotické drdhy. Endocytéza
zprostfedkovana klatrinem je zfejm¢e odpoveédna za internalizaci ¢astic o velikosti 100—

350 nm, zatimco mechanismus zprostfedkovany kaveolinem je zodpovédny za
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endocytozu castic o velikosti 20—100 nm. Kupferrovy buiiky jsou schopné prezentace
antigenu a stimulace T lymfocytl. Rekrutuji dal$i imunitni buiiky a uvoliluji medidtory
k zahgjeni zanétlivé reakce v jinych jaternich buiikach [7, 9, 10]

Rekrutované makrofagy pochazeji z kostni diené¢ a jsou klicovou slozku
akutniho 1 chronického zanétu, v zavislosti na své polarizaci se mohou podilet na
se zan¢tu jsou neutrofily, dendritické bunky a T lymfocyty. Dendritické bunky jsou
profesionalni antigen-prezentujici bunky. Pti poSkozeni jater vylucuji cytokiny a maji
schopnost indukovat jaterni hvézdicové buinky, NK bunky (Natural Killer) a
T lymfocyty ke zprostfedkovani zanétu. Cytokiny produkované makrofagy jsou
spojeny s aktivaci jaternich hvézdicovych bunék indukujicich syntézu kolagenu, ktera
nasledné vede k fibroze, coz vede ke zhorSeni stavu u pacientti s NASH. [7, 9]

Kupfferovy buniky se fadi k buiikdm mononuklearné-fagocytického systému
(MPS). Makrofagy odvozené z monocytl patii k bunkam retikuloendotelialniho
systému (RES). Makrofagy pochézejici z obou systému se mohou diferencovat na dvé
Siroké podskupiny makrofagu, které jsou polarizovany jako klasicky aktivované (M1)
nebo alternativné aktivované (M2). V zasazenych tkanich jsou makrofagy
polarizovany na prozanétlivy fenotyp M1, kdy polarizace je fizena predevsim Thl
cytokiny (napf.: lipopolysacharidy (LPS)). M1 produkuji prozanétlivé piisobky, jako
je IL-6, IL-12 a TNF-a (Tumor Nekrotizujici Faktor-a). Fenotyp M1 vykazuje

antimikrobidlni a antineoplasticky Uc¢inek. Nasledné mohou byt makrofagy

rrrrr

-----

Makrofagy fenotypu M2 navozuji hojeni ran remodelaci tkan€, ovSem potlacuji
protinddorovou imunitu. Klicovym aspektem polarizace makrofagl je zména exprese
bunéénych markerd. Makrofagy M1 nadmérné€ exprimuji proteiny CD80, CD86 a
CD16/32. Naproti tomu exprese argindzy-1, mandzového receptoru (CD206),

Jaterni makrofagy tedy hraji zasadni roli v mnoha patologiich, jako je akutni
poskozeni jater, ztunéni jater, fibroza, cirh6za a nadory jater. Komplexni role
makrofagl, exprese rtznych fenotypi a mnohocetné vzijemné vztahy s jinymi

jaternimi bunikami mohou vést k ochrannym 1 Skodlivym reakcim. Pravé diky své
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regulacni schopnosti jsou makrofadgy potencialnim terapeutickym cilem pro ovlivnéni
prubéhu jaternich onemocnéni. Modulace aktivity jaternich makrofagh mutze byt
vyuzita k 1é€bé a nanosystémy ptedstavuji slibné alternativy dosaZeni tohoto cile.
Z vySe uvedeného plyne, Ze pevné nanoCéstice, které jsou makrofagy aktivné
vychytavany, jsou potencialné velmi efektivni platformou pro dodani 1é¢iv specificky
do zanétlivé jaterni tkané a pro cilenou protizanétlivou terapii. [6, 7]
2.3 Lécebné strategie NASH

Zakladnim kamenem prevence i 1écby je Gprava zivotniho stylu se zamétenim
na zamezeni vzniku obezity pravidelnou pohybovou aktivitou a racionalnim pfistupem
ke stravovani. Mnoho soucasnych farmakologickych piistupti 1é€by NASH se
zamétuje predevsim na snizeni poskozeni jater, omezeni zanétu a fibrogeneze, feseni
metabolického syndromu a omezeni pietizeni jater mastnymi kyselinami. [4]
Navzdory rostouci prevalenci NAFLD a NASH schvéalend konvenéni terapie
neexistuje. VSechna doporuceni pfipoustéji, Ze predepisovani 1ékti na NASH je
povazovano za pouziti off-label, a Ze by méla byt peclivé zvazena rizika a pfinosy.
Byla prokazana ucinnost metforminu, pioglitazonu, analog GLP-1 (liraglutid) a
vitaminu E. Mnoho doporuceni se shoduje na tom, Ze 1 pouzivani statind je bezpecné
a prospésné predevsim u pacientit s NAFLD s dyslipidemii a aterogennim profilem.
Ovsem z diivodu hepatotoxicity, kterd miize byt s uzivanim spojena, nejsou statiny
doporucovany pacientiim s dekompenzovanou cirh6zou a akutnim jaternim selhanim.
Nekteré studie prokazaly pozitivni vliv vysokych davek kyseliny ursodeoxycholové,
jiné studie nepotvrdily vyznamné;jsi vliv oproti placebu, a naopak spiSe upozoriiuji na
vyznamné nezadouci ucinky vysokych davek jako napt. koZni vyrdzky, prijem. [5]

Lécba ve stadiu jaterni cirhozy se nelisi od cirhéz jiného ptvodu. V piipadé
alkoholického i nealkoholického ptivodu se piistupuje k 1é¢bé pomoci kortikosteroidi.
Nézory na prospéSnost terapie kortikosteroidy se ovSem riizni a neexistuji dostatecné
dikazy pro doporuceni nebo vyvraceni pouzivani kortikosteroidii u pacientd s jaterni
cirhdzou. Zastanci l1éCby uvadeji vyznamné zlepSeni kratkodobé az stfednédobé
mortality, zatimco odplrci upozoriiuji na riziko sepse a gastrointestinalniho krvéaceni
pfi 1é¢bé kortikosteroidy. [12, 13, 14]

Vzhledem k omezené ucinnosti a bezpecnosti v soucasnosti pouzivané

farmakoterapie je pozornost vénovana 1 rostlindm a vytazkiim z nich — ostropestiec
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maridnsky (silybin, silibinin, silymarin), resveratrol, kurkumin, zeleny ¢aj nebo
zazvor. [5]
Inovativni terapie NASH zahrnuje 4 hlavni cesty:
e Snizeni kumulace tuku v jatrech — mezi tato 1é¢iva patii modulatory PPAR
(Peroxisome Proliferator-Activved Receptor y) jako jsou pemafibrat, nebo
elafibranor; agonista nukledrniho receptoru FXR (Farnesoin X Receptor)
kyselina obeticholové; inhibitory de novo lipogeneze napt. aramchol. [15]
e Snizeni oxidacniho stresu, zdnétu a apoptozy — tato tfida 1éCiv zahrnuje
inhibitory signalizace apoptézy kinazy 1 (ASKI1) a ireverzibilni inhibitor
kaspazy (emricasan). [15]
e DalSim pfistupem je zaméfeni se na spojitost onemocnéni se stfevnim
mikrobiomem, ktery je schopen vytvaiet mastné kyseliny s kratkym fetézcem,
alkohol a ovlivnit metabolismus ZluCovych kyselin. Dale také zvySena
permeabilita stfeva dana dysfunkci stievni bariéry vede ke zvySenému piistupu
bakterialniho LPS do portalniho ob¢hu a do jater a také miize podporovat zanét.
K této skupiné¢ léCiv se fadi antagonisté Toll-Like Receptoru 4, anebo
makrolidové antibiotikum solithromycin. [5]
e Ctvrtym piistupem je cileni na jaterni fibrozu. Lé&ivo cenicrivirok je fazeno do
nové skupiny l1é€iv antifibrotika a stejné jako elafibranor, kyselina obeticholova
[15]
2.4 Nanocastice pro jaterni targeting

Jaterni makrofagy jsou potencidlné atraktivnimi terapeutickymi cili, pfi¢emz
nanocasticové systémy nabizeji nové perspektivy ke specifickému dosaZeni
makrofagi. Makrofagy hraji zdsadni roli v kone¢ném urceni nanoformulace v
organismu, protoze se podileji na jejich ptfijmu a biodistribuci. Jsou vyvijeny rizné
typy drug-delivery nanosytému pro cileni do makrofagli, napt. lipozomy, pevné
lipidové, polymerni nebo kovové nanocastice. [7, 16]

Nanocastice umoziuji na zakladé aktivniho nebo pasivniho targetingu
poskytnout zacileni do konkrétni tkan€, organu nebo skupiny bungk, tim snizit toxicitu
a vedlejsi ucinky 1éciva pro zbytek téla a zaroven jsou schopny uchranit 1é¢ivo pred

degradaci. Aktivni targeting vyuziva pro cileni specifické ligandy, zatimco pasivni

13



targeting cili nanocastice do pfisluSnych tkéni na zaklad¢ jejich fyzikalnich vlastnosti,
jako jsou velikost, naboj a hydrofilita. [10, 16, 17]

Nanocastice prislusné velikosti a ptisluSnych vlastnosti jsou vlivem pasivniho
targetingu akumulovany v jatrech, a to diky fagocytoze makrofagy. Pasivni targeting
vede v nejveétsi mife k zachyceni castic Kupfferovymi buiikami a rekrutovanymi
makrofagy. Vychytdvani nanocéstic je mnoha autory vnimdno jako negativum,
kterému je tfeba se vyhnout. Obavy nékterych autort jsou spojovany s nedostatecné
specifickou selektivitou distribuce a rovnéz s obavami z toxicity. Nicméné z jiného
uhlu pohledu tento fenomén otevira prostor pro 1écbu jinak tézce terapeuticky
zvladnutelnych jaternich onemocnéni. [7, 10, 16, 18, 19]

Intraven6zni cesta poddni umoznuje systémové dodavani nanocastic. Prvnim
klicovym bodem je kompatibilita nanocéstic s krvi. Po intravendéznim podéni
formulace nanocastic je vhodné sledovat minimalné tyto tii jevy:

e adsorpce proteinti krve na povrch nanocastic,
e vliv nanocastic na koagulacni kaskadu,
e vliv nanocastic na hemolyzu erytrocytu.

Adsorpce proteinu na povrch nanocastic je dobie zndmy a Siroce studovany jev,
ke kterému dochézi pii vstupu nanocastic do krevniho fecisté. Nazyva se ,,opsonizace*
a prispiva k ur€eni osudu nanocastic v téle, ktery zavisi na typu a mnoZstvi proteint
adsorbovanych na povrch nanocéstic. Opsonizace zavisi na fyzikalné-chemickych
vlastnostech nanocastic, jako jsou velikost, ndboj a povrchové modifikace. V krvi
nejhojnéji zastoupenym proteinem je sérovy albumin, ten je jednim z hlavnich
proteind, které se adsorbuji na povrch nanocastic, dale také fibrinogen. Bylo
prokézéano, Ze mnozstvi sérového albuminu naadsorbovaného na povrch je zavislé na
velikosti nanocastic, dale ze snizeni hydrofobnosti povrchu vede k mensi adsorpci
sérového albuminu na polymerni nanocastice. Naproti tomu adsorpce fibrinogenu
zavisi na povrchovém naboji nanocastice. Fibrinogen se adsorbuje pfedevSim na
kationické nanocastice. [20]

Vliv nanocastic na koagulaéni kaskadu je dal$im dilezitym faktorem.
Intraven6zné¢ podané polymerni nanocastice mohou modifikovat koagulacni cas.
Vysledky studie Fornaguera a kol. (2015) [20] dokazuji, Ze nanocCastice pfipravené

z kopolymeru poly(D,L-laktid-ko-glykolidu) (PLGA) neovliviiuyji aktivovany

14



parcialni tromboplastinovy ¢as ani protrombinovy ¢as. PLGA nanocastice neovliviiuji
koagulacni Casy pfi koncentracich do 1 mg/ml, cozZ je obvykla koncentrace pouzivana
pro provadéni koagula¢nich studii. Studie dokazuje, ze PLGA nanocCastice nemaji
prokoagulac¢ni charakter. [20, 21]

V neposledni fadé je dalezitym parametrem hemolyza. Terminem hemolyza se
oznacuje rozruSeni cervenych krvinek. PLGA nanocéstice podle vétSiny studii
nezpusobuji hemolyzu. Mohou byt tedy oznaceny jako bezpecné z hlediska indukce
embolizace a bunécné lyzy. [22, 20]

Pro makrofagy jsou atraktivni ¢astice o velikosti vétsi nez 100 nm a mensi nez
6 pwm, z tohoto Sirokého rozmezi vykazuji nejvétsi kumulaci v jatrech a sleziné Castice
s velikosti od 100 do 300 nm. Pokud jsou ¢astice vétsi nez 6 um, obvykle se deponuji
v plicich, ¢astice mensi nez 100 nm nedokézou aktivovat MPS a jejich doba setrvani
v ob¢hu se stava funkci jejich velikosti. Velikosti fenestraci v ledvinach se pohybuji
od 20 do 30 nm a tedy nanocastice s mensimi prumery jsou rychle odstranény rendlni
exkreci. VéEtsi Castice (30—100 nm) maji delSi doby obéhu, ale z ob&éhu jsou nakonec
vytlaceny ptes endotelidlni fenestrace. [10, 19]

Tendence polymernich nanoc¢éstic akumulovat se v cilové tkani zavisi na jejich
fyzikalng-chemickych vlastnostech véetnd distribuce velikosti &astic. Usp&ina
formulace bezpecnych, stabilnich a ucinnych nanocastic vyzaduje ptipravu
homogennich (monodisperznich) nanocastic o urcité velikosti. S ohledem na
charakterizaci distribuce velikosti ¢astic se parametr pouzivany k definovani rozsahu
velikosti nanoc¢éstic nazyva ,,index polydisperzity* (PDI). Termin ,,polydisperzita‘ se
pouzivé k popisu stupné nestejnomérnosti distribuce velikosti ¢astic, je také znamy
jako ,,index heterogenity”. PDI je v podstaté reprezentace distribuce velikostnich
populaci v ramci daného vzorku. Jedna se o bezrozmémy parametr. Ciselna hodnota
PDI se pohybuje od 0,0 (pro dokonale jednotny vzorek s ohledem na velikost Castic)
do 1,0 (pro vysoce polydisperzni vzorek s riznymi velikostmi ¢astic). Pro polymerni
nanocastice jsou v praxi za dostate¢né¢ monodisperni povazovany hodnoty PDI < 0,2.
[23, 24]

Tvar nanocastic ma také velky vliv na vychytdvani nanoc¢éstic makrofagy,

v

nejvyhodnéjsi je sféricky tvar nanocastic. [7, 25]
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Jako cizorodé rozpoznavaji makrofagy zejména hydrofobni Castice. Pokud je
cilem 1éCit stav v jatrech nebo v jinych makrofagy infiltrovanych tkanich, je
hydrofobni charakter nosi¢e vyhodou. Hydrofilni charakter prodluzuje cirkulaci
v krevnim obé&hu, vzhledem k mens$i mife interakci s bunkami MPS. Dekorace
povrchu ¢astice poly(ethylenglykolem) (PEG) je nejcastéjsi a nejucinnéjsi zpusob
zvySeni hydrofility. Prodlouzend cirkulace nanocastic umoziiuje vice casu pro
selektivni dodani do konkrétni postizené tkan¢ prostfednictvim aktivniho cileni. [10,
19, 26]

Bylo pozorovéno, ze elektricky neutralni ¢astice maji niz$i rychlost opsonizace
nez nabité Castice. Pro cileni do bunék MPS je zvlasté vyhodny zaporny povrchovy
naboj. [10]

Ptiklady rtiznych nanocasticovych systémi a riznych ucinnych latek pouzitych
k 1é¢bé NAFLD/NASH jsou uvedeny v nasledujicich odstavcich.

2.4.1 Polymerni nanocastice jako nosice 1é¢iv pro 1écbu NASH

Inhibitory slezinné tyrosin kinazy

Ve studii Kurniawan a kol. (2018) [6] byly navrzeny PLGA jako nosice
inhibitoru slezinné tyrosinkinazy (SYK). Tento enzym je nadmérné exprimovan v M-
diferencovanych zanétlivych makrofazich a vykazuje pozitivni korelaci s patogenezi
NASH a alkoholické hepatitidy. Selektivni inhibice SYK v makrofazich sniZuje
aktivaci makrofagu, coz je prokazano snizenou produkci specifickych markerii: iNOS
(indukovatelna syntaza oxidu dusnatého), MCP1 (makrofagovy chemotakticky protein
1), IL-6 a TNF-a, a dalSich. [6]

Samotny inhibitor SYK oznaceny R406, stejn¢ tak PLGA nanocastice nesouci
1é¢ivo R406 (R406-PLGA) vyznamné inhibovaly signalni drahu SYK (fosforylaci
SYK). Zatimco prazdné nanoc¢astice PLGA nevykazovaly Zadny Gcinek na fosforylaci
SYK. [6]

V in vitro studiich byl volny R406 u¢innéjsi nez nanocastice R406-PLGA, coZ
je pravdépodobné zpusobeno pomalejSim uvoliiovani 1é¢iva z matrice nanocastic.
R406-PLGA nanocastice (stfedni primér 160 nm) vyznamné zlepSily fibrozu, zdnét a
steatozu pii studiich na mySich modelech NASH. Dodani zprostiedkované PLGA
nanocasticemi vyznamné zvysilo in vivo terapeutickou ucinnost a intrahepatalni

dostupnost R406, a proto potencialné snizilo frekvenci podavani 1éciva. [6]
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Rosiglitazon

Je prokazano, ze agonisté jaderného receptoru PPARY (Peroxisome Proliferator-
Activated receptor y) zmirnuji zanétlivé reakce makrofaghh zapojenych do
metabolickych komplikaci obezity a aterosklerdzy. Jaderny receptor PPARY je
exprimovan ve vétsiné bun€k a tkani, jeho vSudypfitomna distribuce je problematicka
kvuli nezadoucim a vedlejSim ucinkiim agonistd PPARy — nartst hmotnosti, edémy,
zlomeniny kosti, méstnavé srdecni selhani. [7, 27]

Sférické nanocastice o stfednim priméru 200 nm byly ve studii Mascolo a kol.
(2013) [27] pouzity pro makrofagové selektivni dodavani agonisty PPARy
rosiglitazonu (RSG). Nanocéstice se skladaly z vnitini hydrofobni matrice tvofené
PLGA, kde byly inkorporovany molekuly RSG. Matrice byla obklopena vnéjsi vrstvou
polyvinylalkoholu (PVA), ktery tvofil hydrofilni obal pro snizeni agregace nanocastic
a omezeni opsonizace Vv krvi. Kombinace vhodné velikosti, tvaru a sloZeni
podporovala rychlou akumulaci systémové podanych nanosfér v cirkulujicich
monocytech a rezidentnich makrofazich. RSG je ve vodé pfi fyziologickém pH velmi
Spatné rozpustny, ovSem jeho rozpustnost se zvysuje v kyselém prostiedi. Proto
v kyselém endozomalnim prostiedi makrofagi dochazelo k rychlému uvoliovani
RSG, nejprve doSlo k hydrolyze stabilizujici vnéj§i vrstvy PVA, nasledované
degradaci a zvySovanim poréznosti PLGA jadra. [7, 27]

Experimenty s makrofagy izolovanymi z kostni dfené¢ mysi prokdzaly, ze
nanocastice RSG indukovaly cilové geny PPARYy se stejnou nebo vyssi ucinnosti jako
volny RSG. Dale mySi krmené tuky bohatou potravou, kterym byly intravaskuldrné
podany nanocastice RSG, vykazovaly zmirnéni zdnétu makrofagi v bilé tukové tkani
a jatrech, bez vlivu na geny metabolismu lipidii nebo srde¢ni geny spojené se
srde¢nimi vedlejSimi u€inky systémoveého podavani RSG. [7, 27]

SiRNA inhibitory Nogo-B v jatrech

SiRNA (small interfering RNA) jsou kratké dvouvlaknové nukleové kyseliny,
které mohou ovlivilovat expresi jiného genu. Vzhledem k tomu, Ze siRNA jsou
nestabilni a rychle degradované sérovymi enzymy a intracelularnimi nukledzami, je
terapie zaloZend na siRNA stale problematickd. Navic siRNA nemohou snadno

difundovat pfes bunécnou membranu kvili jejich velké velikosti a negativnimu naboji.
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K vyfeSeni téchto omezeni byla prozkoumana jiz fada aplikacnich platforem.
Kationtové polymery s vysokou hustotou naboje, jako je polyethylenimin, poly(beta-
amino-ester) a poly(l-lysin), mohou kondenzovat se siRNA prostiednictvim
elektrostatickych interakci za vzniku polyplext. Piestoze jsou u¢inné pro dodavani
siRNA in vitro, mnoho z téchto kationtovych polymerd neni vhodnych pro dodavani
in vivo kvuli asociaci s negativné nabitymi sérovymi proteiny a vysoké cytotoxicite.
Polymerni nanocastice z PLGA se Casto pouziva kviili své nizké toxicité a schopnosti
postupného uvoliiovani. Nicméné pouzitelnost PLGA nanocastic pro siRNA je
omezena nizkou uc¢innosti enkapsulace siRNA ve srovnani s kationtovymi lipidy a
polymery. [28]

Dalsi moZnosti mohou byt kationtové polymery poly(amin)-ko-esterové (PACE)
terpolymery (kopolymer 3 riznych monomerll), které maji nizkou hustotou naboje,
coz vede k nizsi cytotoxicité. Také jsou schopné tvofit polyplexy, a byly proto pouzity
jako nosi¢e siRNA terapeutik pro snizeni exprese proteini souvisejicich s
onemocnénimi jater. [28]

Reticulon 4B, také znamy jako Nogo-B, je rezidentni skupina proteint
endoplazmatického retikula. Je vysoce exprimovan v neparenchymalnich bunkach —
jaterni sinusové endotelidlni buiiky, Kupfferovy buiiky a hepatické hvézdicové bunky.
Nogo-B se podili na fad¢ jaternich patologii, jako je jaterni fibroza a alkoholické
onemocnéni jater, konkrétné podporuje polarizaci M1 a inhibuje polarizaci M2 v
Kupfferovych buiikéach. [28]

Ve studii Cui a kol. (2019) [28] byly PACE nanocéstice s inkorporovanymi
siRNA in vivo testovany na mysSich. Intravenozni podéani vedlo k preferenc¢ni distribuci
nanocastic do jater. Ve studii se prokazalo, Ze PACE nanocastice se siRNA potlacuji
Nogo-B v jatrech. Jeden tyden po podani doslo k vice nez 60% supresi jaternich hladin
Nogo-B. [7, 28]

Inhibitory Notch signalniho systému

Jedna z nové€ objevenych moznosti, jak pfistoupit k terapii diabetes mellitus 2.
typu a NASH, vyplyva z toho, ze ob&é onemocnéni vedou k maladaptivni reaktivaci
signalni drahy Notch v jatrech. Notch je bunécny signalni systém, ktery fidi
embryonalni vyvoj. Za fyziologickych podminek v dospélosti jeho funkce vyhasina.

U obéznich pacientl a stejné tak u obéznich mysi byla pozorovana aberantni aktivita
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a reaktivace Notch receptorti v hepatocytech. Aktivace signalni drédhy je indukovana
vazbou ligandu, dochazi k aktivatnimu Stépeni receptoru Notch, které je
zprostfedkované y-sekretazou. [29]

Notch antagonisté ucinné potlacuji produkcei glukozy v jatrech a snizuji jaterni
fibrézu u NASH. Nejlépe prostudovanymi antagonisty Notch jsou inhibitory y-
sekretazy (GSI), které zabranuji aktivacnimu Stépeni receptortt Notch. GSI vykazuji
extrahepatalni vedlej$i ucinky, zejména metaplazii poharkovych bunck, atrofii
marginalni zony sleziny a Sedivéni vlasi, ty omezuji terapeutické vyuziti. Piekonani
téchto omezeni miize vyiesit specifické podavani GSI do jater pomoci nanocastic. [29]

Ve studii Richter a kol. (2020) [29] byly PLGA nanocastice s inkorporovanym
GSI (stfedni primér 180 nm) aplikovany mysim krmenych dietou provokujici NASH.
Po 4 dnech doslo ke zjevnému sniZeni produkce glukozy v jatrech, ke snizeni jaterni
fibrozy a snizil se i pocet jaternich makrofagt, které ptispivaji jak k zanétu jater, tak
k fibroze. Ke snizeni projevit NASH doSlo bez zjevné gastrointestinalni a slezinné
toxicity. Sedivéni chlupli bylo subjektivné pozorovano v mensi mife nez u mysi,
kterym byly poddny neenkapsulované GSI, avSak vysledek svéd¢i pro dermalni

distribuci GSI bez ohledu na zptisob podani. [29]

2.5 Metody pripravy nanocastic

Metody ptipravy polymernich nanoc¢astic zahrnuji dva principy. Prvni moznosti
je piiprava in situ polymeraci monomeri a druhou pouziti disperzi predem
vytvotrenych polymert. Vyhodou pfipravy nanocastic z jiz ptipravenych polymerut je
nepiitomnost toxickych zbytkli ve srovnani s metodami zaloZenymi na polymeracnich
reakcich, které mohou obsahovat nezreagované monomery a volné radikaly. Volba
metody pro pfipravu nanocastic je vysoce zavisld na fyzikalné-chemickych
vlastnostech polymeru a léciva. Metod ptipravy polymernich nanocastic z pfedem
vytvofenych polymerit je vice napi: emulzni odpatfovaci metoda (ESE),
nanoprecipitace (NPM), vysolovani, dialyza, technologie superkritickych tekutin a
dalsi. V nasledujicich kapitolach budou piedstaveny pouze metody pouzivané pro
piipravu nanocastic v experimentalni ¢asti diplomové prace. [30, 31]

2.5.1 Emulzni odparovaci metoda — ESE
Metoda zahrnuje dva kroky, nejprve je pfipravena organicka faze, ktera se sklada

z 1éCiva, polymeru a smési org. rozpoustédel, kdy jedno z rozpoustédel je neomezené
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misitelné s vodou (napt. aceton) a druhé je s vodou omezen¢ misitelné nebo zcela
nemisitelné (napft. ethylacetat, dichlormethan). Dale se pfipravi vodna faze obsahujici
povrchove aktivni latku. Spontdnni emulgace spociva v pfidani organické faze do
vodné faze, org. rozpoustédlo misitelné s vodou rychle difunduje z organické do vodné
faze, coz vede ke spontanni tvorbé jemnych kapi¢ek emulze vlivem vyrazného poklesu
mezifazového napéti mezi organickou a vodnou fazi. Povrchové aktivni latka se
adsorbuje na povrch kapicek a zabranuje agregaci kapi¢ek emulze. Pro finalni upravu
velikosti nanokapek emulze nasleduje vysokoenergeticka homogenizace (pomoci
vysokorychlostniho michéani, ultrazvuku nebo vysokotlakou homogenizaci), ktera
¢astice zmens$i na pozadovanou nanovelikost. [19, 30, 32, 33]

V dal$im kroku se organické rozpoustédlo odpati bud’ nepfetrzitym michanim
pii laboratorni teploté nebo pfi nizsi teploté za snizeného tlaku. Ultracentrifugaci a
promytim ciSténou vodou se odstrani prebytek stabilizdtoru a volného 1éciva od
nanocastic. Voda je nasledné odstranéna lyofilizaci, pro zlepSeni trvanlivosti béhem

skladovani. [30, 32, 33, 34, 35]

Obrazek 1: Schématicky ndkres emulzni odparovaci metody

2.5.2 Nanoprecipita¢ni metoda — NPM

NPM se téz nazyva metoda vytésnéni rozpoustédla, jedna se o neemulzni metodu
formulace nanocastic. Organickd faze se skldda z polymeru, 1éciva a s vodou
misitelného organického rozpoustédla (napf. aceton), ve kterém je lécivo dobie
rozpustné. Organickd faze je v jednom kroku pfiddna do vodné faze obsahujici
surfaktant. LéCivo neni rozpustné ve vodné fazi. [10, 31]

Zakladni princip této metody je zaloZeny na vysraZeni polymeru, ktery zachyti
1é¢ivo. K precipitaci dochazi na rozhrani fazi, které nastdva po vytésnéni
semipolarniho rozpoustédla z organické faze. Rychla difuze rozpoustédla do vodné
faze vede k poklesu mezifazového napéti, a to vede k vytvoreni velkého povrchu ve
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formé nanocastic. Surfaktant stabilizuje vzniklé nanocéstice. Organické rozpoustédlo
se z nanosuspenze odstrani odpatenim. [10, 31, 36]
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2.6 Pouzité uc¢inné latky

Obrdzek 2: Schématicky ndkres nanoprecipitacni metody

2.6.1 Kurkumin

Kurkumin (obrazek 3) je barvivo které je nejvyznamnéjsi slozkou oddenku
z kurkumy, oddenky pouzivané k farmaceutickym uUcelim pochézeji z rostlin
Curcuma longa nebo Curcuma xanthorrhiza (Zingiveraceae). Kurkumin je lipofilni
latka, polyfenolického charakteru, obsahujici dvojné vazby, vykazujici keto-enol
tautomerii. Keto forma prevlada v kyselém a neutralnim prostiedi, zatimco enol forma
pfevazuje v prostiedi alkalickém. Kurkumin vykazuje protizanétlivou, antiproliferacni
antibakterialni, antivirovou, neuroprotektivni a antioxidaéni aktivitu, je silnym
inhibitorem fibrogeneze, coz muze vysvétlit jeho pozitivni uc¢inky u nemoci, jako je
fibroza ledvin, plic, jater a Crohnova choroba. Znamé jsou také antirevmatické ti€inky
kurkumy. Nékteré klinické studie ukazaly, Ze podavani kurkuminu vyznamné sniZilo
hladiny ALT a AST a zlepsSilo steatdzu jater u pacientli s NAFLD. [5, 37, 38, 39]
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Obrdzek 3: Kurkumin, molekulovd hmotnost: 368,4; logP: 3,2

Kurkumin je schopen down-regulovat transkripéni faktory, jako je nukleéarni
faktor-kappa B, aktivatorovy protein 1, early growth response protein 1 (EGR-1) nebo
intracelularni signalni drahy. Tyto faktory a signédlni drdhy jsou zodpovédné za
regulaci genové exprese prozanétlivych molekul, jako jsou matrix-metaloproteinazy,
cyklooxygenaza 2, TNF-a, iNOS, interleukiny (IL-1P IL-6, IL-8) a dal$i prozanétlivé

cytokiny a chemokiny, které maji klicovou roli v rozvoji chronického zanétu. [39]
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Pouziti kurkuminu omezuje jeho minimalni rozpustnost ve vodé a v disledku
toho nizka biologicka dostupnost, ke které¢ prispiva predev§im nizka absorpce, rychly
metabolismus, rychld eliminace i chemicka nestabilita. Ke zlepSeni biologické
dostupnosti kurkuminu bylo pouzito mnoho pfistupii: pouziti adjuvans, jako je piperin,
ktery interferuje s glukuronidaci a omezi tak rychlou metabolizaci kurkuminu; pouziti
lipozomalniho kurkuminu; nanocéstice kurkuminu; pouziti fosfolipidovych
komplexti; anebo pouziti strukturnich analogli kurkuminu. Nové formulace by mohly
poskytnout lepSi dostupnost, delsi biologicky polocas a vysSi odolnost vici
metabolickym procestim. [38, 40]

Pro dodani kurkuminu je Siroce rozSifend inkorporace v riiznych typech
polymernich nanoc¢éstic a v micelach. Mezi nejpouzivanéj$i polymerni vehikula pro
dodéani kurkuminu patii chitosan, N-isopropylakrylamid a polymer PLGA. Zejména
nanocastice syntetizované z amfifilnich polymert jsou na rozdil od volného
kurkuminu dispergovatelné ve vodném prostiedi, a zaroven prokazuji stejnou
terapeutickou ucinnost jako volny kurkumin. [39, 41]

Bioaktivni kurkuminoidy (kurkumin, demethoxykurkumin a
bisdemethoxykurkumin) vykazuji silnou absorpci UV-VIS svétla pfi maximalni
vinové délce 425 nm. UV-VIS spektroskopii lze tedy pouzit pro kvantifikaci
kurkuminoida. [42]

2.6.1.1 Nanocastice jako nosi¢e kurkuminu

Ve studii Chen a kol. (2019) [43] bylo cilem pfipravit pomoci ESE metody
PLGA nanocastice s inkorporovanym kurkuminem za ucelem dosaZeni protinadorové
aktivity proti rakovin€ jater. Kurkumin totiz vykazuje protinddorou aktivitu vetné
inhibice iniciace, progrese a metastazovani rakovinnych bunék. Prestoze ma kurkumin
mnoho farmakologickych aktivit, jeho klinickd aplikace je stile omezena mnoha
faktory, jako je napf. Spatnd rozpustnost ve vodé (=0,125 mg/l), nizka biologicka
dostupnost, rychly metabolismus a systémova clearance. [38, 43]

Ve studii Chen a kol. (2019) [43] byly nanocastice vytvoteny z PLGA s D-a-
Tokopheryl polyethylenglykol 1000 sukcindtem (TPGS), coZ je emulgator pro
piipravu nanocastic, ktery miize zlep$it permeabilitu 1é¢iva a sniZit P-glykoproteinem

zprostiedkovanou rezistenci vici 1é¢iviim v rakovinnych bunikach. [43]
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Primérna velikost ¢astic byla 110,6 + 2,3 nm, dosazena enkapsulacni efektivita
(EE) 83,2 £ 2,7 % a zeta potencial -23,6 mV. Pomoci konfokéalni mikroskopie byla
srovnavana intracelularni absorpce volného kurkuminu, PLGA nanocastic
s kurkuminem (CPN) a PLGA nanoc¢astic skurkuminem sTPGS (CPTN)
do rakovinnych bun¢k. Primérné intenzity fluorescence (fluorescencéni barvivo
kumarinu-6) pro CPTN byly pfiblizné 2x vyssi nez pro CPN. Vysoky ptijem CPTN
bunikami mize byt zplisobena uc¢inkem TPGS, ktery podporuje absorpci. [43]

Vsechny vysledky ukazaly, ze CPTN mély lepsi protinadorovy ucinek in vivo
nez CPN a volny kurkumin. Histopatologie jater mysi neukazala zadné degenerativni
zmény po podani formulace CPTN. To prokazalo bezpecnost a biokompatibilitu
CPTN jako parenteralni formulace pro cileni na jatra. CPTN mohou zvysit biologickou
dostupnost kurkuminu, proto by teoreticky mohly byt idedlni pro 1é€bu nadort jater.
[43]

Cilem prace Pontes-Quero a kol. (2020) [39] byl vyvoj polymernich nanocastic
s obsahem kurkuminu za Gelem piekonani nevyhodnych fyzikdlnich vlastnosti
kurkuminu a vyuZiti vyhod nanotechnologii. Rizené uvoliiovani kurkuminu mize
rozsifit jeho uplatnéni pfi 16cbé zanétlivych onemocnéni a omezeni oxidacniho stresu.
Jako nosi¢ byl zvolen bioaktivni terpolymer (kopolymer 3 riiznych monomert) na bazi
a-tokoferylmethakrylatu, 1-vinyl-2-pyrrolidonu a N-vinylkaprolaktamu. Nanocastice
byly ziskany NPM a charakterizovany z hlediska velikosti (114-135 nm), PDI (pod
0,2), stability, EE (primémé 74,6 %) a uvoliiovani 1éCiva. In vitro bunécné testy byly
provedeny na kulturach lidskych kloubnich chondrocytti a RAW 264.7 (bunécna linie
mySich makrofagii), které byly stimulovany LPS. Hodnoceny byly cytotoxicita,
potvrzena na krysim modelu subkutdnni injekci disperze nanocéstic. Nanocastice s
enkapsulovym kurkuminem byly necytotoxické. [39]
jako jsou IL-8, makrofagové zanétlivé proteiny v chondrocytech, iNOS, IL-6, TNF-a
a MCP1 v RAW 264.7. Vyhodné je, Ze nanonosi¢ z a-tokoferylmethakryldtu ma
vlastni antioxida¢ni potencidl. [39]

Polymerni nanocéstice jsou na rozdil od volného kurkuminu stabilni ve vodném

-----
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polymernich nanocastic kurkuminu otevira dvete k dal$imu in vitro a in vivo vyzkumu
1é¢by zanétlh a nemoci souvisejicich s oxidativnim stresem. [39]

Také v praci Bisht a kol. (2007) [41] byly syntetizovany polymerni nanocastice
s inkorporovanym kurkuminem. Vyuzit byl kopolymer N-isopropylakrylamidu, s
poly(ethylenglykol)monoakrylatem a N-vinyl-2-pyrrolidonem. Fyzikélné-chemicka
charakterizace dynamickym rozptylem laserového svétla a transmisni elektronovou
mikroskopii potvrdila tzkou distribuci velikosti kolem 50 nm. Nanokurkumin se na
rozdil od volného kurkuminu snadno disperguje ve vodném médiu. Nanokurkumin
vykazuje srovnatelnou terapeutickou ucinnost in vitro s volnym kurkuminem na
lidskych bunéénych liniich rakoviny slinivky bfisni. Nanokurkumin stejné jako volny
kurkumin indukuje buné€nou apoptodzu, blokuje aktivaci nuklearniho faktoru kappa B
a snizuje hladiny prozanétlivych cytokint (IL-6, IL-8 a TNF-a). [41]

Nanokurkumin poskytuje piilezitost rozsifit klinicky repertoar této ucinné latky
tim, ze umozinuje tvorbu vodné disperze. Budouci studie vyuzivajici nanokurkumin
jsou opodstatnéné u preklinickych in vivo modela rakoviny a dal$ich nemocit, které by
mohly mit prospéch z ucinkii kurkuminu. [41]

2.6.2 Dexametazon

Dexametazon (obrdzek 4) je bily, krystalicky prasek bez zapachu. Prakticky
nerozpustny ve vodé, rozpustny v methanolu, acetonu a omezené rozpustny
v dichlormethanu. Je to synteticky glukokortikoid se silnymi protizanétlivymi a
imunosupresivnimi u¢inky. Ma Siroké klinické pouziti. Dlouhodobé, systémoveé
podavani dexametazonu je ovSem spojeno se zavaznymi vedlej$imi Uc¢inky jako je
hyperglykémie, hypertenze, riziko vzniku gastrointestindlnich ulceraci vlivem zvySené
acidity, riziko tromboembolickych komplikaci, negativni ovlivnéni psychiky
nemocného, osteoporoza, iatrogenni Cushingtiv syndrom [25, 44]

Nanoformulace maji vyrazny potencial k minimalizaci vedlejSich u€inki. Cilené
dodéavani dexametazonu do klicovych buné€k regulujicich zanét, jako jsou makrofagy,

predstavuje slibny terapeuticky ptistup. [9]
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Obrdzek 4 Dexametazon, molekulovd hmotnost 392,46; logP 1,9

Castice mohou byt formulovany ze $iroké §kély syntetickych latek a ptirodnich
polymerd. Nicméné biodegradovatelné polymery, napt jako PLGA, jsou nejcasteji
pouzivané, kvili jejich nizké toxicité. [25]

2.6.2.1 Nanocastice jako nosi¢e dexametazonu

Snahou studie Fichter a kol. (2013) [9] bylo vyvolat cileny transport nanokapsli
na bazi dexametazonu za ucelem potlaceni zanétlivé reakce fagocytarnich bunék. Byly
zkoumédny nanokapsle (NC) zhydroxyethylSkrobu (HES) se zapouzdienym
dexametazonem (HES-DEX NC) a nanokapsle syntetizované vyhradné z
dexametazonu (DEX NC). Oba typy nanokapsli byly syntetizovany v inverzni (voda
v oleji) miniemulzi prostfednictvim interfacialni polyadi¢ni reakce. [9]

Biologické vlastnosti nanokapsli byly hodnoceny pomoci primarnich bunéénych
kultur pochézejicich z neparenchymalnich mysSich jaternich buné€k, kde hlavni
zastoupeni maji Kupfferovy buiiky. Pomoci konfokéalni mikroskopie bylo dokazéano,
ze NC jsou vychytavany buitkami. Inkubace s DEX NC vedla k vyznamné vys$Simu
ptijmu ve srovnani s HES-DEX NC. [9]

Za Ucelem posouzeni biologickych vlastnosti obou formulaci byly bunky
stimulovany LPS a bylo stanoveno uvoliovani prozanétlivych cytokint (IL-6 a TNF-
a) po podani formulaci. Je zajimavé, Ze UCinek na celkové potlaceni uvolhovani
cytokint LPS stimulovanych bun¢k byly podobné u obou formulaci nanokapsli,
navzdory jejich odlisnému chovani pfi vychytavani. Vétsi pocet DEX NC vychytany
Kupfferovymi buiikami nemél Zadny vyznamny vliv na uvoliovdni cytokind.
Vysvétlenim tohoto jevu mulize byt, ze pii ptipravé polymeraci dochazi ke snizeni
biologické aktivity dexametazonu. Potlaceni uvolnovani cytokinti by v§ak mohlo byt
zpuisobeno piitomnosti molekul dexametazonu na povrchu nanokapsle. [9]

Cilem prace Goémez-Gaete a kol. (2006) [25] bylo optimalizovat enkapsulaci

dexametazonu do nanocastic PLGA pro intravitredlni injekci pro lécbu akutnich 1
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chronickych zanétl zadniho segmentu oka. Tato prace se zabyva jak optimalizaci
enkapsulace dexametazonu, tak jeho uvolfiovanim z biodegradabilnich nanocéstic z
PLGA ptipravenych ESE metodou. Protoze ptfidani dexametazonu vyvolalo tvorbu
krystalti 1éCiva, byl zkouman vliv nékolika parametri na enkapsulaci dexametazonu.
Byl zkouman typ organického rozpoustédla a polymeru, pocatecni hmotnost
dexametazonu, rychlost odpafovani rozpoustédla, saturace kontinualni faze a
zaClenéni lipidu do polymeru. Velikost nanoCastic a zeta potencial nebyly v
pritomnosti dexametazonu modifikovany a byly pfiblizné 230 nm a -4 mV. Nejvyssi
enkapsulace 1éCiva bylo dosazeno za pouziti 100 mg PLGA75:25 ve smési aceton-
dichlormethan 1:1 (obj.:obj.) a 10 mg dexametazonu. Byla provedena in vitro disoluce
za sink podminek, kdy dexametazon se z optimalizované formulace zcela uvolnil po
4 hodinach inkubace pti 37 °C. Ani rychlost odpafovani organického rozpoustédla, ani
nasyceni vodné faze soli nebo zacélenéni lipidu (1 mg 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-
fosfocholinu) do polymeru neménily G¢innost enkapsulace. Diferencidlni skenovaci
kalorimetrie (DSC) a rentgenova difrakce prokazaly, ze 1é¢ivo bylo molekuldrné
dispergovano v nanocdsticich, zatimco nezapouzdieny dexametazon krystalizoval.
Tyto vysledky ukazuji proveditelnost enkapsulace dexametazonu. [25]
2.6.3 Dexametazon acetat
Dexametazon acetat (obrazek 5) je ester dexametazonu s kyselinou octovou,
jedna se o synteticky glukokortikoid se silnym protizanétlivym Gc¢inkem.
Dexametazon acetat je lipofilnéjSi derivat dexametazonu. Kromé jinych indikaci se
vyuziva 1 v 1écbé€ hepatitid a jako prevence jaterni fibrézy. OvSem pouziti v terapii je
omezené predev§im ze dvou divodi:
e Jeho rozpustnost ve vodé, ale 1 jinych fyziologicky kompatibilnich
rozpoustédlech je velmi omezena.
e Dexametazon acetat nepusobi specificky na jaterni buiiky a dlouhodobé
uzivani vysokych davek mize vést k mnoha vedlej$im ti¢inkiim, jak je popsano

v kapitole 2.6.2
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Obrdzek 5: Dexametazon acetdt, molekulovd hmotnost 434,5; logP 2,8
K ptekonani téchto problémi lze vyuzit pro dodani do cilové tkané
mikro/nanoc¢asticové systémy s ndlozi dexametazon acetatu. PouZitim polymert
polytrimethylenkarbonat nebo PLGA lze vyznamné zlepsit rozpustnost ve vode. [45]
2.6.3.1 Nanocastice jako nosice dexametazon acetatu

Cilem experimentu Wang a kol. (2010) [45] bylo pomoci za¢lenéni dexametazon
acetatu (DexAct) do nanostrukturovaného lipidového nosice (NLC) zvysit akumulaci,
a tim 1 protizanétlivou aktivitu DexAct v jatrech, zaroven omezit vedlejsi a nezadouci
ucinky DexAct. [45]

NLC jsou slozeny z binarni smési pevného lipidu a prostorové odlisného
kapalného lipidu jako nosice 1éCiva. Mezi hlavni vyhody NLC patii zvySena kapacita
naplnéni [é¢ivem ve srovnani s pevnymi lipidovymi nanoc¢asticemi. [45]

Ve studii Wang a kol. (2010) [45] byl pomoci metody filmové disperze a
ultrazvuku DexAct zaclenén do NLC (DexAct-NLC). Pevnou slozku NLC tvofil
lecitin a jako kapalna slozka byl pouZit s6jovy olej. DexAct-NLC mély sttedni velikost
¢astic 151 + 3,5 nm, zaporny zeta potencial (—38,7 £ 3,7 mV) a hydrofobni povrch
z lecitinu. Pro vyhodnoceni moznych interakci mezi DexAct a lipidovymi materialy
byla provedena DSC analyza, kdy nebyl pozorovan zadny vyznamny rozdil mezi
slepymi NLC a NLC naplnénymi DexAct. [45]

Tetrachlormethan (CCly) je klasicka hepatotoxicka latka, ktera zptisobuje rychlé
poskozeni jater progredujici ze steatdzy do centrilobuldrni nekrézy. Dlouhodobé
podavani CCls zpisobuje chronické poSkozeni jater a zvifeci model indukovany
tetrachlormethanem je Siroce pfijiman jako model jaterni fibrézy. Po podani CCly
dochéazi k vyznamnému zvySeni obsahu hydroxyprolinu a sérovych hladin AST a
ALT. [45]

V studii Wang a kol. (2010) [45] byla zkoumdna biodistribuce, farmakokinetika

a terapeuticka uc¢innost DexAct-NLC na mysSich indukovanych tetrachlormethanem.
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Obsah hydroxyprolinu a sérovych hladin transaminaz se béhem pokusu se slepymi
NLC nezménil, coz naznacuje, ze slepé NLC nemély zadny zjevny Skodlivy ucinek na
jatra. Jak pii podani roztoku DexAct, tak pfi podani DexAct-NLC byl obsah
hydroxyprolinu a sérovych hladin transaminaz snizen. Je tieba zdlraznit, ze obsah
hydroxyprolinu byl pti podani DexAct-NLC mnohem niz$i nez s roztokem DexAct pti
stejné davce. U DexAct-NLC bylo dosazeno 2,57x lepsi biodostupnosti ve srovnani
s roztokem DexAct. Tyto vysledky jasné naznacuji selektivni schopnost DexAct-NLC
zacilit na jatra, pravdépodobné kviili clearance nanocastic fagocytujicimi buiikami.
[45]

2.7 Biokompatibilni a biodegradovatelné polymery

Polymery mohou vytvaret koloidni systémy tvofené sférickymi nanocasticemi,
které nesou G¢innou latku. Uginna latka mize byt enkapsulovana v polymerni matrici
(nanosféry) nebo zachycena v dutiné obklopené polymerni membranou (nanokapsle),
ptipadné mize byt piikonjugovana k povrchu nanocéstice. Mezi vyhody polymernich
nanocastic se fadi jejich stabilita in vivo, relativné homogenni distribuce velikosti
Castic (tzn. nizkd polydisperzita), dobfe kontrolovatelné¢ fyzikalné-chemické
vlastnosti. [16]

Mezi biologicky odbouratelné a biokompatibilni polymery se fadi jak syntetické
polymery, tak ptirodni polymerni latky. K pfirodnim polymerim lze zafadit chitosan,
alginat, dextran, heparin, albumin, Zelatinu nebo kolagen. Pfirodni polymery (t;.
proteiny nebo polysacharidy) nejsou pro tvorbu nanocastic pro dodavani 1é¢iv Siroce
pouzivany, protoze navzdory tomu, Ze jsou levné, netoxické a snadno biologicky
odbouratelné, vykazuji relativné rychlé profily uvoliiovani a rozkladu. Nejsou
prirozené Cisté a homogenni, coz vyZaduje pied pouzitim krok ¢isténi. V dasledku toho
se syntetickym polymertim v této oblasti vénuje podstatn¢ vice pozornosti. [16, 19]

Nebiodegradovatelné polymery, jako je polyakrylamid a poly(methakrylat), si
uzily pfechodny okamzik slavy, ale nyni ztraceji pozornost, pfedevsim kvuli riziku
chronické toxicity v disledku intracelularni a tkdnové kumulace. [10]

Syntetickym, biologicky odbouratelnym a biokompatibilnim polymertim je tedy
vénovana nejvetsi pozornost. Dal§imi Zaddoucimi vlastnostmi syntetickych polymeri
jsou netoxicita, dostate¢na ti€innost neseni 1é¢iva a moZnost povrchové modifikace.

Pti cileni do makrofagii je vyhodou hydrofobni charakter. NejpouzivangjSimi
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polymery pro pfipravu nanocastic jsou polymery typu polyesteru: poly(mlécna
kyselina) (PLA), poly(glykolova kyselina) (PGA) a jejich kopolymer, poly(laktid-ko-
glykolid) (PLGA), dale poly(-kaprolakton) a poly(alkylkyanoakrylaty) a také solubilni
polyethylenglykol. [10, 16, 19, 23]

Poly(D,L-mlé¢né-ko-glykolova kyselina) (PLGA) (obrazek 6) je biologicky
odbouratelny a biokompatibilni polymer schvaleny FDA. Diky svym vlastnostem je

velmi Casto vyuzivan pro fizené dodavani 1€Civ. [7, 46]
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Obradzek 6: Poly(D,L-mléénd-ko-glykolovd kyselina) (PLGA)

PLGA je kopolymerem poly(alfa-hydroxylovych kyselin): kyseliny
poly(mlécné) (PLA) a poly(glykolové) (PGA). PLGA je hydrofobni polymer.
Fyzikalné-chemické vlastnosti PLGA jsou ur¢eny molarni hmotnosti, molekularni
strukturou, pomérem kyseliny mlé¢né a kyseliny glykolové, PLA vede ke zvysSené
hydrofobnosti a PGA zvySené hydrofilité. PLGA je linearni, alifaticky, synteticky
polyester. Pfitomnost esterové vazby v zdkladnim fetézci polymeru umoziuje jeho
hydrolytickou degradaci ve vodném prostiedi. Kyselina mlécnd a glykolova jsou
hlavnimi degradacnimi produkty, které vstupuji do citratového cyklu a ztéla jsou
eliminovany ve formé vody a oxidu uhli¢itého. Proto neni PLGA spojena se

systémovou toxicitou. (obrazek 7). [6, 7, 19, 43, 46]

citratovy cyklus

O HO
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Obrazek 7: Schéma odbourdvani PLGA
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Nanoformulace 1é¢iv zalozené na PLGA jsou obvykle charakterizovany
pocateCnim burst-efektem 1é¢iva, nasledovanym uvolnénim kinetikou nultého fadu.
Profil uvoliiovani 1é¢iva je ovlivnén rychlosti degradace PLGA. Rychlost degradace
PLGA muze byt ovlivnéna, jiz pii jeji syntéze. Pomaleji se totiz degraduje PLGA
s vy$§i molarni hmotnosti a s vy$§im pomérem PLA. Rychlost degradace také
ovlivituje zpusob vyroby, pH prostfedi a povaha interakci PLGA-1é¢ivo. PLGA ¢astice
podléhaji homogenni erozi. Pii degradaci polymeru je St€peni polymernich fetézct
hydrolyzou esterové vazby pomalej$i nez pronikani vody do ¢astice. Castice tedy
neeroduji primarné na povrchu, ale eroze probiha homogenné v celém objemu ¢éstice.
Rozméry castice se neméni, délka polymernich fetézct vsak klesa spolu s moléarni
hmotnosti. To vede ke zvySené molekuldrni mobilite, tvorbé porti a nakonec k difuzi

enkapsulovaného 1écCiva. [23, 47]
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 PouZité suroviny

Kopolymer PLGA A2 vétveny na 2% kyselin€ polyakrylové — (kyselina
mlécna:kyselina glykolova (1:1)) (FaF UK, Katedra farmaceutické
technologie, doc. RNDr. Milan Dittrich, CSc.)

Linearni kopolymer PLGAS5/5, Purasorb® PDLG 5002A — (kyselina
mlécna:kyselina glykolova (50:50)) (Corbion, Holandsko)

Linearni kopolymer PLGA7/3, Purasorb® PDLG 7502A — (kyselina
mlécna:kyselina glykolova (75:25)) (Corbion, Holandsko)

Poloxamer 407, Pluronic® F-127 (Merck, CR)

Polysorbat 20, Tween® 20 — Polyethylenglykol sorbitan monolaurat,
(Merck, CR)

Cholat sodny (Carl Roth GmbH + Co. KG, Némecko)

Polyvinylalkohol (Merck, CR)

Span® 60 — Sorbitan monostearat (Merck, CR)

Kolliphor RH 40 — Makrogolglycerol hydroxystearat (Merck, CR)
Kolliphor HS 15 — Makrogol (15)-hydroxystearat (Merck, CR)

Cisténa voda (pfipravena reverzni osmozou, FaF UK)

Kurkumin (Merck, CR)

Dexametazon (Avantor, CR)

Dexametazon acetat (FaF UK, Katedra analytické chemie)

Aceton, Ethylacetat, Acetonitril, Dichlormethan (Penta, CR)

Trehaloza (Merck, CR)

3.2 Pouzité pristroje

Véahy Kern 440-53N (Kern, Némecko) max. 400 g, d=0,01 g
Analytické vahy Ohaus Diskavery (Ohaus, Svycarsko), max 210 g,
d=0,1 mg

Magnetickd michacka IKA-WERKE RT5 Power (IKA, Némecko),
100 — 1000 ot./min

Ultrazvukova sonda Microspitze MS73 (Bandelin Electronic, Némecko)

Zetasizer ZS 90 (Malvern Panalytical, UK)
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e Multifunkéni chlazend centrifuga MPW 260R (MPW Medical
Instruments, Polsko)
e Mini Vortexer (Heathrow Scientific, USA)
e Spektrofotrometr Specord 205 (Jena analytik, Némecko)
e HPLC (Agilent 1200, Agilent, USA)
3.3 Pouzité metody

3.3.1 Priprava nanocastic — metoda nanoprecipitace

Priprava vodné faze: Roztok surfaktantu byl pfipraven navazenim a
rozpusténim v potfebném mnozstvi ¢isténé vody. Byly vyuzity riizné druhy povrchové
aktivnich latek (Pluronic® F-127, choléat sodny, Tween 20, PVA, Span 60, Kolliphor
RH 40, Kolliphor HS 15 a jejich kombinace) a pfipraveny rizné koncentrace vodnych
roztokli (m/V). Pro rychlejsi rozpusténi tenzidu byl roztok michan na magnetické
michacce (300 ot/min).

Priprava organické faze: Do 1ékovky bylo navazeno potfebné mnozstvi l1éc¢iva
pro vznik org. faze o koncentraci: kurkumin 300 pg/ml, anebo dexametazon acetat 400
pug/ml. Dale bylo do lékovky navadZeno potfebné mnozstvi polymeru (PLGA2,
Cor50:50 nebo Cor75:25) pro vznik koncentrace 30 mg/ml, a poté pridano potiebné
mnozstvi organického rozpoustédla — acetonu, nebo acetonitrilu. Nejdéle do 5 minut
doslo k tplnému rozpusténi polymeru 1 t€inné latky.

Proces nanoprecipitace: Do 10 ml vodné faze za stalého michani na magnetické
michacce (300 ot./min) byl pomoci automatické pipety v jediném kroku piidan 1 ml
organické faze. DoSlo ke vzniku castic, které se projevily opalescenci vzniklé
nanosuspenze.

Odparovani: Nanosuspenze byla ponechéana pfi laboratorni teploté¢ 120 minut
na magnetické michacce (300 ot./min) v digestofi, kde doslo k odpateni organického
rozpoustédla.

Piiprava vzorku: Po odpafeni org. rozpoustédla byla nanosuspenze pomoci
pipety pfenesena z kadinky do konické plastové zkumavky a objem suspenze byl
doplnén ¢isténou vodou na objem 10 ml podle rysky. Vzorek byl vortexovan 30 s,
prefiltrovan pomoci sttikackového filtru o velikosti pori 1,2 um a pfenesen pomoci

pipety po 2 ml do péti mikrozkumavek typu eppendorf. Takto pfipravené vzorky byly
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purifikovany centrifugaci (jak je popsano v kapitole 3.3.4), jedna zkumavka slouzila

k proméfeni velikosti nanocéstic, PDI a zeta-potencialu.

3.3.2 Priprava nanocastic — emulzni odparovaci metoda

Priprava vodné faze: Jako vodna faze se vyuzival 0,5% (m/V) roztok
emulgatoru Pluronic® F-127 a 1% (m/V) roztok emulgatoru PVA v ¢isténé vode.
Emulgétor byl navazen do kadinky a k nému se ptidalo potfebné mnozstvi Cisténé
vody pro vznik uvedené koncentrace. Roztok Pluronic® F-127 byl pro rychlejsi
rozpu$téni tenzidu michan na magnetické michacce (300 ot/min). PVA se obtizné
rozpoustélo ve vodé, proto byl roztok michdn na magnetick¢é michacce a zaroven
zahtivan na teplotu 70 °C, potom byl michan do vychladnuti.

Priprava organické faze: Nejprve bylo do Iékovky navazeno 1é¢ivo v mnozstvi
potfebném pro vznik koncentrace: kurkumin 300 pg/ml, dexametazon acetat 400
ng/ml, dexametazon {400, 300, 150, 100, 50} pg/ml. Dale se do lékovky navazil
polymer (PLGA2, Cor50:50, Cor75:25), v mnozstvi pro vznik koncentrace 30 mg/ml
organické faze. K u€inné latce a polymeru se pfidala smés organickych rozpoustédel:
dichlormethan:aceton (1:9), resp. ethylacetat:aceton (1:1) resp. (1:9), resp. Cisty
ethylacetat. V prab¢hu 5 minut doslo k uplnému rozpusténi polymeru i ucinné latky
v org. rozpoustédle.

Proces ultrasonikace: Do 25ml kadinky bylo pomoci pipety pieneseno 5 ml
vodné faze a kadinka byla umisténa na magnetickou michacku (300 ot./min). Do druhé
25ml kadinky bylo také pfeneseno 5 ml vodné faze a k ni pomoci pipety pfidan 1 ml
organické faze, doslo k vytvotfeni dvoufdzového systému. Kadinka byla umisténa do
ledové lazn&. Pro vytvofeni nanoemulze bylo tfeba dodat soustavé energii pomoci
vysoko-amplitudového ultrazvukového  sonikatoru  (Mikrospitze, Bandelin,
Némecko), sonikace probihala po dobu 1 minuty na 70 % vykonu pfistroje. Vytvoftila
se emulze, ktera byla pfidana k 5 ml vodné faze na michacce. Proces odpafovani a
pfiprava vzorku jiZ probihala stejné jako u vzorkl ptfipravenych NPM (popséno v
kapitole 3.3.1).

3.3.3 Méreni velikosti, PDI a zeta-potenciilu

Do plastové kyvety byl pfenesen 1 ml vzorku. Vzorek byl v kyveté natedén 1 ml

¢isténé vody a pomoci Zetasizeru byla zmétena velikost ¢astic v nanometrech a PDI.

Intenzita rozptyleného svétla byla detekovéana v thlu zpétného rozptylu 173°. Velikost
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a PDI nanocéstic byly vypocteny na zdkladé protokolu distribuce velikosti dle
intenzity rozptyleného svétla. Toto nastaveni bylo zvoleno, aby se predeslo zkresleni
vysledki v disledku meénicich se optickych vlastnosti nanoc¢astic. Viskozita média
byla zvolena podle viskozity ¢isténé vody. VSechny vzorky byly méfeny tiikrat a
kazdé méteni zahrnovalo 12 nezavislych behii. Zeta-potencial byl stanoven pomoci
elektroforetického rozptylu svétla. Pro méfeni potencidlu byl atenuator nastaven do
automatického rezimu. Byly pouzity elektroforetické kapilarni kyvety DTS1070.
Charakterizace Castic pomoci Zetasizeru na principu dynamického rozptylu svétla
probihala pfi teploté 25 °C.
3.3.4 Centrifugace

Eppendorfovy zkumavky se 2 ml vzorku byly vloZeny do rotoru centrifugy a
centrifugovany pii 20 °C, 15 minut, pti 10 000x g. Jelikoz supernatant nebyl uplné
¢iry, coz naznacovalo, ze nedoslo ke kvantitativni separaci ¢astic, byly jiz vSechny
dalsi vzorky centrifudovany pfi 14 °C, 15 minut, pfi 15 000x g. Zkumavky byly
opatrné vyjmuty z centrifugy a pomoci automatické pipety byl odebran supernatant
nad peletou. Takto pfipravena peleta byla rozpusténa v 1 ml acetonitrilu (v pfipadé
dexametazonu a dexametazon acetatu), nebo v 1 ml acetonu (v pfipad¢ kurkuminu).
Doslo k Gplnému rozpusténi pelety.

Aby se predeslo poskozeni HPLC kolony pfi stanoveni EE, byly vzorky
s dexametazonem nebo dexametazon acetdtem po rozpusténi v acetonitrilu znovu
centrifugovany za podminek: 25 °C, 20 minut, pfi 15 000x g. Nikdy nedoslo ke vzniku

sedimentu a vzorky byly pfeneseny do vialek na stanoveni HPLC.

3.3.5 Uchovavani vzorku
Pokud bylo nutné vzorky uchovavat pro dal§i méteni, byla peleta vznikla pfi
centrifugaci redispergovana roztokem trehalozy (5% m/V) a takto pfipravené vzorky
pak byly uchovavany pfi teploté -20 °C.
3.3.6 Stanoveni enkapsulacni efektivity pomoci spektrofotometrie
Pomoci spektrofotometrie byla stanovena EE kurkuminu. Pokud byly vzorky
pelet uloZeny pfi teploté -20 °C, tak se nechaly rozmrazit pfi laboratorni teploté a byly
centrifugovany pii 25 °C, 20 minut, pii 15 000x g. Pomoci pipety se odebral
supernatant, ke vzorku pelety se pfidal 1 ml acetonu a takto pfipraveny vzorek byl 10x

nafedén acetonem, fedéni 1:9 (V/V). K vzorkiim pelet, u kterych byla EE stanovena
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thned po ptipravé, se pridal 1 ml acetonu a vzorek byl 10x nafedén acetonem, fedéni
1:9 (V/V). 2 ml natedéného vzorku byly pieneseny do sklenéné kyvety.

Do vialek se navazenim kurkuminu a pfidanim acetonu pfipravila kalibracni
fada, body kalibra¢ni fady byly nasledujici:

Tabulka 1: Kalibracni fada — kurkumin

Cislo vzorku 1 2 3 4 5

Koncentrace kurkuminu v acetonu [pug/ml] 1 2,5 5 7,5 10

Pred kazdym méfenim byla vytvofena nova kalibracni fada. Pomoci
spektrofotometru byla zjisténa absorbance pti 420 nm s pouzitim acetonu jako blanku.
Absorbance byla zméfena 3x pro kazdy vzorek. Z hodnot absorbance se stanovil
primér. Dale se vynesla do grafu kalibra¢ni kiivka jako zavislost primérii absorbance
na koncentraci kurkuminu v roztoku. Body kalibrac¢ni kiivky se prolozily ptimkou a
byly popséany linearni funkci a hodnotou spolehlivosti R%. Na zékladé platnosti
Lambert-Beerova zdkona byla zrovnice vypocitana koncentrace vzorkli a zni

vypoctena dosazend EE v procentech.

Kalibraéni krivka — kurkumin

£ LU
0= N RO

absorbance [-]
oo
[#)]

y =0,1606x+ 0,006
R? =0,9997

o
=

o
o N

0 2 4 6 8 10 12

koncentrace kurkuminu [pg/ml]

Graf 1: Kalibracni pfimka — kurkumin v acetonu pri 420 nm
Ze stanovené rovnice ( 1 ) vychazi vypocet koncentrace enkapsulovaného
kurkuminu. Vzorek byl pfed vlastnim méfenim 10x nafedén, proto musi byt

koncentrace vyndsobena 10x
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1
0,1606 (1)
kde: x je koncentrace kurkuminu [pg/ml],
y je absorbance, prumér ze tii méteni [-]

Vypocet EE (rovnice ( 2 )) vychazi ztoho, Ze na pfipravu nanocastic bylo
vyuzito 300 pg kurkuminu, 10 ml vzniklé nanosuspenze bylo po odpaieni organického
rozpoustédla rozdeleno alikvotné po 2 ml. 100 % kurkuminu v nano€ésticich pro jedno

méieni je tedy 60 pg.

EE=(6x—O)><100 (2)

kde: EE je enkapsula¢ni efektivita [%],

X je koncentrace kurkuminu [pg/ml]

3.3.7 Stanoveni enkapsulac¢ni efektivity pomoci HPLC

EE vzorkl pelet s dexametazonem a dexametazon acetitem se stanovovala
pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie. Peleta byla rozpusSténa v 1 ml
acetonitrilu a vzorek byl centrifugovan, a potom ptenesen do vialek na HPLC.

Do sklenénych vialek byly pfipraveny roztoky kalibracni fady. Nejprve byly
pfipraveny zasobni roztoky — 2mM roztok dexametazonu v acetonitrilu a 2mM roztok
dexametazon acetatu v acetonitrilu. K navadzce se pfidal acetonitril, i€¢inné latka se
thned rozpustila. Ze zasobniho roztoku byla fedénim ptipravena kalibracni fada.

Vzorky byly po nafedéni preneseny do vialek na HPLC.
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Tabulka 2: Redéni roztok kalibra¢ni fady — dexametazon a dexametazon acetdt

Cislo | Koncentrace Redéni Redéni — mnozstvi
vzorku | kalibra¢ni fady acetonitrilu
[uM] [ul] [ul]

1 0,25 100 roztoku ¢islo 2 3000

2 1 800 roztoku cislo 3 3200

3 5 2000 roztoku cislo 4 2000

4 10 1600 roztoku ¢islo 5 2400

5 25 1000 roztoku ¢islo 6 3000

6 100 2000 roztoku cislo 7 2000

7 200 400 zasobniho roztoku 3600

Pii kazdém méteni HPLC byla pfipravena nova kalibra¢ni fada, protoze

s kazdym métenim dochéazelo k mirnému zanaSeni kolony a podminky tak byly vzdy

trochu odlisné, ani rovnice popisujici kalibracni pfimku nebyly stejné. Vzdy byla

pfipravena vialka s promyvacim roztokem, ktery mél stejné sloZeni jako mobilni faze.
Podminky provedeni HPLC:
e Objem nastiiku: 10,00 pl

e Teplota termostatovaného kompartmentu na koloné: 25 °C

e UV detektor: 238 nm

e Stacionarni faze — Chromatograficka kolona Restek Ultra 100 A

o Typ stacionarni faze: C18

o Velikost ¢astic [um]: 5

o Délka x primér [mm]: 150 x 4,6

e SloZeni mobilni faze pfi stanoveni EE dexametazonu:
o acetonitril : voda (40 % : 60 %)

o retencni ¢as: 4,2 min

e SloZeni mobilni faze pti stanoveni EE dexametazon acetatu:

o acetonitril : voda (50 % : 50 %)

o retencni ¢as: 5,3 min

e Prutok mobilni faze: 1 ml/min
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Za téchto podminek byly prométeny vzorky pelet. Byly odecteny plochy pod
ktivkou (AUC) piku, ktery odpovidal uc¢inné latce. Byl sestaven graf zavislosti AUC
na koncentraci u¢inné latky ve roztoku, vynesené body byly prolozeny pifimkou a

popsany linearni funkci. Byla zobrazena hodnota spolehlivosti R2.

Kalibraéni rada - dexametazon acetat

o
y =9,2014x+ 0,0043
= 750 S

0,25 1 4 16 64 256

koncentrace dexametazon acetatu [uM] - log

Graf 2: Kalibracni fada (logaritmické méritko osy x) — dexametazon acetdt

Na zakladé rovnic 3, 4, 5 bylo uréeno mnozstvi u¢inné latky v nanocasticich.

(y — 0,0043)
_ —0,0043) 3
x 92014 (3)

kde: x je koncentrace uc¢inné latky v nanocasticich [uM],

y je AUC [-]

X
= (—=—)- M, -1000 4
¢ (1000000) n (4)

kde: ¢ je koncentrace u¢inné latky v nanocasticich [pg/ml],
X je koncentrace ucinné latky v nanocasticich [uM],
M, je molekulova hmotnost G¢inné latky [-]
mlugl =c-1 (5)
kde: m  je mnoZzstvi G€inné latky v 1 ml [ng],
c je koncentrace Gi¢inné latky v nanocasticich [pg/ml]
Upravou rovnic 3, 4, 5 byla ziskana finalni rovnice ( 6 ) pro vypocet mnozstvi

ucinné latky enkapsulované v nanocésticich
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_ (y-0,0043)
™= 92014-1000000

kde: m je mnozstvi u¢inné latky v 1 ml [pg],

y  jeAUC[-],

.M, - 1000 (6)

M, je molekulova hmotnost u¢inné latky [-]

Vypocet EE (rovnice ( 7 )) vychazi z toho, Ze pii pfipraveé nanocastic se pouzilo
400 pg ucinné latky v 1 ml organického rozpoustédla, po jehoz odpateni bylo 10 ml
surové nanosuspenze rozdéleno do péti alikvot po 2 ml. 100 % ucinné latky v

nanocasticich pro jedno méfeni je tedy 80 pg.

EEz(én—O)xloo (7)

kde: EE je enkapsula¢ni efektivita [%],

m je mnozstvi uéinné latky v 1 ml [ug],

3.3.8 Mikroskopie

Nanosuspenze s enkapsulovanym dexametazon acetdtem byly podrobeny
zkouméni pod polarizaénim mikroskopem, kviili prokdzani nebo vylouceni vzniku
krystali dexametazon acetatu, které by vedly k falesné pozitivnim vysledkim EE
hodnocené pomoci HPLC.

Pomoci kapatka byla na podlozni sklicko nanesena 1 kapka nanosuspenze.
PodloZni skli¢ka se 30 minut ponechala v digestofi, kdy doslo k odpateni kapaliny.
Obvod zaschlé kapky se obtahnul izkym cernym fixem pro snazsi orientaci na sklicku
pod mikroskopem.

Pro ovéfeni habitu krystalii dexametazon acetatu byly vytvoreny kontrolni
vzorky. Pfi jejich pfipravé bylo postupovano naprosto shodné, jako pfi piiprave
nanocastic, jen k organické fazi nebyl pfidan polymer, aby doslo ke vzniku krystald
dexametazon acetatu.

Podlozni sklicko bylo vloZeno pod polarizaéni mikroskop, po zaostieni bylo celé
oznacené pole prohlédnuto posuvem objektivu, obraz byl zprosttedkovan a
analyzovan prostiednictvim analySIS auto 5.1.

Parametry mikroskopie:

e ZvétSeni: 10x
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e RozliSeni kamery: 1360 x 1024 px
e RozliSeni fotoaparatu: 4140 x 3096 px
e Velikost jednoho pixelu: 0,2164 um

3.3.9 Proces CiSténi
Pro proces ¢isténi byly vybrany 3 vzorky nanocastic s dexametazon acetatem
ptipravené NPM. Jednd se o opakovani experimentu, tyto 3 druhy vzorkt jiz byly diive
piipraveny, a protoze dosahly dostatecné vysoké EE a vhodnych parametrii stran
velikosti a zeta-potencialu, mohly by byt po vy¢€isténi pouzity k experimentiim na
bunécnych kulturach.

Tabulka 3: Vzorky pripravené NPM pro purifkaci

Cislo vzorku | Polymer Org. taze Vodna faze DexAct

1 PLGA2 Aceton 0,5% PIF-127 | 400 pg/ml
2 Cor50:50 Aceton 0,5% PIF-127 | 400 pg/ml
3 Cor75:25 Aceton 0,5% PIF-127 | 400 pg/ml
Blanky

4 PLGA2 Aceton 0,5% PIF-127 | —

5 Cor50:50 Aceton 0,5% PIF-127 | —

6 Cor75:25 Aceton 0,5% PIF-127 | —

Nanocastice byly pfipraveny standardné, jak je uvedeno v kapitole 3.3.1.Vzorky
1), 2), 3) byly ptefiltrovany ptes 1,2um sterilni filtr pfimo do centrifugacnich
koncentratorti. Blanky 4), 5), 6) nebyly filtrovany, ale pomoci pipety byl cely objem,
tedy 10 ml, pifenesen do konickych zkumavek s membranou a byly centrifugovany po
dobu 30 minut, pii 14 °C, pi1 6 000x g. Do dolni ¢asti zkumavky pfes membranu piesla
pouze cast kapaliny, pfeslo 7,5 ml a 2,5 ml zlstalo nad membranou, proto byla
provedena jesté jedna centrifugace po dobu 10 minut, pii 14 °C, na 6 000x g.

Z horni ¢asti zkumavek bylo 2,5 ml nanosuspenze kvantitativné pfeneseno do
centrifuga¢nich zkumavek, objem byl doplnén na 10 ml ¢isténou vodou. Poté byl
odebran vzorek o objemu 1,5 ml pro Zetasizer a vzorek o objemu 2 ml pro HPLC
analyzu.

Vzorek se v lamindrnim boxu s horizontdlnim proudénim ptefiltroval pies
sterilni 0,45um filtr do sterilnich centrifugacnich zkumavek. Prefiltrované vzorky byly

cetrifugovany pii 8 000x g, 15 min, pii 14 °C. V lamindrnim boxu byl odebran
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supernatant do novych sterilnich zkumavek a peleta byla redispergovana v 1 ml 5%
sterilniho roztoku trehaldzy. Zkumavky se supernatantem se dale centrifugovaly pfi
10 000x g, 20 minut, pii 14 °C, vzorek byl zpracovan stejnym zplisobem jako
v predchozim prtipad¢.

Takto zpracované vzorky byly spojeny do jedné zkumavky, potom alikvotné

rozdeleny po 2 ml do 3 Eppendorfovych zkumavek. Vzorky byly ulozeny pii -70 °C.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Vysledky méFeni s pouzitim kurkuminu
4.1.1 Vliv ruznych surfaktanti

Vliv zvoleného druhu a koncentrace surfaktantu na velikost a PDI nanocastic
s enkapsulovanym kurkuminem, které byly pfipraveny NPM, lze nalézt v grafu 3.
Cilem bylo zvolit nejvyhodnéjsi surfaktant pro dalsi pfipravy nanocastic.

Vhodné velikosti pro pasivni targeting do bunék MPS v rozmezi 100-300 nm
dosahly vSechny vzorky, krom¢ vzorku s pouzitim 1% roztoku cholatu sodného, kde
velikost nanocastic byla ptes 4000 nm (vysledky nejsou zaneseny v grafu 3) a vzorku
s 2% roztokem cholatu sodného, kde naopak nanocastice nedosahly ani 100 nm.
V koncentracich 1%, 2%, 3% se cholat sodny projevil jako nevhodny surfaktant,
protoze po centrifugaci doslo k vytvofeni nerozdispergovatelné pelety. Velikost
nanocastic ostatnich vzorkll se pohybovala v idedlnim rozmezi 110-190 nm, ovSem
jejich polydisperzita byla rtizna. Jak uvadi graf 3 nejvétsi nanocastice vznikly
s pouzitim 1% roztoku PVA (189 nm) naopak nejmensi s pouzitim 2% roztoku cholatu
sodného (69 nm)

Z grafu 4 je zfejmé, ze nejvyssi EE dosahnul vzorek s 0,1% PVA (34,7 %). EE
nad 20 % dosahly vzorky s Pluronic® F-127, PVA a kombinace surfaktantd 0,1%
Tween 20 a 0,1% Span 60. U vzorki 1%, 2%, a 3% cholatu sodného se EE
nestanovovala kvili vzniku agregatu. Stejné tak vznikl agregat ve vzorku s 0,01%
Kolliphor RH40, kde koncentrace surfaktantu byla zifejmé pfili§ nizka, vzorek byl
nestabilni. Vzorky se surfaktantem 0,1% cholat sodny, 0,1% a 1% Tween 20,
kombinace Tween 20 a Span 60, riizné koncentrace Kolliphoru RH40 a HS15, 1 kdyZ
dosahly vhodnych velikosti a PDI, tak mély velmi nizkou EE.

Jako nejvyhodnéjsi byly stran velikosti, PDI a EE vyhodnoceny surfaktanty
Pluronic® F-127 a PVA, nanoc¢éstice mély idealni velikost v rozmezi od 140—190 nm
a PDI mensi nez 0,1 a zaroven dosahly EE kolem 20 % a vyssi. Tyto surfaktanty byly

proto pouzivany v dalSich pokusech. Souhrnna tabulka hodnot je uvedena v ptiloze 9.1
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Zavislost velikosti nanocastic a PDI na surfaktantu —

KURKUMIN
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faze

43



4.1.2 PouZziti riiznych polymeri, porovnani NPM a ESE

Pti méfeni se porovnavaly 2 metody ptipravy a pouzivaly se 3 typy polymeru
PLGA s riznym pomérem kyseliny mlécné (LA) a kyseliny glykolové (GA):

e PLGA A2:jedné se o kopolymer PLA a PGA s ekvimolarnim pomérem LA
a GA, vétveny na kyselin€ polyakrylové, ktera byla ptidana do reakéni smési
v koncentraci 2 %. Diky tomu se jedna o vétveny polymer s vySSim
obsahem termindlnich karboxyll ve své struktufe, které mohou zptisobovat
jeho méné lipofilni charakter ve srovnéni s linearnimi PLGA polymery;

e (Cor50:50 je kopolymer PLGA, kde je LA:GA (50:50);

e Cor75:25 kopolymer PLGA, kde je LA:GA (75:25), kvuli nejvysSimu
zastoupeni LA je nejlipofilnéjsi z pouzivanych polymert.

Z grafu 5 je patrné, Ze nanocCastice vytvorené NPM jsou vyrazné mensi nez
ptipravené ESE metodou, také jejich PDI je mensi. Nejlepsi z hlediska EE je pouZiti
polymeru Cor75:25, ktery je nejlipofilnéjsi z pouzitych polymert. Viz graf 6. Je zde
tedy patrnd spojitost mezi siln¢ lipofilnim kurkuminem (LogP 3,2) a lipofilitou
polymeru. Hodnoty EE se pohybuji v rozmezi od 47 % do 69 %.

Vzorky pfipravené s Cor50:50 a Cor75:25 byly prefiltrovany ptes filtr s velikosti
port 1,2 um. Jak ukazuje graf 7, EE se filtraci snizila o tietinu a u n¢kterych vzorki
jesté o vice, coz naznacuje bud’ piitomnost neadekvatné velkych castic, pfipadné
ukazuje na pritomnost krystalli u¢inné latky, coz je vzhledem k faktu, ze kurkumin je
latka ve vodé prakticky nerozpustnd pravdépodobné. Souhrnnéd tabulka hodnot je

uvedena v piiloze 9.2
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Zavislost velikosti a PDI na polymeru a metodé -
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Graf 5: NPM/ESE, polymer PLGA2/Cor50:50/Cor75:25, org. fdze aceton/EtAc:Ac(1:9), konc. kurkuminu 300 ug/mi,
vodnd fdaze 0,5% PIF-127
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Graf 6: NPM/ESE, polymer PLGA2/Cor50:50/Cor75:25, org. fdze aceton/EtAc:Ac(1:9), konc. kurkuminu 300 ug/mi,
vodnd fdze 0,5% PIF-127
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Graf EE, porovnani filtrovanych a nefiltrovanych vzork( —
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Graf 7: NPM/ESE, polymer Cor50:50/Cor75:25, org. fdze aceton/EtAc:Ac(1:9), konc. kurkuminu 300 ug/ml, vodnd
fdze 0,5% PIF-127, ne/pfitomnost filtru 1,2 um

4.2 Vysledky méreni s pouzitim dexametazonu

4.2.1 Vliv organické faze a vstupni koncentrace dexametazonu

Pii méfeni se porovnavaly dva druhy organické faze: dichlormethan:aceton
(DCM:AC) (1:9) a ethylacetat:aceton (EtAc:AC) (1:9), kterd z nich bude vhodné&;jsi
pro ESE metodu ptipravy. Také se porovnavaly dvé rizné vstupni koncentrace
dexametazonu: 150 a 400 pg/ml. Pfi vSech méfenich se pouzil polymer PLGA2 a
vodnou fazi tvofil 0,5% roztok Pluronicu® F-127. Vzorky byly centrifugovany za
podminek 20 °C, 15 minut, na 10 000x g, jak je uvedeno v kapitole 3.3.4

Pouziti organické faze ve slozeni DCM:AC (1:9) se neosvédcilo. Vzniklé
nanocastice byly pfili§ velké (1974 nm a 642 nm), viz graf 8. Vzorky byly mlé¢né
zakalené¢, siln€¢ napénéné a na dn¢ kadinky se vytvarela bila sedlina. Organicka faze
EtAc:AC (1:9) se jevi jako vyhodnégjsi, vyslednd velikost se pohybovala v optimalnim
rozmezi 100-300 nm pro pasivni targeting do bun€k MPS. Ethylacetat je vice polarni
nez dichlormethan, coz zjevné hraje roli pfi vzniku fazového rozhrani pii tvorbé
nanocastic. Z grafu 8 vyplyva, Ze koncentrace dexametazonu nema vliv na velikost
vzniklych nanocéstic. Zeta potencial a EE byla zméfena jen u vzorkd vytvofenych

v EtAc:AC (1:9) a ve vysledcich s pouZzitim koncentrace 400 ug/ml a 150 pg/ml
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dexametazonu neni markantni rozdil. Zeta potenciél vySel u obou koncentraci -14 mV
aEE 10,4 % a 7,8 % (v poradi 400 pg/ml a 150 pg/ml).
Souhrnna tabulka hodnot je uvedena v ptiloze 9.3. Vliv vstupni koncentrace byl

znovu zkouman, jak je popsano v nasledujici kapitole 4.2.2.

Zavislost velikosti a PDI na org. fazi a koncentraci
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Graf 8: ESE, polymer PLGA2, org. fdze DCM:Ac(1:9)/EtAc:Ac(1:9), konc. dexametazonu 150/400 ug/ml, vodnd fdze
0,5% Pluronic® F-127

4.2.2 Vliv vstupni koncentrace dexametazonu

Timto experimentem se navazalo na méteni popsané v kapitole 4.2.1, cilem bylo
ov¢tit, zda ma vstupni koncentrace uc¢inné latky vliv na charakteristiky nanocastic.
Vzorky byly pfipraveny ESE metodou za konstantniho slozeni vodné faze (0,5%
roztok Pluronic® F-127), org. faze (EtAc:AC (1:9)), s PLGA2 polymerem, vstupni
koncentrace dexametazonu byla 50, 100, 150, 300, 400 pg/ml.

Podle grafu 9 se velikost nanocastic zvySuje s rostouci koncentraci
dexametazonu, ale spolu s ni se zvySuje i PDI, coz milze byt zplisobeno bud
pritomnosti krystalti dexametazonu ve vodné fazi nebo tim, ze vyssi koncentrace
dexametazonu interferuje s fazovym rozhranim vzniklé emulze a zptisobuje agregaci
vzniklych ¢astic. Nicméné s ohledem na to, ze PDI se pohybovala pod 0,2, byly i tyto
vzorky vyhodnoceny jako vyhovujici. Z graft 10, 11 lze usoudit, Ze zvySujici se

koncentrace dexametazonu nema vliv na zeta potencial, ani na EE.
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Z vysledki experimentu lze usoudit, ze koncentrace pouzitého dexametazonu
ma vliv na velikost nanocastic (jak ukazuje graf 9) a nemé vliv na EE (viz graf 11).
Stoupajici velikost a PDI pfipravenych nanocéastic by mohla ukazovat na vznik
krystalli G¢inné latky, nicméné toto se mikroskopickym experimentem nepodafilo
prokézat. V dalSich experimentech s dexametazonem se pouzivala pouze koncentrace
400 pg/ml, kterd je optimalni pro nasledna biologickd hodnoceni. Souhrnné tabulka

hodnot je uvedena v ptiloze 9.4

Zavislost velikosti a PDI na vstupni koncentraci
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Graf 9: ESE, polymer PLGA2, org. fdze EtAc:Ac(1:9), konc. dexametazonu 50/100/150/300/400 ug/ml, vodnd fdze
0,5% Pluronic® F-127

48



Zavislost zeta potencialu na vstupni koncentraci
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Graf 10: ESE, polymer PLGA2, org. fdze EtAc:Ac(1:9), konc. dexametazonu 50/100/150/300/400 ug/ml, vodnd fdze
0,5% Pluronic® F-127
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Graf 11: ESE, polymer PLGA2, org. fdze EtAc:Ac(1:9), konc. dexametazonu 50/100/150/300/400 ug/ml, vodnd fdze
0,5% Pluronic® F-127

Vliv vstupni koncentrace dexametazonu na enkapsulaci byl hodnocen ve studii
Gomez-Gaete a kol. (2006) [25]. Ve studii bylo vyuzito 100 mg polymeru
PLGA75:25, jako organicka faze 5 ml smési AC:DCM (1:1), jako vodna faze 0,25%
roztok PVA a nanocéstice byly pfipraveny ESE metodou. Pouzité hmotnosti

dexametazonu byly v rozmezi 220 pg az 21 mg, tedy o n€kolik fadu vyssi nez v této
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préaci. Vysledky prace ukazuji, ze se zvysujici se vstupni hmotnosti se inkorporace
dexametazonu do nanocastic zvySuje, a to az do vstupni hmotnosti 10 mg
dexametazonu, kde se dosdhlo enkapsulace 230 ug/100 mg PLGA. S dalSim
zvySovanim vstupni hmotnosti, jiz enkapsulace mirné klesa a stabilizuje se kolem 170
ng/100 mg PLGA. Studie tento vysledek vysvétluje tim, Zze v polymerni matrici
existuje konkurence mezi molekularni disperzi 1é¢iva v polymeru a krystalizacnimi
silami ve vodném roztoku. Zpocatku se mnozstvi inkorporovaného dexametazonu
v nanocasticich zvySuje, dokud neni matrice nasycena (vstupni hmotnost
dexametazonu <10 mg). Pfi koncentraci, kdy pfevazi tvorba krystalli nad disperzi
v polymeru, se krystalizace stava hlavni hnaci silou a pfispiva ke snizeni mnozstvi
enkapsulovaného 1éCiva. Nakonec je dosaZzeno rovnovahy krystalizovanym a
inkorporovanym dexametazonem. Ve studii se prokézalo, Ze velikost nanocastic neni
ovlivnéna pocate¢nim mnozstvim dexametazonu. [25]

V nasem experimentu se zda, ze vstupni koncentrace neovliviiuje EE, ale
ovlivituje velikost ¢astic, coz je vrozporu s vysledky studie Gémez-Gaete a kol.
(2006) [25] Nicméné nizsi pouzité koncentarce €¢inné latky by mohly byt vysvétlenim
tohoto rozdilu.

4.2.3 Vybér vhodné org. a vodné faze, porovnani dvou polymeri

Cilem tohoto experimentu bylo zvolit vhodnou organickou fazi pro ESE metodu
pfipravy. Porovnavany byly charakteristiky nanocastic vzniklych s org. fazemi:
EtAc:AC (1:9), EtAc:AC (1:1), a Cisty ethylacetatem (EtAc). Na zdklad¢ predchozich
experimenttl byly zvoleny vodné faze: 0,5% roztok Pluronic® F-127 a 1% PVA. Pro
tyto experimenty byly zvoleny dva typy polymeri PLGA2 a Cor50:50, koncentrace
dexametazonu byla konstantni 400 pg/ml.

Vzorky scistym EtAc a polymerem PLGA2 byly ihned po odpateni
rozpoustédla uplné transparentni. Vysvétleni je ziejmé z grafu 12, protoze vzniklé
nanocastice byly v porovnani s ostatnimi vyrazné¢ mensi (77,82 nm a 130,37 nm). U
vzorkll s EtAc:AC (1:9) a (1:1) byl zakal mnohem vyraznéjsi s ohledem na vyssi
velikost nanocastic.

Z grafu 12 je zfeymé, Ze pouziti org. faze EtAc:AC (1:1) je nevyhodné, vzniklé
nanocastice jsou vétsi nez 300 nm a PDI je vétsi nez 0,5. Stran velikosti a PDI jsou

vyhodnéjsi EtAc:AC (1:9) nebo Cisty ethylacetat. Z hlediska volby vodné faze 0,5%
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roztok Pluronic® F-127 poskytuje pti ESE metodé mensi ¢astice nez 1% PVA.
Vysvétleni spociva v jeho vyssi povrchové aktivite.

Pti pouziti 1% roztoku PVA jako vodné faze byl zeta potencidl vyrazné vyssi a
blizky nule ve srovnani s pouzitim 0,5% Pluronic® F-127. Viz graf 13. PVA
jednozna¢né maskuje zeta potencial. Literatura uvadi, Ze pro pasivni targeting do MPS
je vyhodny zaporny povrchovy naboj, nanosuspenze je stabilnéjsi. [10]

EE vzorkl je zaznamenana v grafu 14. V souvislosti s vysledky z granulomerie
(viz graf 12) je ziejmé, ze nejlepSich vysledkl pti ESE metod¢ dosahnul ¢isty EtAc
s 0,5% Pluronic® F-127 s Cor50:50 (velikost 217 nm a EE 9,7 %). Viechny ostatni
vzorky maji EE v rozmezi od 2,1 % do 10,3 %. Lze konstatovat, Ze hlavni roli hraje
interakce uc¢inné latky s polymerem, metoda ptipravy je pro EE ziejmé& vedlejsi.

Pro dal8i experimenty byla zvolena org. faze EtAc:AC (1:9) a jako vodna faze
0,5% roztok Pluronic® F-127. Od PVA bylo ptedevsim kviili komplikované&jsimu
zpisobu pfipravy v dal§ich métfenich upusténo. PVA je navic stabilizator, ktery
nemusi byt kompatibilni se v§emi bunéénymi kulturami, proto byly jako optimalni
zvoleny formulace stabilizované Pluronicem® F-127, byt dosazena hodnota EE byla

niz8i. Souhrnna tabulka hodnot je uvedena v ptiloze 9.5.
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Graf 12: ESE, polymer PLGA2/Cor50:50, org. fdze: EtAc:Ac(1:9)/EtAc:Ac(1:1)/Ethylacetdt, konc.
dexametazonu 400 ug/ml, vodnd fdaze 0,5% Pluronic® F-127/1% PVA
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Zavislost zeta potencialu na polymeru, org. a vodné fazi
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Graf 13: ESE, polymer PLGA2/Cor50:50, org. fdaze: EtAc:Ac(1:9)/EtAc:Ac(1:1)/Ethylacetdt, konc. dexametazonu
400 ug/ml, vodnd fdze 0,5% Pluronic® F-127/1% PVA
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Graf 14: ESE, polymer PLGA2/Cor50:50, org. fdze: EtAc:Ac(1:9)/EtAc:Ac(1:1)/Ethylacetdt, konc. dexametazonu
400 ug/ml, vodnd fdze 0,5% Pluronic® F-127/1% PVA
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4.3 Vysledky méreni s pouzitim dexametazon acetatu

4.3.1 ESE metoda, vybér org. faze, porovnani dvou polymeru

K pouziti dexametazon acetitu bylo pfistoupeno kvili neuspokojivym
vysledkiim EE pro dexametazon. S ohledem na to, ze dexametazon acetat (logP 2,8)
je lipofilné;si derivat predlohové latky dexametazonu (logP 1,9), dala se ptfedpokladat
vyssi EE.

Prvnim krokem bylo studium vlivu slozeni organické faze na kritické parametry
¢astic. V navaznosti na experimenty s dexametazonem (viz kapitolu 4.2) byly pro ESE
metodu zvoleny org. faze: EtAc:AC (1:9) a Cisty EtAc. EtAc:AC (1:1) byl v zavislosti
na vysledcich ptedchozich experimentt vyfazen.

S pouzitim ¢istého EtAc doslo ke vzniku ¢astic s velikosti vyrazné pod 100 nm.
(Viz graf 15). Mala velikost vede k vyrazné niz$i efektivité separace nanocastic
centrifugaci. Vzhledem k pouZiti pfimé metody stanoveni obsahu U¢inné latky je
efektivita centrifugace zésadni. Tyto vysledky jsou potvrzenim vysledkii nanoc¢astic
s dexametazonem (srovnani s grafem 12), kdy bylo s ¢istym EtAc jako org. fazi také
dosazeno nizkych hodnot velikosti. V této praci nebyly ¢astice pod 100 nm zadouci,
kviili nizké interakci s potencidlnimi cilovymi buiikami. Nicmén¢ tato metoda by byla
vhodnou alternativou, pokud by bylo cilem pfipravit ¢astice napt. pro EPR (Enhanced
Permeability and Retention), tedy akumulaci ¢astic v nadorové tkani. [10]

Nejen z hlediska velikosti je vyhodnéjsi EtAc:AC (1:9) jako org. faze pro ESE
metodu pfipravy nanocastic. I z hlediska zeta potencialu, ktery je niZsi nez pti pouZiti
¢istého EtAc (viz graf 16), tak z hlediska EE, kterd je vyssi neZ pii pouziti Cistého EtAc
(viz graf 17). V prosttedi EtAc:AC (1:9) vznikaji nanoc¢éstice s vhodnymi vlastnostmi
pro cilenou distribuci do fagocytickych bunék imunitniho systému. NejvySsi miry
enkapsulace bylo dosazeno s pouzitim vétveného polymer PLGA2 (32,3 %), coz mize
byt vysvétleno vétSimi inter a intramolekuldrnimi prostory ve struktufe tohoto
polymeru, jak uvadi ve studii Snejdrova a kol. (2020) [48] Souhrnna tabulka hodnot je

uvedena v ptiloze 9.6
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Graf 15: ESE, polymer PLGA2/Cor50:50, org. fdze EtAc:Ac(1:9)/Ethylacetdt, konc. dexametazon acetdtu 400 ug/ml,
vodnd faze 0,5% Pluronic® F-127
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Graf 16: ESE, polymer PLGA2/Cor50:50, org. fdze EtAc:Ac(1:9)/Ethylacetdt, konc. dexametazon acetdtu 400 ug/ml,
vodnd fdaze 0,5% Pluronic® F-127

54



Zavislost EE na polymeru a na org. fazi, ESE — DEXACT
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Graf 17: ESE, polymer PLGA2/Cor50:50, org. fdze EtAc:Ac(1:9)/Ethylacetdt, konc. dexametazon acetdtu 400
ug/ml, vodnd fdze 0,5% Pluronic® F-127

4.3.2 NPM metoda, vybér org. faze, porovnani dvou polymeri

S ptihlédnutim k slibnym vysledkiim EE pro dexametazon acetat, byla testovana
i NPM jako alternativni metoda piipravy nanocastic. Pfi experimentu se vybirala
vhodna org. faze pro NPM: aceton (AC) vs. acetonitril (ACN), zaroven se porovnaval
vliv polymeru: PLGA2 vs. Cor50:50.

Vysledky tohoto experimentu jsou uvedeny v grafu 18, pii pouziti ACN jako
org. faze pro NPM vznikly vétsi nanoc¢astice (> 200 nm), i jejich PDI byla vétsi ve
srovnani s ¢asticemi precipitovanymi z AC, pifedev§im ve vzorku sPLGA2
polymerem (> 0,3). Velikost nanocastic kolem 120-140 nm s pouzitim AC jako org.
faze je ideélni pro pasivni targeting do MPS bunék. Z grafu 19 a grafu 20 je patrné, ze
vzorky s ACN dosahly nizsiho zeta potencialu a vyssi EE nez vzorky s AC. (Souhrnna

tabulka hodnot je uvedena v ptiloze 9.7)
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Zavislost velikosti a PDI na polymeru a na org. fazi, NPM
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Graf 18: NPM, polymer PLGA2/Cor50:50, org. fdze aceton/acetonitril, konc. dexametazon acetdtu 400 ug/ml,
vodnd faze 0,5% Pluronic® F-127
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Graf 19: NPM, polymer PLGA2/Cor50:50, org. fdze aceton/acetonitril, konc. dexametazon acetdtu 400 ug/ml,
vodnd fdaze 0,5% Pluronic® F-127
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Zavislost EE na polymeru a na org. fazi, NPM — DEXACT
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Graf 20 NPM, polymer PLGA2/Cor50:50, org. fdze aceton/acetonitril, konc. dexametazon acetdtu 400 ug/ml,
vodnd faze 0,5% Pluronic® F-127

Z divodu podezieni, Ze béhem precipitace dochdzi ke wvzniku krystal
dexametazon acetatu, které pii stanoveni EE pomoci HPLC vedou k falesné
pozitivnim vysledkiim, byl experiment opakovan. Vzorky byly pfipraveny znovu
shodnym zpusobem, a navic ¢ast kazdého vzorku byla ptefiltrovana pies filtr o
velikosti porti 1,2 pm. EE byla zméfena u prefiltrovanych i1 nefiltrovanych vzorkd,
vysledky ukazuje graf 23.

Experimentalné¢ bylo ovéfeno, ze filtrace nijak neovliviiuje vysledky
granulometrické analyzy, kdy velikosti pfed i po filtraci byly prakticky totozné.

Srovnanim grafu 18 s grafem 21, které ukazuji stejny experiment v opakovani,
je jasné, ze pii opakovani (viz graf 21) byly nanocastice vytvoiené za pouziti ACN
opét vyrazné vétsi, nez pii pouziti AC. I PDI vzorki vytvorenych v ACN byla vysoka.
Z grafu 22 je patrné, Ze 1 zeta potencial m¢l v opakovani podobny vyvoj (srovnani
s grafem 19).

Vysledky porovnani EE filtrovanych a nefiltrovanych vzorkll jsou uvedeny
v grafu 23. EE nepfefiltrovanych vzorkil byla vyssi neZ po filtraci, a to u vzorkl
vytvoienych v AC 1 v ACN. EE vzorkt vytvofenych v ACN se snizila po filtraci velmi
vyrazné, coz ukazuje na ptitomnost krystalli dexametazon acetatu ve vzorcich ¢éstic

precipitovanych z ACN. Krystaly se podafilo potvrdit pomoci polarizacni

57



mikroskopie, ve vzorcich s ACN, a v mens$i mife i ve vzorcich Castic pfipravenych
s AC. (Viz fotografie 3,4,7,8 v tabulce 5). V dalSich experimentech se jako org. faze
NPM vyuzival AC, a nanosuspenze se filtrovaly ptes 1,2um filtr. VysSich hodnot EE
bylo opét dosazeno pro ¢astice pripravené s polymerem PLGA2, coz 1ze opét vysvétlit

jeho vétvenou strukturou. [48] (Souhrnné tabulka hodnot je uvedena v ptiloze 9.8.)

Zavislost velikostia PDI na polymeru a na org. fazi, NPM,
opakovani—DEXACT
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Graf 21: NPM, polymer PLGA2/Cor50:50, org. fdze aceton/acetonitril, konc. dexametazon acetdtu 400 ug/mi,
vodnd fdze 0,5% Pluronic® F-127
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Zavislost zeta potencialu na polymeru a na org. fazi,
NPM, opakovani — DEXACT
PLGA2 Cor50:50 PLGA2 Cor50:50

aceton aceton acetonitril acetonitril

-12 -10,97
-14 12,40

zeta potencial [mV]

-13,50

-18 o -17,00
druh organicke faze a polymeru

Graf 22: NPM, polymer PLGA2/Cor50:50, org. fdze aceton/acetonitril, konc. dexametazon acetdtu 400 ug/mi,
vodnd fdze 0,5% Pluronic® F-127

Zavislost EE na polymeru, na org. fazi a na filtraci, NPM —
DexAct
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Graf 23: NPM, polymer PLGA2/Cor50:50, org. fdze aceton/acetonitril, konc. dexametazon acetdtu 400 ug/mi,
vodnd fdaze 0,5% Pluronic® F-127, ne/pfitomnost filtru 1,2 um
4.3.3 Porovnani metod pripravy, vliv polymeru

V experimentu byly pfipraveny nanocastice s dexametazon acetdtem pomoci

obou metod ESE i NPM. V obou pfipadech se vyuzily org. faze, které byly
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v predchozich experimentech vyhodnoceny jako nejvyhodnéjsi — pro ESE EtAc:AC
(1:9) (uvedeno v kapitole 4.3.1) a pro NPM cisty AC (uvedeno v kapitole 4.3.2.). Jako
vodna faze byl pouzit 0,5% roztok Pluronic® F-127, konc. dexametazon acetitu
400 pg/ml. V experimentu byl kromé jiz zavedenych PLGA2 a Cor50:50 vyuzit jesté
jeden typ polymeru PLGA: Cor75:25, ktery je diky 75% zastoupeni LA
nejlipofilnéjsim z pouzivanych polymert. Grafy 24, 25, 26 porovnavaji velikost, zeta
potencial a EE s vyuzitim 2 metod pfipravy a zaroven ukazuji vliv polymert s rtiznou
lipofilitou. Podle zjisténi z pfedchoziho experimentu (viz kapitolu 4.3.2) dochazi
béhem pfipravy k tvorbé krystalli dexametazon acetatu, proto byly vSechny vzorky
filtrovany pies 1,2pm filtr.

Z grafu 24 je patrné, Ze pti ESE metod¢ pii pouziti polymeru Cor75:25 vznikly
nanocastice vyrazné€ vétsi (335 nm), 1jejich PDI je vyrazné vétsi, pravdépodobné doslo
k aglomeraci ¢astic. Ostatni vzorky jsou, bez ohledu na metodu pfipravy, svoji PDI
srovnatelné (0,05-0,08). Nanocastice vytvofené ESE metodou byly vétsi nez jim
odpovidajici vzorky vytvotfené NPM. Z hlediska velikost a PDI vzniklych nanocastic
se jevi jako vyhodnéjsi pouziti NPM.

Zavislost velikostia PDI na polymeru a metodé pripravy—
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Graf 24: ESE/NPM, polymer PLGA2/Cor50:50/Cor75:25, org. fdze ethylacetdt:aceton(1:9)/aceton, konc.
dexametazon acetdtu 400 ug/ml, vodnd faze 0,5% Pluronic® F-127, filtr 1,2 um

Graf 25 ukazuje, Ze vSechny vzorky bez ohledu na metodu i na pouzity polymer

dosahly velmi srovnatelnych vysledkt velikosti zeta potencialu.
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Zavislost zeta potencialu na polymeru a metodé pripravy
- DEXACT
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Graf 25: ESE/NPM, polymer PLGA2/Cor50:50/Cor75:25, org. fdze ethylacetdt:aceton(1:9)/aceton, konc.
dexametazon acetdtu 400 ug/ml, vodnd fdaze 0,5% Pluronic® F-127, filtr 1,2 um

Pti srovnani vysledkl v grafu 26 je patrné, ze nanocCastice pfipravené
s polymerem PLGA2 a PLGA75:25 doséahly vyssich EE nez pti pouziti PLGA 50:50.
Nejvyssi EE bylo dosazeno pti pouziti NPM s Cor75:25 (31,5 %), coz mlze ukazovat
na souvislost nejlipofilnéjSiho z polymert a lipofilniho dexametazon acetatu. Druhé
nejvys$si EE bylo dosazeno u PLGA2 nanocastic, pfipravenych ESE metodou
(29,4 %). Vysledky naznacuji, ze pouzitd metoda nehraje roli v enkapsulaci
dexametazon acetatu. Vysledky se li$i pouze v jednotkach procent, a proto miizeme
usoudit, ze pouziti ESE metody a NPM je, co se tyka EE, rovnocenné. (Souhrnné

tabulky hodnot jsou uvedeny v ptilohach 9.9. a 9.10)
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Zavislost EE na polymeru a metodé pripravy — DEXACT
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Graf 26: ESE/NPM, polymer PLGA2/Cor50:50/Cor75:25, org. fdze ethylacetdt:aceton(1:9)/aceton, konc.
dexametazon acetdtu 400 ug/ml, vodnd fdaze 0,5% Pluronic® F-127, filtr 1,2 um

Vliv PLGA polymeru (pomér LA:GA, molekularni hmotnost PLGA) na
inkorporaci dexametazonu do nanocastic byl zkouman i ve studii Gomez-Gaete a kol.
(2006) [25]. Vyuzita byla ESE metoda ptipravy, konstantni hmotnost polymeru (100
mg) a konstantni hmotnost dexametazonu (5 mg). A zkouSené byly polymery PLA,
PLGA75:25, PLGAS50:50. Velikost se vlivem polymeru nezménila, v§echny ¢astice
dosahly stfedniho priméru 220 nm. Enkapsulace dexametazonu do nanocéstic se
polymeru) byla ziskdna za pouziti PLA. Nejvyssi inkorporace (170 png/100 mg
polymeru) bylo dosazeno za pouziti PLGA 75:25, ale rozdil oproti PLGA 50:50 (162
ng/100 mg polymeru) nebyl vyznamny. Studie shrnuje, zZe riznd molekulova hmotnost
polymeru zfejmé nema vliv na mnoZstvi enkapsulovaného 1é€iva. Tyto vysledky
naznacuji, Ze zapouzdieni dexametazonu neni vysledkem hydrofobnich interakci,
protoZze PLA je vice hydrofobni nez PLGA 50:50, ale mé vétsi sklon ke krystalinité
polymeru. [25]

V naSem experimentu byl enkapsulovan dexametazon acetat, coz je lipofiln&;jsi
derivat, ovSem také bylo potvrzeno, Ze druh polymeru nemé jednoznaény vliv na
velikost, stejné jako to uvadi studie Gomez-Gaete a kol. (2006) [25]. Studie uvadi, ze
druh polymeru zfejm€ nema vliv ani na mnoZzstvi enkapsulovaného 1é¢iva, naSe

vysledky EE ovSem naznacuji souvislost s hydrofobicitou a strukturou polymeru.
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Z vyse uvedeného se da usoudit, ze inkorporace dexametazonu a jeho acetatu do
polymernich nanoc¢éstic je souhrou hydrofobnich interakci 1é¢iva a polymeru a
inter/intramolekuldrnich vakanci jako prostoru pro inkorporaci 1éc¢iva.

4.3.4 Cisténé vzorky

Vzorky byly pfipraveny pomoci NPM a piecistény, jak je popsano v kapitole
3.3.9. Pro porovnani jsou uvedeny i vysledky neptecisténych vzorka ptipravenych
stejnym postupem. Cisténi se provadélo z divodu odfiltrovani ptipadnych agregati a
ptipadné bakteridlni kontaminace. Dal$im divodem bylo, aby vzorky mohly byt
ulozeny a pouzity k biologickému hodnoceni na bunéénych kulturach.

Podle grafu 27 proces ¢iSténi nema vliv na velikost ¢astic. Nejmensi nanocastice
vznikly s polymerem PLGAZ2, jak u ¢isténych (129 nm), tak u necisténych (132 nm),
a nejvetsi s polymerem Cor75:25 (Cisténé 162 nm, necisténé 157 nm). Precistény
vzorek s polymerem Cor75:25 ma vyssi PDI oproti ostatnim vzorkiim, ov§em vSechny
vzorky maji PDI pod 0,2.

Zeta potencidl ptrecisténych vzorkl byl dvojnasobny oproti necisténym, viz graf
28. Coz muze byt vysvétleno tim, ze pti priachodu pfes membranu filtru byla na
fazovém rozhrani filtru naadsorbovéana &ast molekul Pluronic® F-127 ptvodné
pfitomnych na povrchu ¢astic, a tim doSlo k omezi maskovani povrchového naboje
castic.

Graf 29 ukazuje, ze EE precisténych vzorkdi byla v porovnani vzorkl
piipravovanych za stejnych podminek, ale bez ¢iSténi, vyrazné nizsi. Vyrazny pokles
vysledkl EE také ukazuje na pfitomnost ¢astic o velikosti vyssi, nez byla velikost pori
filtru, coz se projevovalo i1 zanaSenim filtri béhem procesu purifikace. Naptiklad pfi
pouziti polymeru Cor75:25, kde se v obou experimentech dosahlo nejvyssi EE, m¢l
precistény vzorek polovicni EE oproti necisténému vzorku (31,5 % vs. 15,9 %)

Souhrnné tabulka hodnot je uvedena v ptiloze 9.11.
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Zavislost velikosti a PDI na polymeru — DEXACT
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Graf 27: NPM, polymer PLGA2/Cor50:50/Cor75:25, org. fdze aceton, konc. dexametazon acetdtu 400 ug/ml,
vodnd fdze 0,5% Pluronic® F-127, filtr 1,2 um, ne/¢isténé vzorky

Zavislost zeta potencialu na polymer — DEXACT
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Graf 28: NPM, polymer PLGA2/Cor50:50/Cor75:25, org. fdze aceton, konc. dexametazon acetdtu 400 ug/ml,
vodnd fdaze 0,5% Pluronic® F-127, filtr 1,2 um, ne/Cisténé vzorky
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Zavislost EE na polymeru - DEXACT

w =
(S, B -

31,5%

w
o

24,6 %
22,7%

[ S o
o um

15,9%

=
w

10,5%
8,6 %

PLGA2 Cor50:50 Cor75:25
druh polymeru

=
o

enkapsulacni efektivita [%]

o

W CiSténé 1 bez cisténi

Graf 29: NPM, polymer PLGA2/Cor50:50/Cor75:25, org. fdze aceton, konc. dexametazon acetdtu 400 ug/ml,
vodnd fdze 0,5% Pluronic® F-127, filtr 1,2 um, ne/Zisténé vzorky

Ve studii Tsukada a kol. (2008) [49] byly zkoumany postupy sterilizace, protoze
pro klinické zkousky je nutné PLGA nanocastice upravit jako sterilni farmaceutické
produkty. Tepelna sterilizace neni vhodna. Vlivem tepla se miize rozkladat 1é¢ivo i
PLGA. PLGA ma nizkou teplotu skelné¢ho pfechodu (asi 45 °C). Vlivem tepla by se
tedy mohly zménit vlastnosti formulace, jako je rychlost uvoliovani léCiva z
formulace. Lze uvazovat o jinych sterilizacnich metodach vcetné elektronového
ozafovani nebo tlakové filtrace pomoci membranového filtru s velikosti pora 0,2 pm.
Ve studii byla pouZita emulzné difuzni metoda piipravy. Prokazalo se, Ze pii vhodné
upravé podminek piipravy, lze pfipravit PLGA nanocastice, které projdou
membranovym filtrem pouzivanym k bakterialni filtraci (velikost péra 0,2 pm). A i
presto, ze pi1 pozorovani pomoci transmisni elektronové mikroskopie vykazovaly jisty
stupenl aglomerace, byla jejich filtracni frakce 98-100 %. (Filtra¢ni frakce PLGA
nanocastic byla vypoctena porovnanim koncentraci PLGA v suspenzi pied a po filtraci
0,2um filtrem.) [49]

Pfedmétem dalSich experimentli navazujicich na tuto praci bude zlepSeni

procesu Cisténi a prevodu vzorkli na mikrobidlné nezdvadné formulace. Studie
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Tsukada a kol. (2008) [49] dokazuje, Ze je mozné dosdhnout efektivné precisténych

formulaci.

4.4 Vysledky mikroskopie — dexametazon acetat
Mikroskopovani byly nejdiive podrobeny vzorky pfipravené NPM, za pouziti
AC a ACN jako org. faze, 0,5% roztoku Pluronic® F-127 jako vodné faze, dvou
polymerti: PLGA2, Cor50:50 a koncentraci dexametazon acetatu 400 pg/ml.
Ptitomnost krystalii se potvrdila, a proto byly vSechny dalsi vzorky ihned po
odpateni organického rozpoustédla filtrovany pomoci 1,2um filtru. Vybrané fotografie
pofizené z mikroskopovani jsou uvedeny v tabulce 5. Seznam vzorka s popisem je

uveden v nasledujici tabulce 4.

Tabulka 4: Vysledky mikroskopovdni, NPM, porovndni org. faze: AC a ACN

Nazev vzorku, komentar Odkaz
Kontrolni vzorek: Foto 1
Foto 2

NPM, bez polymeru, org. faze AC, konc. DexAct 400 pg/ml, vodna
faze 0,5% PIF-127
Krystaly ptfitomné, velmi vyrazné, maji tvar jehlice.

NPM, polymer PLGA2, org. fize AC, konc. DexAct 400 pg/ml, | Foto 3

vodni faze 0,5% PIF-127 Foto 4

Krystaly pfitomné, nalezen jeden vétsi krystal.

NPM, polymer Cor50:50, org. faze AC, konc. DexAct 400 pg/ml,

vodna faze 0,5% PIF-127

Krystaly pfitomné, vice menSich krystald, tvar jehlic.

Kontrolni vzorek: Foto 5
Foto 6

NPM, bez polymeru, org. faize ACN, konc. DexAct 400 pg/ml, vodna
faze 0,5% PIF-127

Krystaly pfitomné, jasné viditelné, ale mensi a uzsi neZ v acetonu
NPM, polymer PLGA2, org. faze ACN, konc. DexAct 400 pg/ml,
vodna faze 0,5% PIF-127

Ptitomné drobné krystaly

NPM, polymer Cor50:50, org. faze ACN, konc. DexAct 400 pg/ml, | Foto 7
Foto 8

vodna faze 0,5% PIF-127 %

Krystaly ptitomné
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Tabulka 5: Fotografie z mikroskopovdni, NPM, porovndni org. fdze: AC a ACN

I [

Foto 1: AC_0,5%PIF-127_DexAct400ug/ml_NPM_BF Foto 2: AC_0,5%PIF-127_DexAct400ug/ml_NPM_PL

Foto 3: A2_AC_0,5%PIF127_DexAct400ug/ml_NPM_BF [Foto 4: A2_AC_0,5%PIF127_DexAct400ug/mI_NPM_PL

%
P

A
s

Foto 5: ACN_0,5%PIF127_DexAct400ug/ml_NPM_BF  |Foto 6: ACN_0,5%PIF127_DexAct400ug/m|_NPM_PL
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Foto 7:
Cor50:50 ACN_0,5%PIF127 DexAct400ug/ml_NPM_BF |Cor50:50 ACN_0,5%PIF127 DexAct400ug/ml_NPM_PL

Pti dal§im mikroskopovani byly porovnavany vzorky ptfipravené ESE metodou
a NPM. Vysledkem je, ze pii ESE metod¢ se krystaly dexametazon acetatu
nevytvareji. Vybrané fotografie pofizené z mikroskopovéni jsou uvedeny v tabulce 7

Seznam vzorki a popisy vysledkil jsou v nasledujici tabulce 6

Tabulka 6: Vysledky mikroskopovdni, porovndni ESE a NPM

Nazev vzorku, komentar Odkaz
Kontrolni vzorek: Foto 9
Foto 10

ESE, bez polymeru, org. fize EtAc:AC (1:9), konc. DexAct
400 pg/ml, vodna faze 0,5% PIF-127

Nenalezeny zadné krystaly, coZ bylo u kontrolniho vzorku piekvapujici.
Kontrolni vzorek byl vytvofen bez polymeru, aby doSlo ke vzniku
krystalu a mohl byt ovéfen jejich habitus. Pro ovéfeni byl pokus
zopakovan a opét nebyly krystaly pfitomné. MozZné vysvétleni je, Ze
ultrasonikace doda soustavé tolik energie, Ze dexametazonu acetat
pfejde do jiné, rozpustngjsi, krystalové modifikace a 0,5% roztok
Pluronic® F127 jako surfaktant podpofi rozpusténi krystalii
dexametazon acetatu. Polymorfii dexametazon acetatu potvrzuje studie

Pedro da Silva a kol. (2018) [50].

Kontrolni vzorek:
NPM, bez polymeru, org. faze AC, konc. DexAct 400 pg/ml, vodna
faze 0,5% PIF-127

68



Na kontrolnim vzorku byly vidét jehlicovité krystaly, stejné jako na foto
1 a foto 2. Na dalsi sklicko se ptipravil stejny vzorek prefiltrovany ptes
filtr 1,2 um a v ném uz zadné krystaly nebyly viditelné. To znamena, ze

filtr krystaly spolehlivé odfiltruje.

ESE, polymer PLGA2, org. faze EtAc:AC (1:9), konc. DexAct
400 pg/ml, vodna faze 0,5% PIF-127
Nenalezeny zadné krystaly.

ESE, polymer Cor50:50, org. faze EtAc:AC (1:9), konc. DexAct
400 pg/ml, vodna faze 0,5% PIF-127
Nenalezeny zadné¢ krystaly.

NPM, polymer PLGA2, org. faze AC, konc. DexAct 400 pg/ml,
vodna faze 0,5% PIF-127
Nenalezeny krystaly typu jehlice, ale spise shluky, které v polarizacnim

svétle svitily.

Foto 11
Foto 12

NPM, polymer Cor50:50, org. faize AC, konc. DexAct 400 pg/ml,
vodna faze 0,5% PIF-127
Nenalezeny zadné krystaly.
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Tabulka 7: Fotografie z mikroskopovdni, porovndni ESE a NPM

Foto 9: Foto 10:
EtAc:AC_1:9_0,5%PIF127 DexAct_400ug/ml_ESE_BF  |EtAc:AC_1:9_0,5%PIF127_DexAct_400ug/ml_ESE_PL

Foto 11: Foto 12:
W2 AC 0,5%PIF127 DexAct_400ug/ml_NMP_BF A2 AC 0,5%PIF127 DexAct _400ug/ml_NMP_PL

Tvorbu krystalii pfi pouziti ESE metody pfipravy nanocastic s dexametazonem
popisuje studie Gomez-Gaete a kol. (2006) [25]. Ackoli koncentrace DEX byla nizka
(10 mg dexametazonu v 5 ml org. faze (sloZeni rizna), 100 mg PLGA 75:25),
pozorovani pomoci optické mikroskopie mezi kiizovymi polarizitory odhalila
pritomnost krystalii dexametazonu, jejichZ velikost se pohybuje mezi 1 a 10 um. To
znamena, ze ¢ast Ucinné latky neni inkorporovana. Studie tvorbu krystalli vysvétluje
tim, Ze organicka rozpoustédla difunduji do spojité faze v disledku jejich misitelnosti
s vodou, docasné se zvysi rozpustnost 1é¢iva v kontinudlni fazi. Po iplném odpateni
organického rozpoustédla se vSak rozpustnost snizuje a ¢ast volného lé€iva mlze
krystalizovat ve vodné fazi. Ve studii byly krystaly dexametazonu pozorovany ve

v

vSech suspenzich. MnozZstvi krystali se zdalo niz§i pii pouziti org. faze
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AC:DCM (1:1). Krystaly Ize odstranit pomoci filtrli, ze suspenze byly eliminovany
naslednou filtraci pomoci polyvinylidenfluoridovych filtrd (3,0; 1,5 a 0,45 pm
postupné). Na mnozstvi krystall a mnozstvi enkapsulovaného dexametazonu ma
rozhodujici vliv pouzité organické rozpoustédlo. [25]

Studie Gémez-Gaete a kol. (2006) [25] prokazala piitomnost krystall pii pouziti
ESE metody, coz se vnaSem experimentu nepotvrdilo. Ve studii byl vyuzivan
dexametazon a v naSem experimentu lipofilngjsi derivat dexametazonu acetat s jinymi

krystaliza¢nimi vlastnostmi.
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5 ZAVER

Byly piipraveny PLGA nanocastice s enkapsulovanymi protizanétlivé
pusobicimi latkami (kurkumin, dexametazon, dexametazon acetat). Nanocastice byly
charakterizovany pomoci optickych metod. Posuzovanymi parametry byla velikost
Castic, index polydisperzity, zeta potencial a enkapsulacni efektivita. Cilem bylo
pfipravit nanocéstice s optimalnimi vlastnostmi pro pasivni cileni do bunék MPS.
Optimalni vlastnosti nanocastic jsou sféricky tvar, polydisperzita <0,2, velikost
v rozmezi 100-300 nm, zadporny povrchovy naboj a hydrofobni charakter ¢astic. Pro
ziskéani nanocastic s optimalnimi vlastnostmi byly optimalizovany podminky piipravy
pomoci ESE a NPM.

Pti ptipravé nanocastic s kurkuminem pomoci NPM byl jako nejvhodnéjsi
surfaktant zvolen roztok poloxameru Pluronic® F-127, ktery byl vyuzivan v dal§ich
experimentech u obou metod ptipravy. Nanocastic s kurkuminem byly vytvofeny ESE
a NPM, pomoci ESE vznikly nanocastice az dvojnasobné vétsi oproti NPM. Druh
polymeru zfejmé¢ nema vliv na velikost nanocastic. Kurkumin dosahl nejvyssi
enkapsulacéni efektivity (69,1 %) spouzitim polymeru Cor75:25, ktery je
nejlipofilnéjsi z pouzitych polymert. Je zde tedy patrna spojitost mezi silné€ lipofilnim
kurkuminem a lipofilitou polymeru.

Vzorky s dexametazonem se pripravovaly pomoci ESE. Z vysledki vyplyva, ze
vstupni koncentrace dexametazonu neovliviiuje enkapsulacni efektivitu, ani zeta
potencidl, ale ovlivituje velikost, kdy se zvysujici se vstupni koncentraci se zvySuje
velikost nanocastic, spolu s ni se zvySovala i1 polydisperzita. Nejvyssi enkapsulacni
efektivity (10,3 %) u nanocastic s dexametazonem bylo dosazeno pii pouziti
ethylacetatu:acetonu (1:9) jako organické faze a 1% roztoku PVA jako vodné faze.
PVA se vSak projevil jako nevhodny surfaktant, protoZe maskuje zaporny povrchovy
néboj. V dalSich experimentech byl vyuzivan 0,5% roztok Pluronic® F-127 a jako
organicka faze pro ESE metodu smés ethylacetat:acetonu (1:9). Enkapsulacni
efektivita dexametazonu nebyla uspokojiva, proto bylo pfistoupeno k pouziti jeho
lipofilngj$iho derivatu dexametazonu acetatu.

Pti pfipravé nanocastic s dexametazon acetatem byl jako nejvhodnéjsi organicka
faze pro NPM zvolen aceton, ktery se pouzival 1 v dalSich experimentech. Pti srovnani

vysledki nanocastic pripravenych ESE a NPM je patrné, ze metoda piipravy ani druh
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polymeru nema vliv na velikost nanoc¢éstic, ani na velikost zeta potencialu. Nejvyssi
enkapsulacni efektivity (31,5 %) bylo dosaZzeno pomoci NPM u lipofilniho polymeru
Cor75:25. Nanocastice s dexametazon acetatem dosahly az trojnasobné enkapsulacni
efektivity oproti dexametazonu. Polarizacni mikroskopie prokéazala ptfitomnost
krystalti dexametazon acetatu vznikajicich pfi piipravé pomoci NPM. VSechny vzorky
s dexametazon acetitem musely byt filtrovany ptes 1,2um filtr, ktery krystaly
spolehliveé odstrani.

Vzorky s dexametazon acetdtem byly pfeciStény a pomoci filtrace (0,45 pum)
pfevedeny na mikrobidln¢€ nezavadné vzorky, aby mohly byt pouzity pro biologické
hodnoceni (neni pfedmétem této prace). Béhem c¢isténi se nezménila velikost Castic,
poklesl zeta potencidl, a vyznamné kleslo mnozstvi enkapsulovaného 1é¢iva. Proces
¢isténi bude predmétem dalSiho zkoumani.

Souhrnné lze fici, Ze nejzasadnéjsi vliv na vlastnosti PLGA nanocéstic ma typ
polymeru, enkapsulované 1éCivo a jejich vzajemna interakce. Preferovanou metodou

ptipravy je NPM pro jeji jednoduchost.
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7 SEZNAM ZKRATEK
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ACN
ASK1
AST, ALT
BF
Cor50:50

Cor75:25

CPN
CPTN
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DCM
DEX
DEX NC
DexAct
DexAct NLC
DSC

EE

ESE
EtAc
FDA

GA

GSI
HES-DEX-NC
HPLC
HS15

IL

iNOS
LA

LPS

Aceton

Acetonitril

Apoptosis signal-regulating kinase 1
Aspartataminotransferaza, alaninaminotransferaza

Bright field

Linearni kopolymer PLGAS5/5, (kyselina mlécna:kyselina
glykolova (50:50))

Linearni kopolymer PLGA7/3, (kyselina mlécna:kyselina
glykolova (75:25))

PLGA nanocastic s kurkuminem

PLGA nanocéstic s kurkuminem s TPGS

kurkumin

Dichlormethan

Dexametazon

Dexametazonové nanokapsle

Dexametazon acetat

Nanostrukturované lipidové nosice s dexametazon acetatem
Diferencialni skenovaci kalorimetrie

Enkapsulacni efektivita

Emulzni odpafovaci metoda

Ethylacetat

Food and Drug Aministration

Glykolova kyselina

Inhibitory y-sekretazy

HydroxyethylSkrobové nanokapsle s dexametazonem
Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Kolliphor HS15

Interleukin

Indukovatelné syntdza oxidu dusnatého

MIécna kyselina

Lipopolysacharidy
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Mil Klasicky aktivované makrofagy

M2 Alternativné aktivované makrofagy

MCP1 Makrofagovy chemotakticky protein 1

MPS Mononuklearni fagocyticky systém

NAFLD Non-alcoholic fatty liver disease

NASH Nealkoholicka steatohepatitida

NLC Nanostrukturované lipidové nosice

NPM Nanoprecipitacni metoda

Org. Organicky/a

PACE Poly(amin)-ko-esterové polymery

PDI Index polydisperzity

PEG Polyethylenglykol

PGA Polyglykolova kyselina

PL Polarization light

PLA Polymlééna kyselina

PIF-127 Pluronic® F-127

PLGA Kopolymer poly(mlé¢na-ko-glykolova) kyseliny

PLGA2 Kopolymer PLGA A2 vétveny na 2% kyseliné polyakrylové —
(kyselina mléc¢na:kyselina glykolova (1:1))

PPARy Peroxisome proliferator-activated receptor y

PVA Polyvinylalkohol

RES Retikuloendotelialni systém

RH40 Kolliphor HR40

RSG Rosiglitazon

SiRNA Small interfering RNA

SP60 Span 60

SYK Slezinné tyrosinkinazy

TNF-a Tumor nekrotizujici faktor a

TPGS D-a-Tokopheryl polyethylenglykol 1000 sukcinat

TW20 Tween 20
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9 PRILOHY

9.1 Prilohal

KURKUMIN
metoda datum polymer |vodna faze organickd|konc. CUR|size PDI zeta EE % peleta
precipitacni| 16.09.2020|PLGA2 1% PIF-127 aceton 300 ug/mli| 146,000 0,051 31,860,
precipitacni| 16.09.2020|PLGA2  |0,1% PIF-127 aceton  [300ug/ml| 146,367 0,069 20,144
precipitacni| 17.09.2020|PLGA2 0,1% Cholat sodny aceton 300 ug/ml| 146,533 0,186 14,812
precipitacni| 18.09.2020|PLGA2  |1% Cholat sodny aceton 300 ug/ml| 4026,500 1,000 XXXXX nepouzitelny vzore
precipitacni| 17.09.2020|PLGA2 2% Cholat sodny aceton  [300ug/ml[ 69,470 0,350 XXXXX nepouZitelny vzore
precipitacni| 18.09.2020|PLGA2  |3% Choldt sodny aceton  [300ug/ml|[ 186,167 0,299 XXXXX nepouZitelny vzoreK
precipitacni| 21.09.2020|PLGA2 1% TW20 aceton 300ug/ml| 142,333 0,112 0,174
precipitacni| 21.09.2020|PLGA2 0,1% TW20 aceton 300 ug/mlf 135,233 0,120 12,088
precipitacni| 21.09.2020|PLGA2 1% PVA aceton 300 ug/ml| 188,967 0,055 18,284
precipitacni| 21.09.2020|PLGA2 0,1% PVA aceton 300ug/ml| 177,133 0,093 34,736
precipitacni| 22.09.2020|PLGA2 1% TW20_0,1% SP60 |aceton 300 ug/ml| 148,867 0,152 -24,167 0,826
precipitacni| 22.09.2020|PLGA2 0,1% TW20_1% SP60 [aceton 300 ug/ml[ 176,100 0,337 -13,300, 10,494
precipitacni| 22.09.2020|PLGA2 1% TW20_1% SP60 aceton 300 ug/mi|[ 158,500 0,218 -24,433 1,097
precipitacni| 22.09.2020|PLGA2 0,1% TW20_0,1% SP60 [aceton 300 ug/ml| 150,000 0,120 -24,833 21,116
precipitacni| 23.09.2020|PLGA2  |0,01% RH40 aceton [300ug/ml| 112,633 0,115 XXXXX nepouzitelny vzore
precipitacni | 23.09.2020|PLGA2 0,1% RH40 aceton 300 ug/ml| 145,067 0,204 9,367
precipitacni| 23.09.2020|PLGA2  |1% RH40 aceton [300ug/ml[ 116,133 0,138 0,810
precipitacni| 23.09.2020|PLGA2 2% RH40 aceton 300ug/ml| 117,533 0,146 0,000
precipitacni| 24.09.2020|PLGA2 1% HS15 aceton 300 ug/ml[ 137,400 0,214 1,241
precipitacni| 24.09.2020|PLGA2 0,1% HS15 aceton 300 ug/ml| 122,400 0,160 7,281
precipitacni| 24.09.2020|PLGA2  |2% HS15 aceton  [300ug/ml|[ 125,267 0,136 0,000
9.2 Priloha 2
KURKUMIN
METODA  |ozn. vzorku [datum |polymer |vodndfaze |organickafaze konc. CUR [size PDI zeta EE % peleta
emulzni A 3.6. PLGA2 0,5% PIF-127 [ethylacetdt:aceton (1:9)[300 ug/ml | 342,5000 0,3423|x 46,676
precipitacni B 3.6. PLGA2  [0,5% PIF-127 |aceton 300ug/ml| 129,8333| 0,0690(x 60,388|
emulzni C 3.6. Cor5.5  [0,5% PIF-127 [ethylacetat:aceton (1:9)[300 ug/ml |x X X 62,076
emulzni C1,2 umfiltr|3.6. Cor5.5 0,5% PIF-127 |ethylacetét:aceton (1:9)|300 ug/ml | 236,9667 0,0530| -10,4667 40,352,
precipitacni |D 3.6. [Cor5.5 |0,5% PIF-127 |aceton 300 ug/ml |x X X 62,969
precipitacni|D 1,2 um filtr|3.6. Cor5.5 0,5% PIF-127 [aceton 300 ug/ml | 153,3667 0,0813| -10,8667 44,669
emulzni E 3.6. Cor7.3  [0,5% PIF-127 |ethylacetat:aceton (1:9)[300 ug/ml |x X X 68,154
emulzni E 1,2 umfiltr [3.6. Cor7.3 0,5% PIF-127 [ethylacetdt:aceton (1:9)[300 ug/ml | 303,7333 0,2290 -9,7267 35,333
precipitacni |F 3.6. Cor7.3 0,5% PIF-127 [aceton 300 ug/ml |x X X 69,130
precipitacni |F 1,2 um filtr |3.6. Cor7.3 0,5% PIF-127 |aceton 300 ug/ml| 161,1000 0,1033| -8,7700 50,221
9.3 Priloha 3
[EmuLZNT_[PEXAVIETHASON]
METODA [datum |polymer |vodnafaze |organicka faze konc. DEX|size PDI zeta EE % peleta
26.2. |PLGA2 |0,5% PIF-127 |dichlormethan: aceton (1:9)|400 ug/ml| 1974,0000/  1,0000x X
26.2. |PLGA2 |0,5% PIF-127 |dichlormethan: aceton (1:9)|150 ug/ml| 642,1333|  0,9190|x X
26.2. [PLGA2 0,5% PIF-127 |ethylacetat:aceton (1:9) 400 ug/ml| 187,3000f 0,0660| -14,4333 10,4000
26.2. |PLGA2 |0,5% PIF-127 [ethylacetat:aceton (1:9) 150ug/ml| 176,8667| 0,0797| -14,0000 7,8000
9.4 Priloha 4
[EmuLznT_[DEXAMETHASON]|
METODA |datum |polymer |vodna faze organicka faze konc. DEX [size PDI zeta EE % peleta
12.3. PLGA2 0,5% Pluronic F-127 |ethylacetat:aceton (1:9)[50 ug/ml | 195,0000( 0,0640| -12,0000 2,4500
12.3. PLGA2 0,5% Pluronic F-127 |ethylacetat:aceton (1:9)[100 ug/ml | 194,0000( 0,0540| -11,5000 4,1500]
12.3. PLGA2 0,5% Pluronic F-127 |ethylacetat:aceton (1:9)[150 ug/ml | 284,0000( 0,1590| -14,6000 3,3300
12.3. PLGA2  |0,5% Pluronic F-127 |ethylacetat:aceton (1:9)|300 ug/ml | 269,0000| 0,1250| -14,7000 4,3700]
12.3. PLGA2 0,5% Pluronic F-127 |ethylacetat:aceton (1:9)[400 ug/ml | 377,0000[ 0,1630| -14,3000 3,6700
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9.5 Prilohas

[EMULZNT__[DEXAMETHASON |
METODA datum |polymer |vodndafaze |organickafaze konc. DEX [size PDI zeta EE % peleta
12.3. |PLGA2 0,5% PIF-127 |ethylacetat:aceton (1:9) |400 ug/ml | 377,0000] 0,1630| -14,3000 3,6700,
6.4. PLGA2 0,5% PIF-127 |ethylacetét:aceton (1:1)|400 ug/ml| 317,9000| 0,4910]| -15,1667 6,2356)
6.4. PLGA2 0,5% PIF-127 |ethylacetét 400ug/ml| 77,8200 0,2020 -9,5533 4,1572
6.4. PLGA2 1% PVA ethylacetat:aceton (1:9) |400 ug/ml | 404,7667 0,1000| -0,8150| 10,3319
6.4. PLGA2 1% PVA ethylacetat:aceton (1:1) |[400 ug/ml | 532,4000] 0,5047| -1,2267 5,7509,
6.4. PLGA2 1% PVA ethylacetdt 400 ug/ml | 130,3667 0,1583| -2,7467 2,1455)
9.4. Cor5.5 |0,5% PIF-127 |ethylacetét:aceton (1:9) |400 ug/ml| 238,2000| 0,0887| -11,3000 7,1777,
9.4. Cor5.5 |0,5% PIF-127 |ethylacetét:aceton (1:1)|400 ug/ml| 462,3333 0,6220] -13,1000 3,5388|
9.4, Cor5.5 |0,5% PIF-127 |ethylacetét 400 ug/ml| 217,2333 0,0553| -9,9600 9,7111]
12.4. |[Cor5.5 |1% PVA ethylacetat:aceton (1:9) [400 ug/ml | 367,3333 0,0887| -0,9487 4,4082|
12.4. [Cor5.5 |1% PVA ethylacetat:aceton (1:1) |400 ug/ml | 516,1000 0,4530| -0,8843 6,2565|
12.4. [Cor5.5 |1% PVA ethylacetdt 400 ug/ml| 329,2333 0,0540| -0,8167 5,7958]
9.6 Priloha 6
evuizn_ | ERANEASONIACETATI
METODA |datum|polymer|vodnafaze |organickd faze konc. DEXACT |size PDI zeta EE % peleta
20.4. |PLGA2 [0,5% PIF-127 |ethylacetat:aceton (1:9) |400 ug/ml 236,2333 0,0857 -13,8667 32,3174
20.4. [Cor5.5 |0,5% PIF-127 |ethylacetét:aceton (1:9) 400 ug/ml 228,2333 0,0933]  -11,7667 25,4185
20.4. |PLGA2 [0,5% PIF-127 |ethylacetdt 400 ug/ml 69,2167 0,1373 -9,3567 9,6892]
20.4. |Cor5.5 [0,5% PIF-127 |ethylacetdt 400 ug/ml 85,7733 0,0970 -9,3000| 9,0977|
9.7 Priloha?7
datum |polymer |vodna faze organicka faze|konc. DEXACT |size PDI zeta EE % peleta
26.4. PLGA2 |0,5% PIF-127 [|aceton 400 ug/ml 126,7333 0,0660| -10,6333 32,8084
26.4. Cor5.5 [0,5% PIF-127 |aceton 400 ug/ml 144,8000 0,1000| -10,7667 30,7935
26.4. PLGA2 |0,5% PIF-127 [|acetonitril 400 ug/ml 251,9333 0,3030| -14,9333 41,5914
26.4. Cor5.5 [0,5% PIF-127 |acetonitril 400 ug/ml 207,9667 0,1220| -12,5333 38,4011
9.8 Priloha 8
datum |polymer |vodna faze |organickd fazdkonc. DEXACT [size PDI zeta EE % peleta
3.5. PLGA2 0,5% PIF-127 |aceton 400 ug/ml 172,4667 0,0737 -10,9667 45,5768
1,2um filtr 3.5. PLGA2 0,5% PIF-127 |aceton 400 ug/ml 39,9888
3.5. Cor 5.5 [0,5% PIF-127 |aceton 400 ug/ml 204,9000 0,0690 -12,4000 31,3087
1,2um filtr 3.5. Cor5.5 [0,5% PIF-127 |aceton 400 ug/ml 28,5582
3.5. PLGA2 0,5% PIF-127 |acetonitril 400 ug/ml 344,2667 0,3783 -17,0000 32,2773
1,2um filtr 3.5. PLGA2 0,5% PIF-127 |acetonitril 400 ug/ml 8,3544
3.5. Cor5.5 [0,5% PIF-127 |acetonitril 400 ug/ml 262,4333 0,1537 -13,5000 30,7561
1,2um filtr 3.5. Cor 5.5 [0,5% PIF-127 |acetonitril 400 ug/ml 13,5140
9.9 Priloha9
[EMuLZNT METODA | BERANIEIRASONACETATI POFILTRACI 1,2um __ [EE%peleta |
datum |polymer|vodna fdze |organicka faze konc. DEXACT]|size PDI zeta i
1,2um filtr 11.5. [PLGA2 ]0,5% PIF-127|ethylacetat:aceton (1:9]400 ug/ml 177,4000[ 0,0513| -11,4000 29,1593|
1,2um filtr DUPLIKAT |11.5. |PLGA2 [0,5% PIF-127 [ethylacetat:aceton (1:9]400 ug/ml 29,5902|
1,2um filtr 11.5. [Cor5.5 |0,5% PIF-127|ethylacetat:aceton (1:9]400 ug/ml 181,6000[ 0,0700| -11,5667 25,0687|
1,2um filtr DUPLIKAT |11.5. |Cor5.5 [0,5% PIF-127 [ethylacetat:aceton (1:9]400 ug/ml 24,2601|
1,2um filtr 1.6. Cor 7.3 |0,5% PIF-127 [ethylacetat:aceton (1:9]400 ug/ml 335,0333| 0,2470] -11,0333 25,5399|
1,2um filtr DUPLIKAT |1.6. Cor 7.3 [0,5% PIF-127 |ethylacetat:aceton (1:9]400 ug/ml 24,7833|
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9.10 Priloha 10

PO FILTRACI 1,2 um

datum |polymernvodnd faze |organicka fazgkonc. DEXACT |size PDI zeta EE % peleta
1,2um filtr 11.5. |PLGA2 |0,5% PIF-127|aceton 400 ug/ml 131,6000| 0,0833| -10,8000 24,1361
1,2um filtr DUPLIKAT |11.5. |PLGA2 |0,5% PIF-127|aceton 400 ug/ml 25,0097
1,2um filtr 11.5. |[Cor5.5 |0,5% PIF-127|aceton 400 ug/ml 151,6667 0,0783| -10,5667 23,9472
1,2um filtr DUPLIKAT |11.5. [Cor5.5 |0,5% PIF-127|aceton 400 ug/ml 21,4563
1,2um filtr 1.6. Cor 7.3 |0,5% PIF-127|aceton 400 ug/ml 157,3333| 0,0737| -10,5333 29,4951
1,2um filtr DUPLIKAT |[1.6. Cor 7.3 |0,5% PIF-127|aceton 400 ug/ml 33,4204

9.11 Priloha 11

PO FILTRACI 1,2 um

datum polymer |vodndfaze |organickd faze |konc. DEXACT |size PDI zeta EE % peleta
Cisténi 7.6. PLGA2 0,5% PIF-127 |aceton 400 ug/ml 129,4000 0,0763| -20,2333 8,6111]
cisténi 7.6. Cor5.5 |0,5% PIF-127 [aceton 400 ug/ml 131,5333 0,0823| -22,3000 10,5233
cisténi 7.6. Cor7.3 |0,5% PIF-127 |aceton 400 ug/ml 162,3000 0,1797| -20,1000 15,8682
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