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ABSTRAKT

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra farmaceutické technologie

Skolitel: PharmDr. Ondfej Holas, PhD.

Posluchac: Jitina Blazkova

Nazev prace: Studium vlastnosti biodegradovatelnych nanocastic na bazi polyestert

Nanoéastice (NC) jsou &astice s velikosti 1 — 500 nm v priméru. Pfednostné se
vyuzivaji k fizené distribuci 1é¢iv a jako zobrazovaci systémy. NC mohou enkapsulovat
jak hydrofilni, tak hydrofobni 1é¢iva, dale také makromolekuly jako jsou peptidy nebo
mRNA.

Cilem této prace bylo blize specifikovat vybrané vlastnosti NC piipravenych z
polymeru poly(laktid-ko-glykolidu) (PLGA) s pouzitim polyvinylalkoholu jako
surfaktantu. Zvolenou metodou piipravy byla nanoprecipitace. NC byly pfipraveny z
vétveného PLGA kopolymeru a konvencniho linearniho PLGA polymeru/oligomeru.
Hlavni néplni prace byla stabilitni studie. Hodnotil se vliv pH suspenze nanocéstic a
pouzitého typu polymeru na jejich morfologii v pribéhu jednoho mésice. Sledovaly se
také nasledujici parametry nanocastic se dvéma modelovymi 1éc¢ivy (kurkuminem
a prokainem): enkapsulacni efektivita, drug loading a recovery yield. Byly provedeny

disolucni testy a vyhodnocena vhodnost jednotlivych polymert pro rtizné typy 1éCiv.

Velikost nanocastic se pohybovala v rozmezi od 140 nm do 542 nm, index
polydisperzity od 0,057 do 0,254. Hodnoty zeta potencidlu byly od nulového az
po -16 mV. Nanocéstice z obou polymerti vykazovaly nejvétsi stabilitu v kyselém pH,
naopak nejméné stabilni byly nanocéstice z vétveného polymeru ve slabé bazickém pH,
kde byl pozorovéan fenomén cyklického bobtnani. EE se pohybovala od 31 % do 100 %
v zavislosti na pouzitém 1é¢ivu a polymeru. Pro disoluci kurkuminu byl vhodnéjsi
vétveny kopolymer PLGA, pro disoluci prokainu nebyla pozorovéna superiorita

nekteré¢ho z polymert.

Klic¢ova slova: nanocastice, biodegradace, stabilita, PLGA



ABSTRACT

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

Consultant: PharmDr. Ondiej Holas, PhD.

Student: Jifina Blazkova

Title of thesis: A study of biodegradable polyesters based nanoparticles properties

Nanoparticles (NPs) are particles with a diameter size ranging between
1 - 500 nm. They are preferably used as drug delivery systems or imaging systems. NPs
are able to encapsulate both hydrophilic and hydrophobic drugs and also macromolecules

such as peptides or mRNAs.

The aim of this study was to specify selected properties of NPs prepared from poly
(lactide-co-glycolide) polymer (PLGA) using polyvinyl alcohol as a surfactant.
Nanoprecipitation was chosen as a preparation method. NPs were prepared from a
branched PLGA copolymer and from a conventional linear PLGA polymer/oligomer. The
main task was a stability study. The effect of the pH and the type of the used polymer of
the nanoparticle suspension on the morphology of the nanoparticles was evaluated over
one month period. The following parameters of nanoparticles with two model drugs
(curcumin and procaine) were also monitored: encapsulation efficiency, drug loading and
recovery yield. Dissolution tests were performer and the suitability of individual polymers

for different types of drugs was evaluated.

The NP size ranged from 140 nm to 542 nm with a polydispersity index ranging
from 0,057 to 0,254. The measured zeta potential was up to -16 mV. The NPs from both
polymers in acidic pH showed the best-long therm stability; on the other hand, the least
stable nanoparticles were from the branched polymer at a weakly basic pH, where the
phenomenon of cyclic swelling was observed. The encapsulation efficiency ranged from
31 % to 100 % depending on the drug and polymer used. A branched PLGA copolymer
was more suitable for dissolution of curcumin and no superiority of any of the polymers
was observed for dissolution of procaine.

Key words: nanoparticles, biodegradability, stability, PLGA
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
PLGA 5/5 Kopolymer kyseliny D,L-mlécné a glykolové v poméru 50:50

PLGA A2  Kopolymer kyseliny D,L-mlécné a glykolové s pfidavkem 2% kyseliny
poly(akrylové) jako vétvici slozkou

ACE Aceton

ACN Acetonitril

CHF Chloroform

CMC Kriticka micelarni koncentrace
DCM Dichlormethan

DL Drug loading

DLS Dynamicky rozptyl svétla

DMA Dimethylacetamid

DMF Dimethylformamid

DMSO Dimethylsulfoxid

DOTAP 1,2-dioleoyl-3-trimethylammonium-propan
EE Enkapsulac¢ni efektivita

ETAC Ethylacetat

EtOH Ethanol

MeOH Methanol

MPS Mononuklearné fagocyticky systém
MS Hmotnostni spektrometrie

PACA Poly(alkylkyanoakrylat)

PBS pufr Fosfatem pufrovany fyziologicky roztok
PCL Poly(€-kaprolakton)

PDI Index polydisperzity

PEG Poly(ethylenglykol)

PGA Poly(glykolova) kyselina

PHB Poly(hydroxybutyrat)

PLA Poly(mlé¢nd) kyselina

PLF Poly(laktid-fumaréat)

PLGA Poly(laktid-ko-glykolid)



PMMA Poly(methylmethakrylat)

PVA Polyvinylalkohol

RY Recovery Yield

SD Smérodatna odchylka

SEM Skenovaci elektronova mikroskopie
SLS Staticky rozptyl svétla

TEM Transmisni elektronova mikroskopie

XRD Rentgenova difrakce



1 UVOD A CiL PRACE

Nanotechnologie je stile se rozvijejici obor zabyvajici se nanomateridly, tj.
materidly s definovanou strukturou na trovni nanometrl, jejich vyvojem a vyuzitim.
Vyuziva se v riznych oborech od stavebnictvi, vojenského pramyslu, pfes strojirenstvi a
elektroniku az po chemicky priamysl a zdravotnictvi. Ve zdravotnictvi se uplatiuje
nanotechnologie k diagnostice, k mistn¢ specifickému dodani 1éCiv a genti, ve tkanovém

inZenyrstvi a v nanorobotizaci.

Vyhody nanocastic ve farmacii spocivaji pfedev§im ve zvySeni Gc€inku, sniZeni
nezadoucich Ucinkd, distribuci Spatné rozpustnych 1é¢iv, cilené distribuci a fizeném
uvolnovani 1é¢iv, ¢imz ptispivaji k ucinnosti a bezpecnosti terapie. S pouzitim nanocastic
lze vyuzit jak nova léCiva a nové zpisoby léCby, tak i zlepSit vyuziti jiz pouzivanych
lé¢iv. Vyuzivaji se nejen u lécby riiznych onemocnéni, ale také umoziuji pfipravu

nékterych typt vakein.

Léciva se mohou enkapsulovat do nanocastic, nebo se adsorbovat na povrch.
Jejich nasledné uvoliiovani mize byt zpisobeno nékolika mechanismy zahrnujicimi
diftizi, degradaci, erozi, prinik rozpousStédla do polymerni matrix a jeji nasledné
bobtnani. Dal$i moZnosti je stimuli-responzivni uvoliiovani, kde stimulem mtiZze byt napf-.

teplota, pH, aplikované elektrické nebo magnetické pole a zvuk.

Cilem prace bylo urcit vhodné poméry polymeru a surfaktantu pro dalsi pfipravu
nanocastic. Pracovalo se s polyesterovymi polymery linedrnim PLGA 5/5, vétvenym
kopolymerem PLGA skyselinou poly(akrylovou) A2 a se surfaktantem
polyvinylalkoholem (PVA). Hlavni néplni prace bylo sledovéani stability vybranych
vzorkll nanocastic. Stabilita se sledovala v roztocich ¢isténé vody, v mirné kyselém pH a
ve slab¢ bazickém pH. Snahou bylo popsat zmény, ke kterym bude dochdzet v pribéhu
uchovavani béhem jednoho mésice. Vysledky pfispéji k objasnéni mechanismil
uvoliovani l1é¢iv z nanoc¢astic. DalSim ukolem bylo zjistit, ktery z polymert je vhodnéjsi
pro enkapsulaci hydrofilniho 1é¢iva a ktery pro lipofilni 1é¢ivo. Pomoci disolucnich testti

se sledovalo uvolitovani téchto 1é¢iv z nanocastic ptipravenych z obou polymert.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Obecna charakterizace a klasifikace nanocastic

Nanocastice se v ramci medicinskych obort definuji jako koloidni ¢astice o
velikosti 1 — 500 nm. Velikost nanocéstice urcuje jeji osud v organismu. Delsi cirkulace
dosahnou castice mensi nez 100 nm proti ¢asticim vétsSim. Jejich biomedicinské vyuziti
spo¢iva v fizené dodavce léCiv na specifickd mista organismu. Mohou mit vlastni
terapeuticky efekt, nebo slouzit k diagnostice. LéCiva mohou byt v nanocasticich
enkapsulovana nebo adsorbovana na povrch. Charakteristiku nanoc¢éstic predstavuje také
zeta potencial. Zeta potencidl odpovida velikosti naboje Castice. S rostoucim zeta
potencidlem roste povrchovy naboj castice. Hraje klicovou roli ve fyzikdlni stabilité
nanosuspenzi, stabilni budou takové suspenze, jejichz hodnota zeta potencialu bude vétsi
nez + 30 mV nebo mensi nez— 30 mV. S rostoucim zeta potencidlem rostou repulzni sily
mezi ¢asticemi, coz slouzi k prevenci agregace ¢astic. Nanocastice Ize klasifikovat dle
jejich vlastnosti, velikosti a morfologie. Nize jsou blize specifikované rizné druhy

nanocastic klasifikované dle materidlu, ze kterého se vyrabéji.[1-6]

2.1.1 Uhlikové nanodastice

Mezi hlavni zastupce uhlikovych nanocéstic patii fulereny a uhlikové trubicky.
Fulereny jsou tvofeny atomy uhliku v hybridizaci sp? navzijem spojenymi do
pétithelnikii nebo Sestitthelnikti. Takto spojené uhliky predstavuji duté ttvary

pfipominajici svou strukturou fotbalovy mic, viz Obrazek 1.[2, 7]

Obrazek 1: Struktura fulerenu Ceo a Cro (zleva)[7]
Nejstabiln¢jsim a nejznaméjSim je fuleren Ceo, nicméné byly objeveny jak

fulereny s vys$$im poctem uhlika: C 70, 76, 84, 90, 94, tak s nizSim, kam se tadi C 28, 34.
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Fulereny vyzaduji chemickou modifikaci kvuli jejich Spatné rozpustnosti ve vodé.
Vyznacuji se scavengerovou aktivitou, tzn. zhaSenim volnych radikali danym jejich
redoxnimi vlastnostmi. Uvadi se 1 protizanétlivé, protivirové nebo antibakterialni

vlastnosti. Potencialné se by se mohly uplatit jako nosice 1éCiv a genii.[2, 7]

K navazani 1é¢iv maze dochdzet dvéma zplsoby. Bud’ se 1é¢ivo enkapsuluje do
fulerenu za tvorby suspenze, nebo se 1é¢ivo na zakladni strukturu fulerenu kovalentné

vaze. Timto zpisobem se mohou vazat aminokyseliny nebo steroidy.[7]

Uhlikové trubi¢ky maji tvar plasté valce s vyrazné delsi vyskou, kterd mize byt
0,5 — 30 nm. Kratsi trubicky s délkou 0,5 — 2 nm se vyznacuji nizsi toxicitou nez delsi
trubicky. Tvofi je jedna, dvé nebo vice vrstev. Podobné jako fulereny vyzaduji pro
biomedicinské pouziti povrchovou modifikaci kvili své hydrofobicité. Vyznacuji se
dlouhou stabilitou a vysokou citlivosti, proto je Ize potencialné vyuzit jako vysoce citlivé
bio-senzory nebo jako nosice 1é€iv a genli. Kromé toho se slouzi i v elektronice, ve vyrobé

sportovniho zbozi nebo vodnich filtri.[§8]

2.1.2 Kovové nanocastice

Jedna se o kovové ¢astice v rozmezi 10 — 100 nm, které se ptipravuji z alkalickych
nebo castéji uslechtilych kovii. Mezi nejvyznamnéjsi kovové nanocastice se fadi zlaté a
sttibrné nanocastice, ale existuji 1 dalsi, napft. platinové. Lze na n€ pomoci thio-metalické
nebo jiné chemie navazat protilatky, ligandy 1 1é¢iva. K jejich syntéze lze vyuzit Zivé
organismy: houby, bakterie nebo rostliny, coz ptedstavuje z ekologického hlediska
vyhodnéjsi ptipravu nez klasickd syntéza. Klasickd syntéza zlatych nanocéstic spociva
v redukci zlatych soli redukénim c¢inidlem, napf. citratem sodnym nebo kyselinou
askorbovou. Uplatiiuji se v medicing, ve které se vyuziva jejich antimikrobnich vlastnosti
a pusobeni proti rakovinnym bunikdm a ke konstrukci vakcin. Déle se vyuzivaji pfi
katalyze nebo ve fotografovani, kde se uplatiuje bromid stfibrny a jodid stiibrny také

ve formé nanocastic.[2, 9—11]

2.1.3 Polymerni nanoc¢dstice

Polymerni nanocéstice jsou definovany jako pevné, koloidni Castice, jejichz
velikost je v rozmezi od 10 nm do 500 nm. Mohou se vytvaret z polymert ptfirodnich
nebo syntetickych. Jako vyhodnéjsi se jevi syntetické, protoze pfirodni se Casto lisi

v Cistote. NejCastéji se pouzivaji polymery poly(mlécna) kyselina (PLA), poly(glykolova)
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kyselina (PGA), poly(laktid-ko-glykolid) PLGA nebo poly(€-kaprolakton) (PCL). Jejich
vyhoda tkvi v biokompatibilité a pfirozené vstiebatelnosti. Pouzity polymer ovliviiuje
vlastnosti, strukturu a misto aplikace Ccastice. Napi. nanocastice z poly(butyl
kyanoakrylatu) se zdaji vhodné pro distribuci do mozku, poly(alkylkyanoakrylat)
(PACA), konkrétné napt.  poly(ethylkyanoakrylat),  disponuji ~ vhodnymi

mukoadhezivnimi vlastnostmi.[5, 6]

K ptipravé lze pouzit rizné techniky, mezi néz patii metody odpaiovani
rozpoustédla, vysolovani nebo dialyza — viz samostatna kapitola. Morfologicky se jedna
prevazné o nanokapsle a nanosféry. Nanosféry maji matricovou stavbu, celé je tvori
polymer. Léciva se adsorbuji na povrch ¢astice nebo se enkapsuluji dovnitf ve formé tuhé
disperze. Naopak nanokapsle obsahuji uvnitt lipofilni nebo hydrofilni tekutinu, ve které
se 1é¢ivo rozpousti. Vyuzivaji se v riznych oblastech, napt. v elektronice, fotonice nebo
v environmentalni technologii. V mediciné slouzi k distribuci 1é¢iv, jejich vyhody
spocivaji ve schopnosti distribuovat 1é¢iva na rliznd mista v organismu a v moznosti

fizeni rychlosti uvoliiovani 1é¢iv.[5, 6]

2.1.4 Lipidické nanocastice

2.1.4.1 Vezikularni lipidické Castice

Lipozomy disponuji vezikuldrni strukturou tvofenou lipidovou dvojvrstvou. Podle
poctu dvojvrstev se d€li na unilamelarni tvofené jednou dvojvrstvou s velikosti od
100 nm do 800 nm a multildmelarni o velikosti od 500 nm do 5 pm, které se skladaji
z n¢kolika soustfednych dvojvrstev. Modifikaci lipozomt 1ze ziskat dalsi typy, mezi které
se fadi dlouhodobé cirkulujici lipozomy a imunolipozomy. Dlouhodobé cirkulujici
lipozomy obsahuji na svém povrchu tseky hydrofilnich polymert (napf.
poly(ethylenglykol) (PEG)), coz zpiisobuje, Ze zlstavaji v krevnim ob&hu po delsi dobu
z divodu mens$i miry vychytdvani builkami mononuklearné fagocytického systému
(MPS). Imunolipozomy maji na svém povrchu navazané rizné protilatky, diky kterym se
vazi v riznych ¢astech téla podle pouzité protilatky. Pro pfipravu neutralnich lipozomi
se jako lipid pouziva fosfatidylcholin, zdporné nabité se syntetizuji z kyseliny fosfatidové,
fosfatidylglycerolu a fosfatidylserinu. Kladné nabité lipozomy se mohou pfipravovat ze

stearylaminu, nebo kationickych lipidl napt. smési 1,2-dioleoyl-3-trimethylammonium-
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propan (DOTAP) a cholesterolu nebo smési dimethyldioktadecyl ammonium bromid a

cholesterolu.[12—14]

Ptiprava spociva v odpareni organického rozpoustédla z roztoku lipida, z n¢hoz
vznikd tenky film lipidd. Za stdlého michani se film hydratuje vodnym roztokem pufru
obsahujicim 1é¢ivo, které se ma enkapsulovat. Vznikaji multilamelarni vezikuly, nebo po
nasledné mechanické dispergaci, popi. extruzi, unilamelarni lipozomy. Timto zplisobem

se vyrabéji lipozomy obsahujici ve vod¢ rozpustné 1é¢ivo.[13]

Mezi jejich vyhody patii biokompatibilita, moznost inkorporace hydrofilniho
l1é¢iva dovnitt lipozomu a lipofilniho do lipidové dvojvrstvy a snadnd obména
nasledujicich vlastnosti: velikosti, ndboje a povrchovych vlastnosti. Posledni jmenované
se upravuji pti syntéze zménou podminek nebo pridanim dalsich latek. Naopak nevyhody
lipozomt ptedstavuji nizkd enkapsulacni efektivita (EE), rychlé uvolnéni hydrofilniho
1é¢iva v krevnim obéhu a nizk4 stabilita pfi uchovavani. Konvencni lipozomy se rychle
eliminuji z krevniho obéhu diky vychytavani MPS. Klinicky se lipozomy vyuZivaji u
cytostatik nebo antimykotik. Kationické lipozomy z DOTAP se studuji pro pienos genové

informace.[6, 12, 14]

Micely jsou druh koloidnich nanocastic s velikosti od 10 do 100 nm. Tvoii je
molekuly tenzidi, coz jsou amfifilni molekuly s tendenci hromadit se na rozhrani fazi.
Hydrofilni ¢ast surfaktantu se na rozhrani fazi orientuje do vodné faze a hydrofobni maji

tendenci shlukovat se dohromady. Obrazek 2 zobrazuje strukturu lipozomu a micely.[3]

Obrézek 2: Struktura lipozomu a micely[15]

Micely vznikaji, pokud koncentrace tenzidu v roztoku piekroci kritickou

micelarni koncentraci (CMC). Vyhodnéjsi vlastnosti vykazuji micely pfipravené z
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amfifilnich kopolymeri proti konven¢nim surfaktantim. Vyznacuji se niz§i CMC a diky

fyzikélni interakcim mezi fetézci v jadie zlstavaji vice stabilni po nafedéni.[3]

Zpusob pfipravy micel se vybird podle rozpustnosti blokového kopolymeru.
Pokud se pouziva ve vodé rozpustny kopolymer, mohou se pfipravit prostym rozpusténim
surfaktantu pii koncentraci nad CMC. Micely z kopolymert Spatné rozpustnych ve vodé
se mohou pfipravovat emulzni metodou, kdy se lé¢ivo a kopolymer rozpusti
v organickém rozpoustédle a tento roztok se pfida do vodného roztoku, ktery se micha.
Nasledné se organické rozpoustédlo odpafi. Pro pfipravu lze pouzit velké mnozstvi
povrchové aktivnich latek, vcetné riznych polymert a kopolymert, napf. rizné druhy
poloxamertt a PEGylovanych polymerti, kam patii napt. PEG-750-1,2-distearoyl-sn-
glycero-3-fosfoethanolamine-N-[amino(polyethylene glycol)-2000].[3, 16]

V jadte se mohou solubilizovat lipofilni 1é¢iva, na povrch se adsorbuji hydrofilni.
Hydrofilni povrch, ktery se nékdy nazyvany korona, ma rozvétvenou strukturu, vdze na
sebe vodu a v prostoru zaujimd rizné konformace. Timto se sniZuje opsonizace micel,
¢imzZ dochézi ke snizenému vychytavani MPS. Nasledné se prodluZzuje plazmaticky
polocas. Podobné¢ jako ostatni nanocéstice se aplikuji k cilené distribuci 1éciv, dale

v kosmetice.[3, 17]

2.1.4.2 Pevne lipidické Castice

Pevné lipidické nanocastice jsou koloidni Castice tvorené lipidy pevnymi pii
télesné teploté o velikosti 50 nm — 1 um. V porovnani s polymernimi a anorganickymi
nanocasticemi se vyznacuji fadou vyhod, viz niZe. Skladaji se z lipidové matrice
s krystalickou, amorfni nebo smiSenou strukturou, ktera zlstava pevnd 1 za télesné
teploty, surfaktantu a n€kdy kosurfaktantu. Pro pfipravu se pouzivaji nej€asteji mono-,
di- a triglyceridy, mastné kyseliny, mastné alkoholy nebo vosky. Jsou biokompatibilni,
Caste¢né biodegradovatelné a jejich bod tani se nachazi nad télesnou teplotou lidského
organismu. Krom¢ samostatné pouzivanych pevnych lipidi se mohou vyuzivat i jejich
smési s tekutymi lipidy nebo oleji. Takto pfipravené nanocastice se nazyvaji
nanostrukturované lipidové nosice a povazuji se za druhou generaci pevnych lipidickych
nanocastic. Mezi pouzivané surfaktanty se fadi fosfolipidy, monoacylglyceroly mastnych
kyselin s dlouhym fetézcem, poloxamery, polysorbaty nebo nekteré estery. Tyto Castice

se vyznacuji vysokou stabilitou, nizkou toxicitou a schopnosti enkapsulovat jak lipofilni,
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tak hydrofilni 1é¢iva. Mezi jejich nedostatky patfi nizkd EE, riziko uvolnéni 1é¢iva pii
uchovavani (zejména v piipad¢ lipidickych castic prvni generace, zamezuji tomu piidané

tekuté lipidy) a vysoky index polydisperzity (PDI) u nékterych typt piiprav.[18]

Moznosti piipravy zahrnuji homogenizaci za horka, homogenizaci za studena,
emulzni odpafovaci metodu a mikroemulzi. Metoda mikroemulze spociva ve vytvoreni
mikroemulze ze smési mastné kyseliny s nizkou teplotou tani (kyseliny stearové),
emulzifikatoru (polysorbatu 20), koemulzifikatoru (butanolu) a vody. Tato smés se
zahteje na 65 — 70°C, nasledné se prida do studené vody (2 — 3°C). Protoze mikroemulze
jiz obsahuje kapénkovou strukturu, neni k tvorbé nanocastic potfeba pridavat dalsi
energii. Jejich potencidlni vyuZiti spoc¢iva hlavné v 1é¢bé rakoviny v individualizované a

vysoce efektivni terapii diky moznostem povrchovych modifikaci nanocastic.[18, 19]

2.1.5 Dendrimery

Dendrimery piedstavuji polymerni nanocastice s trojrozmérnou strukturou
podobnou stromu. Jejich velikost se pohybuje od 5 do 20 nm, jsou monodisperzni, dobie
rozpustné a snadno povrchové modifikovatelné. Skladaji se ze tii ¢asti: jadra, na které se
vazi koncentricky uspotadané opakujici se vétvené jednotky, zakon€eni tvofi terminalni

skupiny. Obrazek 3 znazornuje strukturu dendrimeru.[1, 20, 21]
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Obrazek 3: Struktura dendrimeru [20]

Velikost dendrimeru, moldrni hmotnost i pocet termindlnich skupin se ftidi

nastavenim pii syntéze. Syntetizuje se krokové, v kazdém kroku vznika vétveni, které se
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nazyva generace dendrimeru. Dendrimery se pfipravuji konvergentnim nebo
divergentnim zptisobem. Divergentni metoda postupuje od jadra na periferii. V kazdém
kroku se vaze nova rozvétvena jednotka, ktera se nasledné musi zbavit chranicich skupin,
aby se mohl proces zopakovat. Nejprve se vaze na jadro, nasledn€ na navazané jednotky.
V konvergentni se syntetizuje naopak: od periferie k jadru. Nejdiive se vytvofi vétvici
jednotka sloucenim dvou a vice skupin, v dalsim kroku se slou¢i dvé takto vzniklé
jednotky. Tento postup se opakuje, az vznikne tzv. dendron, na konci syntézy dochazi

k jeho pfipojeni na jadro.[20, 21]

Lécivo mize byt v dendrimeru pfipojeno kovalentné na terminalni skupiny, nebo
se muze vazat nekovalentné uvnitt dendrimeru vodikovymi mustky nebo van der
Waalsovymi silami. Dendrimery slouZzi k fizené distribuci 1é¢iv a gentl, v tkanovém

inzenyrstvi nebo jako bio-senzory napt. k diagnostice rakoviny.[1, 20]

2.2 Priprava polymernich nanocastic

Polymerni nanocéstice se daji pfipravit zpolymert jiz pfipravenych nebo
z monomert. Z biodegradovatelnych polymeri se pouzivaji PLA, PLGA, PCL, PACA,
chitosan nebo alginat, z nichz pouze PACA se polymeruje v pribéhu piipravy castic.
Zpusoby pripravy z pfipravenych polymerd zahrnuji emulzni metody, precipitaci,
vysolovani, dialyzu a superkritickou kapalinovou technologii. Postupy zahrnujici
polymeraci jsou mikro-emulze, mini-emulze, emulze bez surfaktantu a mezifazova

polymerace.[4, 5]

Vybér syntézy ovlivituje fada faktorti, kam patii typ polymerniho systému, misto
aplikace, pozadavky na enkapsulaci a pozadované fyzikdln¢ chemické vlastnosti
nanocastic: velikost, tvar, stabilita Castic a distribuce velikosti ¢astic. NiZe jsou popsané
metody pfipravy z jiz pfipravenych polymert, které 1ze snadno aplikovat v laboratornich

podminkach a nevyzaduji pouziti specifickych néstroja.[4, 5, 22]

2.2.1 Emulzni odpafovaci metoda

Emulzni odpafovaci metoda je nejCastéji aplikovana a prvni objevena metoda.
Zvlast’ se ptipravi organickd a vodna faze. Organickou fazi tvoti polymer, napt. PLGA
nebo PLA, rozpustény v rozpoustédle nemisitelném s vodou. Diive k tomuto uUcelu
slouzily hlavné dichlormethan (DCM) a chloroform (CHF), dnes se dava ptednost
ethylacetatu (ETAC) kviili lepSimu toxikologickému profilu. Vodné faze obsahuje vodu
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a stabilizator, napt. polyvinylalkohol (PVA). Vytvoii se emulze ptidinim vodné faze
k organické fazi a naslednym pouzitim ultrazvuku nebo vysokorychlostniho
homogenizatoru. Poté se odpaiuje rozpoustédlo za stalého michani za laboratornich
podminek, nebo za snizeného tlaku. Vznikla suspenze nanocastic se Cisti centrifugaci a
ptfipadné lyofilizuje nebo jinak zpracovéava. Fyzikaln¢ chemické vlastnosti nanocastic
ovlivituje mnoho faktorti, mezi které patii volba rozpoustédla, pouzity stabilizator a jeho
koncentrace, koncentrace polymeru, pomér organické a vodné faze a Cas a energie
homogenizace. Jednd se o jednoduchou metodu, ale pomérné zdlouhavou. Dalsi

nevyhodu pfedstavuje mozna koalescence béhem odpatrovani rozpoustédla.[5, 6, 23]

Miuze se vyuzivat jednoduchych i1 dvojitych emulzi. U jednoduchych emulzi
(O/V) se 1écivo rozpousti v organické fazi. Tento zplsob ptipravy je vhodny pro lipofilni
1é¢iva. U dvojitych emulzi (V/O/V) se pouziva l1é¢ivo rozpustné ve vodé nebo protein.
Lécivo se rozpusti spolu se surfaktantem v malém mnozstvi vody, tato ¢ast se disperguje
do organické faze obsahujici polymer. Vznikla emulze se disperguje do vodné faze, ktera
muze 1 nemusi obsahovat surfaktant a vznikd nasobna emulze. Obrazek 4 zobrazuje

emulzni odpatovaci metodu.[23]

Lécivo + polymer v
organickem
rozpoustédle
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Vodna faze
e Nanocastice
0O/V emulze Odpafovani

rozpoustédla

Obrazek 4: Schéma emulzni odpafovaci metody [24]
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2.2.2 Emulzni-difuzni metoda

Emulzni-difuzni metoda piedstavuje modifikovanou emulzni odpatfovaci metodu.
Pouziva se smés organickych rozpoustédel, jedno rozpoustédlo je vzdy s vodou misitelné:
aceton (ACE) a druhé s vodou nemisitelné: DCM. Organicka faze se pomalu ptidava do
vodné, roztok se promichava. S vodou misitelné rozpoustédlo rychle difunduje
z emulznich kapének, s vodou nemisitelné vytvaii nanoemulzi, kterd se v dal$im kroku
odpari. Tato metoda byla dale modifikovana, protoze pifi vzniku nanocastic hrozila
agregace Castic, navic se pfi ni pouZzivala toxicka rozpoustédla. Modifikovana se velmi
podoba puvodni, pouziva se pii ni smés rozpoustédel misitelnych s vodou: ethanol
(EtOH)/ACE nebo methanol (MeOH)/ACE. Prvni rozpoustédlo se vyznacuje vyssi
afinitou k polymeru, druhé ke stabilizatoru. Po pfidani organické faze nejprve difunduje
rozpoustédlo s vétsi afinitou k vodné fazi (alkoholy), dochédzi k redukeci velikosti
emulznich kapének. Nésledné difunduje ACE do vodné faze a precipitaci vznikaji
nanocastice, rozpoustédla se opét odpaiuji. Obé metody se pouzivaji napt. pro polymer

PLGA se stabilizatorem PVA. Emulzni-difuzni metoda je znazornéna na Obrazku 5.[25]

Precipitace polymeru

Lécivo + polymer v
organickém
rozpoustédle

Roztok
—

stabilizatoru

Vodna faze Difuze rozpoustédla

\

Magnetické michadlo Stabilizator

Obrazek 5: Schéma emulzni-difazni metody [24]

2.2.3 Nanoprecipitace

Nanoprecipitace se provadi pomalym ptidavanim organické faze k fazi vodné za
stalého michani. Organickou fazi obvykle tvofi s vodou misitelné rozpoustédlo: ACE,
smés ACE s EtOH nebo MeOH nebo smés ACE s malym ptidavkem vody. V této fazi se
nachdzi polymer. BéZn¢ se vyuZivaji polymery PCL, PLA, PLGA, PACA a Eudragity,
napt. Eudragit RL 100 a Eudragit L 100. V organické fazi se vétSinou rozpousti také

1éCivo. Ve vodné fazi mize byt rozpustén stabilizator, napt. PVA nebo Polysorbat 80,
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nicmén¢ stabilizator se nemusi pridavat do smési vibec. Fyzikaln¢ chemické vlastnosti
polymernich nanocastic a tspé$nost metody jsou urceny podminkami, za kterych se
pridava organicka faze: rychlost michani, rychlost a zplisob pfidavani organické faze a
pomér organické a vodné faze. Po pfidani organické faze dochazi k difuizi rozpoustédla
do vody, supersaturaci a tvorbé nanocastic mechanismem precipitace. Organické
rozpoustédlo se nasledné odpaiuje za snizeného tlaku. Nanocastice vytvorené timto

zpusobem maji dobfe definovanou velikost a uzkou distribu¢ni kiivku.[5, 6, 26-28]

Nanoprecipitace je vhodna pro hydrofobni 1éCiva a pro tvorbu ¢astic mensich nez
100 nm. Mezi vyhody nanoprecipitace se fadi nizkd energetickd ndro¢nost, vysoka
reprodukovatelnost, snadnd produkce ve vétsim mnozstvi, jednoduchost a rychlost diky
jednokrokovému postupu. Mezi nedostatky patii nizkd EE zejména hydrofilnich 1é¢iv a

nizkd zména velikosti produkovanych ¢astic. Nanoprecipitaci zobrazuje Obrazek 6.[22]

Precipitace polymeru
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Obrazek 6: Schéma nanoprecipitace [24]

2.2.4 Vysolovani

Jedn4d se o modifikovanou emulzni odpafovaci metodu. V tomto ptipadé se
pouzivaji rozpoustédla misitelnd s vodou: ACE nebo acetonitril (ACN). Narozdil od
ostatnich zplsobil piipravy, tato metoda vyuziva soli jako napf. chlorid hote¢naty, chlorid
vapenaty, chlorid sodny, octan hotfe¢naty nebo sachar6za o vysokych koncentracich, které
slouzi jako vysolovaci ¢inidla. Lé€ivo a polymer se rozpusti v organické fazi, surfaktant
a sil ve vodné fazi. Pfidanim vodné fadze do organické se pfipravi emulze, vysoka
koncentrace soli zpisobuje omezenou misitelnost s vodou misitelnych rozpoustédel.
Emulze se nasledné fedi destilovanou vodou a dochézi k vysraZeni polymeru ve formeé
nanocastic. Diflize organické faze nastava snizenim koncentrace soli, diky fedéni vodnou

fazi. Vznikla suspenze se Cisti filtraci a lyofilizuje. Nevyhoda vysolovani spocivd v
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inkompatibilit¢ mnoha 1é¢iv se solemi. Pfipravu nanocastic vysolovanim znazoriuje

Obrazek 7.[5, 6]

Vodna faze Organicka faze
Surfaktant a elektrolyt Rozpoustédio a polymer

~._ Emulzifikace -~

- .

Obrazek 7: Schéma vysolovani [24]

2.2.5 Dialyza

Dialyza se vyznacuje poskytovanim malych nanoc€astic s nizkym PDI. Polymer se
v tomto ptipad€ rozpusti v organickém rozpoustédle, tento roztok se umisti do dialyzaéni
trubice. Trubice se umisti do roztoku rozpoustédla, ve kterém polymer neni rozpustny.
Toto rozpoustédlo musi byt misitelné s rozpoustédlem polymeru. Rozpoustédla se misi,
polymer se srazi diky supersaturaci zptisobené klesajicim mnozstvim organického
rozpoustédla. Rozpoustédla vhodnd pro dialyzu jsou dimethylsulfoxid (DMSO),
dimethylacetamid (DMA), dimethylformamid (DMF), mezi vhodné polymery patii
PLGA, poly(methylmethakrylat) (PMMA), poly(laktid-fumarat) (PLF) a
poly(hydroxybutyrat) (PHB) .[5]
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2.3 Biodegradovatelné polymery pro pripravu nanocastic
Z polymernich materidli se nejvice pouzivaji polyestery: poly(a-hydroxy)

kyseliny, PCL, PACA a polysacharidy: chitosan a alginaty.[4]

Mezi poly(a-hydroxy) kyseliny se fadi PLA, PGA a jejich kopolymer PLGA.
Jedna se o linearni alifatické syntetické polymery. Pro pfipravu nanocastic se vyuzivaji
pouze polymery PLA a PLGA. PGA se pro syntézu nanocastic ptili§ nehodi kvili rychlé
degradaci a Spatné rozpustnosti. Jejich syntéza spoc¢iva bud’ v kondenzaéni polymeraci
nebo se polymerizuji metodou otevieni kruhu, kdy se pfi syntéze otevird cyklicky laktid.
PLA je hydrofobné&jsi neZ PLGA diky methylové skuping, pomér PGA a PLA pfi ptipravé
PLGA urcuje vysledné vlastnosti PLGA. V lidském téle esterova vazba hydrolyzuje a
vznikaji pivodni monomery, kyselina mlééna a glykolova, které se zapojuji do

citratového cyklu. Oba polyestery jsou schvaleny k terapeutické aplikaci 1é€iv.[4, 29, 30]

Podobnymi vlastnostmi jako PLA se vyznacuje i PCL. Jedna se o hydrofobni,
alifaticky polymer, ktery se také syntetizuje polymeraci za otevieni kruhu. Degraduje se
hydrolyticky na E&-kaprolakton, ptfipadné se mulze dale metabolizovat na 6-
hydroxyhexanovou kyselinu, oba produkty jsou pomérné¢ bezpecné. Je schvélen

k terapeutické aplikaci 1éCiv.[4]

PACA se syntetizuji z alkylkyanokrylatovych monomert aniontovou polymeraci
ve vodném roztoku, pfi které se pouziva hydroxidovy iont. Degraduji se v téle na
poly(akrylovou kyselinu) a pfisluSny alkohol. V niZ§im mnoZzstvi se mohou odbouravat
také za vzniku formaldehydu a alkylkyanoakrylatu, ¢imZ mohou plsobit toxicky. Né&které
PACA jsou schvaleny Food and Drug Administration.[4, 29]

Chitosan je deacetylovany derivat chitinu, ktery se fadi mezi pfirodni materialy a
tvoii schranky koryst. Sklada se z molekul glukosaminu a N-acetyl-glukosaminu. Je
hydrofilni, ve vod€ se nerozpousti. Jeho vyhodné vlastnosti ¢itaji snadnou modifikaci
postrannich skupin, mize se misit s jinymi polymery pro Gpravu biologickych vlastnosti,
napt. s kyselinou poly(akrylovou), vyuzivd se i k povrchové modifikaci nanocastic.
Chitosan se degraduje lysozymem a bakteridlnimi enzymy v tlustém stfevé, rychlost

degradace zavisi na stupni deacetylace a na molekulové hmotnosti. Pouziva se pfi hojeni
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ran v riznych formach krytich, v nanocasticich k distribuci gent nebo k oralni a plicni

distribuci 1é¢iv diky mukoadhezivnim vlastnostem.[4, 29]

Alginaty se podobaji chitosanu, extrahuji se z hnédych fas. Tvofi je kyselina
L-glukuronova a kyselina D-manuronova spojené vazbou 1-4. Lidské télo nema enzymy
Stépici tuto vazbu. Vazbu mohou rozkladat pouze bakterie tlustého stfeva v ptipadé

peroralniho podani. Uvolilovani 1é¢iv dale probiha disociaci alginatovych ¢astic.[4, 6, 29]
2.4 Pouzita léciva
V experimentalni ¢asti byla pouZivana dvé modelova 1é€iva, konkrétné hydrofilni

prokain a kurkumin jako lipofilni 1é¢ivo. Proto je v nésledujici ¢asti uvedena strucna

charakteristika téchto 1é¢iv.

2.4.1 Prokain

Prokain je 1é¢iva latka pattici do skupiny esterovych lokalnich anestetik. Ve forme
hydrochloridu se jedna o bily krystalicky prasek rozpustny ve vodé, EtOH a CHF.
Vyznacuje se hodnotou logP 2,14, ¢imz se fadi mezi vyrazné hydrofilni latky. Jeho
molekulova hmotnost je 236,3 g/mol. Taje pfi teploté¢ 61°C. UV spektrum prokainu se

vyznacuje absorpénimi maximy pii 221 a 290 nm ve vodé.[31]

2.4.2 Kurkumin

Kurkumin je polyfenolicka ptirodni latka, ktera se vyskytuje v oddenku Kurkumy
dlouhé (Curcuma longa). Jedna se o oranzovozluty krystalicky praSek nerozpustny ve
studené vode¢, rozpousti se v EtOH. Tato Spatna rozpustnost ve vod¢ brani jeho vétSimu
vyuziti ve zdravotnictvi, stejné tak nizk4 dostupnost po peroralnim podéni. Jeho logP se
odhaduje na 3,62 (dle jiného zdroje na 4,12), ma tedy vyssi lipofilitu. Molarni hmotnost
je 368,37 g/mol, teplota tani 183°C. UV spektrum kurkuminu se vyznacuje absorpénim

maximem pii 426 nm v ethanolu.[32, 33]

2.5 Vyuziti nanocastic ve zdravotnictvi

Biodegradovatelné nanocéstice maji Siroky potencidl vyuziti od virovych
onemocnéni jako syndrom ziskaného selhdni imunity (AIDS), virova hepatitida B a C,
v imunizaci chiipky, pfes tuberkulozu, prionova onemocnéni, diabetes mellitus, aZ po
1é¢bu rakoviny nebo lokalni imunosupresi pii transplantaci organti. Jejich vyhody tkvi v

mnoha ohledech, kam patii fizené uvoliiovani, cilend distribuce, zvySeni rozpustnosti
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Spatné rozpustnych 1é¢iv, zvySeni stability molekul diky ochrané pfed enzymy, vyssi
biodostupnost po peroralnim podani. Nanocastice jsou schopny jak distribuce malych
molekul, tak i makromolekul, kam patii peptidy a geny, proti mikroc¢asticim se vyznacuji
lepsim prinikem do bunék. Nize jsou uvedeny zpusoby cilené distribuce (targetingu)

16¢iv.[4, 34]

2.5.1 Aktivni targeting

Aktivniho targetingu se dosahuje navazanim specifické molekuly na povrch
Castice. Tato specificka molekula se vaze cilovou strukturou v misté, kam se ma ¢inna
latka distribuovat. Vazba muize byt jak kovalentni, tak nekovalentni: adsorpci na povrch
elektrostatickymi silami nebo hydrofobnimi interakcemi. Jako vazebné molekuly se
mohou pouzivat bilkoviny, peptidy, nukleové kyseliny, malé molekuly a dalsi.
Pouzivanymi molekulami, kterymi se cili, mohou byt protilatky, aptamery
(jednotetézcové oligonukleotidové fetézce DNA nebo RNA), folat, trasferrin (krevni
glykoprotein, ktery na sebe vaZze Zelezo) nebo peptid RGD (arginin-glycin-kyselina
asparagova). Aktivniho targetingu se vyuziva u lé€iv s vdznymi nezadoucimi ucinky,
napt. v 1écbé rakoviny, v diagnostice k ozna¢ovani danych struktur kontrastnimi latkami
pii vySetfovani magnetickou rezonanci, pocitaovou tomografii nebo pozitronovou

emisni tomografii.[4, 35]

2.5.2 Pasivni targeting

Pasivni targeting je dan fyzikdln€ chemickymi vlastnostmi nanocastic, kam patii
velikost, naboj, pouzity material a hydrofobicita. Klicovou roli u pasivniho targetingu
hraje MPS. MPS se sklada z fagocytujicich mononukledrnich bungk, které odstranuji
z krve cizorodé ¢astice. Pohlceni ¢astic predchdzi opsonizace, tj. navazani cirkulujicich
proteintl (opsonini) na ¢astice, ¢imz dojde k oznaceni ¢astic pro odstranéni. Po i.v. podani
se Castice vétsi nez 6 — 10 um vychytavaji v plicich, ¢ehoz se da vyuzit v 1¢cbé rakoviny
plic ke specifické distribuci doxorubicinu, karboplatiny a kampotecinu. Castice o
velikosti 100 nm —6 pm jsou vychytavany MPS a hromadi se v jatrech a slezing. Rychleji
se jsou vychytavany ¢astice hydrofobni a nabité nez Castice neutralni a hydrofilni. Cileni
na makrofagy se da vyuzit u zanétlivych onemocnéni, napf. u revmatoidni artritidy.
Naopak ¢astice mensi nez 20 — 30 nm se rychle eliminuji v ledvinach a jsou vylu¢ovany

ven z téla. Nanocastice o velikosti 20 — 100 nm nejsou tedy rozpoznavany MPS ani
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vylucovany ledvinami. Prodlouzeni doby cirkulace 1ze dosdhnout kromé pouziti malych
¢astic také povrchovou modifikaci s cilem zvysit hydrofilitu. Jako vyhodna se jevi
modifikace pomoci PEG. PEG se sklada z dlouhych polymernich hydrofilnich fetézct,

které nenesou néboj, diky ¢emuz se vysledné nanocastice vyhnou vychytavani MPS.[4]

2.6 Charakterizace nanomateriali

Charakteristiku nanomaterialti l1ze provést z nékolika raznych pohledi. Mezi
bézné pouzivané parametry slouzici k popisu nanocastic patfi velikost, distribuce
velikosti, tvar nanocastic, povrchovy naboj, povrchova struktura a charakterizace vnitini
struktury. U krystalickych nanomaterial lze hodnotit také krystalickou strukturu.
V neposledni fad¢ 1ze uvést hodnoceni chemického slozeni, molekulové hmotnosti nebo
rozpustnosti nanomateriald. Metody se mohou rozd¢lit podle toho, zda se nanocastice
mefi v suchém stavu nebo v suspenzi. Mezi zplsoby charakterizace v suchém stavu se
fadi TEM, SEM, mikroskopie atomdrnich sil, rentgenova difrakce (XRD), hmotnostni
spektrometrie (MS) a dal$i. Prvni tfi uvedené metody jsou zobrazovaci techniky a
vyuzivaji se k hodnoceni povrchu, popt. velikosti. XRD se pouziva pii hodnoceni
krystalickych struktur k urceni velikosti krystali. MS 1ze pouzit k popisu elementarniho
slozeni a urCeni molekulové hmotnosti. Me¢cfeni nanoCastic v suspenzi zahrnuji
dynamicky rozptyl svétla (DLS), staticky rozptyl svétla (SLS), mikroelektroforézu a
dalsi. DLS se pouziva pfi zjistovani velikosti a PDI, SLS pro stanoveni molekulové
hmotnosti. Pomoci mikroelektroforézy se hodnoti zeta potencidl. NiZze se budu vice
vénovat popisu nejznaméjSich metod: TEM, SEM a MS. ProtoZe béhem experimentti se
méfilo na piistroji Zetasizer ZS 90, bude déle uveden popis DLS a mikroelektroforézy,

které jsou timto ptistrojem pouzivany.[36, 37]

2.6.1 Skenovaci a transmisni elektronova mikroskopie

SEM i1 TEM jsou zobrazovaci techniky podobné optické mikroskopii slouZici
k zobrazeni riznych struktur v€etné nanomateriali. Obé pracuji s elektrony misto fotont,
sklenéna Cocka je zde nahrazena elektromagnetickou ¢oCkou a zobrazovany obraz se
ukazuje na pocitaci. TEM pracuje na podobném principu jako opticky mikroskop.
Elektrony prochéazeji n€kolika elektromagnetickymi ¢ockami, mezi kterymi se nachéazi

vzorek, poté se vytvaii obraz. Méfeni probiha ve vakuu. RozliSeni u TEM se pohybuje od
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mikrometrli, po atomové rozliSeni, zarovein umoziuje zobrazeni vnitinich struktur.[38—

40]

V ptipadé SEM jsou obrazy vzorki ziskany skenovanim elektronovych paprski,
tyto mikroskopy mohou poskytovat rozliSeni mensi nez 1 nm, nicmén¢ zobrazuji pouze
povrchové struktury. Pii méfeni se vzorek opét nachazi ve vakuu. Narozdil od TEM
vyzaduje tato metoda pokoveni vzorku. Vysilané urychlené elektronové paprsky dopadaji
na vzorek a interaguji s nim. Takto produkuji sekundarni elektrony, zpétné rozptylené
elektrony a rentgenové paprsky, které jsou detekovany a prevadény v pocitaci na obrazce.

[38, 41]

2.6.2 Hmotnostni spektrometrie

MS se pouziva ke stanoveni druhu a mnozstvi chemickych latek ve vzorku. Pii
meéfeni se vzorek bombarduje elektrony, ¢imz dochézi k jeho ionizaci. Molekuly se
mohou §tépit 1 na fragmenty. VétSina vzniklych iontl nese néboj +1. lonty se rozd¢li
aplikovanym elektrickym polem podle poméru hmotnost ku naboji a jsou detekovany.
Vystup tvoii hmotnostni spektra, ktera se porovnavaji se spektry znadmych latek nebo se
porovnavaji charakteristick¢ fragmentacni vzorce. Vyuziti této metody je velmi Siroké,
v chemickém primyslu ke stanoveni kvality, v analyze Zivotniho prostfedi nebo se

stanovuji rezidua pesticidil v potravinich.[42]

K analyze nanocastic se pouzivda MALDI-TOF MS (Matrix Assisted Laser
Desorption Ionization Time-of-Flight. Hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a
ionizaci za Ucasti matrice s priletovym analyzatorem). Zasadni odliSnosti od klasické
metody jsou nasledujici. K ionizaci vzorku dochdzi prostfednictvim matrice. Jako matrice
slouzi 2,5-dihydroxybenzoova kyselina nebo a-kyano-4-hydroxyskoticova kyselina. Jeji
funkci je zprostiedkovani pfenosu energie mezi laserem a testovanym vzorkem. Matrice
omezuje nezaddouci Stépeni, ke kterému miize dochazet pti samostatném bombardovani.
Nasledné¢ se aplikuje elektrické pole, ionty se urychli a méfi se ¢as potrebny k tomu, aby

ionty dosahly detektoru.[43, 44]

2.6.3 Dynamicky rozptyl svétla

DLS méfi Brauntv pohyb, pfi kterém se mensi ¢astice pohybuji rychleji a vétsi
pomaleji. Vztah mezi rychlosti pohybu pii1 Braunové pohybu a velikosti ¢astic udava

Einsteinova-Stokesova rovnice. Pfi méfeni se analyzuje mira neuspoifddaného pohybu
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¢astic v rozptyleném svétle. U malych Castic se rychle méni obrazce rozptyleného svétla,

u velkych se méni pomaleji.[45]

Méfeni probihd nasledovné: laser vysila svételny paprsek, ktery osvétluje vzorek
v kyveté. Cast svételného paprsku se po priichodu vzorkem rozptyli. Detektor méii
intenzitu rozptyleného svétla po prichodu vzorkem. Protoze intenzita rozptyleného svétla
musi byt v izkém rozmezi, tlumi¢ redukuje nebo zesiluje mnozstvi vysilaného svétla.
Z detektoru putuje signal do korelatoru, kde se porovnava intenzita rozptylu. Zjist'uje se
v ném, jakou rychlosti se intenzita méni. Po priichodu koreldtorem putuje informace do

pocitace. Schéma méteni vyuzivajici DLS, viz. Obrazek 8.[45]

Obrézek 8: Soucasti Zetasizeru méfici velikost: 1. laser, 2. kyveta se vzorkem, 3. detektor,
4. tlumic, 5. korelator, 6. pocitac [45]

2.6.4 Mikroelektroforéza

Pfi méfeni se laserovy paprsek rozdéli na referenéni paprsek a paprsek
prochazejici vzorkem. Paprsek prochazi centrem vzorku v kyveté, detekovana je jeho ¢ast
rozptylend pod uhlem 12,8°. Kyveta mé na obou koncich elektrody. Pti aplikaci
elektrického pole na elektrody se ¢astice zacnou v méfeném objemu pohybovat, coz se
projevi jako kolisani intenzity detekovaného svétla. Frekvence tohoto kolisani je imérna
rychlosti ¢astic, rychlost ¢astic je mimo jiné zavisla prave na zeta potencidlu. Z detektoru
putuje signal do digitalniho signalového procesoru a z néj do pocitace. Pfi méteni se také

vyuziva tlumié, ktery redukuje nebo zesiluje mnozstvi vysilaného svétla. Posledni
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soucasti jsou kompenzacni optiky slouzici ke korekci tloustky stény kyvety a lomu

dispergacniho ¢inidla. Na obrazku 10 jsou soucasti Zetasizeru méfici zeta potencial.[45]

o ? 7 7

=D

Obrazek 9: Soucasti Zetasizeru méfici zeta potencial: 1. laser, 2. kyveta, 3. detektor, 4.
digitalni signalovy procesor, 5. pocitac, 6. tlumic, 7. kompenzaéni optiky, A. dopadajici
paprsek, B. referen¢ni paprsek, C. rozptyleny paprsek [45]

29



3 PRAKTICKA CAST

3.1 Pouzité pristroje

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

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

Ultrazvukova sonda Mikrospitze (Bandelin, Némecko)

Viahy Kern 440-53N (Kern, Balingen,Némecko), max. 400 g, d= 0,01 g

Pipety Finnpipette F2, Thermo Fisher Scientific (Thermo Fischer Scientific, USA)
Zetasizer ZS 90 (Malvern Panalytical, Malvern, UK)

Susarna Memmert, Memmert (Schwabach, Némecko)

Multifunkéni chlazend centrifuga MPW 260R, MPW Medical Instruments (VarSava,
Polsko)

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

Spektrofotometr Specord 205, Analytik Jena (Jena, Némecko)

3.2 Pouzité chemikalie

PLGA A2 —kopolymer kyseliny D,L-mlé¢né a glykolové s pfidavkem 2% kyseliny
poly(akrylové) jako vétvici slozkou, FaF, KFT [46]

PLGA 5/5 — kopolymer kyseliny D,L-mlé¢né a glykolové v poméru 50:50, FaF, KFT
[46]

PVA (polyvinylalkohol), Merck (Praha, CR)

ACE (aceton), Penta s r.o. (Chrudim, CR)

Cisténa voda, KFT FaF UK

PBS pufr - fosfatem pufrovany fyziologicky roztok - saéky, Merck (Praha, CR)
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Kyselina octova, Merck (Praha, CR)

Octan sodny, Merck (Praha, CR)

Kurkumin, Merck (Praha, CR)

Prokain-hydrochlorid, Merck (Praha, CR) — dale uvedeno pouze jako prokain
Polysorbét 20, Tween® 20, Merck (Praha, CR)

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

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

Poloxamer P 188, Kolliphor® P 188, Merck spol. s r.0. (Praha, CR)
3.3 Metody

Nanocastice se pripravovaly nanoprecipitaci, nasledné¢ se zjiStovaly jejich
parametry. Nejprve se optimalizovala pfiprava Castic, ¢astice s vyhovujicimi parametry
se znovu pripravovaly pro stabilitni, enkapsulacni a disolu¢ni experimenty.

Veskeré koncentrace roztokll jsou uvedeny jako hmotnostni koncentrace (m/V).

3.3.1 Nanoprecipitace

3.3.1.1 Ptiprava organické faze

Roztoky pro ptfipravu organické faze byly piipraveny jako zdsobni 5% (m/V)
roztoky polymeri PLGA A2 a PLGA 5/5 v ACE a byly skladovany za snizené teploty.
Ze zasobniho roztoku polymeru se vzdy odebiralo potfebné mnoZstvi roztoku, v ptipadé
potieby se fedilo ACE na 2 % nebo 1 % (m/V) koncentrace, viz Tabulka 1.

Tabulka 1: Pfiprava organické faze v¢etné vlastni navazky polymeru

Roztok polymeru Slozeni organické faze Navazka polymeru v

organické fazi

5% roztok 1 ml zasobniho roztoku polymeru 50 mg
2% roztok 0,4 ml zasobniho roztoku + 0,6 ml ACE | 20 mg
1% roztok 0,2 ml zasobniho roztoku + 0,8 ml ACE | 10 mg
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3.3.1.2 Ptiprava vodné faze

Vodnou fazi tvoftil roztok PVA v ¢isténé vodée. Pripravil se 3% (m/V) také do
zasoby a byl skladovan za sniZzené teploty. Na nizsi koncentraci se opét fedil ¢iSténou
vodou v ptipad¢ potieby, viz Tabulka 2, nebo se pouzil 3%.

Tabulka 2: Ptiprava vodné faze vcetné vlastni navazky surfaktantu

Roztok PVA Slozeni vodné faze Navazka PVA ve vodné fazi

3 % roztok 10 ml zasobniho roztoku PVA 03¢g
2 % roztok 6,7 ml zasobniho roztoku PVA+3,3 | 0,2 g

ml ¢isténé vody

1 % roztok 3,3 ml zasobniho roztoku PVA + 6,7 | 0,1 g

ml ¢isteéné vody

0,5 % roztok 1,7 ml zasobniho roztoku PVA + 83 | 0,05 ¢

ml ¢isténé vody

3.3.1.3 Ptiprava nanocastic

Do 10 ml vodné faze v kadince umisténé na magnetické michacce se pridaval po
kapkach mikropipetou 1 ml organické faze. Po smiseni fazi se kadinky s roztoky
pfemistily na magnetickou michacku do digestote, kde se dochdzelo k odpatovani ACE.
Po odpafeni, které¢ trvalo 120 minut, se nanocastice purifikovaly a byly podrobeny
analyze, popft. se s nimi déle pracovalo.
3.3.1.4 Purifikace nanocastic

Po ptipravé surové suspenze se vybrané vzorky nanocastic purifikovaly na
centrifuze. Suspenze se nejprve rozpipetovala do mikrozkumavek o objemu 2 ml a
centrifugovala. Centrifugace probihala pii 7 200 g tiikrat pii laboratorni teploté po dobu
15 minut. Po prvnim a druhém cyklu se supernatant rozdispergoval v cisténé vode.
Jestlize v mikrozkumavce zlstal nerozpustny sediment, vzorek se pfemistil do nové

mikrozkumavky.

3.3.1.5 Hodnoceni velikosti, polydisperzity a zeta potencialu nanoc¢astic

Hodnoceni probihalo na pfistroji Zetasizer ZS 90, vzniklé nanocastice se
charakterizovaly z hlediska velikosti, PDI a zeta potenciadlu. Na hodnoceni se suspenze
nanocastic se nafedila v 1ékovce Cisténou vodou v poméru 1:10. Pro zméfeni velikosti a
PDI se ¢ast suspenze z 1ékovky premistila do standardni polystyrenové kyvety. Velikost

a PDI byly zmétfeny najednou, méfeni probihalo v triplikatu pti teploté 25°C. Poté se
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suspenze injekeni stitkackou premistila do kyvety opatfené elektrodami pro méteni zeta
potencidlu. Méteni probihalo v triplikatu pii teploté 25°C.

3.3.2 Vvtéznost nanoprecipitace

Vzorky nanocastic z 2% roztokll polymert a vSech koncentraci PVA se ptipravily
a podrobily zkousce na vytéznost. Nanocastice se purifikovaly na centrifuze. Po prvni a
druhé centrifugaci se odebral supernatant a nahradil se CiSt€nou vodou, ve které byl
roztfepan. Po tietim cyklu se odebral supernatant a Castice se rozpustily v ACE. Obsah
jednotlivych mikrozkumavek byl kvantitativné pfeveden do piedem zvazené lékovky,
ktera se umistila do susarny vyhraté na 60°C. ACE se nechal odpafit a po vychladnuti se
Iékovka zvézila a vypocitala se se vytéznost.
Recovery yield (RY) — vytéznost, viz Rovnice 1 — tikd, kolik z navazky polymeru se

podafilo zformulovat do podoby nanocastic:

Rovnice 1: Vzorec pro vypocet vytéZnosti

hmotnost vzniklych nanocastic
hmotnost navazky polymeru

(1) RY (%) = * 100 [47]

3.3.3 Stabilita nanocastic

Bylo piipraveno 6 vzorkl nanocastic z 2% roztoki polymert a 1% roztoku PVA,
3 Sarze byly z PLGA A2 a 3 zPLGA 5/5. Sarze ¢&. 1 od kazdého polymeru se ponechala
v Cisté€né vode, zméfila se v den piipravy. Vzorky byly hodnoceny z hlediska velikosti,
PDI a zeta potencialu, suspenze se fedila 1:20. Kadinka s nanocasticemi se skladovala
v kadince z borosilikatového skla za sniZzené teploty prekrytd parafilmem. Vzorky byly
odebirany kazdy den po dobu jednoho mésice. Zbylé SarZe ¢. 2 a 3 se purifikovaly jednim
cyklem na centrifuze a sediment se rozdispergoval v ptipadé Sarzi ¢. 2 ve 2,5nM
acetatovém pufru o pH 4 a v ptipadé Sarzi ¢. 3 v 1 mM PBS pufru o pH 7.,4. Dalsi postup
se shodoval se Sarzi €. 1.

3.3.4 Vlastnosti nanocastic s kurkuminem

Vzorky nanocéstic z 2% roztokli PLGA A2 a 5/5 a 1% roztoku PV A se pfipravily
s ptidavkem 25 pg kurkuminu do organické faze pii pfipravé nanocastic. Po odpateni
ACE se zméfila velikost, PDI a zeta potencial. Suspenze se piecistila dvéma cykly
centrifugy pti 10 000 g a teploté 15°C. Po prvnim kole se odebral supernatant a sediment

se roztfepal v Cisténé vode, po druhém kole se sediment rozpustil v ACE. U tohoto
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roztoku se proméfila absorbance pii 420 nm proti ACE jako slepému vzorku. Z rovnice

2 kalibra¢ni pfimky, kterd je zobrazena v Grafu 1, byla odectena koncentrace.

Rovnice 2: Rovnice kalibra¢ni ptimky kurkuminu v ACE

(2) y = 0,2233x + 0,0437

kde y je namétend absorbance a x koncentrace enkapsulovaného kurkuminu v pg/ml

Kalibra¢ni pfimka kurkuminu v ACE
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Graf 1: Kalibra¢ni pfimka kurkuminu v ACE méfena pti 420 nm

Roztok se kvantitativné prevedl do pfedem zvazené 1ékovky a umistil do suSarny
vyhtaté na 60°C. Po odpafeni ACE byla zvdZzena hmotnost vzniklych nanocastic a

vypocitaly se nésledujici parametry podle:

Enkapsulaéni efektivita (EE), viz Rovnice €. 3 — fika, jaké mnozstvi pouZzitého 1é¢iva se

enkapsulovalo do vzniklych nanocastic:

Rovnice 3: Vzorec pro vypocet enkapsulacni efektivity

hmotnost enkapsulovaného léciva
P %100 [47]

(3) EE (%) =

navaika léciva
Drug loading (DL), viz Rovnice €. 4 — udava, jaké mnoZstvi nanocastic je tvofeno

ucinnou latkou

Rovnice 4: Vzorec pro vypocet drug loadingu

hmotnost enkapsulovaného léciva
P 100 [47]

(4) DL (%) =

hmotnost vzorku
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Recovery yield (RY) — viz. vytéznost nanoprecipitace — Rovnice €. 1

3.3.5 Vlastnosti nanod¢astic s prokainem

Ptipravily se vzorky nanocastic z 2% roztokli PLGA A2 a 5/5 a 1% roztoku PVA,
do vodné faze se ptridalo 0,250 mg prokainu. Suspenze nanocastic byla purifikovana
dvéma cykly centrifugace pti 10 000 g a teplot¢ 15°C. Po druhém cyklu se sediment
rozpustil v ACE, ve kterém je prokain nerozpustny a vzorek se centrifugoval, tentokrat
pii 15 000 g, pti 5°C po dobu 20 minut. Po odebrani supernatantu byl sediment rozpustén
v Cisténé vode a byla zmétena absorbance pii 290 nm proti ¢isténé vod¢ jako slepému
vzorku. Dle rovnice 5 podle kalibracni ptimky, viz Graf 2, byla vypoc¢itana koncentrace

1é¢iva v supernatantu, EE byla spocitana dle Rovnice 3.

Rovnice 5: Rovnice kalibra¢ni pfimky prokainu v ¢isténé vodé

(5) y = 0,0696x + 0,018,

kde y je namétrena absorbance a x koncentrace enkapsulovaného prokainu v pg/ml

Kalibracni pfimka prokainu v ¢isténé vodé
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Graf 2: Kalibra¢ni pfimka prokainu v ¢isténé vodé métena pii 290 nm

Vyse uvedené roztoky se vytvotily znovu, po odpareni ACE se zméfila velikost,
PDI a zeta potencial. Poté se vzorek purifikoval dvéma cykly centrifugy pii 10 000 g a
15 °C a po druhém kole se sediment rozpustil v ACE. Roztok se kvantitativné prevedl do
predem zvazené 1€kovky a umistil se do susarny vyhiaté na 60°C. Po odpateni ACE byla

zvazena hmotnost nanocastic a spocital se RY dle rovnice 1 a DL dle rovnice 4.
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3.3.6 Solubilizace kurkuminu

Kurkumin je ve vod¢ prakticky nerozpustny, bylo proto nejprve tieba zvysit jeho
rozpustnost pro dalsi praci s nim a pro stanoveni disolu¢niho profilu. Pro experiment bylo
pouzito 0,25 mg kurkuminu Daéle byly pfipraveny 1% (m/V) roztoky nasledujicich
solubiliza¢nich agens: Polysorbat 20, Pluronic F-127 (poloxamer 407), cholat sodny,
PVA aKolliphor P-188 (Poloxamer 188). Navazka kurkuminu se smisila s 25 ml roztoku
solubilizatoru, vzniklé soustavy se nechaly michat 30 minut. Nasledné se vSechny
prométily v triplikdtu na spektrofotometru ptfi 425 nm s pouzitim ¢isténé vody jako
slepého vzorku. VSechny zminéné solubilizatory maji pti dané vlnové délce nulovou

absorbanci.

3.3.7 Disoluce

Pro tento experiment se pfipravily vzorky nanocéstic z obou polymert s obéma
1é¢ivy. Pro pfipravu nanocastic byly pouzity roztoky 2% polymerd a 1% roztok PVA.
Navazka kurkuminu byla 0,025 mg na jednu Sarzi a navazka prokainu 0,25 mg. Po
odpafeni ACE byly nanocastice purifikovany dvéma cykly centrifugace pii 10 000 g a
teploté 15°C. Po druhém kole se sediment roztfepal v disolu¢nim médiu a napipetoval do
dialyza¢ni membrany o MWCO 6 000 — 8 000 g/mol. Dialyza¢ni membrany se zalepily
akrylatovym lepidlem a vloZily do lékovek s 10 ml disolu¢niho média. Jako médium se
pouzil 1% roztok Polysorbatu 20, aby se piedeslo precipitaci uvolnéného 1é¢iva v ptipadé
kurkuminu a v pifipad€ prokainu ¢iSténd voda. Naplnéné Iékovky se umistily do vodni
lazné o teploté 37°C. Po Casovych intervalech 30 minut, 1 hodina, 2 hodiny, 4 hodiny,
6 hodin, 12 hodin, 24 hodin, 31 hodin a 48 hodin bylo vyménéno disolu¢ni médium.
Odebrané vzorky se proméfily v triplikatu na spektrofotometru pii 425 nm proti 1%
roztoku Polysorbatu 20 v ptipad¢ kurkuminu a pti 290 nm proti ¢iSténé vodé v piipadé
prokainu. Pomoci Rovnic 5 a 6 kalibra¢nich ptimek, viz Grafy 2 a 3, bylo stanoveno
mnozstvi uvolnéného kurkuminu a prokainu v odebraném mediu. Nakonec bylo
vypocitano kumulativni mnoZstvi uvolnéného 1é€iva a ze ziskanych dat byly sestaveny

disoluéni pfimky.

Rovnice 6: Rovnice kalibraéni ptimky kurkuminu v 1% roztoku Polysorbatu 20
(6) y = 0,0905x + 0,017,

kde y je namérena absorbance a x koncentrace enkapsulovaného kurkuminu v pg/ml
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Kalibra¢ni primka kurkuminu v 1% roztoku Polysorbatu 20
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Graf 3: Kalibra¢ni pfimka kurkuminu v 1% roztoku Polysorbatu 20 méfena pii 425 nm
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Nanoprecipitace

Nanoprecipitaci se pfipravilo 24 vzorkli nanoc¢astic, 12 vzorka z PLGA 5/5 a 12

zPLGA A2. Pii tom se pouzily koncentrace roztokli obou polymert 5%, 2%, 1% a
koncentrace roztoku PVA 3%, 2%, 1% a 0,5%. U kazdého vzorku se hodnotila velikost,

PDI a zeta potencial. Tabulka 3 uvadi primérné velikosti nanoc¢astic, primérny PDI a

primérny zeta potencial, véetné smérodatnych odchylek.

Tabulka 3: Piehled ptipravenych vzorkii a primérnych hodnot velikosti, PDI a zeta
potenciall, v¢etné SD (n. a. = not available)

Vzorek Velikost [nm] | SD PDI |SD Zeta potencial [mV] |SD
3% PVA 542,1| 10,495| 0,254| 0,018 -0,684 | 0,017
5/5 5% 2% PVA 512,7] 6,829 0,210 0,033 -0,657| 0,013
1% PVA 408,5| 3,947| 0,252] 0,016 n.a.| n.a.
0,5% PVA 340,7| 1,144 0,173 0,011 -1,497| 0,252
3% PVA 459,8| 2418| 0,163] 0,014 -0,484 | 0,076
5/5 2% 2% PVA 427,11 3412] 0,161| 0,024 -0,642| 0,011
1% PVA 275,6| 1,639] 0,057 0,014 n.a.| n.a.
0,5% PVA 303,6| 2,634 0,076 0,012 -1,343] 0,042
3% PVA 312,01 2,985 0,139 0,012 -0,887 | 0,067
5/5 1% 2% PVA 284,7| 0,826 0,097 | 0,009 -1,003 | 0,159
1% PVA 2247 1,780 0,109 0,012 n.a.| n.a.
0,5% PVA 202,3| 0,082] 0,071 0,010 -8,657| 0,320
3% PVA 325,8| 2,125] 0,225] 0,004 -5,473 | 0,150
A2 5% 2% PVA 2742 1,554] 0,169 0,019 -6,383 | 0,611
1% PVA 276,3| 6,989 0,193 0,012 -8,973] 0,392
0,5% PVA 267,5| 0,510] 0,150| 0,035 -12,067 | 0,262
3% PVA 296,4| 1,226] 0,078 0,013 -1,343| 0,125
A2 2% 2% PVA 191,1] 1,268 0,057 | 0,009 -2,897] 0,070
1% PVA 209,8| 0,455] 0,079 0,016 -6,170 | 0,276
0,5% PVA 2014 0,613] 0,059 0,008 -12,567| 0,929
3% PVA 196,1| 1,003| 0,116 0,010 -2,163 | 0,306
A2 1% 2% PVA 211,6| 0,655| 0,082 0,003 -1,707] 0,172
1% PVA 148,7| 0,082] 0,073| 0,016 -15,967| 1,759
0,5% PVA 140,4| 0,170| 0,057 | 0,025 -10,857 | 0,648
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4.1.1 Velikost
Velikost nanocastic se pohybovala od 140,4 nm u vzorku z 1% PLGA A2 a
0,5% PVA do 542,1 nm u vzorku z 5% PLGA 5/5 a 3% PVA. Tato velikost ptedurcuje

vychytavani nanoc¢astic MPS.

Mensi nanocastice vznikaji pfi pouziti vétveného PLGA A2. Pravdépodobné se
tak d¢je diky vétsi hydrofilité polymeru PLGA A2, kterou zplisobuji volné karboxylové
skupiny. PLGA A2 tak snaze interaguje s PVA nez PLGA 5/5. Vy$§i mira interakci PVA
s polymerem nastava ve fazi difuze ACE do vodného prostiedi. Tim mize byt oddalena
nukleace pii navozené supersaturaci, ¢imz dochézi k vétsimu rozptyleni jader v roztoku.
To vede v konecném diisledku k mensimu poctu kolizi vznikajicich ¢astic a jejich mensi

vysledné velikosti.

Z namétenych vysledki vyplyva, ze v piipadé obou polymert s klesajici
koncentraci polymeru klesd 1 velikost nanocastic. Tedy s pouzitim vétStho mnoZzstvi
polymeru pfi piipravé dosdhneme vétSich vyslednych Castic a naopak. VéEtsi castice
vznikajici pfi1 vyssi koncentraci roztoku PLGA jsou velmi pravdépodobné dané vznikem
agregatli ¢astic, coz koreluje 1 s vysledky vyrazné vysSich hodnot PDI u vzorki s vyssi
velikosti (viz. polydisperzita). V praxi to znamena pravdépodobné to, Ze primarni ¢astice
vznikaji viceméné stejné pii rlznych koncentracich PLGA, nicméné pii vySSich

koncentracich polymeru dochazi k jejich shlukovani.

Vliv koncentrace roztoku PVA na velikost nanoc¢éstic z PLGA 5/5 je obdobny
jako vliv koncentrace roztoku PLGA 5/5 na velikost. S klesajicim mnozstvim PVA klesa
velikost nanocastic. PVA se u PLGA 5/5 adsorbuje na povrch a zpasobuje, ze vysledné

Castice jsou vEtsi.

Na rozdil od PLGA 5/5 pouzita koncentrace roztoku PVA nemd zfejmy vliv na
velikost nanocastic vytvorenych z PLGA A2. Vysvétlenim rozdilného vlivu riznych
koncentraci roztoku PV A na velikost vznikajicich ¢astic 1ze spatfovat ve struktuie PLGA
A2, kterd je rozvétvend s vétSim poctem karboxylovych terminélnich skupin, a tim je
dana vy$si hydrofilita vysledného materiadlu. PVA jako polymerni amfifil s HLB pfiblizné
18 bude na povrch na karboxyly bohatych ¢astic vdzan volnéji. Vysledky zobrazuji Grafy
4as.
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Vliv koncentrace PLGA 5/5 a PVA na velikost nanocastic
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Graf 4: Vliv koncentrace roztoku polymeru PLGA 5/5 a koncentrace roztoku PVA na
velikost nanocastic

Vliv koncentrace PLGA A2 a PVA na velikost nanocastic
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Graf 5: Vliv koncentrace roztoku polymeru PLGA A2 a koncentrace roztoku PVA na
velikost nanocastic
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4.1.2 Polydisperzita

Svvr

2% PLGA 5/5 a 1% PVA, z 2% PLGA A2 a 2% PVA a vzorek z 1% PLGA A2 a 0,5%
PVA s primérnou hodnotou PDI 0,057, naopak nejvyssi hodnota ¢inila 0,254 u vzorku
pripraveného z 5% PLGA 5/5 a 3% PVA. Do hodnoty 0,2 se vzorky povazuji za
monodisperzni (ISO 22412:2017). Tato hodnota byla pfekrocena u nékolika vzorki, na
jejichZ ptipravu se pouzila 5% koncentrace polymert. Z grafl je patrnd zavislost pro
PLGA 5/5: s klesajici koncentraci PLGA 5/5, klesd PDI nanocéstic. Pii pouziti vys$Sich
koncentraci polymert ziejm¢e dochazi k tvorbé nanocastic s vétsim PDI, coz lze vysvétlit
agregaci nanocastic, viz velikost vyse. Pro pfipravu monodisperznich vzorki je vhodnéjsi

pouzit niz§i koncentrace PLGA neZ 5 %.

Zaroven polymer PLGA A2 vzdy poskytl vzorky s niz§imi PDI nez PLGA 5/5.
Tento jev lze objasnit vyssi hydrofilitou polymeru A2, ktera je popsana vyse, viz velikost.

Nameétené hodnoty jsou uvedeny v Grafech 6 a 7.

Vliv koncentrace PLGA 5/5 a PVA na polydisperzitu nanocastic
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Graf 6: Vliv koncentrace roztoku polymeru PLGA 5/5 a koncentrace roztoku PVA na
PDI nanoc¢éstic
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Vliv koncentracePLGA A2 a PVA na polydisperzitu nanocastic
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Graf 7: Vliv koncentrace roztoku polymeru PLGA A2 a koncentrace roztoku PVA na PDI
nanocastic

4.1.3 Zeta potencial

Me¢éteny zeta potencidl se pohyboval vzdy v zapornych hodnotach. Jeho hodnoty
se pohybovaly od -0,48 po -15,97 mV. V ptipadé¢ PLGA 5/5 se témét vSechny hodnoty
pohybovaly blizko nuly, kromé vzorku z 1% PLGA 5/5 a 0,5 % PVA, jehoz hodnota je
-8,66 mV, viz Graf 8. V ptipadé vzorkli z PLGA A2 byl zeta potencial o néco vyssich
absolutnich hodnot, viz Graf 9. Vys§i zeta potencial u PLGA A2 je zpisoben volnymi
karboxylovymi skupinami, které mohou byt ve vodném prostiedi ionizované. U 5% a 2%
koncentrace roztoku polymeru dochézelo k poklesu zeta potencidlu s klesajici
koncentraci PVA. Lze fici, ze PVA zakryval zdporny naboj adsorpci na povrch nanocastic
umérné koncentraci. Kumulace PVA na povrchu pravdépodobné nastivala u vSech
vzorki, ¢imz se da vysvétlit jejich nizky zeta potencial. Obecné pravidlo fikd, ze pro
stabilni nanosuspenzi je tieba absolutnich hodnot zeta potencidlu pies £30 mV. V této
praci se podafilo demonstrovat, ze 1 soustava s méfitelnym zeta potencidlem s hodnotami
blizkymi nule je ¢asové velmi stabilni. Stabilitu suspenze zarucuje u podobného typu

soustav solvata¢ni obal na povrchu ¢astice spolu se stérickym plisobenim PVA.
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Vliv koncentrace PLGA 5/5 a PVA na zeta potencidl nanocastic
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Graf 8: Vliv koncentrace roztoku polymeru PLGA 5/5 a koncentrace roztoku PVA na
zeta potencial nanocastic, na ose y jsou uvedené absolutni hodnoty zeta potencialu

Vliv koncentrace PLGA A2 a PVA na zeta potencidl nanocastic
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Graf 9: Vliv koncentrace roztoku polymeru PLGA A2 a koncentrace roztoku PV A na zeta
potencidl nanocastic, na ose y jsou uvedené absolutni hodnoty zeta potencialu
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Pro vétSinu dalSich experimentl byly vybrany vzorky z 2% koncentraci roztokt
polymerti a 1% koncentrace roztoku PVA. Snahou bylo vybrat takové vzorky, které maji

nizky PDI, nizky zeta potencial a jsou tvofeny stejnymi koncentracemi polymeru a PVA.

4.2 VytéZnost nanoprecipitace

U vybranych vzorki, viz Tabulka 4, se provedl experiment na vytéznost. Ve vSech
ptipadech se pouzil 2% roztok polymeru, navazka polymeru tedy ¢inila 20 mg. Vytéznost
se pohybovala od 34,1 % do 41,9 % u PLGA 5/5, v ptipadé¢ PLGA A2 dosahovala od
28,1 % do 35,5 %. VEtsi vytéznost vykazoval PLGA 5/5 proti PLGA A2 v pfislusnych
koncentracich roztoku PVA. Je mozné, Ze mnozstvi nanoc¢astic se pii nanoprecipitaci

vvvv

izolovatelné opakovanou centrifugaci, coz se projevi na nizsi vytéznosti celého procesu.

PLGA 5/5 vykazuje mirné stoupajici trend vytéZnosti nanocastic s klesajici
koncentraci PVA proti tomu u polymeru PLGA A2 se zadna zavislost pozorovat neda.
Stoupajici trend v piipade polymeru 5/5 Ize vysvétlit tim, ze mensi mnozstvi PVA méné
ovliviluje proces saturace a nukleace. S vys$S§imi koncentracemi PVA se bude vice
projevovat jeho osmotické plisobeni, coz bude snizovat efektivitu saturace a nukleace. To

se projevi jako niz$i vytéznost. Piehled vytéznosti uvadi Graf 10.

Tabulka 4: Prehled vytéZnosti jednotlivych vzorkil s navazkou polymeru 20 mg

Vzorek Hmotnost vzniklych nanocastic [mg] Vytéznost (%)
3% PVA 7,06 35,3
0
294 5/5 2% PVA 6,81 34,1
1% PVA 7,83 39,2
0,5% PVA 8,38 41,9
3% PVA 6,44 32,2
0
2% A2 2% PVA 6,12 30,6
1% PVA 7,10 35,5
0,5% PVA 5,61 28,1

44



VytéZnost nanocastic s rliznymi koncentracemi PVA
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Graf 10: Vytéznosti jednotlivych vzorkd v % piipravenych z 2% roztokli polymera s
riznymi koncentracemi PVA

4.3 Stabilita

Ve stabilitni studii se hodnotilo 6 suspenzi nanocastic. VSechny vzorky se
ptipravily z 2% roztoki polymert PLGA a 1% roztoku PVA. V pribéhu jednoho mésice
se u kazdé suspenze meéfila velikost, PDI a zeta potencidl. NiZe jsou popsany jednotlivé

vzorky.

4.3.1 Stabilita PLGA A2 v ¢iSténé vode

Vzorek nanocastic ptipravenych z PLGA A2 se uchovaval v ¢isténé vod¢. Tabulka

5 zobrazuje ptehled primérnych velikosti, PDI a zeta potencialti véetné SD.

Tabulka 5: Prehled primérnych velikosti, PDI a zeta potenciall, véetné SD, nanocastic z
PLGA A2 v cisténé vode pfii stabilitni studii

Stabilita PLGA A2 v Cisténé vodé
Den | Velikost [nm] SD PDI SD Zeta potencial [mV] SD
0 198,6] 1,613 0,080 0,014 -4,973| 0,564
183,5| 1,266| 0,055| 0,000 -7,843| 0,575
2 175,5| 0,236| 0,074| 0,017 -9,713| 0,133
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Stabilita PLGA A2 v Cisténé vodé
Den | Velikost [nm] SD PDI SD Zeta potencial [mV] SD

3 183,0] 0,732 0,070| 0,018 -10,113| 0,521

4 187,1| 1,438| 0,068| 0,003 -9,920| 0,591

7 185,3] 0,993| 0,066| 0,009 -9,667| 0,107

8 180,7| 0,793| 0,068| 0,011 -8,517| 1,059

9 1743| 1,466| 0,064| 0,013 -7,067| 0,480
10 188,4| 1,087 0,060| 0,005 -5,920| 0,379
11 1849 1,725 0,073| 0,012 -8,110| 0,201
14 183,1] 1,543| 0,072 0,011 -8,643| 2,667
15 1850/ 0,556| 0,065| 0,013 -7,047| 0,141
16 174,1| 0,216| 0,071| 0,020 -14,400| 1,435
17 185,01 1,452 0,051| 0,015 -7,960 | 1,061
18 174,1| 1,112 0,083| 0,013 -6,717| 0,070
21 188,4| 0,818| 0,061| 0,012 -8,890| 0,824
22 183,1| 0,519 0,061| 0,016 -7,033 ] 0,095
23 183,2| 0,236| 0,072| 0,009 -7,007| 0,094
24 184,11 1,190 0,061| 0,023 -7,233| 0,634
25 185,3] 0,368| 0,046| 0,019 -7,197| 0,107
28 188,3] 1472| 0,058 0,026 -12,133| 0,450
29 188,2] 2361| 0,036| 0,027 -11,600| 0,141
30 180,7| 0,748 | 0,069| 0,026 -8,603| 0,152

cvwr

174,1 nm a nejvyssi hodnota dosahovala

198,6 nm. TudiZ rozsah hodnot byl 24,5 nm. Namétené hodnoty jsou uvedeny v Grafu

11, viz nize. Z grafu je vidét stagnujici trend. Velikost se tedy prakticky nezménila po

celé sledované obdobi, zcehoz vyplyva, Ze esterové vazby nehydrolyzuji, nebo

hydrolyzuji velmi pomalu a nedochézi k erozi nanocastic ve vodném prostiedi. Eroze a

bobtnani tedy nebudou nijak vyznamnymi mechanismy pfti disoluci 1é¢iv z té€chto nosicu.

Pokud by dochazelo k uvedenym jevim, velikost by se v priibéhu ¢asu ménila.
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Stabilita PLGA A2 v Cisténé vodé - velikost
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Graf 11: Vyvoj velikosti nanocastic z PLGA A2 v ¢isténé vod¢ pfi stabilitni studii
Hodnoty PDI se pohybovaly od 0,036 do 0,083, tudiz rozdil mezi nejnizsi a

nejvyssi hodnotou ¢inil 0,047. Vzorek zistdval po celou dobu experimentu

monodisperzni. Hodnoty zobrazuje Graf 12. V grafu je viditelny mirny klesajici trend,

ktery Ize vzhledem k vysledktim prakticky neménné velikosti, viz velikost, povazovat za

zanedbatelny.
Stabilita PLGA A2 v Cisténé vodé - PDI
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Graf 12: Vyvoj PDI nanocéstic z PLGA A2 v Cisténé vode¢ pii stabilitni studii
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Zeta potencial se pohyboval v rozmezi od -4,97 do -14,40 mV, tedy rozdil minima
a maxima 9,43 mV. Graf 13 sleduje vyvoj zeta potencialu. Z grafu je patrné, ze hodnoty
zeta potencialu se nijak vyrazné¢ nemeéni v prubéhu mozného hydrolytického plisobeni

okolniho prostiedi.

Stabilita PLGA A2 v Cisténé vodé - zeta potencial
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Graf 13: Vyvoj zeta potencidlu nanocastic z PLGA A2 v ¢isténé vodé pfi stabilitni studii,
na ose y jsou uvedené absolutni hodnoty zeta potencidlu

4.3.2 Stabilita PLGA A2 v PBS pufru

Dalsi hodnoceny vzorek byl tvofen nanocasticemi z PLGA A2 v mirn¢ alkalickém
pH. Nanocastice se centrifugovaly a byly redispergovany pufrem PBS. Tabulka 6 shrnuje
primé&rné hodnoty se SD.

Tabulka 6: Prehled primérnych velikosti, PDI a zeta potenciald, véetné SD, nanocastic z
PLGA A2 v PBS pii stabilitni studii

Stabilita PLGA A2 v PBS
Den | Velikost [nm] SD PDI SD Zeta potencidl [mV] SD
0 2243 1,497 0,220] 0,022 -9,930| 0,719
1 212,5 0,660| 0,245] 0,004 -9,330| 0,042
2 2299 1,443] 0,233] 0,005 -8,180| 0,367
3 2193 0,573| 0,183] 0,005 -7,710| 0,249
6 170,5| 12,009 0,489| 0,048 -8,620| 1,281
7 219,1 1,424 0,225 0,014 -9,347| 0,335
8 1954 3,101 0,281| 0,010 -10,097| 0,494
9 194,8] 15,179 0,497| 0,039 -9,742| 0,269
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Stabilita PLGA A2 v PBS
Den | Velikost [nm] SD PDI SD Zeta potencidl [mV] SD
10 229.9 9471 0,284| 0,016 -13,786| 2,054
13 197,5] 10,995| 0,301| 0,019 -10,170| 0,375
14 163,5| 22,781 0,462| 0,025 -8,080| 0,481
15 232,71 15,126| 0,230| 0,036 -9,247| 0,246
16 222,5 0,262 0,221] 0,005 -7,743| 0,199
17 233.,8 2,007 0,257] 0,016 -9,633| 0,571
20 131,6 | 12,280 0,396] 0,045 -11,067| 0,094
21 117,5] 17,020 0,429| 0,015 -7,083| 1,341
22 190,7 8,468 | 0,278| 0,017 -8,673| 0,576
23 190,3 7,409 0,330] 0,050 -9,870| 0,550
24 239,2 6,020 0,179| 0,075 -11,267| 0,818
27 143,5| 17,666 0,387]| 0,048 -10,720| 0,641
28 163,4| 21,031| 0,436| 0,072 -9,080| 1,112
29 194,5| 15,627 0,400| 0,070 -9,893| 0,581
30 209,1 3,522 0,241] 0,011 -7,610| 0,813

Naméiené hodnoty velikosti vzorku se v prubéhu experimentu lisily. Velikost
nanocastic byla v rozsahu od 117,5 do 239,2 nm, tudiz rozdil mezi minimalni a maximalni
hodnotou dosahl 121,7 nm. Jedna se o nejvétsi rozsah ze vSech vzorkl. Mezi jednotlivymi
hodnotami se objevovaly velké rozdily. Hodnoty vyobrazuje Graf 14. Trend v tomto
grafu je klesajici, zaroven se 1iS§i hodnoty z jednotlivych méteni. Velka proménlivost
jednotlivych méfeni v ramci tohoto vzorku miZe byt vysvétlena ionizaci volnych
karboxylovych skupin na povrchu nanocastic a s tim spojené vyrazn&jsi repulzni sily.
Tyto vedou k vyssi incidenci srazek v ramci vzorku a v konecném diisledku mohou mit

za nasledek vyssi miru fluktuace hodnot v rdmci téchto méfeni.

Jiné vysvétleni zahrnuje fenomén popsany Dittrichem a Snejdrovou. Jedna se o
cyklické bobtnani biodegradovatelnych polymert, kdy dochazi k cyklickému bobtnani a
naslednému odbobtnani polymeru. Jednotlivé cykly mohou byt dlouhé i nékolik dni a
jsou zavislé na pH a iontové sile okolniho prostfedi. Toto cyklické bobtnani zahrnuje
hydrolyzu esterovych vazeb a je tedy pravdépodobné, ze PLGA A2 podléha hydrolyze
rychleji nez jeho alifaticky protéjSek. Podobné jako plivodni autofi bylo i v této praci
pozorovano, ze se jednd o fenomén zavisly na pH a iontové sile. Napft. v ¢isténé vodé

k tomuto jevu nedochazelo.[48]
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V plvodni préci bylo pracovano s télisky PLGA o hmotnosti nékolik desitek az
stovek miligrami a v pribéhu sledovaného obdobi byl pozorovan znatelny tibytek masy
polymeru. Tento je v této praci pozorovan nebyl. Bohuzel neni mozné ovéfit, zda
dochazelo k erozi polymeru a uvoliiovani osmoticky aktivnich metabolitl se soucasnym
bobtnanim, ale vysledky s ostatnimi médii naznacuji, ze tomu tak nebylo. Nanocastice
PLGA v uzavieném kompartmentu (podobné¢ jako napt. v butice) eroduji velmi pomalu.
Vysvétlenim miiZe byt pouZiti Castic s velikosti v nanodimenzi, které dodava materialim
jedine¢né vlastnosti, jinym vysvétlenim je pouZiti PVA jako stabilizatoru, ktery byl na
¢astici vazan natolik pevné, ze kompenzoval ubytek hmoty zptisobeny erozi materialu.

Tento ubytek byl v§ak ve srovnani s ptivodni praci velmi nizky.[48]
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Graf 14: Vyvoj velikosti nanoc¢astic z PLGA A2 v PBS pfi stabilitni studii

PDI zahrnoval hodnoty od 0,179 do 0,497. Rozdil mezi minimem a maximem
¢inil 0,318. Opét se jednd o nejvetsi rozsah z meéfenych vzorkl. I v tomto piipadé se
objevovaly velké rozdily mezi jednotlivymi métenimi. PDI je ve vétSin€ ptipadi nad
hodnotu 0,2, vzorek byl polydisperzni. Hodnoty znazoriiuje Graf 15. Z grafu je patrny
rostouci trend, tedy zvysujici se PDI vzorku. Zdivodnénim tohoto jevu miize byt cyklické
bobtnani a hydrolyza esterovych vazeb PLGA uvedend vyse. Zajimavé je také sledovani
korelace mezi hodnotami velikosti a PDI odpovidajici cyklickému bobtnani. Napt. ve

dnech 6, 14, 21, 28 Ize pozorovat vyssi hodnoty PDI a zaroven niz$i hodnoty velikosti,
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naopak ve dnech 7, 24, 30 koreluji nizs§i hodnoty PDI s vy$§imi hodnotami velikosti.
Tento fenomén vyzaduje hlubsi objasnéni s vyuzitim elektronové mikroskopie a dalSich

pokrocilych analytickych metod, které je mimo ramec této studentské prace.[48]
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Graf 15: Vyvoj PDI nanocastic z PLGA A2 v PBS pii stabilitni studii

Zeta potencial se u tohoto vzorku pfili§ nelisil od ostatnich vzorki, dosahoval
hodnot od -7,08 do -13,79 mV. Rozsah mezi maximem a minimem ¢inil 6,71 mV. Graf
16 zobrazuje vyvoj zeta potencidlu. Trend v tomto grafu je stagnujici, nicméné hodnoty
zde cyklicky nartstaji a klesaji. Tento jev lze opét vysvétlit teorii cyklického bobtnani

popsanou vyse, viz velikost.
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Graf 16: Vyvoj zeta potencidlu nanoc¢astic z PLGA A2 v PBS pfi stabilitni studii, na ose
y jsou uvedené absolutni hodnoty zeta potencialu
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4.3.3 Stabilita PLGA A2 v acetdtovém pufru

Posledni hodnoceny vzorek z PLGA A2, se po odpaieni ACE centrifugoval a
redispergoval acetatovym pufrem, jenz ma pH 4. Tabulka 7 uvadi priimérné hodnoty s
jejich SD.

Tabulka 7: Pfehled primérnych velikosti, PDI a zeta potenciall, véetné SD, nanocastic z
PLGA A2 v acetatovém pufru pfi stabilitni studii

Stabilita PLGA A2 v acetatovém pufiu
Den | Velikost [nm] SD PDI SD Zeta potencial [mV] SD
0 184,1] 0,294| 0,048| 0,011 -5,303| 0,256
1 181,2| 0,490| 0,051| 0,020 -8,950| 0,291
2 181,3| 2,370 0,046| 0,016 -4,390| 0,278
3 181,0] 2,128 0,029| 0,014 -5,370| 0,305
6 182,9] 0432 0,035| 0,022 -9,807| 0,211
7 182,0] 1,226| 0,058| 0,014 -6,033| 0,283
8 181,6| 0,981| 0,050, 0,014 -6,307| 0,452
9 183,6| 1,674 0,022| 0,018 -8,957| 0,351
10 184,7| 1,597| 0,028| 0,010 -7,560 | 0,801
13 183,5] 2,619 0,061| 0,020 -8,973| 0,272
14 184,8| 2,081 0,025| 0,017 -12,367| 0,205
15 185,5| 1,027| 0,027 0,018 -8,880| 0,128
16 184,5| 1,603| 0,033| 0,007 -7,997| 0,312
17 185,6| 1,115] 0,020| 0,007 -8,823| 1,389
20 182,1] 1,297 0,037| 0,027 -8,140| 0,185
21 185,3| 2,170 0,022]| 0,005 -7,750| 0,163
22 184,2| 0,499| 0,044 0,007 -10,933| 1,310
23 185,6] 1,066| 0,039| 0,020 -10,690| 0,628
24 185,0] 0,205 0,032| 0,012 -7,937| 1,258
27 184,9| 1,344| 0,043| 0,016 -8,650| 0,812
28 183,4] 0,544 0,033 0,020 -8,713| 1,268
29 184,6| 0,330| 0,047| 0,000 -10,767| 0,249
30 182,6] 0,492| 0,068 0,014 -9,143 | 0,572

Velikost nanoc¢astic nabyvala hodnot od 181,0 do 185,6 nm, rozmezi hodnot tak

cvwr

Graf 17 zobrazuje hodnoty velikosti, trend grafu je stagnujici. Velikost tohoto vzorku se

prakticky nezménila, vlivem slab¢ kyselého pH nedochézi k vyrazné hydrolyze nebo
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erozi nanocastic v prubéhu uchovavani. S timto vysledkem koreluje i vyvoj PDI, viz
polydisperzita. Vysvétleni miize spocivat v protonizaci volnych karboxylovych skupin, a
tim vystupiiovani lipofility ¢astic. Timto je potvrzeno, Ze cyklické bobtnani polyesteri je

jev zéavisly na pH.[48]
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Graf 17: Vyvoj velikosti nanocastic z PLGA A2 v acetatovém pufru pfi stabilitni studii

Minimum PDI vzorku PLGA A2 v mirné kyselém pH ¢inilo 0,020 a maximum
0,068. Rozsah PDI je tedy 0,048. Vzorek byl monodisperzni po celou dobu experimentu.
Graf 18 zachycuje vyvoj PDI, je neménny v case. Podobné jako velikost i PDI poukazuje
na to, Ze pti uchovavani nanocastic za snizené teploty a mirné kyselého pH dochazi pouze

k minimalnim zménam.
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StabilitaPLGA A2 v acetatovém pufru - PDI
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Graf 18: Vyvoj PDI nanocastic z PLGA A2 v acetdtovém pufru pii stabilitni studii

Zeta potencial nabyval hodnot od -4,39 do -12,37 mV, rozsah hodnot byl 7,98 mV.
Graf 19 sleduje Casovy vyvoj zeta potencialu, v grafu je patrny rostouci trend absolutnich
hodnot zeta potencidlu. NarGst zeta potencidlu by bylo mozné vysvétlit tim, Ze PVA
adsorbovany na povrch nanocéstic ¢aste¢né hydrolyzoval vlivem slabé kyselého pH, ¢imz

dochazelo k postupnému odkryti vlastniho ndboje nanocastic.
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Graf 19: Vyvoj zeta potencialu nanocastic z PLGA A2 v acetdtovém pufru pii stabilitni
studii, na ose y jsou uvedené¢ absolutni hodnoty zeta potencialu
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4.3.4 Stabilita PLGA 5/5 v ¢isténé vodé

Nanocastice pripravené z polymeru PLGA 5/5 se uchovavaly v ¢isténé vode.
Stejné jako v ptipad¢ nanocastic z PLGA A2 se po pripraveé se neprovedla zadna Gprava
vzorku. Tabulka 8 zobrazuje piehled praimérnych hodnot a SD.

Tabulka 8: Piehled primérnych velikosti, PDI a zeta potencialii, véetné SD, nanocastic
z PLGA 5/5 v ¢isténé vode pfi stabilitni studii

Stabilita PLGA 5/5 v ¢isténé vode
Den | Velikost [nm] SD PDI SD Zeta potencial [mV] SD
0 202,7| 1,445] 0,074| 0,002 -6,617| 0,364
1 198,1| 1,307| 0,059| 0,022 -4,863 | 0,289
2 207,9| 1,791 0,075| 0,030 -6,700| 0,123
3 2094 2,191 0,047| 0,026 -7,833| 0,379
6 207,9| 0,896 0,065| 0,010 -8,297| 0,103
7 207,0| 0,510] 0,051| 0,009 -6,820 | 0,467
8 207,8| 0,712 0,065| 0,004 -8,143| 0,241
9 206,6| 0,499 0,053| 0,009 -4,913| 0,082
10 208,5| 1,228 0,060| 0,011 -4,800| 0,332
13 209,2| 2,182 0,063| 0,019 -8,980| 0,187
14 209,6| 1,115] 0,065| 0,026 -10,080| 0,657
15 207,61 0,283 0,059| 0,012 -8,287| 0,401
16 208,1| 0,668 0,064| 0,006 -7,663| 0,144
17 2114 0,660| 0,063| 0,007 -11,223 | 1,440
20 209,7| 1,541 0,061| 0,009 -8,143| 0,376
21 212,1| 2,245 0,052] 0,015 -8,520| 0,311
22 209,8| 1,228 0,068| 0,022 -8,300| 0,257
23 210,5| 1,271 0,063| 0,008 -5,567| 0,548
24 210,3| 0,403| 0,071| 0,006 -7,307| 0,101
27 209,1| 1,812 0,065| 0,024 -7,827| 0,144
28 207,1| 2,131 0,073 0,011 -11,673| 2,334
29 207,1| 1,838| 0,082 0,015 -7,997| 0,338
30 205,11 0,776 0,061| 0,017 -11,967| 0411

Velikost dosahovala hodnot od 198,1 do 212,1 nm. Rozdil maxima a minima
v tomto piipadé ¢ini 14,0 nm. Hodnoty velikosti zobrazuje Graf 20. Stejné jako u PLGA
A2 nebyl zjistén ani rostouci ani klesajici trend, rozsah hodnot byl niz§i nez v PLGA A2.
Op¢t tedy nedochézelo k vyrazné hydrolyze nebo erozi PLGA 5/5 piisobenim vodného

prostiedi, ¢emuZz odpovidaji i hodnoty PDI, viz polydisperzita.
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Stabilita PLGA 5/5 v ¢isténé vodé - velikost
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Graf 20: Vyvoj velikosti nanoc¢astic z PLGA 5/5 v ¢isténé vode¢ pfi stabilitni studii

Hodnoty PDI dosahovaly hodnot od 0,047 do 0,082, rozsah hodnot tedy ¢inil
0,035. Vzorek zlistdval monodisperzni. Graf 21 sleduje vyvoj PDI. Z grafu je patrné, Ze
PDI stagnuje. Nedochdzi tedy pravdépodobné k vyznamné hydrolyze PLGA a/nebo erozi

nanocastic.
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Graf 21: Vyvoj PDI nanocéstic z PLGA 5/5 v Cisténé vodé pfi stabilitni studii

Hodnoty zeta potencialu se pohybovaly v rozmezi od -4,80 do -11,97 mV, tedy

v rozsahu 7,17 mV. Graf 22 ukazuje ¢asovy vyvoj zeta potencialu. Z grafu je patrny
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rostouci vyvoj zeta potencidlu. Postupny riist zeta potencialu nastal u v§ech vzorkt
z PLGA 5/5. Moznym vysvétlenim by mohla nizs$i odolnost vazeb mezi PLGA 5/5 a
PV A pfi skladovani. Desorpce a naslednd hydrolyza PVA z povrchu 1ze pozorovat jako

narast absolutnich hodnot zeta potencialu.
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Graf 22: Vyvoj zeta potencidlu nanocastic z PLGA 5/5 v ¢isténé vode pfi stabilitni studii,
na ose y jsou uvedené absolutni hodnoty zeta potencialu

4.3.5 Stabilita PLGA 5/5 v PBS pufru

Nanocastice pfipravené z polymeru PLGA 5/5 se po piipravé centrifugovaly a
redispergovaly v pufru PBS. Tabulka 9 zobrazuje primérné namétené hodnoty a jejich

SD.

Tabulka 9: Piehled primérnych velikosti, PDI a zeta potencialli, véetné SD, nanoc¢astic
z PLGA 5/5 v PBS pfi stabilitni studii

Stabilita PLGA 5/5 v PBS
Den | Velikost [nm] SD PDI SD Zeta potencial [mV] SD
0 221,8| 1,053 0,046| 0,028 -2,700| 0,653
1 218,7| 0,655| 0,055| 0,018 -2,537| 0,288
2 214,8| 1,212 0,042| 0,013 -2,663| 0,533
3 210,6| 0,283 0,044| 0,012 -2,200| 0,242
6 243,1| 1,855] 0,095| 0,032 -2,980| 0,396
7 213,6| 1,344| 0,038| 0,019 -1,900| 0,290
8 213,9| 2,082 0,050, 0,014 -2,080| 0,261
9 228,6| 0,694| 0,038| 0,008 -2,057| 0,218
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Stabilita PLGA 5/5 v PBS
Den | Velikost [nm] SD PDI SD Zeta potencial [mV] SD
10 2222 4,156| 0,055| 0,020 -1,930| 0,269
13 2239| 4492| 0,056| 0,004 -2,133| 0,097
14 227,01 0,047 0,041| 0,020 -2,503| 0,166
15 2242| 2367| 0,041| 0,030 -3,070| 0,765
16 220,8| 2,398| 0,065| 0,013 -2,967| 0,395
17 223,6|] 1,870 0,077 0,010 -6,527| 0,743
20 258,01 7,014 0,094 0,016 -3,887| 0,869
21 227,8] 1,098| 0,062| 0,009 -3,957| 1,437
22 225,7| 2,040 0,064| 0,015 -3,093| 0,167
23 2272 2,531 0,043| 0,005 -3,020| 0,239
24 220,3| 3,554 0,097 0,029 -4,070| 0,722
27 22541 2,337 0,031] 0,020 4977 1,173
28 225,5| 1,914 0,094 0,019 -3,987| 0,957
29 221,3| 1,676| 0,048 0,012 -3,727| 0,989
30 230,31 2,980| 0,079| 0,033 -4,343 | 1,641

Minimalni hodnota velikosti v tomto vzorku dosahovala 210,6 nm, maximalni
¢inila 258,0 nm. Rozsah hodnot tedy byl 47,4 nm. Graf 23 zachycuje vyvoj velikosti
v pribéhu experimentu. Velikost dle grafu stagnuje. Nicméné pii srovnani s PDI, ktera
roste, 1ze vyvodit, ze ve vzorku dochdzi ke zménédm. Rostouci PDI pti zachovalé velikosti
nanocastic lze vysvétlit ¢astecnou hydrolyzou/ erozi nanocastic v PBS pufru. Tyto
hydrolyzované €asti se pot¢ mohly agregovat s jinymi Casticemi, ¢imz zlstala stejna
prumérna velikost vzorki, ale zvysil se podil menSich a vétSich castic. Toto se projevilo

jako stoupajici trend PDI.
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Graf 23: Vyvoj velikosti nanocastic z PLGA 5/5 v PBS pfi stabilitni studii

PDI dosahoval hodnot od 0,031 do 0,097. Rozsah hodnot tedy ¢inil 0,066. Vzorek
byl monodisperzni po celou dobu experimentu. Graf 24 sleduje PDI v prib¢hu
experimentu. Z grafu vyplyva, Ze PDI roste. MoZnym zdivodnénim muze byt ¢aste¢na
hydrolyza/ eroze nanocastic a naslednd agregace téchto hydrolyzovanych usekd s

nanocasticemi, vysvétleni viz velikost.
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Graf 24: Vyvoj PDI nanocastic z PLGA 5/5 v PBS pii stabilitni studii
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Zeta potencial v tomto pifipadé nabyval hodnot od -1,90 do -6,53 mV. Rozdil
maxima a minima ¢inil 4,63 mV. Vyvoj zeta potencidlu uvadi Graf 25. V prubehu
experimentu dochéazelo k nartstu absolutnich hodnot zeta potencialu. Vysvétlenim miize

byt desorpce a hydrolyza PV A, viz Stabilita PLGA 5/5 v ¢isténé vod¢ — zeta potencial.
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Graf 25: Vyvoj zeta potencidlu nanoc¢astic z PLGA 5/5 v PBS pfi stabilitni studii, na ose
y jsou uvedené absolutni hodnoty zeta potencialu

4.3.6 Stabilita PLGA 5/5 v acetatovém pufru

Nanocastice z polymeru PLGA 5/5 byly purifikovany jednim cyklem
centrifugace, voda se nahradila acetatovym pufrem, jenZ méa pH 4. Tabulka 10 ukazuje
pramérné hodnoty spolu se SD.

Tabulka 10: Ptehled primérnych velikosti, PDI a zeta potenciali, véetné SD, nanoc¢astic
z PLGA 5/5 v acetatovém pufru pfi stabilitni studii

Stabilita PLGA 5/5 v acetatovém pufru
Den | Velikost [nm] SD PDI SD Zeta potencial [mV] SD
0 207,2| 1,349 0,022| 0,007 -6,087| 0,590
1 209,1| 0,499| 0,062| 0,030 -10,277| 1,007
4 206,7| 1,697| 0,016 0,014 -8,170| 0,375
5 208,2| 0,849 0,045| 0,012 -6,417| 0,282
6 208,5| 1,840| 0,030| 0,007 -5,917| 0,240
7 209,8| 2,177 0,041 0,023 -8,943 | 0,437
8 209,5| 0,660| 0,035| 0,007 -7,710| 0,584
11 211,7] 1,122 0,031| 0,008 -10,293 | 0,225
12 211,00 0,694| 0,026| 0,010 -11,500] 0,082
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Stabilita PLGA 5/5 v acetatovém pufru
Den | Velikost [nm] SD PDI SD Zeta potencial [mV] SD
13 209,5| 2,179 0,032| 0,023 -8,530| 0,099
14 208,8| 1,880| 0,052| 0,025 -7,083| 0,164
15 2109 1,605| 0,052| 0,007 -10,963 | 1,092
18 209.9| 3,035 0,027| 0,024 -11,000| 0,356
19 210,8| 1,061| 0,036 0,013 -9,123| 0,219
20 210,2| 1,084 0,031| 0,024 -9,903| 0,249
21 213,3| 0/455] 0,020 0,011 -9,577| 0,281
22 211,5| 1,960 0,019] 0,010 -8,030| 0,524
25 210,9| 1,223| 0,034 0,017 -9,653| 0,883
26 210,8| 1,484| 0,023| 0,018 -10,733| 0,205
27 209,6| 1,922 0,022| 0,018 -10,767| 1,543
28 2099 1,497 0,035 0,019 -9,493| 0,429
34 210,01 1,178] 0,022 0,012 -9,000| 0,630

Velikost nanocastic dosahovala hodnot od 206,7 do 213,3 nm. Rozmezi mezi

minimem a maximem bylo tedy uzké, jeho hodnota ¢inila 6,6 nm. Spolu se vzorkem

s ¢asticemi

zPLGA A2 vkyselém pufru dochazelo v téchto vzorcich pouze

k minimalnim zméndm. Graf 26 zobrazuje jednotlivé hodnoty, z grafu vyplyva stagnujici

trend. Podobné jako u PLGA A2, ani v pfipadé PLGA 5/5 v mirné kyselém pH

nedochazelo k pozorovatelnym zmé&nam velikosti. PLGA 5/5 tedy opét ziejmé vyrazné

neerodoval, ani nehydrolyzoval v mirn€ kyselém pH.
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Stabilita PLGA 5/5 v acetatové pufru - velikost
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Graf 26: Vyvoj velikosti nanocastic z PLGA 5/5 v acetatovém pufru pii stabilitni studii

PDI se pohyboval od 0,016 do 0,062, jeho rozmezi tak bylo 0,046. Vzorek byl
tedy po celou dobu hodnoceni monodisperzni. Vyvoj PDI v priibéhu experimentu
znazoriiuje Graf €. 27. PDI mirn€ kles4, nicméné vzhledem k vysledkiim prakticky

nemeénné velikosti, viz velikost, 1ze tento trend povazovat za zanedbatelny.

Stabilita PLGA 5/5 v acetatové pufru - PDI
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Graf 27: Vyvoj PDI nanocéstic z PLGA 5/5 v acetdtovém pufru pii stabilitni studii

Zeta potencial v pribéhu hodnoceni nabyval hodnot od -5,92 do -11,50 mV.

Rozsah méfeni tak Cinil 5,58 mV. Graf 28 sleduje vyvoj zeta potencialu, dochéazelo
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k postupnému ristu absolutnich hodnot zeta potencial. Podobné jako u PLGA A2 lze
tento fenomén vysvétlit kyselou hydrolyzou PVA. Dal§im moznym vysvétlenim je
nedostate¢na odolnost vazeb mezi PVA a polymerem, viz Stabilita PLGA 5/5 v ¢isténé

vodé, popi. kombinace obou.

Stabilita PLGA 5/5 v acetatové pufru - zeta potencial
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Graf 28: Vyvoj zeta potencialu nanocastic z PLGA 5/5 v acetdtovém pufru pii stabilitni
studii, na ose y jsou uvedené absolutni hodnoty zeta potencialu

4.3.7. Stabilita shrnuti

Jako nejstabilnéj$i z naméfenych dat vychazeji nanocastice uchovavané
v kyselych pufrech. PiestoZe se uvadi, Ze kyselé pH urychluje rychlost hydrolyzy PLGA,
v této praci, pfi mirné kyselém pH to pozorovano nebylo. Mezi pouzitymi polymery nebyl
signifikantni rozdil. U nanocéstic ve vodném prostiedi se sledované parametry ménily
vice, nicméné 1 tyto zmény lze povazovat za zanedbatelné. Niz8i fluktuaci vysledkt
vykazoval PLGA 5/5 pravdépodobné diky niz§imu poctu ionizovatelnych skupin.
Nejveétsi zmeény v pribéhu métfeni nastaly u nanocastic v slabé bazickém pH. V ptipadé
nanocastic z PLGA 5/5 v PBS méfené parametry vychazely o néco htife (vysSsi rozsah
velikosti i PDI) nez u nanocastic v ostatnich prostfedich a PDI vykazoval vétsi rozsah
naméfenych hodnot. U ¢astic pfipravenych z PLGA A2, které se projevovaly jako
nejméne stabilni, dochazelo ve vzorku k narGstim a poklesiim velikosti a PDI se podatilo
popsat unikatni mechanismus cyklického bobtnani. Tento fenomén je siln€ zavisly na
mife interakci okolniho prostfedi s PLGA. Volné karboxylové skupiny byly ve slabé

bazickém pH ionizované a usnadnily flux molekul vody do materialu. Svoji roli mohla
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sehrat i1 iontova sila prostfedi, ale k ovéfeni je tfeba dalSich experiment. PDI tohoto
vzorku se pohyboval za hranici 0,2. Z namétenych dat vyplyva velmi specifické chovani

nanocastic tvofenych vétvenymi polymery jako je unikatni architektura PLGA A2.

Vysoka stabilita nanocastic svéd¢i o tom, ze se 1éciva latka se prednostné
neuvoliiuje z nanocastic erozi a hydrolyzou, protoze k erozi a hydrolyze u nanocastic
nedochazelo. Hlavnim mechanismem uvolfiovani 1é¢iva bude tedy pravdépodobné
difaze. Protoze PLGA A2 ve fyziologickém pH podléhala bobtnani, da se u vétvené¢ho

polymeru pfedpokladat i tento mechanismus uvoliiovani 1éciv.

Dalsim vysledkem této studie je stabilita suspenzi nanocéstic i pfes nizky zeta
potencial. V literatufe se uvadi, Ze pro stabilni suspenze nanocastic je nutné, aby hodnota
zeta potencidlu byla alespon = 30 mV. Nicméné v této praci jsou popsany stabilni
suspenze s niz§imi hodnotami zeta potencidlu. Za tuto stabilitu odpovidd PVA na povrchu
nanocastic. PVA pusobi stérické oddaleni nanocastic, zdroven vytvaii solvatacni obal.

Plsobi tedy podobné jako PEG.

4.4 Vlastnosti nano¢astic s kurkuminem

Tato kapitola se bude vénovat charakterizaci nanocastic obsahujicich kurkumin
Nanocastice se hodnotily na Zetasizeru, kde se zjist'ovala velikost, PDI a zeta potencial.
Tabulka 11 uvadi primérné namefené hodnoty a jejich SD.

Tabulka 11: Primérné hodnoty velikosti, PDI a zeta potencidlu véetné smérodatnych
odchylek nanocastic z 2% PLGA 5/5 a PLGA A2 obsahujicich 25 pg kurkuminu

Vzorek Velikost [nm] | SD PDI SD Zeta potencial [mV] | SD
PLGA 5/5 205,8 1,327 0,076 0,005 -9,330 0,708
PLGA A2 191,3 1,533 0,054 0,015 -7,477 0,740

Nameétené velikosti byly podobné, v PLGA 5/5 byla 205,8 nm, v PLGA
A2 191,3 nm, liSily se pouze nevyznamné. Tato velikost uruje pro nanocastice
s kurkuminem distribuci do buné¢k MPS. Z hlediska PDI byly oba vzorky monodisperzni.

Nameéteny zeta potencial opét dosahoval nizkych hodnot.

Dal$imi hodnocenymi parametry byly EE, DL a RY. Jejich hodnoty shrnuje
Tabulka 12. Vys$si EE dosahl vzorek z PLGA A2. Je to pravdépodobné zplisobené
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strukturou polymeru, ktera je vétvena. Tato vétvena struktura je ziejmé schopna zadrzet

vetsi mnozstvi 1é¢iva nez struktura linearni, kterou disponuje PLGA 5/5.

Tabulka 12: Hodnoty EE, DL a RY v % pro nanocastice z 2% polymeru a 1% PVA
obsahujici 25 pg kurkuminu

Vzorek EE [%] DL [%] RY [%]
PLGA 5/5 31,0 0,12 33,6
PLGA A2 57,5 0,22 32,3

4.5 Vlastnosti nanocastic s prokainem

Pro charakterizaci nanocéstic obsahujicich prokain se také méfila velikost, PDI a
zeta potencidl. Primérné hodnoty a jejich smérodatné odchylky zobrazuje Tabulka 13.
Nanocastice vykazovaly téméf shodnou velikost, PDI a zeta potencial v obou
polymerech.

Tabulka 13: Primérné hodnoty velikosti, PDI a zeta potencialu véetné¢ smérodatnych
odchylek nanocastic z 2% PLGA 5/5 a PLGA A2 obsahujicich prokain

Vzorek Velikost [nm] ] SD PDI SD Zeta potencial [mV]]| SD
PLGA 5/5 199.8 0,450 0,079 0,004 -10,300 0,216
PLGA A2 193,4 0,712 0,074 0,008 -10,967 0,340

Dilezitymi charakteristikami pro nanocastice s prokainem jsou EE, DL a RY.
Vypoctené hodnoty ukazuje Tabulka 14. VysSich hodnot dosahuje PLGA A2 u vSech
métenych veli¢in. Vys§§i EE PLGA A2 je zpisobena pravdépodobné opét vétvenou
strukturou, ktera vytvaii méné organizovanou matrici, kterd je 1épe uzplisobena pro
akomodaci vétSiho mnozstvi 1é¢iva.

Tabulka 14: Hodnoty EE, DL a RY v % pro nanocastice z 2% polymeru a 1% PVA
obsahujici 250 pg prokain

Vzorek EE [%] DL [%] RY [%]
PLGA 5/5 43,6 2,00 27,2
PLGA A2 100,0 3,61 34,6
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4.6 Solubilizace kurkuminu

Pfed provedenim disoluc¢nich testi bylo nejprve potieba zjistit, ktery roztok
solubilizatoru se bude pouzivat jako disolu¢ni medium, aby se piedeslo precipitaci
uvolnéného kurkuminu ve vod¢. Tabulka 15 uvadi primérné nameéfené hodnoty
absorbance jednotlivych vzork, které obsahovaly stejnou navazku kurkuminu a stejnou
koncentraci solubilizdtoru. Hodnoty jsou usporddany do Grafu 29. Tabulka a graf
poukazuji na to, Ze nejvyssi rozpustnost kurkuminu je v 1% roztoku Polysorbatu 20, proto
byl pro disolu¢ni testy vybran prave tento solubilizator.

Tabulka 15: Hodnoty absorbanci jednotlivych vzorkii kurkuminu s navdzkou 0,25 mg
s 25 ml 1% roztokt solubilizatorti zméfenych vici ¢isténé vodé jako slepému vzorku

Vzorek Absorbance

Polysorbat 20 0,8660
Pluronic F-127 0,1964
Cholat sodny 0,3249
PVA 0,0742
Kolliphor P 188 0,0382

Absorbance roztokl s kurkuminem a solubulizatory
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Graf 29: Absorbance jednotlivych vzorki kurkuminu s navdzkou 0,25 mg smisenych s
25 ml 1% roztokl solubilizatortt zmétenych po 30 minutach vaci Cisténé vodé jako
slepému vzorku
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4.7 Disoluce

Disolucni testy byly provedeny se dvéma modelovymi 1éCivy, kurkuminem a
prokainem. Na pfipravu nanocastic se op€t pouzily 2% roztoky polymert a 1% roztok

PVA. Sledovalo se uvoliiovani v priabéhu 48 hodin.

4.7.1 Disoluce kurkuminu

Tabulka 16 uvadi procentudlni mnozstvi uvolnéného kurkuminu z obou polymert
vztazené na EE. Z PLGA 5/5 se uvolnilo 67,0 % kurkuminu, zatimco z PLGA A2 pouze
24,5 %.

Tabulka 16: Disoluce kurkuminu z nanodéastic z PLGA 5/5 a A2

PLGA 5/5 PLGA A2

Cas [hod] % uvolnéného kurkuminu % uvolnéného kurkuminu
0 0 0
0,5 8,5 5,1
17,0 6,5
2 23,6 8,2
4 30,1 11,1
6 36,4 11,9
12 45,7 14,2
24 52,9 15,3
31 58,7 19,7
48 67,0 24,5

Prubéh disoluce dale zobrazuji Grafy 30 a 31. Z grafu 30 je patrné, ze z obou
polymeri se kurkumin zpoc€atku uvolituje tzv. burst efektem, na ktery navazuje kinetika
nultého fadu. Uvolnovani kurkuminu z PLGA A2 lze povazovat za linedrni od 4 hodin,
viz Graf 31, zatimco u PLGA 5/5 dochazi k linearnimu uvolinovani az od 6 hodin.
Z uvedeného je patrné, ze uvolnovani kurkuminu probihéd vyrazné rychleji z PLGA 5/5,
kdy po 48 hodindch dojde kuvolnéni témétr 70 % kurkuminu. To je v korelaci
s hodnotami EE, které ukazuji, Ze mira interakci mezi PLGA 5/5 a kurkuminem je
vyrazné€ niz8i neZ v piipadé¢ PLGA A2. Tento vétveny polymer je diky své rozvétvené
struktufe podstatné 1épe navrzen pro akomodaci vétStho mnozstvi 1é¢iv a jejich
efektivniho uchovani v matrici. Proto bylo kurkuminu do PLGA A2 nanocastic
enkapsulovano vice a k jeho uvoliiovani dochézi relativné pomaleji. Vysvétlenim je méné

organizovana matrix prosta ptipadnych linearné organizovanych jader krystalinity, které
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podstatné snizuji drug-load kapacitu daného materidlu. Tento fenomén byl popsan

v pripad¢ lipidickych nosict.[49]
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Graf 30: Disoluéni kfivky kurkuminu z nanocastic z PLGA 5/5 a A2
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Graf 31: Linearni ¢asti disolu¢nich kiivek kurkuminu
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4.7.2 Disoluce prokainu

Tabulka 17 uvadi procentualni mnozstvi uvolnéného prokainu z obou polymerti

vztazené na EE. Z PLGA 5/5 se uvolnilo 53,5 % prokainu, zatimco z PLGA A2 pouze

51,3 %. V tomto ptipad¢ se nejednd o statisticky vyznamny rozdil.

Tabulka 17: Disoluce prokainu z nanocastic z PLGA 5/5

PLGA 5/5 PLGA A2
Cas [hod] % uvolnéného prokainu % uvolnéného prokainu

0 0 0
0,5 8.4 7,7
1 13,8 12,7

2 17,8 15,7
4 22,6 229

6 26,7 314
12 32,9 34,2
24 39,9 454
31 46,7 479
48 53,5 51,3

Prubéh disoluce prokainu z PLGA 5/5 probihal také s pocatecnim burst efektem,

viz Graf 32. Od 6. hodiny lze pozorovat kinetiku nultého fadu. Linearni ¢ast kiivky

zobrazuje Graf 33. U disoluce prokainu z PLGA A2 ma cela kiivka tvar burst efektu a

nedochdzi k uvolnovani, které by bylo linearni. Je pravdépodobné, Ze k linedrnimu

uvolnovani by dale dochazelo také, nicméné z Casovych diivodi byl experiment proveden

pouze po dobu 48 h. Srovnatelné uvoliiovani z obou polymert 1ze vysvétlit interakcemi

mezi prokainem a polymerem. U PLGA 5/5 je mira interakci mezi polymerem a lécivem

niz$i, u PLGA A2 je vyssi. Nicmeéné diky vyssi hydrofilité se prokain snadnéji uvoliuje

nez kurkumin, vysledkem je srovnatelné uvoliiovani prokainu z obou polymert.
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Disoluce prokainu v Cisténé vodé
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Graf 32: Disoluéni kfivky prokainu z nanocastic z PLGA 5/5 a A2
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5 ZAVER

Zvolenou metodou piipravy byla nanoprecipitace. Vzorky byly pfipraveny
z linearniho polymeru PLGA 5/5 a vétveného kopolymeru PLGA A2. Jako surfaktant byl
pouzit PVA. Vzniklé nanocastice byly hodnoceny z hlediska velikosti, PDI a zeta
potencialu. Porovnéaval se vliv koncentrace roztoku polymeru a PVA na uvedené
parametry. ZjiStovala se vytéZnost nanoprecipitace. Dale byla provedena stabilitni studie.
Vyhodnocoval se vliv pH a pouzitého polymeru na uchovavani nanoc¢éstic v prubehu
jednoho mésice. U dvou modelovych 1é¢iv byla hodnocena EE, DL a RY. Nasledné byly

provedeny disolucni testy.

Bylo pfipraveno 24 vzorkli nanocastic. Nanocastice dosahovaly velikosti v
rozmezi od 140 nm do 542 nm, PDI byl od 0,057 do 0,254. Hodnoty zeta potencialu se
pohybovaly od nulového az po -16 mV. Bylo pozorovéno, ze s vétsi koncentraci polymeru
vznikaly vétsi Castice s vétsim PDI. Podobné u PLGA 5/5 s vétsi koncentraci PVA

vznikaly vétsi nanocastice. VEtsi vytéznost poskytl PLGA 5/5.

Nanocastice z obou polymert v kyselém pH vykazovaly nejvétsi stabilitu, naopak
nejméne stabilni byly nanocastice z vétveného polymeru ve slabé bazickém pH, u kterého

byl pozorovan fenomén cyklického bobtnani.[48]

EE se pohybovala od 35,2 do 100,0 % v zavislosti na pouzitém polymeru a l1é¢ivu.
Lepsi EE bylo v obou ptipadech dosazeno pouzitim polymeru PLGA A2. DL dosahoval
hodnot od 0,12 % do 3,61 %, RY od 27,2 % do 34,6 %.

Provedené disolucni testy ukazaly, ze pro fizené uvoliiovani lipofilnich 1&€iv je
vhodnéjsi polymer PLGA A2, ze které¢ho se 1é¢ivo uvoliiovalo pozvolnéji. Tento jev je
zptisoben méné organizovanou matrix nanocastic z PLGA A2, ktera v sobé dokaze
efektivnéji uchovat l1é¢iva. V piipad€ hydrofilniho 1é¢iva byl pozorovan obdobny efekt

obou polymert.
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