(PLGA). Reakci téchto kyselin vznikaji linedrni fetézce polymeru, z kterych lze reakcei
s vicesytnymi alkoholy ziskat polymery vétvené. Vétvené polymery maji oproti linearnim
niz§i viskozitu a kontinudlnéjsi pribéh degradace, které lze vyuzit pii uvoliovani
inkorporovaného lé¢iva. DalSimi molekulami vhodnymi pro pfipravu nanocastic mohou byt
naptiklad poly(kaprolakton) nebo poly(alkylkyanoakrylat), také to mohou byt polysacharidy,

alginaty nebo chitosan.!3 !4

Nejvice pouzivané jsou polymlécna kyselina a poly(laktidy-co-glykolidy). Jsou to linearni
alifatické polyestery, které jsou relativné hydrofobni. Pii srovnani PLA a PLGA je PLA vice
hydrofobni nez kopolymer PLGA."

PLGA je pro pouziti vhodna také z divodu, Ze se v organismu rozkldd4d hydrolyzou na
monomery, ze kterych déale vznika kyselina mlécnéa a glykolova, kdy obé tyto kyseliny jsou
endogenni a tedy snadno metabolizovatelné v Krebsové cyklu (viz obrazek 7). Castice
se nikde v organismu nekumuluji. Polymery, které se komercné¢ vyuzivaji, je mozné ziskat
v n¢kolika moznych molekulovych hmotnostech a uspotadani polymeru v fetézci. PLGA je

specifikovand pomoci ¢isla, které uddva procento jednotlivych zastoupenych monomert

v polymeru. !4 16
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Ho\)]\ OH
0 H OH
HO 0] OH

y kyselina glykolova kyselina mlééna

PLGA \ /

Metabolické drahy organismu

Obrazek 1: rozklad polymeru PLGA v organismu

Dalsi moznosti pro ptipravu nanocastic je Poly(e—kaprolakton) (PCL), je to také polyester,
ktery je syntetizovany polymeraci z e—kaprolaktonu, otevienim jeho kruhu za soucasné
katalyzy. V organismu je hydrolyzovan, toho se vyuziva i v procesu uvoliiovani 1é¢iva, které
se pfi rozkladu polymeru uvoliiuje do okoli. Hydrolyzovén je v n€kolika stupnich az na
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polymeru, které se od sebe li§i pomérem jednotlivych monomeri. V praci byl pouzit polymer
PLGA 5/5 (polymer slozeny z 50 % kyseliny mlééné a 50 % kyseliny glykolové).’
My= 2400 g/mol

PDI=1,41

Polymer A2 je kopolymer PLGA a kyseliny polyakrylové, ktera zde byla pouzita jako vétvici
slozka v 2% koncentraci.

My= 14 400 g/mol

PDI=1,67
0
o H
HO O
X y
o
Obrazek 2: polymer PLGA
2.1.4 Rhodamin B

Rhodamin je krystalicka latka zelené barvy krystalt nebo ¢erveno-fialovy prasek. Pouziva se
hlavné jako barvivo, je také U€¢innym chelatitorem kovil. Je dobie rozpustny ve vodé, jeho
roztoky jsou silné¢ fluorescen¢ni. Diky témto vlastnostem se pouziva jako fluorochrom
v histologii, ve fluorescenéni mikroskopii a pritokové cytometrii. Také jako stopovaci

barvivo pro laserové uréeni rychlosti proudéni a sméru proudéni vody.>® 3’

Obrazek 3: vzorec Rhodamin B
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2.3.3 Vznik emulze

Emulze byla tvofena sonifikaci ultrazvukovou vysokofrekvenéni sondou po dobu 1 minuty pfi
vykonu 100 % za soucasného chlazeni ledem. Emulze vznikala vzdy z 1 ml vnitini organické
faze (2.3.2.), ke které bylo ptidano 0,25 mg Rhodaminu B k enkapsulaci a z 5 ml vnéjsi vodné
faze (2.3.1). Bylo zkouSeno nékolik zptisobt sonifikace do optimalizace podminek (viz 3.1.1).
Po sonifikaci doslo k odpateni organického rozpoustédla, za stdlého michani na magnetické

michacce, ¢imz vznikla suspenze nanoc¢astic. Odpatrovani trvalo cca 75 min.

2.3.4 Méreni parametri ¢astic
Po odpateni rozpoustédla byl pfipraven vzorek pro méfeni velikosti ¢astic a zeta potencialu
Castic. Vzorek se ptipravoval ze 100 pl vzniklé suspenze a 4 ml vody. Vzorek byl méfen

na Zetasizer ZS 90.

2.3.5 Parametry EE, RY, DL

Po zméfeni velikosti, polydisperzity (PDI) a zeta potencidlu byla suspenze nanocastic
rozdélena na 4 x 2ml do mikrozkumavek a byla zcentrifugovana. Centrifugace byla provadéna
po dobu 3 x 15 minut na 7200g/10000 RPM, vzdy mezi jednotlivymi cykly byl odebran
supernatant a byly pfidany 2 ml vody k rozdispergovani sedimentu. Po tfetim cyklu byl
odebran supernatant a pfidan 1 ml acetonitrilu k rozpusténi polymeru. Nésledné byla u vzorku
meéfena absorbance pfi 556 nm proti acetonitrilu a vypocitana koncentrace Rhodaminu B ve

vzorku z kalibracni kiivky. (viz 2.3.6)

Po méfeni absorbance byl cely vzorek ziskany rozpuSténim centrifugovaného sedimentu
vysusen v susarné pii 60°C a nasledn¢ byla lahvicka zvazena pro zjiSténi hmotnosti vyuzitého
polymeru. Ze ziskanych hodnot byly podle nasledujicich vzorcli vypocitany parametry EE,
DL, RY.

EE (encapsulation effectivity) enkapsulacni efektivita, jaké mnoZstvi Rhodaminu B bylo
enkapsulovéano ve vzniklych ¢asticich.

EE(%) m(RhB experimentalni) 100
= *
° m(RhB navazka)

DL (drug loading) jakou ¢ast nanocastice zaujimal navazany Rhodamin B.

m(RhB experimentalné)
*
m(po vysuSeni vzorku POLYMER + RHODAMIN B)

DL(%) = 100
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RY (recovery yield) vytéznost polymeru, kolik bylo vyuzito polymeru na vznik nanocastic.

m(NANOCASTICE po vysuseni) — m(RHODAMIN B experimentalng) 100
E3
m(POLYMER navazka)

RY (%) =

2.3.6 Kvantifikace mnoZzstvi Rhodaminu B

Do mérné kyvety byl vlozen vznikly roztok ze sedimentu nanocéstic v acetonitrilu a byla
meétfena absorbance na spektrofotometru pii absorpénim maximu Rhodaminu B 556 nm.
Ze ziskané absorbance byla pomoci rovnice kalibra¢ni kiivky vypocitana koncentrace

enkapsulovaného Rhodaminu B.
y = 0,1558x — 0,0828

Kde y je naméfend absorbance a x je koncentrace enkapsulovaného Rhodaminu B

Kalibra¢ni kiivka RhB v ACN

y=0,1558x - 0,0828
3 R2=09881 _..-='®

absorbance
—
N

=
=

10 15 20 25
¢ (ug/ml)

® A (556nm)  ceeeeeees Linearni (A (556nm))

Obrazek 4: Kalibraéni kfivka Rhodaminu B v acetonitrilu
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2.4 Gelova chromatografie

Byl proveden experiment, kdy po vzniku nanocastic emulzni ultrazvukovou metodou byla
pouzita gelova chromatografie pro vycisténi suspenze nanocastic k centrifugaci a dalSimu
méfteni. Pro tento experiment byl pro pfipravu nanocastic pouzit polymer A2 a jako surfaktant
1% Pluronic® F127. (popis metody viz kapitola 2.3) Zde se predpokladala velikost nanoc¢astic

55 nm.

2.4.1 Prabéh experimentu
Pro ptipravu kolony byl pouzit gel Sephadex 75 o hmotnosti 2,4 g a 75 ml fosfatového pufru
0,01M. Kolona byla sestavena z vaty a pisku u koliku byrety, dale byl nality gel a na vrchu

kolony opét pisek. Kolona méftila 14 cm.

Po ptipraveni kolony v byreté se nékolikrat proplachla vodou pro odplaveni piipadnych
necistot z pouzitého pisku. Po naliti vzorku nanocéstic se po priuchodu kolonou zachytavaly
jednotlivé frakce po 2 ml do mikrozkumavek, zde se provedlo méteni velikosti nanocastic a

byly vybréany frakce pro centrifugaci.

Centrifugace byla provadéna pii 21380g za stalé teploty 9 °C po dobu 20 minut. Po
centrifugaci byl odebran supernatant a pfidan acetonitril a nasledné¢ byla méfena abasorbance

vzniklého roztoku, stejnym vyse popsanym zplsobem (viz. 2.3.6)

2.5 Spontanni emulgace (SEDS)

Dalsi zkouSenou metodou piipravy nanocastic byla metoda spontanni emulgace. Kde byla
pouzivéna dvé rozpoustédla s odliSnou hydrofilitou. Rozpoustédla byla pouzita k rozpusténi
polymeru v riznych pomérech. Jako druhd faze emulze byl pouzit vodny roztok PVA nebo
Pluronicu F 127 v riznych koncentracich. Jako polymer byl pouzit PLGA 5/5 a enkapsulovan
byl Rhodamin B. U vS8ech castic byla zjiStovana velikost, PDI a zeta potencial a dale

parametry EE, DL, RY.

2.5.1 Priprava vnéjsi faze

Jako vné&j$i vodna faze byl pouzivan roztok Pluronic® F127 v koncentraci 0,1 % a 1 %. Dale
byl pouzivan roztok PVA v koncentracich 1 %, 2 % a 5 %. Vzdy bylo pouzito 10 ml téchto
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pfidana obé rozpoustédla podle stejného schématu jako v experimentech bez Rhodaminu B.

2.5.5 Méreni parametrua ¢astic
Po odpateni rozpoustédla byl ptipraven vzorek pro méfeni velikosti a zeta potencialu ¢astic.

Vzorek se ptipravoval ze 100 ul vzniklé suspenze a 4 ml vody. Tento vzorek byl méfen na

Zetasizeru ZS 90.

2.5.6 Vypocet parametri EE, RY, DL
Po méfeni parametri byly vzniklé CcCastice centrifugovany a nasledné byla zjiStovéana
absorbance roztoku polymeru s Rhodaminem B v acetonitrilu, pro zjisténi enkapsulacni

aktivity.

Suspenze nanocastic byla rozdélena po 4 x 2 ml do mikrozkumavek. Centrifugace byla
provadéna po dobu 3 x 15 minut na 7200g/10000 RPM, vzdy mezi jednotlivymi cykly byl
odebrédn supernatant a byly pfidany 2 ml vody k rozdispergovani sedimentu. Po tietim cyklu
byl odebran supernatant a pfiddn 1 ml acetonitrilu k rozpusténi polymeru. Nasledné byla
uvzorku meéfena absorbance pii 556 nm proti acetonitrilu a vypocitana koncentrace
Rhodaminu B ve vzorku z kalibra¢ni ktivky. (viz obr. 17) Podle uvedené rovnice, kde y je

absorbance a x koncentrace absorbovaného Rhodaminu B.
y = 0,1558x — 0,0828

Po méfeni byl vzorek vysuSen v susdrn€ na 60 °C a lahvicka zvéazena pro zjisténi hmotnosti
vyuzitého polymeru. Ze ziskanych hodnot byly podle nasledujicich vzorct vypocitany
parametry EE, DL, RY.

EE (encapsulation effectivity) jaké mnoZstvi Rhodaminu B bylo enkapsulovano ve vzniklych
Casticich.

EE(%) m(RhB experimentalni) 100
= k
° m(RhB navazka)
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DL (drug loading) jaké procento ¢astice zaujimal navazany Rhodamin B.

m(RhB experimentalné)

DL(%) =
&) m(po vysuSeni vzorku POLYMER + RHODAMIN B) i

100

RY (recovery yield) kolik bylo vyuzito polymeru na vznik nanocastic.

m(NANOCASTICE Do vysuéeni) — m(RHODAMIN B experimentalné) i

100
m(POLYMER navazka)

RY (%) =

2.6 Princip méfeni nanocastic
V této kapitole jsou popsany principy meéfeni velikosti a zeta potencidlu na pfiistroji

Zetasizer ZS90, pouzivaného pii méfeni Castic v této praci.

2.6.1 Méreni velikosti nanocastic

Pro méfeni velikosti Céastic se vyuzivd proces DLS = Dynamic Light Scattering
tzv. dynamicky rozptyl svétla. Kdy se vzorek osviti zdrojem svétla, které se na casticich
odrazi a nasledné se méfi intenzita rozptyleného svétla. Vyznamny je Brownav pohyb, ktery
kazda castice vykonava, zde se vychazi ztoho, ze malé Castice se pohybuji rychleji nez

Castice vétsi. Toto popisuje Stokes — Einsteinova rovnice.*®

Pokud by se Castice nepohybovali, detektor by po rozptyleni svétla vzorkem zaznamenal
svétla a tmava mista, podle toho kde se setka rozptylené svétlo s detektorem, tam vznikne
svétlé misto, a kde 7adné svétlo nebude, vznikne temna skvrna. Castice se ale ve vzorku
pohybuji Brownovym pohybem, zde je sledovana zména intenzity tmavych a svétlych skvrn
na detektoru v zavislosti na rychlosti pohybu ¢astic, coz vychazi ze Stokes — Einsteinovy
rovnice. Pfi méfeni velkych ¢astic intenzita kolisd pomalu, naopak u malych ¢astic intenzita
kolisé rychleji. V pfistroji se pouziva k tomuto méteni tzv. digitalni koreldtor, ktery méii
podobnost dvou signalti v Case, z té€chto vysledkii vznika korelaéni funkce, z které se vypocita

velikostni distribuce ¢astic.3®

Ptistroj je sestaven z n€kolika komponent, zobrazenych na obrazku 18. Prvi je laser (1), ktery
slouzi jako zdroj svétla, které prochdzi vzorkem umisténym v cele (2). Svétlo je ve vzorku
odrazeno do vSech sméril, detektory (3) jsou v zéavislosti na typu pouzivaného pfistroje
umisténé pod uhly 90 ° a 175 °. Detektor méfi intenzitu odrazenc¢ho svétla, duleZita je

intenzita odrazené¢ho svétla. Pokud je pfili§ velkd, detektor je pfetizen a méteni neni spravné.
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V tabulkach 12 a 13 jsou zaznamendny hodnoty zeta potenciadlu nanocastic pfipravenych pfi
pouziti kombinace rozpousStédel EtOH:AC. V tabulce 12 jsou popsany nanocéstice bez
navdzaného Rhodaminu B, zde se hodnoty zeta potencialu pohybuji od -14,3 do -6,97 mV.
V tabulce 13 jsou popsany nanocastice s navazanym Rhodaminem B, zde jsou hodnoty zeta
potencialu od -18,9 do —10,0 mV. Graf 34 popisuje vliv pfitomnosti Rhodaminu B na zeta
potencial nanocastic. Zde je patrné, Ze zeta potencial se pfitomnosti Rhodaminu B snizuje.
V grafu mizeme dale vidét, ze se zvysujici se koncentraci surfaktantu se zvySuje i hodnota

zeta potencialu.

3.3 Enkapsulacni efektivita

Pti ptipravé vzorkll byl pouzivan Rhodamin B pro zjiSténi enkapsulacni aktivity castic. Na
analytickych vahach bylo navazeno 0,25 mg Rhodaminu B. K tomuto mnozstvi byl vzdy
pfidin 1 ml zésobniho roztoku polymeru v organickém rozpoustédle. Pro zjiSténi

enkapsulaéni aktivity ¢astic byla vznikla suspenze centrifugovana.

Suspenze nanocastic byla rozdélena na 4x 2 ml do mikrozkumavek. Centrifugace byla
provadéna po dobu 3x 15 minut na 7200g/10000 RPM, vzdy mezi jednotlivymi cykly byl
odebran z kazdé mikrozkumavky supernatant a byly pfidany 2 ml vody k rozdispergovani
sedimentu. Po tfetim cyklu byl odebran supernatant a pfidan 1 ml acetonitrilu k rozpusténi
polymeru. VSechny ¢asti vzorku z 8 mikrozkumavek byly spojeny a nésledné byla u vzorku

métena absorbance pii vlnové délce 556 nm proti acetonitrilu jako slepému vzorku.

Enkapsula¢ni efektivita byla zjiStovana centrifugaci ziskanych €astic a naslednym méfenim
absorbance roztoku zcentrifugovaného polymeru s Rhodaminem B v acetonitrilu. Z namé&fené
absorbance podle kalibra¢ni kiivky byla ziskand koncentrace Rhodaminu B (viz obr.17

a vzorec v kapitole 2.3.6) a spocitana enkapsulacni efektivita v procentech.
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