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Abstrakt

Univerzita Karlova

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra: Farmaceuticka technologie
Skolitel: Mgr. Monika Smékalova, Ph.D.
Posluchac: Bce. Janina Ptakova

Nazev diplomové prace: Formulace PLGA/Ag nanocastic

Pfedmétem této diplomové prace byla formulace nanocastic (AgNP) stiibra
a jejich enkapsulace do kyseliny poly(mlécné-ko-glykolové) (PLGA) s cilem vytvorit
nanocastice v dostatecné velikosti s vysokou enkapsulacni efektivitou, aby mohly byt
pouzity pro cileny transport.

Prvni ¢ast prace se zabyva syntézou AgNP. AgNP byly pfipraveny chemickou
redukci za pouziti maltozy a tetrahydridoboritanu sodného jako reduktantii. Castice
piipravené s tetrahydridoboritanem sodnym vykazovaly mens$i velikost a vySsi
stabilitu nez ty pfipravené s maltozou.

Druhé ¢ast prace se zabyva pifipravou PLGA a formulaci PLGA/Ag nanocastic.
PLGA se pouzivalo v koncentraci 1,5, 3,0 a 6,0 mg-cm™ a nanodastice stfibra byly
pouzity v koncentracich 0,005, 0,010, 0,050 a 0,100 mg-cm™.

Posledni ¢ast prace je zaméfena na separaci PLGA/Ag nanocastic. Separace byla
zkousena vice metodami. Prvni metodou byla agregace pomoci agregac¢nich ¢inidel.
Jako agregacni Cinidla byl pouzit chlorid sodny, poly(diallyldimethylammonium)
chlorid, cetrimonium bromid a tetrahydrat dusi¢nanu vépenatého. Druhou metodou
separace byla centrifugace. Enkapsulacni efektivita byla hodnocena neptimo,
stanovenim neenkapsulovanych AgNP. Odseparované nanocastice poté byly
prométeny metodou ICP-OES. Nejvyssi enkapsulacni efektivita (72 % + 13 %) byla
stanovena pro systém pfipraveny z 6 mg-cm=> PLGA a 0,010 mg-cm> AgNP.
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Abstract

Charles University

Faculty od Pharmacy in Hradec Kralové
Department of: Phramaceutical technology
Mentor: Mgr. Monika Smékalova, Ph.D.
Student: Bc. Janina Ptakova

Title of Thesis: Formulation of PLGA/Ag nanoparticles

The subject of this thesis was the formulation of silver nanoparticles (AgNPs)
and their encapsulation in poly(lactic-co-glycolic acid) (PLGA) in order to produce
nanoparticles of sufficient size with high encapsulation efficiency to be used for
targeted transport.

The first part of this work deals with the synthesis of AgNPs. AgNPs were
prepared by chemical reduction using maltose and sodium tetrahydridoborate as
reductants. The particles prepared with sodium tetrahydridoborate showed smaller size
and higher stability than those prepared with maltose.

The second part of the work deals with the preparation of PLGA and the
formulation of PLGA/Ag nanoparticles. PLGA was used at concentrations of 1,5, 3,0
and 6,0 mg-cm and silver nanoparticles were used at concentrations of 0,005, 0,010,
0,050 and 0,100 mg-cm™.

The last part of the work is focused on the separation of PLGA/Ag
nanoparticles. The separation was tested by several methods. The first method was
aggregation using aggregation reagents. Sodium chloride,
poly(diallyldimethylammonium) chloride, cetrimonium bromide and calcium nitrate
tetrahydrate were used as aggregating agents. The second method of separation was
centrifugation. The encapsulation efficiency was evaluated indirectly by determining
the unencapsulated AgNPs. The separated nanoparticles were then screened
by ICP-OES. The highest encapsulation efficiency (72% + 13%) was determined for
the system prepared from 6 mg-cm= PLGA and 0,010 mg-cm™ AgNPs.

Keywords:
Nanoparticles, silver, PLGA, targeted, therapy
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1 Zadani a cil prace

Cilem této diplomové prace byla priprava AgNP a jejich enkapsulace do polymerniho
nosice (PLGA) pro ucely cileného transportu 1é€iv.
Prace se skladala z nasledujicich kroku:
1) Literarni reSerSe se zamétenim na koloidni systémy, jejich vlastnosti, metody
pfiprav a vyuziti.
2) Piiprava AgNP vyuzitim nékolika metod a stabiliza¢nich ¢inidel.

3) Ptiprava hybridnich nanoc¢astic AgNP a PLGA.

4) Volba vhodné separacni metody pro hybridni nanoc¢astice a neenkapsulovanou

frakci AgNP.

5) Stanoveni u¢innosti enkapsulace pomoci ICP-OES.



2 Seznam pouzitych zkratek

AgNP — nanocastice stiibra

ATP — adenosintrifosfat

BPLP - biodegradable photoluminiscent polymer = biologicky rozlozitelny
fotoluminiscen¢ni polymer

CNP — nanocastice uhliku

CNT — carbon nanotubes = uhlikové nanotrubi¢ky

CTAB — cetrimonium bromid

CuNP — nanocastice médi

DLS — dynamic light scattering = dynamicky rozptyl svétla

EMA — European Medicines Agency = Evropska lékova komise

FBGC - foreign body giant cells = mnohojaderné bunky, které vznikly slou¢enim
makrofagl

FDA — Food and Drugs Administration = Utad pro kontrolu potravin a 1é&iv
HT-29 — rakovinné bunky kolorektalniho adenokarcinomu

IFNy — interferon gamma

MRSA — methicillin rezistentni Staphylococcus aureus

MWCNT — multi-walled carbon nanotube = mnohosténna uhlikova nanotrubicka
PAA — polyakrylova kyselina

PDDA - poly(diallyldimethylammonium) chlorid

PEG — polyethylenglykol

PGA — polyglycolic acid = polyglykolova kyselina

PLA — polylactic acid = polymlé¢na kyselina

PLGA — poly(lactic-co-glycolic) acid = kyselina poly(mlé¢na-ko-glykolova)
PVA — polyvinylalkohol

PVP — polyvinylpyrrolidon

ROS — reactive oxygen species = reaktivni formy kysliku

SDS — sodium dodecyl sulfate = dodecylsulfat sodny

SeNP — nanocéstice selenu

SWCNT - single-walled carbon nanotube = jednosténna uhlikovéa nanotrubicka

VREF — vankomycin rezistentni Enterococcus faecium



3 Uvod

Nanotechnologie se stavaji poslednich nékolik desitek let stale atraktivnéj$im
oborem pro nové objevy na poli cilené distribuce 1é¢iv. Nanotechnologie spojuji vice
odvétvi dohromady — inzenyrstvi, medicinu, biologii, chemii, fyziku. Jednim z diivoda
je stale se rozsifujici antibioticka rezistence k zndmym antibiotikiim. Nové latky se
hledaji stale hiife, a proto se zkousi rizné vlastnosti nanocastic a to jak samotné
nanocastice tak jejich kombinace s antibiotiky. NejslibnéjsSimi kandidaty jsou
nanocastice stiibra pravé diky jejich antibakteridlnimu, antivirovému a obecné
antimikrobnimu uc¢inku. Byly zkouSeny i jiné nanocastice, nicmén¢ efekt nékterych
nanocastic byl patrny az ve vysokych koncentracich, coz stale ¢ini nanoc¢astice stiibra
jednémi s nejefektivnéjsich a nejvice prominentnich nanoc¢astic v antibiotické 1é¢be
1 ptes jejich nespecifickou toxicitu a moznost vyvinuti rezistence. Dale se testuji také
kombinace nanocastic s cytostatiky, coz by jednou mohlo vést k objeveni ucinné
a hlavné cilené 1écby rakoviny. Vyhody cilené 1écby jsou vétsi efektivita, mensi
spotieba 1é¢iva, mensi toxicita s nezddoucimi ucinky a vétsi biologicka dostupnost.
Této cilené 1écby se jako jednou z moznosti dosahuje pres makrofagy. Makrofagy
pohlcuji molekuly vétsi nez 100 nm. Pokud se stfibrné nanocastice inkorporuji do
jiného materialu, kterym je naptiklad kyselina poly(mlé¢na-ko-glykolova), umozni to
molekulu zvétsit na detekovatelnou velikost pro makrofagy, ktefi ji poté pohlti.
Pohlceni nanocastic tak umozni, transportovat je do naddorové tkané, potlacit zanét
okamzité v daném misté zablokovanim produkce prozanétlivych markerd samotnymi

makrofagy nebo zabitim samotnych patogent, ktefi prezivaji v makrofazich.
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4 Teoreticka cast

4.1 Disperzni soustavy

Disperzni soustavy sestavaji ze dvou casti. Prvni Casti je vnéjsi spojita Cast
(nazyvana téz dispergujici) a druhou je ¢ast vnitini (dispergovand), kterd mtze byt ve
form¢ drobnych kapicek ¢i ¢astic. Disperzni soustava je tvotena jakymkoliv dvéma
skupenstvimi, vyjma skupenstvi plyn — plyn. -2

Je-li soustava tvorena dvéma fadzemi, jedna se o heterogenni soustavu (napf.
olej a voda). Pokud je vSak soustava tvofena pouze jednou fazi, ale dvéma latkami
(jedna latka se v druhé rozpousti), jedna se o homogenni soustavu (napt. kuchynska
stl ve vodg). 3

Jednotlivé disperzni soustavy muizeme rozdé€lit na né&kolik typh. Jednim
moznym délenim je podle velikosti ¢i tvaru castic. Velikost Castic se vyjadiuje
stupném disperzity, coz znamena, Ze ¢im jsou ¢astice jemnéjsi, tim je stupen disperzity
vyssi. 3

Pokud mame v soustavé vSechny castice stejné velké, jedna se o soustavu
monodisperzni. Jsou-li velikosti riizné, jednd se o polydisperzni soustavu. Maji-li
v soustavé vSechny Céstice stejny tvar, jednd se o soustavu homodisperzni.
Heterodisperzni soustava ma tvar ¢astic rtizny.

Soustavy s velikosti ¢astic pod 1 nm se nazyvaji molekuldrni (analytické)
disperze. Céstice v nich jsou tak malé, Ze nejsou vidét elektronovym mikroskopem
a jsou na pomezi mezi pravymi a koloidnimi roztoky. Typickym ptikladem je glukoza
nebo ionty. Koloidni roztoky maji velikost ¢astic mezi 1 nm a 1 um, pficemz nejsou
vidét optickym mikroskopem, ale elektronovym ano. Zde 1ze jako ptiklad uvést sérovy
albumin nebo ¢astice koloidniho stiibra. Tietim typem jsou hrubé disperze, které maji
svou velikost ¢astic nad 1 um a sem se fadi suspenze a emulze. !2

Dle tvaru castic existuji tfi typy systémi — korpuskuldrn€é, laminarné
a fibrilarn¢ disperzni. Korpuskularni systém ma vSechny castice kulaté. Laminarni
systém ma Castice ve tvaru desticek ¢i lamel. Ve fibrilarnim systému jsou Castice jako

vlakna ¢&i ty¢inky. 3
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4.2 Koloidni soustavy

Koloidni soustavy maji velikost ¢astic mezi 1 nm a 1 um. Castice nejsou vidét
pouhym okem, ale lze je zobrazit elektronovym mikroskopem. Na zéklad¢ skupenstvi
dispergujici a dispergované faze lze koloidni soustavy rozdé¢lit do 8 skupin (tab. 1).
Skupiny, které patii do plynného disperzniho prostiedi, maji ptedponu aero (z latiny,
ptedpona aero se pouziva se slovy ve vyznamu vzduchu nebo letadla). Skupiny patiici
do kapalného disperzniho prostfedi maji pfedponu lyo (z fectiny, pfedpona lyo se
pouziva v souvislosti s rozpustnosti) a zbylé skupiny jsou v pevném disperznim

prostiedi oznaceny jako soly. *

Tabulka 1: Klasifikace koloidnich soustav podle slozeni fazi 4

Dispergujici prostfedi | Dispergovand faze | Oznaceni koloidni soustavy (ptiklad)
kapalna Aerosol (mlha)
plynné
pevna Aerosol (dym)
plynna Péna (mydlova péna)
kapalné kapalna Emulze (télové mléko)
pevna Lyosol (barviva)
plynna Tuhé péna (péna plastu)
pevné kapalna Tuha emulze (¢erny fosfor)
pevna Tuhy sol (drahokam)

Dale lze koloidni soustavy rozdélit podle poctu fazi. Fazové koloidy maji vice
nez jednu fazi, z ¢ehoz vyplyva, ze jsou heterogenni a tim padem i malo stabilni
a pokud koaguluji, tak je koagulace nevratnad. Druhym typem jsou molekularni
koloidy. Ty maji jen jednu fazi, z cehoz vyplyva, ze vznikaji rozpousténim a jsou tedy

homogenni a stalé. °

4.2.1 Vlastnosti koloidnich soustav

Castice se v koloidni soustavé neustale chaoticky pohybuji a narazeji do sebe.

mensi a teplota vyssi. 33
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Obr. 1: Browniiv pohyb castice

Koloidni ¢astice nejsou vyjimkou a 1 na n¢ plisobi gravitacni sila, coz ma za
nasledek jejich sedimentaci. Proti gravitacni sile piisobi sila vztlakova. Pii vyrovnani
téchto sil dojde k rovnomérnému rozptyleni v soustavé. Podstatnou roli hraje také
viskozita prosttedi. Cim viskozng&jsi prostedi, tim ¢asticim sedimentace trva déle a je
potieba vétsi odstiedivé sily. 33

Castice koloidnich soustav dale vykazuji specifické optické vlastnosti, jakym
je kuptikladu Tyndalliv jev — rozptyl svétla (obr. 2), ktery je pro né zcela
charakteristicky. Jak silny bude rozptyl a jestli k nému dojde, urcuje velikost ¢astic
a vinova délka. Plati, ze s vétsi vinovou délkou je rozptyl vétsi. Dopadajici svétlo
pfedd energii kovové castici koloidu, na niz dopadd a vyvola tim na povrchu
elektronovou oscilaci, kterd se nazyvd povrchovy plasmon. Zména v intenzité
dopadajiciho a odrazeného svétla se projevi zménou vinové délky, kterd odpovida

velikosti ¢astic a pouziva se v UV/VIS spektroskopii. 33 ¢

Obr. 2: Tyndallv jev (vpravo dispergované &astice rozptylujici svétlo) 7

Koloidni soustavy vykazuji 1 elektrické vlastnosti. Tyto vlastnosti vznikaji diky

pfitomnosti elektrického naboje na fazovém rozhrani mezi casticemi koloidu
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a disperznim prosttedim. Naboj koloidu je ur¢en bud’ ionizaci funk¢nich skupin, nebo
absorpci iontd disperzniho c¢inidla. Naboj vytvaii elektrické pole, které k sobé
ptitahuje protiionty a vytvari tak elektrickou dvojvrstvu. Dvojvrstva je sloZena
z kompaktni (vnitini) a difazni (vnéj$i) vrstvy. Ve vnitini vrstvé piisobi adsorpéni sily,
které udrzuji dvojvrstvu i pfi pohybu Castice v disperznim prostiedi. Oproti tomu
v difuzni vrstvé jsou pouze elektrostatické sily. Na rozhrani téchto vrstev se vyskytuje
nevykompenzovany naboj, ktery zodpovida za interakci ¢astice s vnéj$im elektrickym
polem, coz vede k pohybu ¢éstice v prostfedi. Tento nevykompenzovany naboj se
nazyva elektrokineticky nebo téz {-potencial. Zda bude potencidl kladny ¢i zaporny
ovlivituje specificka adsorpce ionti a také koncentrace elektrolytu (¢im vysSsi
koncentrace, tim niz8i {-potencial a také nizsi stabilita elektrolytu). Elektrostaticky
stabilni roztok ma stabilni elektrickou dvojvrstvu, kde prevysuji odpudivé sily nad
témi pritazlivymi a tim nedochazi k agregaci. V piipad¢ naruseni elektrické stability
dojde ke zméné odpudivych sil a tim ke koagulaci koloidnich castic. Timto typem
naruseni se zabyva DLVO teorie. DLVO teorie zahrnuje dva typy koagulace:
neutralizacni a koncentra¢ni. Neutraliza¢ni koagulace je zptisobena adsorpénimi jevy.
PtekroCi-li pocet protiiontd velikost povrchového naboje, dojde ke sniZeni
{-potencialu a tim odpudivych sil, coz ma za nasledek agregaci ¢astic. Koncentracni
koagulace je zpisobena stlacenim elektrické dvojvrstvy pfidanim elektrolytu, coz vede

ke snizeni {-potencialu a nasledné agregaci ¢astic pii piekroceni koagulaéniho prahu. *

4.2.2 Metody pripravy koloidnich soustav

Fazové koloidy se ptfipravuji bud’ metodami disperga¢nimi (top-down), nebo
kondenza¢nimi (bottom-up). Mezi disperga¢ni metody patii mechanické rozruSovani
hrubych disperzi a to konkrétn¢ drceni, mleti ¢i plisobenim ultrazvuku. Dalsi
disperga¢ni metodou je elektrické rozruSovéani, kam patii stejnosmérny oblouk,
vysokofrekvenéni metoda a katodické rozprasovani (elektrolyza). Posledni
dispergacni metodou je peptizace. Metody, kterymi se koloidy pfipravuji z pravych
roztokl, se nazyvaji kondenzac¢ni a patii zde zména fyzikalné-chemickych podminek
(zména rozpoustédla, teplota, tlak) nebo piiprava chemickou reakei (srazeci, reduk¢ni,

hydrolytické, podvojna zameéna). Jak jiz bylo zminéno vySe, je nutnost stabilizovat tyto
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koloidy ochrannymi koloidy (napf. zelatina), které vytvoii na povrchu obal a tim brani
vzajemnému spojovani astic.

Molekularni koloidy vznikaji rozpousténim organickych latek ve vhodném
rozpoustédle. Latky, které se rozpoustéji na tyto koloidy, maji vysokomolekularni
hmotnost. Jedna se hlavné o bilkoviny, polysacharidy, polyestery ¢i nukleové

kyseliny. °

4.3 Anorganické nanocastice

Nejvice zkoumanymi nanocasticemi jsou ty kovové/anorganické — méd’, zlato,
sttibro, Zelezo, oxid zinecnaty. Anorganické nanocastice vznikaji nejcastéji
krystalizaci z rozpusténych soli. Nanocastice maji velikost mezi 1-100 nm a maji
odlisné fyzikalné-chemické vlastnosti od makroc¢astic. Piikladem jsou nanocastice
zlata. Zlato je bézn¢ znamo jako velmi odolny kov majici zlatozluté zbarveni. To vSak
neplati v ptipad¢€ jeho nanocastic, které mohou nabirat barvy od cervené ptes fialovou,

modrou az do jinych barev v zavislosti na velikosti ¢astic (obr. 3). 8

Obr. 3: Nanodcastice zlata °

Nanocastice zlata maji své vyuziti naptiklad ve farmacii (cilené protinddorova
1é¢ba), medicing (jako kontrastni latky pfi zobrazovacich metodach) ¢i strojirenstvi. 8
Nanocastice selenu (SeNP) vykazuji jen maly antimikrobidlni efekt, za to
protirakovinny efekt maji vyznamny. Protirakovinny efekt zavisi na velikosti, tvaru
a naboji nanocastic. Bylo vSak prokazano, ze pii konzumaci 200 pg selenu denné se

sniZila imrtnost na rakovinu a sniZil se i1 vyskyt rakoviny plic, tlustého stfeva, prostaty
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a koneéniku. 2 SeNP byly pouZity s anisomycinem, coZ zpusobilo snizeni cytotoxicity
na normalni buiiky a zvysil se tim protirakovinny efekt. !!

M¢édéné nanocastice (CuNP) si zachovavaji elektrickou vodivost, coz
umoziuje vyrobit z nich vodivy inkoust, ktery se pouziva v oblasti elektroniky, ale
také se pouziva jako pojivo u implantati. '> CuNP také absorbuji UV zaieni, &ehoZz by

se mohlo vyuzivat v medicinském zobrazovani. 13

Zachovaly si také své
donor-akceptorové vlastnosti, a proto vykazuji i antimikrobidlni aktivitu. '* Poskozuji
DNA a tim vytvaii oxidacni stres. Nejvétsi efekt byl pozorovan u Eastic, které mély
velikost mezi 1 a 10 nm. Na bakterie jako jsou Escherichia coli a Clostridium difficile
mély G¢inek i ¢astice v rozmezi 22 az 90 nm. ® Bohuzel CuNP vykazuji také velkou
toxicitu. Kumuluji se v jatrech, ledvinich a slezin&. > Také byla pozorovana
reprodukéni toxicita a toxicky Gcinek byl pozorovan i v asterocytech v mozku. 1617

Zelezo je jeden znejdilezit&jsich mikroprvki v lidském téle. Nachazi se
v hemoglobinu ¢&i ferritinu. Zelezo ma magnetické vlastnosti, které si zachovavaji
1 nanocastice Zeleza. PouZivaji se nanocastice Cistého Zeleza, ale hlavné nanocéstice
oxidu Zeleza. ?° Jsou studovany pievazné z diivodu jejich magnetismu a moznosti
pouziti v zobrazovacich technikéch jako je magneticka rezonance. '® Lepsi magnetické
vlastnosti vykazuji Cisté zelezné nanocastice, ale bohuzel kvili jejich vysoké reaktivité
se Castéji pouzivaji nanocastice oxidu zeleza. !° AvSak i pfes nepfiznivost vysoké
reaktivity se zkouSeji nanocastice zeleza pokryté zlatem v protirakovinné 1é¢bé. 2°

Nanocastice oxidu kiemicitého jsou dvojiho typu — porézni a neporézni.
Porézni ¢astice jsou vyuzivany pro dodavani 1éCiv na zaklad¢é adsorpce a neporézni
Castice v sob& 1é€ivo enkapsuluji. VyuZzivaji se pro dodavani 1é¢iv, DNA ¢i proteinti
a také jako latky pro zobrazovaci a diagnostické metody. 2!

Poslednimi anorganickymi nanocasticemi, které se pouzivaji, jsou ty z uhliku

(CNP) (obr. 4).
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fullerene nanotube graphene

Obr. 4: Typy nanodastic uhliku >

Prvnim typem CNP jsou fullereny. Jsou slozeny znejméné 60 uhliki do
podoby fotbalového mice. Fullereny se déli na 2 typy — endohedralni a exohedralni.
Endohedralni fullereny maji uvnitf své molekuly uzavieny dalsi prvek.? Ty
s gadoliniiem inhibovaly rist mySiho hepatomu H22, aniz by ovlivnily okolni zdravé
bunky. Coz poukazuje na fakt, ze nckteré¢ druhy fullerent by mohly pusobit
chemosenzibilitu naddorovych bunék, ¢imz by se zvysila efektivita 1é¢by nadort. 2*
Endohedrélni fullereny, ale také nachazeji aplikace i jinde jako jsou solarni ¢lanky
nebo elektronika. 2> Oproti tomu exohedralni fullereny maji jiné molekuly pFipojeny
na povrchu. 2!

Dalsi jsou uhlikové nanotrubicky (CNT). CNT jsou valce slozené z navzajem
propojenych uhlikti, které tvoii Sestithelnikovou mftizku. Podle poctl vrstev je délime
na SWCNT (single-walled carbon nanotube) nebo MWCNT (multi-walled carbon
nanotube). 2! Nanotrubic¢ky se vyuzivaji jak k diagnostice, tak ve spojitosti s 1é¢bou.
Slouzi jako nosice pro l1éCiva v cilené 1é€bée rakoviny, pro vakciny ¢i antibiotika. Také
jsou nosi¢i DNA v genové terapii nebo slouzi jako leSeni v regeneraci tkdni nebo
implantatech diky jejich biokompatibilit¢ a biodegradaci. Také dokazi projit
hemoencefalickou bariérou do mozku, coz z nich déla potencialni nosi¢e pro léky na
1é¢bu Alzheimerovy a Parkinsonovy choroby. 26

Poslednim typem CNP je grafen. Grafen je plat z navzajem propojenych uhlikti
tvoricich Sestithelnikovou miizku. Dalo by se fici, Ze je to roziiznutd nanotrubicka.
Jeho vyhodou jako nosice je biokomapatibilita, lehkost a velkd plocha k navazani
molekul pro cilenou 1écbu, nicméné je hydrofobni, coz vedlo k vytvoteni hydrofilniho
grafen-oxidu. 2’ Pfikladem jeho pouziti je nedavné objeveni manganu navazaného na

grafen, jenz cili na sacharidy v bunééné sténé patogenu a zptisobuje jeho rozklad. Bylo
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testovano i1 jeho pozitivni plisobeni na nejodolnéjsi bakterie jako je methicillin
rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA), vankomycin rezistentni Enterococcus
faecium (VREF), multirezistentni E. coli a Pseudomonas aeruginosa. Bohuzel efekt

byl patrny az ve vysokych koncentracich. 28

4.4 Nanocastice stribra

Stiibro je znamo jiz od staroveéku. V ptirodé€ se vyskytuje ve formé samotného
kovu, ve formé rud — argentit, akantit (Ag>S), ¢i ve form¢ minerdlti v kombinaci se
sulfidy jinych kovli — rtut’ zlato, méd’ ¢i platina (napt. argentopyrit, proustit, pyrargyrit
¢i stefanit). 2° Je to mékky kov Sedobilé barvy s vybornou tepelnou a elektrickou
vodivosti. Na zéklad¢ téchto vlastnosti je pouzivan v Sirokém spektru aplikaci. Prvni
antibakterialni u¢inky sledovali uZ starovéci Egyptané a Rekové. Nadoby ze stiibra
pouzivali k uskladfiovani potravin a vody. 3° Hippokrates zkoumal G¢inky praskového
stiibra pti 1é¢bé zranéni a viedd. 3! V 16. stoleti zkoumal G¢inky stiibra v 1é¢bé
onemocnéni a hojeni ran i Paracelsus. Od 17. stoleti se zacal pouzivat dusi¢nan sttibrny
k hojeni ran, viedd, koznich nemoci a v 19. stoleti 1ékai Carl Siegmund Franz Credé
roz$ifil pouziti dusi¢nanu stiibrného na 1é€bu novorozenecké konjuktivitidy. 32

Prave tyto antibakterialni vlastnosti vedly k rychlé expanzi nanocéstic stiibra.
Vyzkum v této oblasti rozsitil jejich pouziti z mediciny i do ostatnich obort a to na
zaklade jejich fyzikaln€ chemickych vlastnosti, které byly odlisné od klasického
kovového sttibra. Mensi ¢astice maji vétsi povrch, coz zajistuje vetsi moznost reakci
s patogenem a tim zvySeni antibakteridlniho u€inku. Tvar Castic se také podili na jejich
vlastnostech a vyuziti. Tvary, které maji vétsi povrch, se rozpoustéji rychleji a tim

i rychleji tvofi stifbrné kationty, které poskytuji antibakterialni aktivitu. 333

4.4.1 Priprava nanocastic stiibra

Nanocastice stfibra jsou nejcastéji pfipravovany chemickou redukei
plusobenim redukénich ¢inidel na stiibrné kationty. Mezi nejpouzivané;jsi €inidla patii
cukry, borohydrid sodny a citrat. 3*

Tollensova metoda je zaloZzena na redukci diaminstiibrného iontu cukrem.

Diaminstfibrny ion vznika pfi reakci dusi¢nanu stfibrného s amoniakem v alkalickém
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prostiedi, které je zajiSténo hydroxidem sodnym (obr. 5). Pouzity cukr jako reduk¢ni
¢inidlo mize byt jak monosacahrid (galaktosa, glukosa) tak i disacharid (laktosa,
maltosa). Po findlni redukci stfibrného iontu vznikaji stfibrné nanocastice. Finalni

nanodastice je vhodné stabilizovat, ¢imz se eliminuje jejich tendence agregovat. 3

AgNO; + 2NH; — [Ag(NH3),]* + NO;~

Obr. 5: Vznik diaminstfibrného komplexu

Borohydridova metoda nebo také Creightonova metoda je metoda, kdy se
dusi¢nan stiibrny redukuje pomoci silného redukéniho ¢inidla — tetrahydridoboritanem
sodnym (NaBHj). Piiprava nanocastic touto metodou vede k velmi uzkému spektru
velikosti a to kolem 10 nm. 3°

Jednou z dalSich metod z chemickych redukci je citratovd metoda nebo také
Lee-Meiselova metoda. Zde se jako redukéni Cinidlo pro redukci stiibrnych iontt,
jejichz prekurzorem je dusi¢nan stfibrny, pouZziva citrat sodny, kdy reakce probiha za
varu. Citrat zde také plni ulohu stabilizatoru, coz je vyhodou. Nevyhodou vsak je
vysoka polydisperzita ¢astic, které jsou navic méné stabilni nez ty pfipravené pomoci
borohydridu. 3738

Dalsi moZnosti je fyzikalni redukce, pfi niz se pouzivaji mikrovlny, ultrazvuk
nebo gamma zareni, piipadné tzv. zelené metody, které k redukci pouzivaji fasy,

bakterie, houby ¢&i extrakty rostlin. 3

4.4.2 Stabilizace nanocastic

Limitujicim problémem piipravy AgNP je jejich nestabilita vii¢i agregaci. Aby
AgNP mély co nejvétsi antimikrobni aktivitu, tak je nutnd jejich, co nejmensi velikost.
Stabilizace se provadi bud’ elektrostaticky anebo stéricky. Elektrostaticka stabilizace
pracuje na principu repulznich (odpudivych) sil. NejCastéji se pouzivaji surfaktanty,
které interaguji s povrchem a na zéklad¢ jejich naboje je pak urcen i naboj celé
nanocastice. Tim, Ze maji vysledné Castice vSechny stejny naboj, tak nedochazi k jejich
agregaci, ale navzdjem se odpuzuji. V piipad¢ kladn¢ nabitych Castic se nejcastéji

pouziva cetyltrimethylamonium chlorid (CTAC) nebo bromid (CTAB) a u negativné
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nabitych se pouziva dodecylsulfat sodny (SDS). Stéricka stabilizace se provadi pomoci
polymert, které se naadsorbuji na povrch nanocéstic, ¢imz vytvoii bariéru a Castice se
tak nemohou agregovat. Ptiklady syntetickych polymeri jsou poly(vinylalkohol)
(PVA), poly(vinylpyrrolidon) (PVP), polymlécna kyselina (PLA), polyethylenglykol
(PEG), priklady p¥irodnich polymer jsou chitosan a Zelatina. 3

4.4.3 Vyuziti nanocastic stribra

AgNP jsou chemicky stabilni, tepelné a elektricky vodivé, ¢ehoz se vyuziva
v elektronice a solarnich technologiich. #° Také maji vysokou antimikrobialni aktivitu,
které se vyuziva predev§im v medicing, farmacii, kosmetice, textilnim primyslu ¢i ve
filtra¢nich zafizenich k desinfekci, jak vody, tak vzduchu. 3>*' V dnesni dobé& vysoké
antibiotické rezistence, je obzvlasté zadano, aby se nalezla nové antibiotika nebo jiné
latky, které by zabranily Sifeni bakterii a zaroven by potlacily antibiotickou rezistenci.
Antimikrobidlni aktivita AgNP se da rozdélit do vice sekci. Prvni sekei je
antibakteridlni a antifungdlni aktivita. AgNP Iépe pasobi vici gramnegativnim
bakteriim nez t€ém grampozitivnim. Je to zpiisobeno tloustkou jejich bunécné stény.
Gramnegativni bakterie maji tenkou bunéc¢nou sténu sloZenou pouze z peptidoglykanu
a vrstvy lipopolysacharidu. Naproti tomu grampozitivni bakterie maji tlustou sténu
tvorenou peptidoglykanem, polysacharidy a napfi¢ vrstvami je prostoupena kyselinou
teichoovou. I ptes to vSak na n¢které grampoozitivni bakterie ptisobi (napft. S. aureus).
Plsobi také na nekteré lidské patogenni houby jako je Candida albicans a nékteré jeji
dalsi druhy, Malassezia furfur ¢i druhy rodu Trichophyton. Téchto inhibi¢nich ucinkl
je dosazeno vicero mechanismy. Jednim z nich je tvorba volnych radikali Ag ¢i ROS
(reaktivni formy kysliku), které napadnou membranové lipidy bakterii, ¢imz poskodi
jejich funkci a mikrobi zahynou. > Dal§im mechanismem je samostatna elektrostaticka
ptitazlivost AgNP k bunééné stén€ nebo membrané mikrobt, coz zptsobi lyzu bunck.
Také mohou pronikat do bun€k nebo interagovat se samotnymi biomolekulami ¢i
intracelularnimi strukturami. Poruchy permeability membran zplsobi ztratu obsahu
a to jak ionti, tak proteinti nebo samotného ATP, coz vede k bunééné smrti. Dal§imi
mechanismy antimikrobialni aktivity je napadnuti DNA, organel ¢i enzymi, coz vede

k inhibici tvorby proteinti a tim opét ke smrti buiiky. 43
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Druhou sekci antimikrobialni aktivity je antivirova aktivita. AgNP, které byly
vytvofeny zelenou metodou, kde jako redukéni organismus byl pouzit rod Panax
(ZenSen) vykazovaly aktivitu vii¢i viru chfipky A (IVA). # Jiné AgNP vykazovaly
aktivitu vaci viru lidské imunitni nedostate¢nosti (HIV), viru hepatitidy B (HBV),
herpes simplex viru (HSV) ¢i lidskému respiraénimu syncialnimu viru (RSV). 4

Posledni sekci antimikrobialni aktivity je antiprotozoalni aktivita. AgNP byly
testovany vUCi Leishmania amazonensis a Toxoplasma gondii. U leishmaniozy
vykazovaly aktivitu vi¢i promastigotim (pohyblivé mimobunééné bicikaté stadium)
i amastigotim (nepohyblivé nitrobunééné stadium s ukrytym bic¢ikem) ukrytym
v makrofazich. AgNP snizily produkci prozanétlivych markert tvofenych
napadnutymi makrofagy a zabranily dal3i infikaci makrofagi amastigoty. *°V piipadé
toxoplasmozy snizily AgNP v koncentraci 3 a 6 uM proliferaci, adherenci i infikaci
bun¢k tachyzoidy (forma parazita, ve které se rychle mnozi a nachazi se v akutni fazi
onemocnéni), ale uz nepisobily na jiz napadnuté bunky. 47

Maji také cytotoxickou a apoptickou aktivitu vici savéim buiikdm, coZ by
mohla byt jedna z cest k 16cbé rakoviny. Byly testovany AgNP bez stabilizatoru na
rakovinnych buiikich HT-29, kdy bylo zjisténo, Ze jsou G¢inné pii koncentraci 104 M
a apoptdza je spusténa po hodinach od aplikace. *® Déle byly in vitro testovany AgNP
proti karcinomu prsu a karcinomu délozniho ¢ipku, kdy na AgNP byl navazan
rekombinantni IFNy. Vysledky této studie ukazaly, ze kombinace AgNP a IFNy vedla
k indukci apoptdzy vrakovinnych buikach.* AgNP vytvafeji ROS, které
v nadmérném mnozstvi mohou poskozovat i zdravé bunky a tim vytvaiet zanét, ktery
miiZe piejit az do formy nekrézy tkani. Aby se zabranilo nekroze, byly AgNP uzavieny
spole¢né s kyselinou askorbovou, ktera funguje jako antioxidant, do PLGA matrice.

Navic se touto kombinaci rozsifil i antimikrobni G¢inek, ktery ptsobil i na MRSA. °

4.4.4 Toxicita nanocastic stribra

Aby se toxicita projevila, je nejprve nutna akumulace stiibra ¢i sttibrnych iontt
v téle. Stiibro se nejvice kumuluje v jatrech, ale nevyhyba se 1 jinym organtim jako je
mozek, ledviny, stfeva ¢i plice. Ke sniZeni toxicity v téle je naopak nutné vylouceni.
Vylouceni z téla probihd cca z 90-99,6 % stolici (procenta zalezi na druhu savce)
a zbytek mo¢i. 3! Z t&chto ¢&isel lze usoudit, Ze toxicita stiibra pro lidi a savce je nizka.
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Pozorovana byla toxicita pouze pii poziti AgNP ve vysokych davkach, které Cini
alespori 1 600 mgkg' na den stiibra. Tato toxicita se projevovala modroSedym
zbarvenim kiZe (tzv. argyrii). 2 Nicméné se ukazuje, Ze tato toxicita nebude zcela
zanedbatelnd, jak se predpokladalo. Napt. in vitro studie déland na potkanech
simulovala oralni cestu podani a ukazala, ze hlavnim vylu¢ovacim orgdnem jsou jatra.
Jaterni buiiky tudiz jako prvni reagovaly na kumulaci AgNP a zjistilo se, ze v nizkém
mnozstvi zpisobuji oxidaéni stres, ktery negativné ovliviiuje mitochondrie a jejich
funkci. Pokud nefunguji mitochondrie, dojde k poskozeni ¢i odumfeni bunky, ¢imz se
AgNP dostavaji do krevniho fecisté a negativné ptisobi na kmenové bunky. U potkani,
kteti byli delsi ¢as intoxikovani AgNP se vyskytly nekrézy a hyperplazie zlu¢ovodi,
coz bylo zpiisobeno stale pokracujicim uvoliiovanim iontového stiibra. >3

AgNP také zplisobuji neurotoxicitu. Na potkanech bylo pozorovano, ze po
28 dnech dojde ke zméné koncentraci neurotransmiterti, konkrétné tyto zmény byly
pozorovany u noradrenalinu, dopaminu a serotoninu. > U ¢lovéka byl po velkém
mnoZzstvi AgNP pozorovan myoklonicky status epilepticus. >

Déle byla pozorovdna imunotoxicita, kdy se po vysokych davkdch AgNP
u potkana projevil autoimunitni stav a také dosSlo ke snizeni hmotnosti brzliku po
28 dnech podavani nanod&astic. 3

Dochazi také k reprodukéni toxicité, kdy u samct byl zjiStén prestup AgNP
zkrve do varlat, kde se kumuluji a poskozuji vyvoj spermii. U samic dochazelo
k zan&tlim, apoptoze a degeneraci folikuli vaje¢niki, coz mélo vliv na vznik oocyti. 3

Environmentalni toxicitu je diky komerénimu pouziti AgNP v textilech také
dilezita. Bylo zjisténo, Ze n€které druhy ponozek mohou po pouhych ¢tyfech pranich
ztratit téméf sto procent stiibra, které¢ poté odchazi do odpadnich vod a dale do fek,
kde ovliviiuje vodni zivogichy. >’ Lubick ve své publikaci pie o tom, Ze pro sledovani
toxicity byly sledovany jak samotné ionty stiibra, tak i nanoc¢éstice. Jako modelovy
organismus byla pouzitd fasa Chlamydomonas reinhardtii. Bylo zjisténo, Ze po prvni
hodiné ionty stfibra inhibovaly fotosyntézu osmndctkrat vice nez nanocastice.
Nicméné po dvou hodindch nastal zlom a nanocastice zacaly uvolnovat vlastni ionty
stiibra, coz vedlo k jesté vétsi toxicité. Pro neutralizaci toxicity byl pouzit cystein,

pfi¢emz mnohem véEtsi mnozstvi muselo byti pouzito na neutralizaci nanocastic nez
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samotnych iontl. Z tohoto vyplyva, ze k dosazeni stejné miry toxicity sta¢i mnohem
mensi mnoZzstvi nano&astic, nez by byla potieba iontd. 3

U ryb bylo jako modelovy ptiklad vybrano ddnio pruhované (Danio rerio).
Bylo zjisténo, ze AgNP vstupuji do embryi dania ptes chloridovy kandl a tim zptsobi
vyvojové vady. O tom, jaka vada to bude ¢i jestli nastane smrt embrya, rozhoduji
velikosti nanocastic. 3 Jako dalsi modelovy zéstupce ryb byla pouzita medaka
japonska (Oryzias latipes), u které byly také zjiStény rlizné abnormality ve vyvoji
(napf. abnormality patefe, malformace ploutvi, o¢ni vady). ° U dalsich druhti ryb
AgNP blokuji Na*/K* — ATPazu, ¢imz dojde k poruseni vymény Na* a Cl- na zabrech,
coz vyusti v poruseni osmoregulace. 336!

U hrotnatky velké (Daphnia magna) byl pouzit oligonukleotidovy mikrocip,
ktery dokazal rozlisit ucinky Ag" od AgNP, coz dokazalo, ze stiibrné ionty maji iplné
jiny mechanismus toxicity nez AgNP. 2 V piipadé octomilky obecné (Drosophila
melanogaster), ktera se pouziva jako modelovy organismus v genetice, byla testovana
akutni i chronicka expozice AgNP. Pti akutni toxicité nebyl dokoncen vyvojovy cyklus
octomilky, nebot’ se nemohla dostat z ptedposledni faze vyvoje — kukly. V ptipadé¢
chronické toxicity bylo pozorovano snizeni reprodukce, kterd se po par generacich

diky adaptaci znovu obnovila. %3

4.5 PLGA

Kyselina poly(mlécna-ko-glykolova) (obr. 6) je biokompatibilni a biologicky
rozlozitelny synteticky kopolymer. Existuje v riiznych molekulovych hmotnostech
a riznych pomérech kyseliny glykolové (PGA) a mlécné (PLA), coz ma za nasledek
riznou variabilitu vlastnosti. PLGA s del§im fetézcem mé pomalejsi degradaci nez ta
s kratsim a PLGA svyS§im obsahem monomeru kyseliny glykolové je vice
hydrofilné;jsi nez PLGA s vy$§im obsahem kyseliny mlé¢né. Nanocastice PLGA 1ze
pripravit v riznych tvarech a velikostech, ¢imz se velmi dobie reguluje uvoliiovani

1é¢iv. o
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Obr. 6: Molekula PLGA

Ptipravit l1ze dvé formy PLGA technikou katalyzované polymerace. Prvnim
typem je atakticka kopolymerace, kdy se jednotlivé monomery k sobé vazi ndhodné
pomoci esterové vazby a nemaji pravidelnou konfiguraci, coz ma za nésledek jeho
rychlejsi degradaci. Druhym typem je syndiotakticka polymerace, kdy se pravidelné
stfidaji monomery, ¢i jejich useky, ¢imz je vysledné PLGA pomaleji degradovatelné.
Lze jej také polymerovat s jinymi kopolymery jako je PEG, BPLP (biologicky
rozlozitelny fotoluminiscen¢ni polymer) ¢i chitosan, coz ma za vysledek zlepSeni
stability, dels$i dobu setrvani v obéhu a nizsi toxicitu, ale také to maze ovlivnit kinetiku

uvolnovani l1é¢iva. ¢

4.6 Priprava PLGA nanocastic

Pro ptipravu se pouzivé fada metod. Prvni a nejb€znéj$i metodou je emulgace —
odpatovani rozpoustédla. Samotna emulgace je zalozena na nemisivosti dvou kapalin.
Podle prevazujici vnéjsi Casti se pak miize jednat o emulzi olej ve vodée (o/v) €i olej
v oleji (0/0). Nejbézné&jsi je pouziti emulze typu o/v, kdy se jako olejova (hydrofobni)
¢ast pouzije organické rozpoustédlo (napf. tetrahydrofuran, chloroform, aceton), ve
kterém je PLGA rozpustné a jako vodna Cast se pouzije vodny roztok povrchove
aktivni latky (napf. polyvinylalkohol, poloxamer (Pluronic®)). Organicka faze se
emulguje do vodného roztoku za stalého michani, kdy se neché organické rozpoustédlo
odpafit. Nakonec se vzniklé ¢astice nckolikrat promyji, aby se odstranily zbytky
povrchové aktivni latky a organického rozpoustédla. V ptipadé, ze do PLGA matrice
chceme enkapsulovat 1é¢ivo je nutné ho nejprve spolecné s PLGA rozpustit
v organické fazi a teprve poté emulgovat do vodné faze. U typu o/o se jedné o emulgaci
organické faze do rostlinného oleje &i tekutého parafinu. ¢ Existuje také metoda

dvojité emulgace, kdy se 1é¢ivo rozpusti ve vodné fazi, ta se emulguje do organické

faze s PLGA a vznikla emulze se poté emulguje do vodné (v/o/v) nebo jiné organické
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faze (v/0/0), ktera ma v sobé stabilizator. V posledni fazi vSak PLGA nesmi byt
rozpustné, ale zarovenl s prvni organickou fazi musi byt misitelné. Nakonec je
organicka faze opét odpafena. 6

Metoda vysolovani je zalozena na smiseni s vodou misitelného organického
rozpoustédla, ve kterém je rozpusténo 1é¢ivo i PLGA, s vodnou fazi, ktera obsahuje
vysolovaci Cinidlo a stabilizator. Dojde k vytvofeni emulze, ke které se poté pridava
velké mnozstvi vody, ¢imz dojde k promiseni organické a vodné faze a vytvoreni
Castic. Naslednou filtraci je odstranéno vysolovaci ¢inidlo a ¢astice jsou nckolikrat
promyty, aby doslo k iplnému odstranéni piebyte¢ného stabilizatoru.

Metoda emulgace — diftize rozpoustédla byla vyvinuta jako modifikace
metody vysolovani. Nejprve se ve vodé¢ ¢asteéné rozpustné organické rozpoustédlo
saturuje vodou. Poté se v této organické fazi rozpusti PLGA a tento roztok je
emulgovan do vodné faze, ktera obsahuje stabilizator a emulze je nasledné
zhomogenizovana. Poté se pfidd k emulzi voda, ktera umozni diftizi rozpoustédla
z vnitini faze ven, ¢imz dojde ke srdzeni PLGA a vytvofeni nanocastic. Rozpoustédlo
je nakonec odpaieno na vakuové odparce. %

Dalsi metodou je metoda nanoprecipitace. PLGA je rozpusténo v organickém
rozpoustédle misitelném s vodou (DMSO (dimethylsulfoxid), aceton nebo ethanol).
Roztok je poté emulgovian do vodné faze s emulgitorem, coz mé za nésledek
okamzitou tvorbu nanoc¢astic PLGA. Organicka faze je nasledn¢ odpatfena na vakuové
odparce.

Posledni metodou je metoda sprejového suSeni. Tato metoda je velice
jednoduchd. Jedna se o vytvofeni emulze v/o a poté jeji stiikani do proudu horkého
vzduchu v susarné, kdy se odpafi rozpoustédlo a vytvori se samotné Castice. Jeji

velkou nevyhodou je, Ze ¢astice ulpivaji na sténach suSarny. ¢

4.7 Biodegradace PLGA

PLGA je v tele degradovana hydrolyzou esterovych vazeb, kdy vzniknou
monomery laktatu a glykolatu, které nasledné€ vstupuji do Krebsova cyklu (také znamy
jako citratovy cyklus nebo cyklus kyseliny citronové), kde jsou pfeménény na kone¢né
netoxické produkty v podobé vody a oxidu uhli¢itého (obr. 7). Délka degradace je
ur¢ena pomérem jednotek kyseliny mlécné a glykolové a mize se tak pohybovat
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v rozmezi nékolika mésici az nékolika let. ®

Déle je délka degradace zavisla na
velikosti ¢astice PLGA. Castice velké v rozmezi 5-10 um maji optimalni velikost pro
fagocytozu. Castice mensi nez 5 pm jsou moc malé, aby mohly byt fagocytovany
makrofagy ¢i FBGC (foreign body giant cells). Oproti tomu castice nad 10 um jsou
prilis velké na fagocytdzu a je potieba jejich zmenseni hydrolyzou, aby nakonec mohly
byt fagocytovany makrofagy nebo FBGC. Fagocytované Castice se v makrofagu
kompletné rozlozi do sedmi dni. Dal§im faktorem, ktery ovliviiuje biodegradaci, jsou
inkorporované latky v nanoc¢ésticich PLGA. Kyselé ¢i bazické latky ovliviiuji rychlost
degradace a je tieba na to brat ohled pii formulaci. Malé mnozstvi bazické latky mtize

degradaci zrychlit, ale vetsi mnozstvi by ji naopak mohlo prodlouzit. ¢

laktat

\(ko H,0
o H CHs Krebsiv
HO ! 0 — + —> eyklus — +
CH m
’ o HO\/m _ o,
PLGA ¢

glykolat
Obr. 7: Degradace PLGA

4.8 Vyuziti PLGA nanocastic

Do PLGA je mozné zapouzdiit dal$i materidly. Jak organické ¢i anorganické
(kovové nanocastice, 1éCiva, proteiny), tak 1 hydrofilni nebo hydrofobni. Také chrani
enkapsulované materidly pfed degradaci, coz umozni dlouhodobé uvoliovani 1é¢iva
a tim se stava idealnim nosi¢em latek na dlouhodobé terapie. 4

FDA a EMA schvalily zhruba 20 formulaci pro biomedicinské aplikace PLGA.

Aby vSak nanocastice PLGA se zapouzdfenym materidlem spravné fungovaly je
zapotiebi, aby se porozumélo tomu, jakym mechanismem jsou latky z nanocéstic
uvoliiovany. Existuje pét mechanismi. Prvnim typem je desorpce materiadlu z povrchu
nanocastice. Dal§im je difuze pies polymerni matrici. Tietim typem je difuze ptes
polymerni sténu nanokapsle. Pfedposlednim typem je rozpad nanocastice a poslednim
typem je kombinace diftize a rozpadu nanocastice. 8

Dalsim aspektem nanocastic je jejich vlastni enkapsulacni efektivita, ktera

vyjadifuje v procentech, kolik latky bylo zapouzdifeno v nanocasticich k celkovému
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mnozstvi latky. Aby se tato efektivita urcila co nejptesnéji, je nutné od sebe nejprve
odd¢lit nanocastice s enkapsulovanym lécivem od 1éCiva, které zlstava ve vnéjsi fazi,
coz se provadi napt. pomoci centrifugace. Enkapsulacni efektivita je pro kazdou latku
zcela odliSna. Naptiklad pro dexamethason byla urcena jako 6% a pro paclitaxel 90%.
I kdyz budou mit PLGA nanocastice vysokou enkapsulaéni efektivitu, neznamena to,
ze budou dostatecn¢ ucinné. Mohou uzavftit vysoky podil z celkového mnozstvi latky,
coz bude ukazovat na vysokou enkapsulaéni efektivitu, avSak mnozZstvi
enkapsulovaného 1é¢iva ku hmotnosti nanocastic, tzv. drug loading, mtize byt nizky. ¢

Makrofagy jsou buiniky imunitniho systému, konkrétn€¢ jsou soucasti
nespecifické imunity. Makrofagy vznikaji v kostni dieni jako monocyty, které
prostoupi do krve a poté do tkani, kde se pfeméni na samotné makrofagy. Vykondvaji
svoji funkci prostfednictvim fagocytdzy — pohlti vSechno, co neidentifikuji jako télu
vlastni — viry, bakterie, nadory a také zbytky vlastnich bun¢k, které prosly nekrézou
¢i apoptdzou. Makrofagy putuji do mista poSkozeni pomoci chemotaxe — poskozené
tkan¢ a patogeny produkuji chemotaxiny, které upozorni makrofagy na misto ¢inu.
Také samotné makrofagy produkuji chemotaxiny, ¢imz vytvareji v daném misté zanét.
Pohlcenim patogent ¢i zbytkd bunck vznikd fagozom, ktery se spoji s lysozomem
uvniti makrofagu a tim dojde k destrukci fagocytovanych patogent ¢i bunék.
inhibuji jeho tvorbu. V pozdéjsich fazich je efekt makrofagl zcela opacny a nador si
vytvoii rezistenci na chemotaxiny produkované makrofagy, ¢imz nador progreduje.
Pokud se, ale vyuziji nanocastice ¢i léCiva vpravena do nanocastic, jez by byly
fagocytovany makrofagy, ucinila by se z nich diky chemotaxi ,,bomba“, ktera by mé¢la
cileny efekt na nddory v daném misté. 7

Aby ale mohly byt nanocastice fagocytovany, musi byt jejich velikost zvétSena
nad detekovatelnou hranici, kterou je 100 nm. K tomuto tcelu €asto slouzi lipozomy
uvolfiovani nano&astic a zaroven zvétsi molekulu na detekovatelnou trovei. 7!

Jednim z ptikladd vyuziti PLGA je jeji spojeni s cytotoxickymi latkami.
Bowerman a kol. zkoumali spojeni PLGA a docetaxelu v 1écbé triple negativniho
karcinomu prsu, ktery neodpovida na 1é€bu taxany. PLGA-docetaxel vyzkousSeli na

mysSich s timto karcinomem a zjistili, Ze se prodlouzila doba pteziti téchto mysi oproti
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tém, které byly léceny &istym docetaxelem.” Dalsim piikladem je spojeni PLGA
s amfotericinem B. Tato nanocéstice s navic navazanym fosfatidylserinem, ktery
slouzil jako eat-me signdl pro makrofagy, méla za nasledek prodlouzeni Uc¢inku
antibiotika a zaroven vétsi smrtici uCinek na prvoka Leishmania donovani, ktery
pieziva v makrofazich a zplisobuje leishmaniozu. 73

PLGA nanocastice se pouzivaji 1 v 1écbé dalSich onemocnéni. Pii 1écbé
Parkinsonovy choroby se pouzivaji PLGA nanocastice senzymem superoxid
dismutaza, které sice neprochéazeji hemoencefalickou bariérou rovnou do mozku, ale
pusobi neuroprotektivné viigi oxidaénimu stresu. 7 U nespecifickych stievnich zanéta
(Crohnova choroba a ulcerdzni kolitida) se pouzivaji PLGA ¢astice s enkapsulovanym
takrolimem nebo rolipramem a tyto nanocastice pusobi na makrofagy, ¢imz se potlaci
zénét, ktery vyvolava tyto choroby. 7 76 Dal§im onemocnénim, kde 1écba
nanocasticemi pusobi na makrofagy je revmatoidni artritida. Zde se pouziji
nanocastice s bethametasonem, které jsou aplikovany intraartikularné, coz snizi
napiiklad riziko krystalové indukované arthritidy, ktera miZze vzniknout pfii
intraartikularni aplikaci samotného bethametasonu. 77 PLGA se také da pouzit jako
transportni systém pro vakciny. Do nich se uzavie antigen s adjuvans. Vyhodou je
jejich biodegradabilita a zaroven i to, ze malé mnozstvi vyvola silnou odpovéd’, coz

ma za nasledek snizeni po¢tu pieockovani. 78
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5 Experimentalni ¢ast

5.1 Chemikalie

Pro ptipravu koloidniho roztoku nanocastic stiibra byly pouzity nésledujici
chemikalie: dusi¢nan stiibrny (AgNOs) (Fagron), amoniak (NH3) (vodny roztok,
28-30%, Sigma-Aldrich), hydroxid sodny (NaOH) (Lach-Ner), D-(+)-maltosa
monohydrat (Sigma-Aldrich), tetrahydridoboritan sodny (NaBHs) (Sigma-Aldrich).
Pro fedéni roztoki a doplhovani do odmérnych banék a kadinek byla pouzita
deionizovana voda (systém Milli-Q, farmaceuticka fakulta UK).

Ke stabilizaci nanocastic byl pouzit polyvinylalkohol (PVA) (M = 31 000—
50 000, Sigma-Aldrich), polyakrylova kyselina (PAA) (M = 2 000, 50 %, Sigma-
Aldrich), zelatina (Penta) a polyethylenglykol sorbitan monolaurat (Tween® 20,
Sigma-Aldrich).

Pro enkapsulaci nanocéstic stfibra byla pouzitd kyselina poly(mlécna-ko-
glykolova) (PLGA) (PLA/PGA — 75/25, Corbion), aceton (Penta) a Pluronic® F-127
(Sigma Aldrich).

Pro agregaci nanocastic byl pouzit chlorid sodny (NaCl) (Penta), tetrahydrat
dusi¢énanu vapenatého (Ca(NOs3);-4H,0) (P-LAB), cetrimonium bromid (CTAB)
(Sigma Aldrich) a poly(diallyldimethylammonium) chlorid (PDDA) (Sigma Aldrich).

Pro méfeni enkapsulace nanocastic stiibra byly vzorky rozpusStény v kyseliné

dusi¢né (HNO3) (Penta).

5.2 Pouzité pristroje a zarizeni

Velikost, polydisperzita a {-potencial ptipravenych koloidnich disperzi AgNP
byly méfeny na pfistroji ZetasizerNano ZS (Malvern Panalytical, Malvern, UK), ktery
pracuje na principu dynamického rozptylu svétla (DLS). Pomoci spektrofotometru
(Analytic Jena, Némecko) byla méfena UV/VIS absorbance jednotlivych vzork.
K rozdéleni ¢astic byla pouzita centrifuga s priimérem rotoru 8,3 cm (MPW Medical
Instruments, Polsko). DalSimi pouZitymi pfistroji a zafizenimi k ptipravam vzorkl
byly elektromagneticka michacka s ohfevem (Heidolph, Némecko) a analytické vahy

(Ohaus Corporation, Svycarsko). Koncentrace stiibra byla stanovovana pomoci

29



optické emisni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (ICP-OES) (Agilent

5900, USA).

5.3 Priprava nanocastic stribra

AgNP byly ptipraveny chemickou redukci amoniakalniho komplexu stiibra.

5.3.1 AgNP s malt6zou

Pro ptipravu 25 ml nestabilizovanych nanocastic stfibra o koncentraci
108 mg-dm™ bylo, do kadinky o objemu 50 ml a umisténé na elektromagnetické
michacce, pfidano automatickou pipetou 5,00 ml roztoku dusi¢nanu stiibrného
o koncentraci 5-10° mol-dm=. Poté bylo pfidano 12,75 ml vody, 1,25 ml
0,1 mol-dm™ roztoku amoniaku a smés se nechala 5 minut reagovat. Po uplynuti
reak¢ni doby byl k roztoku ptidan 1 ml 0,24 mol-dm™ hydroxidu sodného a 5,00 ml
5-10"2 mol.dm™ roztoku maltézy.

Vzorek vzniklych ¢astic byl nafedén na koncentraci 10 mg-dm™ a byla u ngj
zméfena absorbance na spektrofotometru. Dale byly nanocéstice proméfeny na
analyzatoru velikosti ¢astic, kde byla zmétena velikost a index polydisperzity pomoci
DLS a C-potencial, ktery byl zméfen pomoci elektroforetického rozptylu svétla. Pro
meéfeni C-potencialu byly pouZity kapilarni kyvety DTS1070.

Tento zédkladni postup byl modifikovan, piidaval se amoniak v riznych
objemech 1; 1,1; 1,5; 1,75 a2 ml.

Bylo také méfeno pH a jeho zmény po pfidani rizného objemu 0,24 mol-dm™
NaOH (0,1; 0,3; 0,5; 0,7 a 1 ml). Zaroven se métily 1 zmény velikosti Castic.

Po vyzkousSeni a optimalizaci mnoZzstvi amoniaku a hydroxidu sodného byly
ptipraveny stabilizované nanocastic pomoci stabilizatoru (tab. 2). Postup ptipravy byl
stejny jako v pripad¢ nestabilizovanych nanocastic. Jedinym rozdilem bylo mnozstvi
pfidané vody a stabilizdtor. Mnozstvi vody se zmenSilo o mnozstvi pouzitého

stabilizatoru. Takto pfipravené nanocastice byly prométeny na spektrofotometru.
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Tabulka 2: mnozstvi a koncentrace stabilizatoru v disperzi AgNP

Stabilizator
Vysledné koncentrace | Tween 20 | 3% PVA | 5% zelatina | 3% Pluronic
v disperzi
0,25% (w/v) 0,63ml | 2,08ml 1,25 ml
0,50% (w/v) 1,25ml | 4,17 ml 2,50 ml /
0,75% (wW/v) 1,88 ml | 6,25 ml 3,75 ml
1,00% (w/v) 2,50 ml | 8,33 ml 5,00 ml 8,33 ml

5.3.2 AgNP s tetrahydridoboritanem sodnym

Postup ptipravy byl podobny postupu v kap. 5.3.1. Pfipravovaly se nanocastice
o koncentraci 108 mg-dm™, pficemz do kadinky o objemu 50 ml a umisténé na
elektromagnetické michacce bylo pfidano automatickou pipetou 5,00 ml roztoku
dusi¢nanu stifbrného o koncentraci 1-10-2 mol-dm™. Poté bylo piidano 13,75 ml vody,
1,25 ml 5-10 mol-dm? roztoku amoniaku a 5,00 ml 2-10? mol-dm roztoku
tetrahydridoboritanu sodného. Bylo nutné pouzitt stabilizator, ktery se pridaval pred

NaBHa. Vysledna koncentrace stabilizatoru v roztoku byla 0,10; 0,25 a 0,50 % (tab. 3).

Tabulka 3: mnozstvi pfidaného stabilizatoru a vysledna koncentrace v disperzi AgNP

Stabilizator

0 0 0/ N .
Vysledna koncentrace 3% PVA | 5% PAA | 5% zelatina

v disperzi
0,10% 0,83 ml | 0,50 ml 0,50 ml
0,25% 2,08 ml
0,50% 4,16 ml

Pro ptipravu AgNP pomoci tetrahydridoboritanu sodného byla dale pouzita
stejna metoda s upravou poméru prekurzoru a redukéniho ¢inidla. Bylo pouzito
25,00 ml dusi¢nanu stiibrného o koncentraci 5-102 mol-dm?, 6,25 ml roztoku
amoniaku s koncentraci 0,9 mol-dm, 58,33 ml vody, 10,42 ml 3 % PVA a 25,00 ml

tetrahydridoboritanu sodného o koncentraci 0,1 mol-dm™. Takto piipravené AgNP
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byly proméfeny na spektrofotometru a dale pouzivany pii pfipravé PLGA/Ag

nanocastic.

5.4 Priprava PLGA nanocastic

Ptiprava nanoc¢astic PLGA probihala metodou nanoprecipitace. K této metodé
je nutnost dvou misitelnych fazi — vodné a organické. Vodna faze byla tvoiena 10 ml
0,1% roztoku Pluronicu® F-127. Organickou fazi tvofil 1 ml acetonu a v ném
rozpusténa PLGA. Mnozstvi rozpusténé PLGA bylo 15, 30 a 60 mg. Organicka faze
se po rozpusténi PLGA ptidala do vodné faze a smés se nechala odparovat dvé hodiny.
Po odpaieni acetonu se doplnila voda, ktera se castecné také odparila. U vzniklych

nanocastic PLGA se promé¢fila velikost na analyzatoru velikosti ¢astic.

5.5 Priprava PLGA/Ag nanocastic

Postup ptipravy PLGA/Ag nanocastic odpovidal vySe zminénym postuptim.
Nejprve se pripravily AgNP a poté se pteslo k pripravé PLGA nanocastic. Mnozstvi
asloZzeni vodné faze zistalo neménné. Zménou bylo pfidani AgNP k PLGA do
organické faze. Finadlni koncentrace AgNP v disperzi byla 0,005 mg-dm,
0,01 mg-dm?, 0,05 mg-dm a 0,1 mg-dm3. Odpovidajici mnozstvi AgNP bylo
pridano k 15, 30 a 60 mg PLGA. Disperze se odpatovaly dvé hodiny pro odstranéni
acetonu a poté se do nich doplnila odpatfena voda. Nakonec byl pfidan Tween 20 ve

vysledné koncentraci 0,25 %.

5.6 Separace PLGA/Ag nanocastic

Nanocastice PLGA byly pfepipetovany do 2 ml mikrozkumavek a nasledné
centrifugovany. Centrifugace probihala pii 4 000, 6 000, 8 000, 10 000, 12 000
a 15 000 ot/min. Po centrifugaci byl supernatant odebran a byla u né¢j zmétfena velikost
nanocastic na analyzatoru velikosti ¢astic.

Cast disperze AgNP se také odebrala do 2 ml mikrozkumavek, které byly
nasledné centrifugovany pfi stejnych rychlostech otac¢eni jako PLGA. Po kazdé

centrifugaci byl supernatant nafedén a byl charakterizovan na spektrofotometru.
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Meéfily se jak Cisté AgNP, tak ty se stabilizatorem. AgNP s maltdézou se natedily 10krat
a ty pfipravené pomoci tetrahydridoboritanu sodného se natedily 100krat.

Pomoci centrifugace nanocastic PLGA a AgNP se hledala idedlni rychlost
otaceni, kterd by byla vhodna pro separaci PLGA/Ag nanocéstic od AgNP, které se do
PLGA neenkapsulovaly. M¢éfeni bylo provedeno tiikrat, vysledky méteni byly
zpramerovany.

Dalsi testovanou metodou separace PLGA/Ag od volnych AgNP (pfipravenych
redukci maltdézou) byla agregace nanocastic PLGA a AgNP pomoci chloridu sodného.
Chlorid sodny byl pouzit v koncentraci 3 mol-dm= a byl po 50 ul pfidiavan ke 2 ml
vzorku. AgNP byly nafedény pfed experimentem na 10 mg-dm. Vzorky nanoc&astic
PLGA 1 AgNP se po testu agregace promé&fily na velikost na analyzatoru velikosti
castic. Nanocastice PLGA a AgNP byly po nejvySsim pifidavku chloridu sodného
(200 pl) podrobeny centrifugaci pti 100, 500 a 1000 ot/min. Byl vizualné¢ hodnocen
vznik pelety a supernatant hodnocen pomoci metody DLS.

AgNP pfiipravené redukci tetrahydridoboritanem sodnym a nanocéastice PLGA
byly titrovany i dalSimi agrega¢nimi Cinidly. Témi byl 1% roztok Ca(NOs3)2-4H>0,
0,1% roztok CTAB a 0,05% roztok PDDA. Cinidla byla p¥idavana po 2,5 pul k 1 ml
vzorku nanocastic PLGA nebo AgNP. Po kazdém ptidavku byl zméten (-potencial.

5.7 Stanoveni enkapsulacni efektivity a drug loading

Ptipravené PLGA/Ag nanocastice byly centrifugovany 15 minut pii
10 000 ot/min pfi teploté 15 °C. Po centrifugaci bylo odebrano 1 800 pl supernatantu
do 10 ml zkumavky a objem byl doplnén 5% kyselinou dusi¢nou na 10 ml. Takto
ptfipravené¢ vzorky byly odeslany do laboratofe statniho podniku Povodi Labe.
Enkapsulacni efektivita byla stanovovana nepiimo, méfenim koncentrace stiibra
v supernatantu, pomoci metody ICP-OES. Vzorky byly pfipraveny v triplikétu.

Jak bylo zminéno vySe, enkapsulacni efektivita se vyjadfuje v procentech
a vyjadiuje, kolik latky bylo zapouzdieno v nanocasticich k celkovému mnozstvi
latky. Drug loading se také vyjadiuje v procentech a vyjadiuje pomér mnozstvi

enkapsulované latky k mnoZstvi pouZzitého nosice.
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6 Vysledky a diskuze

6.1 Nanocastice stribra

Nanocastice stibra pfipravené pomoci maltézy menily barvu od svétle zluté az
po tmaveé hnédou. Tyto barevné prechody byly zptisobeny pomalou redukei stiibrnych
iontil na stiibro. Cely tento proces trval do 5 minut.

Vzniklé nanocastice byly proméfeny na spektrofotometru, kde byla zméfena
jejich absorbance. Byl zaznamendn absorpcni pas povrchového plasmonu (SPR)
s maximem pii 418 nm (obr. 8). Pa4s SPR AgNP s vlnovou délkou u 390420 nm

odpovida velikosti 25-50 nm. &
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Obr. 8: UV/VIS spektrum AgNP ptipravenych pomoci maltézy

AgNP byly dale charakterizovdny pomoci analyzéatoru velikosti Castic. Byla
meéfena velikost, index polydisperzity a (-potencial. Velikost AgNP pfipravenych
touto metodou byla 50,89 nm, index polydisperzity 0,1 a {-potencial dosahoval
hodnoty -38,3 mV. Panacek a kol. ve své praci, pozorovali, Ze velikost AgNP
ptipravenych s maltézou byla kolem 30 nm s indexem polydisperzity do 0,2, a Ze pro
stabilni ¢astice by mél byt {- potencial alespont -30 mV. 7°

Disperze piipravena pomoci maltdzy byla stabilni pouze nékolik hodin, cozZ se
projevilo 1 vysokou hodnotu velikosti AgNP po piipravé. Proto se pfikrocilo

k modifikaci, kdy byl pfidavan amoniak v riiznych objemech. Mnozstvi amoniaku

34



pouzitého pii syntéze AgNP ovliviiuje jejich velikost a stabilitu. 7 Stabilita se touto
modifikaci vSak nezlepSila. Jedinym rozdilem byla ménici se rychlost reakce.

Je znamo, ze velikost, polydisperzita a stabilita nano¢astic zavisi také na pH. ”°
Postup byl opét modifikovan, tentokrat priddvanym objemem NaOH (tab. 4).

S pribyvajicim mnozstvim NaOH se stabilita zlepSovala a velikost se zmensovala.

Tabulka 4: mnozstvi NaOH pii ptipravé 25 ml AgNP a zména pH, velikosti ¢astic

a (-potencialu

1(\(/31112033\2;;1;(? (glmrr;)l pH Velikost ¢astic nm Z-potencial mV
0,1 10,17 09,81 -33,5
0,3 10,58 63,90 -30,6
0,5 11,15 56,29 -25,2
0,7 11,50 59,33 -32,6
1,0 11,78 47,72 -36,2

Po optimalizaci se pouZivalo 1,25 ml amoniaku a 1,00 ml hydroxidu sodného. Jak
je vidét na obrazcich 9-12, pti pouziti stabilizatori doslo k mirnému posunu spekter
k vys$sim vinovym délkdm, coz znaci nartst velikosti nanocastic diky adsorbované
vrstveé stabilizatoru, jak pozorovali i autofi Soukupova a kol. pfi stabilizaci AgNP

pomoci surfaktantd. 8
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Obr. 9: UV/VIS spektra AgNP pfipravenych pomoci maltoézy s zelatinou jako

stabilizatorem
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Obr. 10: UV/VIS spektra AgNP ptipravenych pomoci maltézy s Tweenem 20 jako

stabilizatorem
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Obr. 11: UV/VIS spektra AgNP pfipravenych pomoci maltézy s PVA jako

stabilizatorem
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Obr. 12: UV/VIS spektra AgNP pfipravenych pomoci maltézy s Pluronicem
F-127 jako stabilizatorem

Pro posouzeni vlivu velikosti AgNP na enkapsulacni efektivitu byly pfipraveny
také AgNP o mensi velikosti. Jako redukéni €inidlo, byl pouzit tetrahydridoboritan
sodny. Takto pfipravené Castice byly stabilizovany pomoci vice druht stabilizatora
v raznych koncentracich, ale ani pies zvySovani koncentrace stabilizatoru v disperzi
nebyly ¢astice dostatecné stabilni, coZ se projevilo okamzZitou agregaci. Pro piipravu
AgNP o mensi velikosti byl dale zvySen pomér redukéniho €inidla a prekurzoru AgNP.
Takto pfipravena disperze méla okamzit¢ hnédé zbarveni (obr. 13) po ptidani
tetrahydridoboritanu sodného, coz je dano tim, Ze tetrahydridoboritan je silné reduk¢ni
¢inidlo oproti maltdze, a byla nejstabilngj$i ze vSech disperzi pfipravenych vyse

zminénymi zpusoby.

Obr. 13: Pfipravené AgNP pomoci tetrahydridoboritanu sodného
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Takto pripravené AgNP byly stejné jako ty piipravené s maltézou proméfeny na
spektrofotometru. Mély mensi velikost, proto vykazuji maximum pasu SPR pfi nizsich

vlnovych délkéch, kolem 400 nm (obr. 14).

1,6
1,4
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0,6
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300 350 400 450 500 550 600 650 700
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Obr. 14: UV/VIS spektrum AgNP ptipravenych pomoci tetrahydridoboritanu sodného

6.2. Nanocastice PLGA

Piipravené PLGA nanocéstice byly mlécn€ zakalené (obr. 15) a byla u nich
prométena velikost, ktera Cinila 224,4 nm. Tato velikost odpovida rozmezi velikosti,

ktera je potfebna pro cileni do makrofaga. ®!

Obrazek 15: Ptipravené nanocastice PLGA
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6.3. Separace PLGA/Ag

Pro nalezeni vhodnych podminek separace PLGA nanocastic a AgNP
(s maltézou) bylo provedeno testovani agregace pomoci ptidavku chloridu sodného,
kdy tcelem bylo indukovat agregaci AgNP a separovat je centrifugaci. Po nejvySSim
ptidavku (200 pl) byly nanoc¢astice PLGA i AgNP podrobeny centrifugaci pii 100, 500
a 1000 ot/min. AgNP vizualné zeSedivély a po centrifugaci pti 500 a 1 000 ot/min
vznikla peleta. Po prométfeni na analyzatoru velikosti Castic se Castice z velikosti
32,23 nm zagregovaly na 187,60 nm. PLGA nanocastice prométené pred centrifugaci
mély velikost 238,5 nm pied piidavkem NaCl a 235,70 nm po ptidavku, tedy velikost
nebyla ovlivnéna. PLGA nanocastice ani vizudlné nevykazovala zédnou zménu, ale
po centrifugaci byla patrnd tenka peleta a po centrifugaci byla velikosti castic

v supernatantu postupné mensi se zvysujici se rychlosti otaceni (tab. 5).

Tabulka 5: Velikost nanoc¢astic PLGA v supernatantu po centrifugaci

Rychlost, ot/min 100 500 1000
Velikost ¢astic, nm 227,9 215,0 206,2

NaCl se ukdazal jako nepfilis Gspésné agregacni Cinidlo pro AgNP vzhledem
k ¢astecné sedimentaci také PLGA nanocastic. Pro AgNP piipravené redukci
tetrahydridoboritanem sodnym, které byly stabilngjsi nez AgNP piipravené
s maltézou, byla vyzkouSena agregacni Cinidla s vétsi velikosti molekuly, tvofena
i vicemocnymi ionty a také polyelektrolyt. Témito c¢inidly byl CTAB, PDDA
a Ca(NO3)2:4H>0 a byla pouzita jak na PLGA, tak na AgNP. Vyhodnoceni agregace
bylo provedeno vizudlné a poté zméfenim {-potencialu na analyzatoru velikosti ¢astic
(obr. 16-21). C-potencidl byl méfen, dokud nenabyl kladnych hodnot, pfiCemz
koncentrace, pfi niz ptekonal hranici 0 mV, byla povazovéna za idealni pro agregaci.

Tato metoda nebyla efektivni, protoze v ptipadé PDDA a CTAB se PLGA
nanocastice agregovaly pii nizSich koncentracich nez AgNP. U Ca(NOs3)2-4H>0 se pii
nizsich koncentracich agregovalo AgNP, ale odpovidajici koncentrace jiz vyrazné
ovlivnila {-potencial a stabilitu PLGA nanocastic, a proto tato metoda nebyla vhodna

pro separaci nanocastic.
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Obr. 16: Agregace PLGA nanocastic pomoci PDDA
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Obr. 17: Agregace PLGA nanocastic pomoci CTAB
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Obr. 18: Agregace PLGA nanocéstic pomoci Ca(NO3)2-4H,0O

40



@
0 S SN S—: N S—— o
> 0 0,0005 _Q,gorl’"@ 0,0015 8002 0,0025 0,003 0,0035
g 0@
. -5 Q.-
3 0 2
% @ -
s -10 ~
o
N}

N
[9,]

y = 2E+09x3 - 1E+07x% + 22537x - 15,489
R?=0,9309

O3,

N
o

hmotnostni zlomek PDDA, %

Obr. 19: Agregace AgNP pomoci PDDA
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Obr. 20: Agregace AgNP pomoci CTAB

Oproti pfedchozim obrazkim je vidét, ze pomoci Ca(NO3)4H>O probehla
agregace AgNP skokové, jak ukazuji hodnoty {-potencidlu (obr. 21).
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Obr. 21: Agregace AgNP pomoci Ca(NOs3)>-4H>O
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Jako dalsi metoda separace PLGA/Ag a AgNP byla pouzita centrifugace bez
predeslé indukce agregace nanocastic. Opét byla aplikovana jak na PLGA, tak AgNP.
U PLGA po centrifugaci byla zmétena velikost ¢astic, které nesedimentovaly (tab. 6),
na analyzatoru velikosti ¢astic a u AgNP bylo u odebrané¢ho supernatantu zméteno
spektrum na spektrofotometru.

Vztah mezi velikosti PLGA nanocastic, které nesedimentovaly, a rychlosti
otaGeni pii centrifugaci neni linedrni, jak bylo uz diive také pozorovano. 82

AgNP byly centrifugovany jak ty pfipravené s maltézou, tak ty
s tetrahydridoboritanem. AgNP s maltézou podléhaly sedimentaci ve vétsi mire, a to
1 ptes jejich stabilizaci (obr. 22—34). Pti srovnani pastt SPR po centrifugaci AgNP bez
a se stabilizatorem se jevi jako nejlepsi stabilizator Zelatina o obsahu 0,75 %. Maxima
absorbance neklesla po centrifugaci tolik, jako u ostatnich stabilizatorti a koncentraci.
Naopak nejhors§im stabilizatorem byl Tween 20 o obsahu 0,25 %.

U centrifugace AgNP s zelatinou pii 4 000 ot/min (obr. 23, 26, 29, 32) vzorky
vykazovaly zvySenou absorbanci v celém rozsahu vlnovych délek. Moznym
vysvétlenim mize byt pfitomnost zelatiny ve vzorku a jeji chovani pfi centrifugaci za
snizené teploty. Pti vysSich teplotach jsou jednotlivé monomery Zelatiny rozptyleny
v disperzi. Pti ochlazovani maji tendenci piechéazet z upofadani ndhodného klubka do
helikdlni konformace a propojovat se. Pfi centrifugaci byl tento jev podpoten nizkou
teplotou a zvysSenim lokalni koncentrace zelatiny ve spodni casti mikrozkumavky.
Rychlost ota¢eni 4 000 ot/min neni dostate¢nd pro sedimentaci téchto shluki, které
nasledn¢ zvysuji pozadi pti méteni UV/VIS spekter, pti vyssich rychlostech vsak jiz

k jejich sedimentaci dochézi.

Tabulka 6: zména velikosti nanocastic PLGA v supernatantu po centrifugaci

Pocet otacek/min | Velikost ¢astic nm

0 196,8
4000 164,5
6000 165,5
8000 139,6
10000 105,6
12000 118,3
15000 86,6

42



absorbance

1,8

1,6
1,4
0 ot/min
1,2
——— 4000 ot/min
1
6000 ot/min
0,8
8000 ot/min
0,6
= 10000 ot/min
0,4
12000 ot/min
0,2
= 15000 ot/min
0

300 350 400 450 500 550 600 650 700

vinova délka (nm)

Obr. 22: AgNP piipravené pomoci maltdzy a centrifugované pii riznych rychlostech
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23: AgNP piipravené pomoci maltdzy, stabilizované 0,25% zelatinou

a centrifugované pfi riznych rychlostech otaceni
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Obr. 24: AgNP piipravené pomoci maltdzy, stabilizované 0,25% Tweenem 20

a centrifugované pfi riznych rychlostech otaceni
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Obr. 25: AgNP ptipravené pomoci maltdézy, stabilizované 0,25% PVA

a centrifugované pfi riznych rychlostech otaceni
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Obr. 26: AgNP pfipravené pomoci maltozy,

a centrifugované pii riznych rychlostech otaceni
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Obr. 27: AgNP pfipravené pomoci maltézy, stabilizované 0,5% Tweenem 20

a centrifugované pii riznych rychlostech otaceni
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Obr. 28: AgNP ptipravené pomoci maltozy, stabilizované 0,5% PVA a centrifugované

pfi riznych rychlostech otaceni
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Obr. 29: AgNP pfipravené pomoci maltézy, stabilizované 0,75% zelatinou

a centrifugované pfi riznych rychlostech otaceni
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Obr. 30: AgNP pfipravené pomoci maltdzy, stabilizované 0,75% Tweenem 20

a centrifugované pii rtiznych rychlostech otaceni
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Obr. 31: AgNP pfipravené pomoci maltdzy, stabilizované 0,75% PVA

a centrifugované pfi riznych rychlostech otaceni
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32: AgNP pfipravené¢ pomoci maltdozy, stabilizované 1% zelatinou

a centrifugované pfi riznych rychlostech otaceni
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33: AgNP pripravené pomoci maltdzy, stabilizované 1% Tweenem 20

a centrifugované pfi riznych rychlostech otaceni
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Obr. 34: AgNP piipravené pomoci maltdzy, stabilizované 1% PVA a centrifugované

pfi riznych rychlostech otaceni

Nanocastice ptripravené s maltézou sedimentovaly 1 pfi vysokych koncentracich
stabilizatoru. AgNP pfipravené s tetrahydridoboritanem sodnym mély mensi Castice,
tudiz byla predpokladana jejich niz$i sedimentace. Toto tvrzeni se projevilo jako
pravdivé (obr. 35), 1 pies to vSak byla nutnost dodate¢né po ptipraveé pouzit stabilizator,
kterym byl 0,25% Tween 20. Po pouziti stabilizatoru se nanocéstice staly stabilng;si

a vykazovaly niZsi tendenci k sedimentaci (obr. 36).
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Obr. 35: AgNP piipravené pomoci tetrahydridoboritanu sodného a centrifugované pti

ruznych rychlostech otaceni
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Obr. 36: AgNP piipravené pomoci tetrahydridoboritanu sodného dodatecné

stabilizované 0,25% Tweenem 20 a centrifugované pii riznych rychlostech otaceni

6.4. Enkapsulacni efektivita a Drug loading

Na obr. 37 u koncentrace stifbra 0,005 mg-cm lze vidét zavislost, kdy
s rostoucim mnozstvim PLGA nanocastic roste 1 enkapsulacni efektivita. VEtsi
mnozstvi PLGA do sebe zapouzdii vice AgNP. Tento trend lze pozorovat

3. U koncentrace 0,050 mg-cm™ a 0,1 mg-cm™ uz tato

i u koncentrace 0,010 mg-cm-
zavislost neplati. Maze to byt zptisobeno velkou koncentraci AgNP, kterou PLGA uz
neni schopna zapouzdfit. Enkapsulacni efektivita PLGA/Ag nanocastic byla tedy
nejlepsi v ptipadé pouziti 6 mg-cm™ PLGA a 0,01 mg-cm™ Ag, kdy dosahovala
72 % + 13 %.

Pti porovnani enkapsulacni efektivity (obr. 38) stiibra v koncentracich 0,005
20,01 mg-cm™ v zavislosti na koncentraci PLGA lze vidét jen mirny nartst hodnot,
pii koncentraci PLGA 3,0 mg-cm™ oproti 1,5 mg-cm, avsak pfi pouziti 6 mg-cm™
PLGA je tento narast zhruba pétindsobny. Velikost PLGA nanocastic se zvysuje
s koncentraci PLGA pouzitého pii piipravé nanocastic nanoprecipitaci. 3° Stfedni
velikost AgNP je jen o jeden fad nizsi nez stfedni velikost PLGA nanocastic. PLGA

nanocastice jsou tak pravdépodobné schopny pojmou vyrazn€ vyssi mnozstvi AgNP

az pti prekroceni urcité koncentrace.
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Obr. 37: Enkapsulac¢ni efektivita v zavislosti na koncentraci AgNP
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Obr. 38: Enkapsulac¢ni efektivita v zavislosti na koncentraci AgNP

Na obr. 39 je vidét niz§i drug loading zejména u koncentraci 0,005

1,5 mg/cm3
m 3,0 mg/cm3
W 6,0 mg/cm3

W 0,005 mg/cm3 Ag
M 0,010 mg/cm3 Ag
m 0,050 mg/cm3 Ag
M 0,100 mg/cm3 Ag

a 0,010 mg-cm™ AgNP. Nizky drug loading je zpsoben tim, Ze AgNP stabilizované

hydrofilnimi latkami pfi nanoprecipitaci difunfuji do vodné faze. Podobné vysledky

uvadi i Cheow a Hadinoto, ktefi do PLGA zapouzdiili levofloxacin. 8 U koncentraci

0,05 a 0,10 mg-cm? je vidét klesajici zavislost, kdy pfi men$im mnozstvi PLGA pfi

stejné koncentraci AgNP vedlo k vy§§imu drug loadingu. Vyssi drug loading znamena,

ze vPLGA je obsazeno vice AgNP vzhledem k mnoZstvi nosi¢e a miize to vést
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k efektivnéjSimu podavani. Piesto vysoky drug loading neni vzdy Zadouci a mulze
ovlivnit stabilitu a uvoliiovani nanocastic z nosice. 8

Z obr. 40 je vidét, ze drug loading vykazuje rostouci zavislost s pfiddvanym
mnoZstvim AgNP v ramci stejného mnozstvi PLGA. Nejvétsi byl u 1,5 mg-cm™

PLGA pfi koncentraci AgNP 0,100 mg-cm™, kdy jeho hodnota je 1,5 % + 0,2 %.
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Obrazek 39: Drug loading enkapsulovanych AgNP do PLGA v zavislosti na
koncentraci AgNP
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Obrazek 40: Drug loading enkapsulovanych AgNP do PLGA v zavislosti na
koncentraci PLGA
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7 Zavér

Nanocastice stfibra byly pfipraveny z dusi¢nanu stfibrného chemickou redukci,
kdy jako reduktanty byly pouzity maltéza a tetrahydridoboritan sodny. AgNP
vykazovaly typickou barvu a charakteristicky pas SPR kolem 400 nm.

PLGA nanocastice byly pfipraveny v koncentracich 1,5, 3,0 a 6,0 mg-cm™. Pii
kazdé koncentraci PLGA byly enkapsulovany rizné koncentrace sttibra (0,005, 0,01,
0,05 a 0,100 mg-cm™).

Separace PLGA nanocastic a AgNP byla provedena dvéma metodami — agregaci
AgNP pomoci agregacnich ¢inidel a centrifugaci.

Metoda agregace se ukdzala jako neefektivni, jelikoz PLGA nanocastice
agregovaly ochotnéji nez AgNP nebo byla negativné ovlivnéna stabilita obou druhti
nanocastic.

AgNP pfipravené pomoci maltdozy nebyly doste¢né stabilni viici centrifugaci, kdy
dochézelo k jejich sedimentaci 1 pfes pouziti stabiliza¢nich Cinidel. Naproti tomu
Castice pripravené redukci tetrahydridoboritanem sodnym téméf nesedimentovaly,
vzhledem k jejich mensi velikosti. Dodatec¢na stabilizace 0,25% Tweenem 20 zajistila
jeste lepsi odolnost viici centrifugaci.

Pro formulaci PLGA/Ag byly pouzity AgNP pfipravené s tetrahydridoboritanem
sodnym. Takto pfipravené nanocastice byly separovany pomoci centrifugace
enkapsulované mnoZstvi bylo stanoveno nepiimo metodou ICP-OES a byla vypoctena
enkapsulacni efektivita a drug loading.

U koncentraci 0,005 a 0,010 mg-cm™ AgNP lze pozorovat narust enkapsulaéni
efektivity se zvySujicim se mnozstvim PLGA. U koncentraci 0,050 a 0,100 mg-cm™
tato zavislost neplati, coZ je pravdépodobné zpiisobeno vysokym mnozstvim AgNP,
které PLGA jiz neni schopna zapoudrtit. Drug loading vykazuje rostouci zavislost
s pfidavanym mnozstvim AgNP pfi stejné koncentraci PLGA. Nejvyssi enkapsulacni
efektivita (72% + 13 %) byla zaznamenana pro kombinaci PLGA o koncentraci
6,0 mg-cm® a AgNP o koncentraci 0,01 mg-cm?. Nejvy$si drug loading
(1,5 % £ 0,2 %) byl pozorovan pro kombinaci PLGA o koncentraci 1,5 mg-cm

a AgNP o koncentraci 0,1 mg-cm.
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