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Abstrakt
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Katedra: Katedra farmaceutické technologie

Skolitel: PharmDr. Ondtej Holas, PhD.

Posluchac: Alexandra Szanyiova

Nazov diplomovej préace: Priprava biodegradovate'nych nanocastic pre podanie
hydrofilnych makromolekuldrnych lieciv

Praca sa zaoberda pripravou nanocastic enkapsulujicich hydrofilné
makromolekuldrne latky (napr. proteiny). Nanocastice sa pripravovali pomocou
polyméru PLGA, nasyntetizovaného na Katedre farmaceutickej technologie. Ako
modelové latky sa pouzivali Rodamin B, fluorescenéne znafeny dextran
a fluorescencne znaCeny albumin. Zvolenymi metédami pripravy boli dudlna
emulgacia a nanoprecipitatnd metdda. Nasledne prebiehali tri cykly centrifugacie k
oddeleniu nanocastic od média. Sledoval sa efekt rozlicnych polymérov
a stabilizatorov na vysledné parametre Castic. Konkrétne sa zistovali rozdiely vo
velkosti, zeta potencidlu a uspesSnosti enkapsulacie. Zmeny v hodnotéach tychto
parametrov  vznikali v zavislosti od zvolenych polymérov, stabilizatorov,
enkapsulovanej latky, doby centrifugacie.

Ziskané nanocastice dosahovali velkost' od 150-474 nm a zeta potencial
priblizne 30 mV. Dosiahnutie GspeSnej enkapsulacie proteinu bolo nasim hlavnym
zameranim, priCom jeho mnoZstva v nanocasticiach mali oproti enkapsulovanému
rodaminu a znacenom dextranu ovela nizSie hodnoty. Na bariéry v priprave sme
narazili pri oddel'ovani nanocastic z média. Agregacia Castic pocas centrifugécie alebo
naopak ich strata nedostatocnym odstredenim patrili medzi vyznamné neZiaduce javy
experimentu. Komparacia dvoch metod pri enkapsulécii rovnakej latky odhalila
v pripade nanoprecipitacnej metddy vhodnost’ pouzitia rozvetvenych polymérov, kym
u dudlnej emulgacie sa dokazalo opodstatnenie postavenia linedrneho polyméru
PLGA.

KPucové slova: nanocastica, Rodamin B, FITC-dextran, FITC-albumin, dualna

emulgécia, nanoprecipitacia



Abstract

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Pharmaceutical Technology
Consultant: PharmDr. Ondiej Holas, PhD.
Student: Alexandra Szanyiova
Title of thesis: Preparation of biodegradable nanoparticles for hydrophilic
macromolecular drugs delivery

This study investigates the formulation of nanoparticles containing hydrophilic
macromolecular components (e.g. proteins). Selected material was PLGA based
compounds synthesized at Department of Pharmaceutical Technology. As model
compounds were used Rhodamine B, FITC labelled dextran and FITC labelled
albumin. Selected methods of nanoparticles formulation were double-emulsion
technique and nanoprecipitation. Prepared nanoparticles were purified by three cycles
of centrifugation and encapsulation efficacy and recovery yield was measured. Effect
of different polymers and stabilizers was followed. More specifically, the principal
objective was to explore the differences between size, zeta potential and efficacy of
encapsulation. Changes in these characteristics were brought about by the chosen
polymers, stabilizers, encapsulated compound, length of centrifugation period.

Prepared nanoparticles had size ranging between 150-474 nm and zeta
potential approximately 30 mV. Even though the main goal of the study was to
efficiently encapsulate protein, the amounts of encapsulated albumin were a lower
compared to Rhodamine B or dextran. Main obstacles were presented by separation of
nanoparticles from the medium. The centrifugation time had a significant impact on
the amount of collected nanoparticles. During the centrifugation nanoparticles tended
to aggregate. In case of smaller particles, centrifugation proved to be ineffective way
of purification, therefore it was problematic to gain them. From the observation of the
two methods working with the same substance (FITC labelled dextran) to encapsulate
is clear, that nanoprecipitation is more suitable for the use of polymers branched
polymers, while for double-emulsion is more appropriate for the linear PLGA
polymer-based nanoparticles.
Key words: nanoparticle, Rhodamine B, FITC-dextran, FITC-albumin, double

emulsion, nanoprecipitation
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Zoznam skratiek
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ACN

BSA
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FNP
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NP
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PCL

PDI

PEG

PGA

PLA
PLGA
Pluronic
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Rodamin B
ROS

RY

Span 20

Tween

kopolymér PLGA s pridanim 2% kyseliny
polyakrylovej ako vetviacej zlozky
kopolymér PLGA s pridanim 4% kyseliny
polyakrylovej ako vetviacej zlozky
Acetonitril

bovinny sérovy albumin

Dichlormetan

dudlna emulgacia

Dynamic light scattering

enkapsulacna efektivita

Fluoresceinom znaceny albumin
Fluoresceinom znaceny dextran

Flash nanoprecipitacia

nanocastica/ nanocastice

nanoprecipitacia

Poloxamer, Kolliphor® P-188
poly(e-kaprolakton)

polydisperzita

poly(ethylenglykol)

poly(glykolova) kyselina

poly(mlie¢na) kyselina
poly(mlie¢na-ko-glykolova) kyselina
Poloxamer, Pluronic® F-127
retikuloendotelidlny systém

Rhodamin B Sigma-Aldrich s.r.o.
reaktivne kyslikové radikaly

recovery yield

Sorbitan monolaurat, Span 20®, Sigma-Aldrich s.r.o
Tween® 20, polysorbat 20, pegylovany sorbitan

monolaurat



Uvod a ciel prace

Liekové formy existuju z dovodu zabezpecenia efektivnej cesty dodania lieciv.
Okrem vlastnosti samotnej lieCivej latky nesie zodpovednost’ za celkovy uc¢inok aj
sposob podania. Schopnost’ liekovej formy poskytnat’ prediZeny Gginok, cielenu liecbu
urcitého tkaniva alebo zniZenie toxicity pre zdravé tkanivo je ¢im dalej, tym
zasadnej$ia vlastnost’. Vyuzitim technoldgie nanocastic je mozné tieto charakteristiky
dosiahnut’.

Dolezitost vyskumu nanocastic spociva vich znaénom potenciali
biomedicinskeho vyuZitia zaloZzenom na ich schopnosti enkapsulovat’ lieiva. Dokazu
permeovat’ a prechadzat’ roznymi tkanivami, naviazat' sa na receptory, vniknut do
cielovych buniek avplyvat na intraceluldrne deje. Napriek potenciondlnemu
vyznamnému prinosu, ich priprava stale nie je na trovni zavedenia do vyrobnej praxe.
Metod pripravy je niekolko, pre enkapsuldciu hydrofilnych lie€iv je najvhodnejSou
dudlna emulgécia a pre hydrofébne latky nanoprecipitacnd metdda. Z tohto dévodu
boli k prevedeniu experimentov zvolené tieto metody.

Liecivé latky modernej mediciny st naj¢astejSie charakteru peptidov, proteinov
a nukleovych kyselin. Avsak, jedna sa o latky senzitivne na podmienky vonkajSieho
prostredia, pripadne citlivé na enzymatické posobenie po aplikacii do organizmu, preto
je vhodna formulécia lieCivého pripravku zasadné. RieSenim moze byt enkapsulacia
lieCivych latok do mikro a nanocastic. Preto bolo naSim cielom zistenie
najvhodnejSich podmienok pripravy k dosiahnutiu ¢o najefektivnejSej enkapsuléacie
lie¢iv porovnanim polymérov, stabilizatorov a d’alSich faktorov a charakterizacia
vytvorenych Castic.

Cielom tejto prace bolo najst metdodu vhodnu pre pripravu nanoformulécie
sluziacej k cielenému dodaniu makromolekuldrnych hydrofilnych lie¢iv. Pre pracu
boli vybrané netoxické, biokompatibilné a biodegradovatel'né materialy zaloZené na
kyseline poly(mlie¢nej-ko-glykolovej). Ako modelové latky sa pouZili fluorescencne

znaCeny dextran a fluorescencne znaceny protein.



1 Teoreticka cast’

1.1 Nanocastice

Za nanocastice (NC) vyuzivané vo farmaceutickom obore sa povazuju Castice s
velkostou od 1 do 500 nm, obklopené medzifazovou vrstvou, ktora moze byt’ rozne
derivatizovana a funkcializovana. Tato vrstva je neoddelitelnou sucastou Castic a

% v e oy e v , v . 1
zucCastiuje sa na charakterizacii vSetkych vlastnosti Castice.
Priebehom c¢asu sa hodnota technoldégie NC v biomedicine zvysila. Ich vysoka
stabilita, biokompatibilita a nizka toxicita umoznili ich vyuzitie v dodani lieCiv,
zobrazovacich systémoch a biosenzoroch. Vd’aka ich velkosti, ako aj ich optickym

vlastnostiam, je mozné ich skiimat’ mikroskopickymi a spektroskopickymi metodami.

1.1.1 Parametre nanocastic

K dosiahnutiu efektivneho vyuzitia NC je nutné brat ohlad na ich
fyzikochemikalne vlastnosti ako velkost, distribucia povrchového napiétia,
derivatizacia povrchu, kapacita naplnenia, interakcie, ale aj elasticita.” Tieto parametre
ovplyvituju spravanie NC v l'udskom tele. Velkostou NC je zasadne definovana
biodistribucia, derivatizacia povrchu méze byt vyuzitd k zvySeniu efektivitu liecby,
kapacita naplnenia uddva mnoZstvo enkapsulovaného lieCiva, interakcie ovplyviuju

dobu zotrvania (NC) v tele a elasticita sa prejavuje pri prieniku do tkaniv.

1.1.1.1 Velkost’

Velkost NC sa za&astiiuje na modulacii interakeii s biologickym prostredim,
v zmysle vplyvu na internaliziciu, intraceluldrny transport, vaskuldrnu distriblciu,
extravazaciu, ale aj tkanivova difuziu. Vyznamne tak urcuje efektivitu dodania

lie¢iva.?

1.1.1.1.1 Biodistribucia a liekové formy

Liekova forma dokaze slabo rozpustné lie¢ivo premenit na efektivnu
formuléciu a lieCivo s kratkym pol¢asom na formuldciu s predlzenym uc¢inkom,
oneskorenym ucinkom ¢i pulznym uvolfiovanim. Preto budi mat’ nové liekové formy

vysoko hodnotné postavenie vo vyvoji novych lieciv. K moznosti zavedenia sl'ubnych
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lieCiv a efektivnejSieho vyuzitia uz existujucich, ktoré sa vyznacuji slabou
rozpustnost'ou vo vode, je potrebné vyvinutie novych lieckovych foriem bez pouzivania
organickych rozpustadiel.*

Po podani lie¢iva pacientovi sa NC oby&ajne dostavaju do obehového systému.
Castice sa distribuuji do fenestrovaného tkaniva krvnymi rie¢i§tami réznych
prierezov, pri ¢om je velkost’ Castic rozhodujuca spolo¢ne s vel'kostou fenestracie.
Struktiry tkaniv a moZnost’ transportu do nich je velmi réznoroda, preto je cesta
podania NC zasadna pre definovanie kinetiky transportu a efektivnosti doruéenia
lietiva. Medzi najéastejsie cesty podania NC patri oralne (p.o.), intravenézne (i.v.),
subkutanne (s.c.), intradermalne (i.d.), intramuskularne (i.m.), nazéalne a plicne
podanie.Chyba! Zalozka nie je definovana. > ¢

Moderné technologie dodévania lie¢iv maji svoje zacCiatky spred 60 rokov.
Vyvinuli sa mnohé liekové formy, ktoré musia zvladnut fyzikochemikélne
a biologické bariéry. K dosiahnutiu uspechu modernych liekovych foriem je nutné
prekonanie l'udskej fyziologie. 4

Po extravazacii sa NC dostavaji do extraceluldrneho priestoru, kde narazaju na
podobné bariéry ako NC podané do tkaniva. NC s velkostou 100 nm sice budu
efektivne putovat’ ku tkanivu, ale narazia na problém pri penetracii do buniek
cielového tkaniva. Do intersticia buniek sa dostana NC vel'ké 40-70 nm.!

Pri podani $pecifickych NC k cielenej terapii sa najcastejSie vyuziva i.v.
podanie. Nasledne sa distribuuji NC v obehovom systéme az kym neddjde
endocytozou, pasivnou diftiziou alebo fenestraciou z kapilarneho systému k tniku do
tkaniv. NC do 30 nm su z tela odstrafiované obli¢kami, v rozpiti 30-200 nm peéefiou
a castice velkosti nad 200 nm st vychytdvané slezinou.Chyba! Zalozka nie je
definovana. NC mensie ako 6 um a vicsie ako 100 nm su atraktivne pre retikulo-
endotelidlny systém (RES). Castice vi¢§ieho charakteru (30-100/150 nm) pretrvavaju
v cirkul4cii dlh$iu dobu, pretoZe nie s vylu¢ované obli¢kami, ani vychytavané RES.’

Najefektivnejsia velkost NC pri zacielovani lymfatickych uzlin je
pravdepodobne 20-50 nm. Vi&sie NC dosiahnu uzliny az neskér dendritickymi
bunkami.?

Prikladom vztahu biodistribucie a velkosti NC st rakovinové a zapalové

ochorenia. St to ochorenia, u ktorych sa objavuje angiogenéza. Lenze v tumoroch sa
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vyskytuje nedostatok pericytov, teda buniek podporujicich zrenie endotelidlnych
buniek, naviac, objavuju sa u nich abnormality bazélnej membrany. Vedie to k tvorbe
perforovanych ciev, pricom perforacie dosahuju velkosti od 100 nm do 2 pm.
Lymfaticky systém je v rakovinovych utvaroch taktiezZ nedostatocny. Kombinéciou
tychto dvoch faktorov vznikd EPR-efekt, teda efekt zvySenej permedcie a retencie.
Vdaka tomuto efektu dochddza k akumulacii NC v tumoroch. Jedna sa o
multifaktoridlny efekt, kde okrem velkosti hra vyznamnu ulohu aj hydrofilizacia

povrchu NC. Obecne viak plati, ze pre EPR st vhodné ¢astice s vel’kostou do 400 nm’

1.1.1.1.2 Vzt’ah velkosti a pripravy Castice

Napriek velkému pokroku, vplyv velkosti NC na ich transport a doru¢ovaciu
ucinnost’ stale nie je tiplne pochopena. Dévodom je hlavne limitované mnozstvo metod
na tvorbu NC s dobre kontrolovatelnou velkostou a vysokym stupiiom uniformity.
Velkost NC hra obrovskii rolu v modulacii interakcii s biologickym prostredim,
siahajc od molekularnej viizbovosti a povrchovej modifikacii NC, az po vizbu bunky
a NC, internalizéciu, vnutrobunecny transport, vaskularnu distribiciu, extravazaciu a
diftziu cez tkanivo, ¢im priamo ovplyviiuje G¢innost’ dodania lieciva. Z tohto dévodu
vznikla potreba vyvinutia metéd pre kontrolu velkosti auniformity NC
pripravovanych zo Sirokej $kaly materidlov. Ked’Ze molekularne sily riadia formulaciu
NC, kontrola velkosti a distriblicie velkosti cez stavbu polymérnych jednotiek
a aktivnej zlozky vyzaduje ich pochopenie. Fyzikalno-chemické vlastnosti
komponentov, kinetika prechodu faz, dynamika kvapalin, vyrobné procesy, to vsetko
vplyva na velkost NC. Tvorba NC suzkou distribticiou velkosti je kritické pri
skimani efektu velkosti na transport, biologicku a terapeuticku efektivitu.Chyba!

Zalozka nie je definovana.

1.1.1.1.3 Agregdcia a degraddcia

Velkost Castic vplyva aj na ich degradaciu, pretoze sa zmenSovanim objemu
NC zvysuje ich povrch, na ktory posobi okolité prostredic aenzymy, ateda
zmen$ovanim vel'kosti rastie rychlost’ degradacie.” 1

Napriek snaham zabranit’ agregacii, NC budi interagovat’ z dévodu zniZenia
volnej energie medzi sebou, aj s proteinmi v biologickom prostredi. Cim mensie

Castice, ¢ize vicsie povrchové energie, tym vysSia snaha Gastic naviizovat proteiny.!!
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Mensia vel'kost’ Castic je ziaduca kvoli vyhode v biologickom prostredi, avsak
takéto Castice sa vyznaduju vyssou vol'nou povrchovou energiou.'? Na rozhrani ¢astice
s prostredim posobi suhra elektrostatickych, solvataénych a Van der Waalsovych sil,
ktoré vedu k znizeniu medzipovrchového napitia, napriklad vzajomnym navizovanim
NC, &oho vysledkom je vznik agregatu.'> Agregicii je mozné zabranit' pridanim

inertného polyméru alebo elektrostatickym nabitim NC.3

1.1.1.1.4 Velkost’ ako premenlivy parameter

Velkost NC méze byt premenlivdi na zaklade pdsobenia vonkajsieho
prostredia. Napriklad zmenou pH, teploty alebo svetla je mozné vyvolat’ nabobtnanie
Castice.!* Tato vlastnost by mohla mat potencionalne vyuzitie v $pecifickom
transporte. NC by po dosiahnuti cielového tkaniva pdsobenim stimulu vonkajsieho

prostredia zvéacSila svoj objem a zostala v tkanive.Chyba! ZaloZka nie je definovana.

1.1.1.2 Zeta potencial

Velmi zasadnou vlastnostou ¢o sa tyka stability vytvorenych NC je ich zeta
potencial. K meraniu tohto parametru sa vyuZiva mikroelektroforéza.!> Stabilné
Castice maju viac negativne alebo pozitivne hodnoty zeta potencialu, ¢o podmieiiuje

vznik vii¢Sich odporovych sil medzi Easticami, teda zniZenie tendencie ich agregécie. '

Zeta potencial

Sternov potencial

Povrchovy potencial

ObrazokI.  Schéma dvojvrstvy nanocastice *

Zeta potencidl je Standardnym analytickym parametrom, ktory charakterizuje

povrch NC. Je definovany ako potencial na hydrodynamickom rozhrani (klzné vrstva),
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charakterizuje  stabilitu ~NC, cirkulaéné  &asy, proteinové interakcie

a biokompatibilitu.!’

Avsak, pre zisk plnohodnotnych zaverov ztychto dat je
nevyhnutné poznat’ limitacie techniky a jasne definovat’ podmienky merania. Zeta
potencial zavisi na teplote, pH, konduktivite (i6nova sila) a viskozite. Malé¢ zmeny
v tychto parametroch mozu pdsobit’ dramatickym efektom na hodnoty zeta potencialu,
¢o poukazuje na vysoku citlivost’ zeta potencidlu. Zmena potencialu je funkciou
vzdialenosti od povrchu NC. Ak by sme predpokladali pripad, v ktorom povrch NC je
negativne nabity, najvacsi potencial bude na povrchu NC anazyva sa povrchovy
potencial. Tento potencial exponencialne slabne smerom od povrchu NC. Okolo
Castice vznikd vrstva asociovanych idnov opac¢ného naboja (vzhladom k naboju
povrchu Castice) nazyvana Sternova vrstva. Potencial v tomto mieste sa teda nazyva
Sternov potencial. Za Sternovou vrstvou nasleduje druhd difuzna vrstva pozostavajlca
z volne spojenych iénov. Hranica tejto vrstvy, klzna vrstva, znaéi kde NC
a asociované i6ny funguju este ako jeden celok. Napriklad, pod vplyvom elektrického
pradu, iény za hranicou klznej vrstvy, smerom k NC, by sa pohybovali s NC, naopak
tie smerom k prostrediu nie. Potencidl na tejto hranici sa nazyva zeta potencial.
Sthrnny nazov pre tieto dve vrstvy je elektricka dvojvrstva. Zeta potencial mdze byt
pouzity kopisu povrchovych vlastnosti NC kationického, anionického alebo
neutrdlneho charakteru. Zeta potencial je jednym z parametrov NC, ktoré maju
kl'icovy vplyv na stabilitu nanosuspenzie. Hodnota 30 mV se udava ako dostatocna
pre tvorbu koloidne stabilizovanej formulacie. AvSak tato hodnota je zavisla aj na

materiali a napr. zlaté NC st stabilné aj pri hodnotach blizkych 0 mV.'8

1.1.1.3 Mechanické vlastnosti

Elasticita NC, ¢&ize schopnost ich deformécie, ovplyviiuje prechod
biologickymi bariérami, ¢oho vysledkom moéze byt rozdielna biologickd odpoved
a biodistribucia.' 2° Tento znak sa zatial’ nepovazuje za prili§ zasadny, aj ked vplyv
na kontakt stkanivami je jednozna¢ny. ZvySend adaptabilita Castice zabezpecuje
intramolekularnu flexibilitu. U flexibilnejSich castic sa zistila zvySend rendlna

clearance.?!
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Pevné tastice Flexibilné ¢astice

ObrdzokI.  Schéma glomeruldrne;j filtracie pevnych a flexibilnych nanocastic®

1.1.2 Ligandy

Cielena liecba modze byt pasivneho alebo aktivneho charakteru. Pasivnou
targetizaciou sa enkapsulované lieCivo dostdva do cielového organu vdaka
fyzikochemikalnym vlastnostiam nosica, kym aktivna targetizdcia sa vyznacuje
$pecifickou derivatizaciou povrchu NC prostrednictvom ligandov.'?

Ligandy m6zu byt charakteru proteinov (protilatky a ich fragmenty), peptidov,
nukleovych kyselin (aptaméry), malych molekul a d’alSich (vitaminy, karbohydraty).
Cielena liecba nasla svoje uplatnenie pri lieCbe ro6znych typov rakoviny alebo zapalov
(kardiovaskularne ochorenia, reumatoidna artritida, zépal centrdlneho nervového
systému, hepatdlneho parenchymu). Ligandy sa viazu k cielovym StruktGram
kovalentnymi alebo nekovalentnymi vizbami. Medzi nekovalentné vizby patria aj
hydrofobne a elektrostatické interakcie.” Najcastej§ie sa vyuziva kovalentna
konjugacia, konkrétne reakcie skupin karbonylovych, aminovych, sulthydrylovych
alebo reakcie ortogonalne. 2> Cielom pésobenia NC s naviazanymi ligandmi moze byt
angiogenéza tumorov ligandom VEGFR?", jeho naviazanim na receptor VEGFR,

u kolorektalneho karcinomu sa vyuzivaju bakterialne enterotoxiny aich védzba na
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guanylcyklaza C receptory, u¢inok v mozgu vznikd naviazanim ligandu mano6za®* n

a
receptory GLUT alebo d’alsim prikladom je vizba Sialyl Lewis X** ligandu na
selektiny u revmatoidnej artritidy.’

K dosiahnutiu minimalizacie absorpcie proteinu na NC a ich pohltenia fagocytmi
je moZné naviazanie polyetylénglykolu (PEG) na povrch NC. PEG je hydrofilna latka,
ktora vd’aka vodikovym vizbam dokéaZe vytvorit ochranni bariéru z molekul vody.?
Avsak ani tato bariéra nedokaze absolutne zabranit’ naviazaniu proteinov.

V pripade funkcionalizacie NC $pecifickymi ligandmi je hustota PEG na NC

limitovana, kvoli zachovaniu funkcii ligandov, ateda aj efektivnosti zacielenia

liecby.Chyba! ZiloZka nie je definovana.

1.1.3 Metddy pripravy nanocastic

Metddy pripravy nanoemulzii sa delia na metddy vysokoenergetické a metody
nizkoenergetické. Medzi vysokoenergetické metddy patri vysokotlaka homogenizicia,
mikrofluidna homogenizécia, ultrasonifikécia, tlakova dispergacia
a vysokoamplitodova ultrazvukova metdda. Spontanna emulgicia, fazova inverzia
a odstraniovanie rozpustadla patria medzi nizkoenergetické metody.

Pripravu NC je tiez mozné rozdelovat’ na ,,top to bottom* alebo ,,bottom to
top* metddy, pricom v prvom type dochadza k redukcii velkosti cCastic, naopak
,bottom to top* metddy s zaloZené na emulznej polymerizacii.

Medzi najcastejSie vyuzivané metddy patri emulznd odparovacia metoda,

nanoprecipitacia (NP), vysol'ovanie, ionick4 gelacia a sprejové susenie.?

1.1.3.1 Emulga¢né metody

V pripade emulga¢nych metod je mozné hovorit’ o jednoduchej alebo o dualne;j
emulgacii (DE). Jednoduché emulzie, ako v/o0 ao/o, pripravené odparovanim
rozpustadla su relativne vhodné pre enkapsulaciu biologicky aktivnych substancii do
mikrosfér, ale s sprevadzané zlozitostou odstraiiovania velkych objemov
rozpustadiel z disperzii. InovativnejSou metddou enkapsulacie hydrofilnych lieciv je
DE, u ktorej problémy tykajice sa v/ o ao /o si eliminované. V kazdom pripade,
formulacia musi byt adaptovana chemickej podstate pouzitého polyméru, chemicke;j

stabilite aktivnej molekuly a podmienkam enkapsulacie.?
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Vonkajsia

hydrofilnd )

- Organickd faza . . faza 0o [ Purifikacia L)
Hydrofilny . . oo .. .. [J
roztok — . . é o0 o?
proteinu : 1)

. . .= .:‘ Nanoéastica

Primarna emulzia V/0 Dudlna emulzia V/O/v

Obrézok Il.  Schéma dudlnej emulgdcie pre enkapsuldciu proteinov?®

NajcastejSie pouzivanad technika DE pre pripravu nano a mikrocastic je dudlna
emulgacnd metdda spojena s odparovanim rozpustadla. Povodne bola touto technikou
prevadzana mikroenkapsulacia.?> MéZzeme ju definovat’ terminom ,,emulzia emulzie®,
¢ize komplexny systém, v ktorom kvapocky dispergovanej fdze samotné obsahuju
dispergovanu fazu. Kvapky dudlnej emulzie su vacSinou velkostne polydisperzné.
V niektorych pripadoch su tieto kvapky dostatocne velké, aby obsiahli az
50-100 kvapiek emulzie, ale mézu mat’ taktiez velkost’, ktorou obsiahnu len niekol'’ko
kvapiek vnutornej faze.

Dva zakladné typy dvojkrokovych procesov DE su voda-olej-voda (v/o/v)
a olej-voda-olej (o/v/0). Pri priprave dudlnej emulzie v/o/v, vnutorna vodna faza (V1)
obsahujuca lie€ivo je dispergovand v olejovej faze obsahujucej lipofilny emulgator.
V prvom kroku, ktory je nasledovany dispergaciou primarnej emulzie do vonkajse;j
vodnej faze (V2) obsahujucej hydrofilny emulzifikator. Dudlna emulzia umoziiuje
modifikované uvolfiovanie aktivnych zloZiek rozpustnych vo vnutornej hydrofilnej
zlozke alebo dispergovanych v polymérnej matrix Castic.

Za jej najprednejSiu funkciu je povaZované vytvaranie interného rezervoaru
aktivnych zloziek, v podstate akejkol'vek podstaty, ¢o ich dokaZe ochranit’ pred
svetlom, enzymatickou degradaciou alebo oxidaciou. Taktiez to umoZziuje pomalé
a postupné uvolnovanie aktivnych zloziek do vonkajSieho disperzného média. Jej
najvacsi vyznam spociva v jej schopnosti enkapsulovat’ vo vode rozpustné latky.
Medzi jej nedostatky patri komplexnost atermodynamicka nestabilita. Dalej
heterogenita pripravenych Castic a senzitivita vel'’kosti na rdzne parametre techniky.

DE je jedinec¢ny proces s vyhodou enkapsulécie lipofilnych aj hydrofilnych molekul
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do polymérnych NC. Nevyhodou je, ze vyzaduje dodanie energie pre homogenizaciu

a z toho plynuce problémy so stabilitou a unikom lie¢iva behom pripravy.

Enkapsuldcia hydrofobnych a hydrofilnych latok

Selekcia Specifickej techniky pre efektivnu enkapsulaciu lieciva je zavisla na
hydrofilite ¢i hydrofobicite lieCiva. Napriek faktu, ze vel'a technik bolo opisanych a aj
uspesne aplikovanych k enkapsulacii hydrofobnych latok do biodegradovatelnych
NC, v pripade hydrofilnych liediv enkapsulacia nie je jednoducha. Je to spdsobené
hydrofilnou povahou molekul lieciva, ktoré su vytesnené z hydrofébnej matrix do

dispergujucej vodnej faze pocas tvorby castic.

1.1.3.1.1 Funkcia stabilizatorov

Stabilizatory umoznuji zachovat' fyzikochemikalny stav disperzie dvoch
a viacerych nemiesatel'nych faz a predist’ separacii tychto faz, ¢im umoznuji vyssiu
stabilitu emulzného systému. NajcastejSie pouzivané stabilizatory v DE zahtiiaja

polyvinylalkohol, polysorbaty, poloxamery a estery sorbitanu.?’

1.1.3.2 Nanoprecipitacia

Nanoprecipitaéntl techniku pre pripravu NC pro medicinske uéely prvykrat
popisal Fessi a jeho spolupracovnici vroku 1989. Vyhodou metdédy je jej
priamociarost’, rychle a jednoduché prevedenie. Cely proces pripravy prebieha
v jednom kroku, takze NC vznikajti okamzite.?®

VyuZiva sa najcastejSie pre enkapsulaciu hydrofobnych lie¢iv, no napriek tomu
je mozna enkapsuldcia aj hydrofilnych latok.!® Zakladom si dve mieSatelné
rozpustadla.?® Polymér a lie¢ivo st rozpustené v polarnom rozpustadle miesatelnom
s vodou (aceton, acetonitril). Nasledne sa zmieSa s vodnym roztokom surfaktantu.
Okamzite vznikajii NC prostrednictvom difuzie rozpustadla do vody. Pre forméaciu
a stabilizaciu NC sa vyuZivaju rozne anionické, kationické a neionické surfaktanty.

Velké vyuzitie maju surfaktanty typu poloxamérov a poloxaminov.'®

1.1.3.3 Mikrofluidické metody

U tychto metod je vyhodou, ze umoziuju precizne zaobchadzanie s tekutinami

(na skale nanolitrov az pikolitrov) pouzitim mikrokandlov. Vdaka ¢omu vznika
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vysoky pomer povrch-objem, rychle a kontrolovane mikromieSanie a teda homogénny
prenos hmoty. NavySe, kontinualna produkcia zmierfiuje variabilitu Sarzi, ¢o je
dolezity faktor pri tendenciach vyuzitia vo vyrobe. Velkost NC méze byt lahko
ovladana. Nevyhodou je, ze kanaliky si najcastejSie vyrobené z materialov, ktoré su
vel'mi citlivé na organické rozpustadla, o vedie k zvicSeniu ich objemu, zniceniu
bioaktivnych latok alebo dokonca k agregacii polymérov. Riesenim by bolo nanesenie
vrstvy chemicky rezistentnych materialov na povrch mikrokanalikov, ale vyhodnejSou
alternativou je vyuzitie chemicky rezistentnych materidlov ako sklo a nerezova

ocel.Chyba! Zalozka nie je definovana.

1.1.3.4 Flash nanoprecipitacia (FNP)

Flash nanoprecipitacia je jednoduchy a kontinudlny proces vyuzitelny na
produkciu  blokovych kopolymérov NC. Vyuziva rapidne mikromixovanie
k dosiahnutiu homogénnej supersaturacie a kontrolovanej precipitacie hydrofobnych
latok spolu so ststavou blokového kopolyméru. Organicky prad, ktory obsahuje
aktivnu zlozku a stabilizujuci blokovy polymér, a antisolventné prudy su zlucené
v spolo¢nej dutine, kde prebehne homogénna a rapidna precipitacia, teda vznikna
hydrofilnym komponentom kopolyméru stabilizované NC. FNP, poniika pripravu NC
s dobre definovanou hustotou ligandov a skvelu efektivitu v enkapsuldcii

hydrofébnych latok.Chyba! ZaloZka nie je definovana.

1.1.3.5 Template-assisted metody

,Layer-by-layer (LbL) self-assembly* je metoda zaloZend na samostatnom
postupnom ukladani vrstiev polymérov alebo biologickych molekil (DNA alebo
RNA) na velkostne kontrolované jadrové NC (vytvorené pomocou Au, Si, Ca3(POa),
a PLGA). Umoziiuje pripravu NC s dobre definovanou velkostou od 40 do 50 nm.
Nevyhodou je potreba centrifugécie k odstraneniu prebytku polymérov, co moze viest
k agregacii NC.Chyba! Zalozka nie je definovana. ,Particle Replication In
Nowetting Templates* (PRINT) patri medzi ,,top-down* metody a vyuziva fludrovany
perfluoropolyéter (PFPE), elastomér s nizkym povrchovym napdtim. Vd’aka nemu je
moznd kontrola velkosti Castic, tvaru, chemickej kompozicie a podmienok pripravy.
Pripravené NC st vysoko monodisperzné, uniformné a ich vel’kost’ zodpoveda 100 —

500 nm.Chyba! Zalozka nie je definovana.
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1.2 Polyestery

Vyhodou syntetickych polymérov je vysokd Cistota, reprodukovatelnost,
biokompatibilita a biodegradovatelnost. Polyméry odvodené od polyesteru (i.e.,
poly(mlie¢na kyselina) (PLA), poly(e-kaprolaktén) (PCL), poly(glykolova kyselina)
(PGA)), ¢1 kopolymér poly(mlie¢na-ko-glykolova kyselina) (PLGA) st

biokompatibilné a biodegradabilné, vd’aka ¢omu st vyuzivané v biomedicine.'®

1.2.1 PLGA

Pocas enkapsulacie je prvym avelmi kritickym krokom vyber spravneho
polyméru, ktory zalezi na chemickej podstate lie¢iva, polyméru aj na ich zamyslanej
aplikacii. PLGA poly(mliecno-ko-glykolova kyselina) je jedno z mnohych
biokompatibilnych a biodegradabilnych polymérov cCasto sa vyskytujucich v DE
technikdch.?” Potom ako ju FDA odsthlasila pre pouzitie u lPudi, stala sa velmi
popularnou vol’bou pre pripravu NC.?*

V tele sa postupne odburava na biokompatibilné zlozky, mliecnu a glykolovi
kyselinu, hydrolyzou, a tym sa pomaly a dlhodobo (tyzdne az mesiace) uvoltuju
enkapsulované aktivne zloZzky. Tento polymér je dostupny v roznych PLGA/PLA
pomeroch. Mlie¢na kyselina je hydrofobnejsia ako kyselina glykolova, preto PLGA
kopolyméry bohaté na mlie¢nu kyselinu st viac hydrofébne, a teda degraduji vel'mi
pomaly.?® Z hladiska enkapsulacie proteinov, peptidov, nukleovych kyselin a
pripojenych ligandov pre cielenu terapiu a zobrazovanie Specifickych tkaniv sa PLGA

stale skama.?’

1.3 Mechanizmy uvol'nenia lie€iv z
biodegradovatel'nych nanocéastic

Cim vysSia je koncentracia proteinu vo vodnej fize, tym sa zvySuje aj
koncentracia proteinu a uspeSnost’ naplnenia mikrosfér, taktieZ to znamend vacsiu
vel'kost’ tychto mikrosfér. Predpoklada sa, Ze uvol'nenie proteinu z biodegradabilne;j
PLGA mikrosféry prebieha kombindciou diflizie cez vodné kandly a difuzneho
uvolnenia zo systému erdziou a degradaciou polyméru. Prvotné uvolnenie proteinu

z PLGA mikrosféry je charakterizované inicidlnym rapidnym uvolnenim, o je
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zapri¢inené bud’ umiestnenim lieCiva tesne pri povrchu mikrosféry alebo na jej
povrchu.??

Na inicialnu difaziu vplyvaji hlavne parametre ako pomer protein/polymér,
velkost’ ¢astic a ma¢anlivost nosi¢a.>

Na fazu oneskorenia a erézie vplyva hlavne degradacia polyméru. Vo faze
erdzie vplyva na uvolnenie lieiva krystalinita, distribucia molekuldrnej hmotnosti
a ko-monomér kompozicia. Na vlastnosti protein-enkapsulovanych
biodegradabilnych mikrosfér vplyvaju rozlicné faktory formulacie, medzi ktoré patri
rychlost’ miesania, velkost' mikrosfér, koncentracia polyméru, viskozita roztoku
polyméru, vnutorna vodna faza, objemovy pomer olejovej k vodnej faze, koncentracia
proteinu alebo distribucia proteinu v mikrosférach.!

Cim vysSia je koncentracia proteinu vo vodnej fize, tym sa zvySuje aj
koncentracia proteinu a uspe$nost’ naplnenia mikrosfér, taktiez to znamend vacsiu
vel'kost’ tychto mikrosfér. V mikrosférach s nizkou koncentraciou proteinu sa prenasa
protein rovnomerne, kym pri vySS$ich koncentraciach proteinu sa objavuje agregicia
alebo vznik vacsich pérov v mikrosférach. Vnutorna vodna faza, vo forme kvapiek,
obsahujuca vysokt koncentraciu proteinu, mdze jednoducho splynut’ a vytvorit
kanaliky, ¢o spOsobi zvySenie rychlosti uvolnenia proteinu. Plati, Ze mikrosféry
s vy$Sou koncentraciou proteinu maji vysSiu hladinu uvolnenia lie€iva. U sfér s
najvyssou koncentraciou proteinu sa ukazuje pulzné uvol'nenie pocas prvych desiatich
dni, naopak u mikrosfér snizkou koncentraciou proteinu dochddza k relativne
postupnému uvolfiovaniu. Koncentratny gradient je jeden z hnacich sil pre difuziu

lie¢iva..?

1.4 Vyznam nanodastic

NC st $iroko pouzivané v biomedicinskych vedach pre tiely roznych terapii
kvoli ich vysokej biokompatibilite a chemickej stabilite. Tieto NC mézu niest’ vlastna
aktivitu alebo mozu sluzit na enkapsuldciu slabo rozpustnych lieciv, popripade
povrchovu inkorporaciu.

Najzname;j$im prikladom si NC magnetické, s kovovym jadrom obsahujicim
Zn, Ni, Cu, Ag alebo Au, ktor¢ mozu byt ziskané synteticky alebo prirodzene

izolované.??
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U niektorych sa dokazala antimikrobidlna aktivita, povazovali sa preto za
perfektného kandidata pre zobrazovacie techniky ako je magnetickd rezonancia, kde
by zastavali dvojita funkciu: terapeuticktl a diagnosticki.>*

Z nanoformulacii antibiotik preukazali zvySenu aktivitu napr. gentamicin
a streptomycin. Vyuzitie v banddzach, implantatoch alebo protézach je dnes uz bezné,
ale nadprodukcia reaktivnych kyslikovych radikalov (ROS) pri dlhodobom pouziti
vyvolala znepokojenie z hl'adiska toxicity magnetickych NC. Vysoké davky po dlhsiu
dobu zvysuju cytotoxické a genotoxické efekty na makrofagy, dokonca sa to tyka aj
polymérov pokrytych magnetickymi NC, ktoré boli povazované za menej toxické ako
tie neobalené. Aktivita NC zalezi na ich fyzikochemikalnych vlastnostiach, ako je
vel'kost’, tvar, povrch alebo aj toxicita. RieSenim pre zvladnutie tychto prekazok sa stal
vyvoj rozli¢nych typov NC, zahriiujucich polymérne NC, micely alebo lipozémy,
ktorych vyhodou je moznost’ obmeny ich vlastnosti pre zvySenie ucinnosti v zacieleni
alebo v dodani lieciva.

S cielom zniZenia toxicity bez znizenia aktivity NC bola d’alSou stratégiou
inkorporécia alebo derivatizacia povrchu s roznymi ligandmi, ako su protilatky, malé
organické molekuly, alebo proteiny, ¢i peptidy.®

Takto sa dosiahlo zniZenie toxicity, zlepSenie peptidovej aktivity a zvySenie
rozpustnosti, ¢o viedlo k celkovému zlepSeniu farmakokinetického profilu
a terapeutického indexu. S bohatymi mozZnostami povrchovej modifikacie, tieto
proteinové NC sa rapidne vyvinuli v peptidové NC kvoli jednoduch$iemu vyrobnému
procesu a redukovanej cene vyroby. Terapia peptidmi by mala obrovsky potencialny
prinos v zdravotnictve. S rasticou rezistenciou urozliénych ochoreni, pocnuic
infekénymi chorobami a rakovinou, rastie potreba pre nové alternativy, zlepSenia
i¢innosti peptidov ako lie¢iv alebo latok v diagnostickych technikach. Schopnost’ NC
mat’ vo svojom jadre kov disponujtci elektrostatickymi interakciami podporuje ich
viizbu na bakteridlne membrany, ¢o vedie k strate integrity a smrti baktérii.?

U vysokého mnozstva systémov bola zistena aktivita vo¢i patogénom, ktoré
pouzivaji molekuly konjugované bud’ na povrchu alebo enkapsulované do NC. NC so
stricbrom konjugované s polymixinom B alebo NC so zlatom konjugované
s vankomycinom, oba so synergistickym efektom a vysSou aktivitou predstavuja

vyznamny priklad.?® 33
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Dalsia $tadia zistila vyhody pouzitia NC citlivjch na zmeny pH ako fiznych
systémov. NC boli formulované vzhl'adom na ich cielové bunky a fyzikochemikalne
vlastnosti. Aplikécia nanolipidickych systémov (ako lipozomy a micely) alebo
polymérnych NC (na zéklade chitosanu alebo PEG) mala velky uspech, kvéli ich
vyhodnej vyssej biokompatibilite, znizeného efektu voci zdravym bunkam a zlepSene;j
cielenej aktivity.?” Vyvinuli sa PLGA NC k dorudeniu plektasinu, $pecifického
antibiotika na infekciu dychacich ciest baktériou Staphylococcus aureus.

Dal§im prikladom je kombinacia micel s TAT (Trans-Activator of
Transcription) a HIV-derived CPP (Cell-penetrating peptide) s antimikrobidlnou
aktivitou, konjugované s cholesterolom a §iestimi argininovymi zvySkami. Vyhodou
tychto micel, okrem zvySenej aktivity a nizkej toxicity, je schopnost’ prieniku cez
hematoencefalickl bariéru, ¢o pontika obrovski vyhodu pri infekciach mozgu.*
Jednym z cielov nanotechnolégie je vyriesit’ problém rezistencie v liecbe rakoviny
vylepsenim farmakokinetiky a farmakodynamiky chemoterapeutik. Stadie sa tykali
doxorubicinu, antracyklinu a daunorubicinu.*

Rozvoj chemoterapeutik sa zameriava na diferencidciu liecby v pripade
tumorov a rakovinovych buniek v krvnom rieciSti. NajvacSia pozornost’ sa venuje
lipidovym NC, ako su lipozémy, lipid-polymér hybridné NC, nanokapsuly,
nanoemulzie, ¢i pevné lipidové NC. Vyvoj smeruje k peptidmi funkcionalizovanym
lipidovym NC.%°

Najrozsirenej$imi epidémiami dnesnej doby st kardiovaskularne ochorenia, ktoré
sposobuju viac umrti ako rakovina, AIDS alebo malaria. Pristroje na detekciu
aterosklerotického platu a ruptury plaku stale zlyhavaju, pretoze podavaja len
morfologickil informaciu bez priblizenia stavu zapalu a funkénych zmien.*' NC
obsahujuce kontrastné latky a peptidy sa vyvijali prave z tohto dévodu. V detekcii

a hodnoteni mikrotrombu predviedli vel'ky pokrok.*?
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2 Experimentalna ¢ast’

2.1 Pouziteé suroviny

A2 PLGA (2% kyselinou polyakrylovou vetvend poly(mlie¢na-ko-glykolova
kyselina), syntéza na KFT FaF UK doc. RNDr. Milan Dittrich, CSc.

A4 PLGA (4% kyselinou polyakrylovou vetvend poly(mlie¢na-ko-glykolova
kyselina), syntéza na KFT FaF UK doc. RNDr. Milan Dittrich, CSc.

Acetonitril, Penta spol. s.r.o., Chrudim

BSA (bovinny sérovy albumin)

Cistena voda, KFT FaF UK

Dichlormetan (Penta spol. s.r.0., Chrudim)

FITC-dextran (Sigma-Aldrich s.r.0)

FITC-albumin (Sigma-Aldrich s.r.0)

Kopolymér kyseliny DL-mlie¢nej a kyseliny glykolovej (PLGA 3:7), syntéza na KFT
FaF UK, doc. RNDr. Milan Dittrich, CSc.

Kopolymér kyseliny DL-mlie¢nej a kyseliny glykolovej (PLGA 5:5), syntéza na KFT
FaF UK doc. RNDr. Milan Dittrich, CSc.

Kopolymér kyseliny DL-mlie¢nej a kyseliny glykolovej s vy$Sou molarnou
hmotnost'ou (PLGA 5:5 3/12), syntéza na KFT FaF UK doc. RNDr. Milan Dittrich,
CSec.

Poloxamer, Kolliphor® P 188, Sigma-Aldrich s.r.o.

Poloxamer, Pluronic® F-127, Sigma-Aldrich s.r.o.

Rhodamin B, Sigma-Aldrich s.r.o

Sorbitan monolaurat, Span 20®, Sigma-Aldrich s.r.o

T3 (3% tripentaerytrytolem vetveny kopolymér kyseliny DL-mlieénej, kyseliny
glykolovej, syntéza na KFT FaF UK, doc. RNDr. Milan Dittrich, CSc.)

Polysorbat 20, Tween® 20
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2.2 Pouziteé pristroje

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

Centrifuga Micro 7 (Fischer Scientific, Hampton, USA)

Fluorescen¢ny plate reader Synergy 2 (BioTek Instruments, USA)

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

Spektrofotometer Specord 205, Analytik Jena (Jena, Nemecko)

Ultrazvukova sonda Microspitze MS73, Bandelin Electronic (Berlin, Nemecko)
Viahy Kern 440-53N (Kern, Balingen,Nemecko), max. 400 g, d= 0,01 g
Zetasizer ZS 90 (Malvern Panalytical, Malvern, UK)

2.3 Pouzitée metody

K priprave NC sa vyuzivali dve metédy, a to dudlna emulgicia a nanoprecipitacna

metoda.

2.3.1 Dualna emulgacia

Emulgicia stale vyzaduje dve fazy, preto by prvym krokom bola priprava vodne;j
a organickej faze. Ked'’Ze sa prevadza DE v/ o/ v, je potrebné pripravit’ dve vodné
faze a jednu organicku.
e Vnutornd vodna faza — roztok:
1. Rodaminu B
2. FITC-dextranu
3. FITC-albuminu
e Vonkajsia vodna faza - hydrofilné prostredie so stabilizatormi
e Organicka faza — roztok polyméru s moznostou pridania stabilizatorov,

pracovalo sa so stabilizatorom Span 20.

Priprava vodnej faze
Vnutorna vodna faza
Vodny roztok obsahujtci enkapsulovanu latku s objemom 200 pl sa pripravil

s koncentraciou 25 pg/ml. Tento roztok predstavoval vnatorna fazu emulzie
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a enkapsulovand latka zastdvala funkciu lie¢iva. Roztok sa pripravil navdzenim
1,25 mg Rodaminu B, FITC-dextranu alebo FITC-albuminu a rozpustenim v ¢istenej
vode do 50 ml. Vac¢sie mnozstvo roztoku sa pripravilo z dovodu ziskania zdsobného

roztoku, z ktorého sa nasledne odpipetovalo 200 pl k priprave NC.

Vonkajsia vodna faza
Navazenim 0,05 g Pluronicu do banky a jeho rozpustenim v 50 ml Cistene;j
vody sa pripravil 0,1% zasobny roztok vonkaj$ej vodnej faze. K samotnej priprave NC

je potrebnych 10 ml tohto roztoku.

Priprava organickej faze

Predstavitel'om organickej f4ze bol roztok polyméru v DCM, ktory sa pripravil
navazenim 25,0 mg polyméru a nasledne jeho rozpustenim v 1 ml DCM. Polyméry sa
teda rozpustali v DCM samotnom alebo v roztoku DCM s kostabilizatorom Span 20.
Navazil sa kostabilizator a objem sa doplnil na 50 ml DCM. Kostabilizator sa
v organickom rozpustadle rozpustil a vznikol takto zasobny roztok, z ktorého sa po

rozpustani polyméru odobralo po 2 ml na pripravu NC..

Priprava nanocastic dualnou emulgiciou

Po pripraveni jednotlivych potrebnych roztokov sa pristupilo k samotnej tvorbe
NC. K roztokom polymérov s DCM o objemu 2 ml (popr. aj s kostabilizatorom) sa
pripipetovalo 200 pl vodného roztoku enkapsulovanej latky.

V neskorsich experimentoch sa pouZzival l'adovy kupel'. Pred prevadzanim DE
sa mikroskiimavky s roztokmi ochladzovali po dobu 5 minut a v kupeli ostavali aj
pocas emulgovania.

Emulgécia sa previedla vyuzitim ultrazvukovej sondy, posobenim pristroja po
dobu 30 sekund a na vykone pristroja asi 35 %. Po tomto kroku vznikla jednoducha
emulzia, pretoZe sa vodna faza s enkapsulovanou latkou preniesla do organickej, ktora
v tejto faze zastupovala funkciu vonkajSej faze v sustave v / 0. Aby vznikla dvojita
emulzia, ku vzniknutej emulzii sa pridalo 10 ml vodného roztoku so stabilizdtorom
(Pluronic) vonkajSej vodnej faze. Ultrazvukovd sonda pdsobila 60 sekind na

maximalnom vykone 70 %. Ked'Ze ale sustava obsahovala organické rozpustadlo,
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ktoré je v liekovej forme neziaduce, nasledovalo jeho odparovanie v prostredi

digestora v casovom useku 2 hodin.

2.3.2 Nanoprecipitacia

Pomocou NP sa pripravovali NC $tyroch typov (PLGA 5/5, A2, A4, T3). Po

navazeni 30,0 mg polyméru a 1,25 mg FITC-dextranu do jednej mikroskimavky, sa

pridalo rozpustadlo (acetén) o objeme 1 ml. K ulahfeniu rozpustenia sa pouzil

ultrazvuk. Vodnu fazu predstavovalo 10 ml 0,1% roztoku Pluronicu. Samotna tvorba

NC prebehla napipetovanim organickej faze do vodnej faze a naslednym miesanim na

magnetickej mieSacke za odparenia acetonu.

Tabulka I. Suhrn zlozZenia formulacii
vzorka m,eto'da polymér enkapsulovana 1. stabilizator kostabilizator
pripravy
| DE PLGAS5/5 Rodamin B Pluronic 0,1% Span 20
2 DE PLGAS5/5 Rodamin B Pluronic 0,1% -
3 DE A2 Rodamin B Pluronic 0,1% -
4 DE PLGAS/5 FITC-dextran Pluronic 0,1% Span 20
5 DE PLGAS5/5 FITC-dextran Pluronic 0,1% -
6 DE A2 FITC-dextran Pluronic 0,1% Span 20
7 DE A2 FITC-dextran Pluronic 0,1% -
8 DE PLGA7/3 FITC-dextran Pluronic 0,1% Span 20
9 DE PLGA7/3 FITC-dextran Pluronic 0,1% -
10 DE A2 FITC-dextran Pluronic 0,1% -
11 DE A4 FITC-dextran Pluronic 0,1% -
12 NM PLGA 5/5 FITC-dextran Pluronic 0,1% -
13 NM A2 FITC-dextran Pluronic 0,1% -
14 NM A4 FITC-dextran Pluronic 0,1% -
15 NM T3 FITC-dextran Pluronic 0,1% -
16 DE PLGA 7/3 FITC-albumin Pluronic 0,1% Span 20
17 DE PLGA 7/3 FITC-albumin Tween 0,1% Span 20
18 DE PLGA 7/3 FITC-albumin Tween 1% Span 20
19 DE PLGA 7/3 FITC-albumin Kolliphor 1% Span 20
20 DE PLGA 5/53/12 FITC-albumin Pluronic 1% Span 20
21 DE PLGA 5/5 3/12 FITC-albumin Tween 0,1% Span 20
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22 DE PLGA 5/53/12 FITC-albumin Tween 1% Span 20
23 DE PLGA 5/53/12 FITC-albumin Kolliphor 1% Span 20
24 DE PLGA 5/5 FITC-albumin Pluronic 0,1% Span 20
25 DE PLGA 5/5 FITC-albumin Pluronic 1% Span 20
26 DE PLGA 5/5 FITC-albumin Tween 0,1% Span 20
27 DE PLGA 5/5 FITC-albumin Tween 1% Span 20
28 DE PLGA 5/5 FITC-albumin Kolliphor 1% Span 20

2.3.3 Purifikacia surovej nanosuspenzie

Po ukonceni odparovania sa obsah vzoriek kvantitativne preniesol do
mikroskimaviek, aby bolo mozné previest’ centrifugaciu. Prebiehala v 3 cykloch po
15 minatach s vykonom centrifugy 7,2 rcf. Supernatant sa oddelil od NC, ktory sa
nasledne odpipetoval. Centrifugacia prebehla teda zakazdym trikrat, pricom objem
zmenSeny o odobrany supernatant sa doplnil 1 ml Cistenej vody. Vynimkou bol
posledny cyklus.

Pri NC s FITC-albuminom trval jeden cyklus centrifugacie 5, 10 alebo 15
minat. S cielom zniZenia straty NC purifikiciou sa skt$al vplyv skratenej doby
centrifugacie na tento jav.

Vysledné vzorky obsahovali purifikované NC s enkapsulovanou latkou,
vytvorené danym polymérom.

Kedze boli NC premyvané pocas centrifugacie, jediné farbivo vyskytujiice sa

v systéme sa nachadzalo v NC, tym sa zabranilo falo$ne pozitivnym vysledkom.

2.4 Analyza

2.4.1 Dynamic light scattering (DLS) a zeta potencial

Metoda:

Pomocou DLS sa ur¢ovala velkost Castic, distribucia vel'kosti a zeta potencial.
Technika vyuZziva princip foton-korelacnej spektroskopie.
Monochromaticky 1a¢ sa po dopade na latku rozptyl'uje, ¢o nasledne vyhodnocuje
detektor. Kvoli Brownovmu pohybu castic dochadza k fluktuécii intenzity svetla,

ktora DLS dokaze zachytit'.
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Zeta potencial bol merany elektroforeticky za pomoci kyviet opatrenych
pozlatenymi elektrodami, na ktoré bol aplikovany jednosmerny elektricky prad.

K meraniu zeta potencidlu a vel'kosti Castic bol pouzity Zetasizer ZS 90.

Vyhodnocovanie NC obsahujiicich Rodamin B, FITC-dextran a FITC-albumin
Z mikroskiimaviek sa odobrali vzorky po 100 pl, ktoré sa preniesli do kyvety
Zeta-sizeru, objem sa doplnil 3,9 ml Cistenej vody apreviedlo sa meranie

zeta potencialu, velkosti a distribucie velkosti vzniknutych NC.

2.4.2 Spektrofotometria

Vyhodnocovanie NC obsahujiicich Rodamin B

Pre umoznenie prevedenia spektrofotometrie na zistenie mnozstva
enkapsulovaného Rodaminu B v NC sa po centrifugacii v pripade NC pridalo do
mikroskiimaviek 0,5 ml ACN (acetonitril), ktorého funkciou bolo rozvolnenie

polyméru a uvolnenie farbiva z NC.

Kalibra¢na krivka

e Rozpustadlo: ACN
e Vlnova dizka: 556 nm
e Objem vzorky: 4,5 ml

e Rovnica kalibra¢nej krivky:

y = 0,1558x — 0,082

(2.1)
y + 0,082
X = 70,1558
(22)

(x predstavuje koncentrdciu lieciva, y predstavuje absorpciu)
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Tabulka II.

3,5

Tabulka koncentrdcit roztokov a nameranych absorpcii k vytvoreniu kalibracnej krivky

¢ (ug/ml) A
20,02 2,97795
10,01 1,6722
5,005 0,5976

2,5025 0,18565

kalibracna krivka Rodaminu B

y =0,1558x - 0,0828
R?=0,9881

20 25

Graf L Kalibracna krivka k vyhodnoteniu mnozstva enkapsulovaného Rodaminu B

2.4.3 Fluorescenéna spektroskopia

Vyhodnocovanie NC obsahujiicich FITC-dextran
Kalibra¢na krivka:

Blank: ¢istend voda

Excita¢né maximum: 485/20

Emisné maximum: 528/20

Objem vzorky: 150 pl

Plato: biela 96 jamkova dosticka s nepriehl'adnym dnom

Rovnica kalibra¢nej krivky:
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y = 199,23x — 342,21

X =

_y+342,21

199,23

(2.3)

(2.4)

(x predstavuje koncentrdciu obsiahnutého lieciva v NC, y predstavuje intenzitu

Ziarenia vzorku)

Tabulka 111 Tabulka koncentrdcii roztokov a ich nameranych fluorescencii k vytvoreniu kalibracnej krivky
ug/ml 0 | 05 1 2 3 |75 ] 10 25
fluorescencia 130 209 | 404,5 | 677,5 | 1180 | 1409 | 2101 | 5842,5
fluorescencia-
blank 0 79 274,5 | 547,5 | 1050 | 1279 | 1971 | 57125
kalibracna krivka FITC-dextranu
6000
u
y =221,71x + 6,2234
5000

4000

3000

2000

1000

10

15

20

25

30

Graf'I1. Kalibracna krivka k vyhodnoteniu mnozstva enkapsulovaného FITC-dextranu

Vyhodnocovanie NC s FITC-albuminom
Kalibra¢na krivka:

Blank: BSA

Excita¢né maximum: 485/20

Emisné maximum: 528/20

Objem vzorky: 150 pl

Plato: biela 96 jamkova dosti¢ka s nepriehl'adnym dnom
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e Rovnica kalibra¢nej krivky:

y = 13241x + 1320,9

(2.5)
Y- 1320,9
¥ = T 13241
(2.6)
(x predstavuje koncentraciu, y predstavuje intenzitu Ziarenia)
Tabulka IV. Tabulka koncentrdcii roztokov a ich nameranych fluorescencii k vytvoreniu kalibracnej krivky
5. 4, 3. 2. 1.
5% 10% 25% 50% 100%
fluorescencia 1355 2469 5539 9162 14102
fluorescencia
-blank 1182 2296 5366 8989 13929
kalibra¢na krivka FITC-albuminu
16000
14000 y =13241x+1320,9
12000
10000
8000
6000
4000
2000
0
0% 20% 40% 60% 80% 100% 120%

Graf IlI. Kalibracna krivka pre vyhodnotenie mnozstva enkapsulovaného FITC-albuminu

2.4.4 Porovnanie RY

Kontrolovala sa tiez hmotnost’ vzoriek pred a po suSeni. Susenim sa dosiahlo
uplné odstranenie rozpustadiel a vodného prostredia, v ktorom sa vzorky nachadzali.
Mikroskimavky sa zvazili v prdzdnom stave, nasledne s obsahom NC vo vodnom

prostredi a nakoniec aj po vysuSeni vzoriek.

Myzorka = Mmikrosktmavka+vzorka — Mumikroskimavka

(2.7)
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MpE po vysugeni

RY (%) = x 100

navazka polyméru
(2.8)

(m predstavuje hmotnost)
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3 Vysledky a diskusia

Vysledky EE, velkosti Castic, zeta potencidlu a polydisperzit s uvedené

v tabul’kach V.-XI. a grafoch IV.-XXVII.

3.1 Vyhodnotenie vysledkov nanocastic s Rodaminom B

3.1.1 Dualna emulgacia

Tabulka V. Porovnanie vysledkov NC vytvorenych dudlnou emulgdciou polymérmi PLGA 5/5 a A2
zeta
Stabili Kostabilizd konc. EE [%] vel'kost’ Castic il di
Tvp polvméru tabilizator ostabilizator 0 potencia pdi
P POy [ng/ml] [nm]
[(mV]
PLGA 5/5 Pluronic 0,1% Span 20 - - 190,8 -16,23 0,251
PLGA 5/5 Pluronic 0,1% - 3,95 24 200,3 -29,97 0,197
A2 Pluronic 0,1% - 6,81 28 187,3 -30,9 0,152
EE [%]
30
25
20
15
10
5
0 24 28
0
PLGA 5:5 + Span 20 PLGA 5:5 A2
Graf IV. Porovnanie EE Rodaminu B v NC vytvorenych polymérmi PLGA 5/5 a A2
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velkost castic [nm]
205
200
195
190
185
180
175
PLGA 5:5 + Span 20 PLGA 5:5

Graf'V. Porovnanie velkosti NC s enkapsulovanym Rodaminom B, vytvorenych polymérmi PLGA 5/5 a A2

zeta potencial [mV]
35
30
25
20
15
10
5
0
PLGA 5:5 + Span 20 PLGA 5:5

Graf VI Porovnanie zeta potencialu NC s enkapsulovanym Rodaminom B, vytvorenych polymérmi PLGA 5/5
aA?
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pdi

0,3
0,25 T
0,2 I
0,15 I
0,1
0,05
0,251 0,197 0,152
0
PLGA 5:5 + Span 20 PLGA 5:5 A2

Graf VII. Porovnanie polydisperzity NC s enkapsulovanym Rodaminom B, vytvorenych polymérmi PLGA 5/5
aA?

Priprava NC s Rodaminom B, ako uvodna priprava, sliZila hlavne
k preskiasaniu metddy a nastaveniu podmienok. Potvrdila sa spravnost” zvolenych
mnozstiev  jednotlivych  komponentov, ateda polymérov, stabilizitorov
a rozpustadiel. V tejto priprave sa pracovalo s dvoma polymérmi, ¢im bolo PLGA 5/5
a A2. I8lo o ivodné merania, preto cielom nebolo porovndvanie stabilizatorov, a ani
samotnych polymérov. Funkénost’ metody sa potvrdila a NC sa uspesne pripravili.

Castice pripravené pomocou polyméru PLGA 5/5 bez pouzitia kostabilizatoru
boli vel’ké okolo 200 nm, teda v porovnani s NC vytvorenymi polymérom A2 vicsie
0 10 nm, ale nie je moZné hovorit o zdsadnom rozdiele. Z porovnania castic
pripravenych polymérom PLGA 5/5, ale srozdielom v pritomnosti alebo
nepritomnosti stabilizatoru Span 20 je vidiet znovu nepatrna velkostnu odlisnost’. Je
teda mozné usudit’, ze NC vytvorené pomocou polyméru PLGA 5/5, & uz s pouzitim
kostabilizatoru alebo bez neho, a A2 st, ¢o sa tyka vel'kosti, na jednej urovni.

Celkova uspesnost’ enkapsulacie Rodaminu B bola u polyméru A2 (EE =
28 %) o nie€o vyssia, ale vyrazne sa hodnoty nelisili.

Zeta potencial, ktory charakterizuje povrch NC dosiahol u polymérov
PLGA 5/5 a A2 hodnoty okolo —30 mV, kym u PLGA 5/5 za pouzitia stabilizatoru
Span 20 to bolo len — 16 mV.

Nizsia polydisperzita bola u NC vytvorenych pomocou polyméru A2.

36



3.1.2 Vytaznost (recovery yield: RY)

Tabulka V1.

Porovnanie RY (%)

RY[%]

A2

PLGA5/S

57,6

39,2

Findlna hmotnost’ predstavuje hmotnost” polyméru a enkapsulovanej latky,

pricom pdévodnd navazka polymérov bola 25,0 mg aobsah Rodaminu B

v mikroskiimavke bol 5 pg. Recovery yield bol u A2 vyssi.
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3.2 Vyhodnotenie vysledkov NC s FITC-dextranom

3.2.1 Nanoprecipitacia

Tabulka VII. Porovnanie vysledkov NC pripravenych nanoprecipitacnou metédou pouzitim polymérov PLGA 5/5,

A2, A4 a T3
. o konc. velkost’ zeta, .
Typ polyméru Stabilizator Kostabilizator [g/ml] EE [%] Sastic [nm] p()[trflr{?]lél pdi
PLGA 5/5 Pluronic 0,1% - 3 45,4 208,77 -17,97 0,075
A2 Pluronic 0,1% - 2 304 188,6 -38,07 0,072
A4 Pluronic 0,1% - 4,6 68,4 162,93 -38 0,047
T3 Pluronic 0,1% - 4,4 65,8 288,93 -41,4 0,228
EE [%]
80
70
60
50
40
30
20
10
o 45,4 30,4 68,4 65,8
PLGA 5:5 A2 A4 T3

Graf VIII. Porovnanie EE FITC-dextranu v NC vytvorenych polymérmi PLGA 5/5, A2, A4 a T3
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velkost NC [nm]
350
300
250
200
150
100
50
0
PLGA 5:5 A2 A4 T3
Graf IX. Porovnanie velkosti NC s enkapsulovanym FITC-dextranom, vytvorenych polymérmi PLGA 5/5, A2,
A4a T3
zeta potencidl [mV]
45
40 T
35
30
25
20
15
10
5
0
PLGA 5:5 A2 A4 T3

Graf X. Porovnanie zeta potencidlu NC s enkapsulovanym FITC-dextranom, vytvorenych polymérmi PLGA
5/5,42, A4a T3
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0,3
0,25 I

0,2

0,15

0,1

0,05 I I
0,075 0,072 0,047 0,228

0

PLGA 5:5 A2 Ad T3

Graf XI. Porovnanie polydisperzity NC s enkapsulovanym Rodaminom B, vytvorenych polymérmi PLGA 5/5
aA?

NP sa vyuzila napriek odlisnej priprave NC kich porovnaniu sNC
vytvorenymi pomocou DE. NC pripravené touto metédou pouzitim polymérov PLGA
5/5, A2, A4 aT3 mali velkost’ v rozpiti od 160-300 nm, pricom najvécsie Castice
vznikli pouZitim polyméru T3, takmer 290 nm. Vychadzajuc z vysokej polydisperzity
uNC vytvorenych tymto polymérom, dochadzalo pravdepodobne ku zhlukovaniu
Castic vo vzorke. Naopak, najmensie tvoril polymér A4 s Casticami vel’kymi na urovni
160 nm. Utvrdili sa tak predpoklady, podl'a ktorych NP vznikajii malé Castice, teda
v rozpiti od 100 do 300 nm. Polyméry A2 a A4 tvorili Castice s podobnou vel'kostou
(189 nm, 163 nm), ¢o je neprekvapujuci vysledok vzhl'adom na ich Strukturidlnu
podobnost’. PLGA 5/5 s hodnotou 208 nm nijak nevybocuje z velkostného rozmedzia
pripravenych NC.

Co sa ale tyka mnoZstva enkapsulovaného FITC-dextranu, najuspe$nej$im
polymérom bol A4, pretoze EE méa hodnotu 68,4 %, snad’ na jednej urovni
s polymérom T3 s hodnotou 65,8 %. Menej ako polovicnu efektivitu ukéazal polymér
A2, arovnako aj u PLGA 5/5 castic bola nizSia EE. Vysledky ukazuji na vysSiu
efektivitu vyuzitim polyméru A4 oproti &asto vyuzivanému polyméru PLGA 5/5. Co
je pravdepodobne dané ich zvySenou hydrofilitou danou va¢sim poctom volnych

koncovych skupin.
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Z porovnania hodndt zeta potencialu vyplyva, ze u polymérov A2, A4 a T3 sa

hodnoty tohto parametru pohybuju od - 38 az - 42 mV, kym u PLGA 5/5 to bolo len

priblizne - 18 mV.

Najniz$ia polydisperzita sa dosiahla u NC vytvorenych polymérom A4, naopak

najvyssia u T3.

3.2.2 Dualna emulgacia

Tabulka VIII.

Porovnanie vysledkov NC vytvorenych dudlnou emulgdciou pouzitim polymérov PLGA 5/5,

PLGA 7/3, A2 a A4
Typ polyméru |  Stabilizator | Kostabilizdtor | <O" EE[%] | Verkost otZ:fcliél di
YP poly [ug/ml] ol | tastic [nm] | P V] P
PLGA 5/5 Pluronic 0,1% Span 20 0,6 72 171,87 26,97 | 0224
PLGA 5/5 Pluronic 0,1% - 13 152 202,23 33,53 | 0,202
A2 Pluronic 0,1% Span 20 0 0 181,77 -32 0,246
A2 Pluronic 0,1% - 2,1 31,8 200,43 31,03 | 0,222
A4 Pluronic 0,1% - 0 0 180,77 47,83 | 0,144
PLGA 7/3 Pluronic 0,1% Span 20 2,2 32,6 172 -35,7 0,214
PLGA 7/3 Pluronic 0,1% - 42 62,4 201,03 384 | 0218
EE [%]

70

60

50

40

30

20

10

7,2 15,2 0 31,8 0 0 326 62,4
0
PLGA5/5 + PLGAS5/5 A2+ Span A2 A2 A4 PLGA 7/3 + PLGA 7/3

Graf XII.

Span

Porovnanie EE FITC-dextranu v NC vytvorenych polymérmi PLGA 5/5, PLGA 7/3, A2 a A4

20

20

Span 20

41




velkost NC [nm]

210

200

190

180

170

160 I

150
PLGA5/5 PLGA5/5 A2 +Span PLGA 7/3 PLGA7/3
+Span 20 20 +Span 20

Graf XIIL. Porovnanie velkosti NC s enkapsulovanym FITC-dextranom, vytvorenych polymérmi PLGA 5/5,
PLGA 7/3, A2 a A4

zeta potencial [mV]
60

50

40

qimn

PLGA5/5+ PLGA5/5 A2+ Span PLGA 7/3 + PLGA 7/3
Span 20 20 Span 20

3

o

N
o

funy
o
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Graf XV. Porovnanie polydisperzity NC s enkapsulovanym FITC-dextranom, vytvorenych polymérmi
PLGA 7/3, PLGA 5/5, A2 a A4

Tento experiment obsahuje porovnanie vysledkov troch polymérov. Dalgim
faktorom, ktory sa sledoval, bola pritomnost’ kostabilizatoru Span 20. Enkapsuloval sa
FITC-dextran.

Vseobecne bola velkost’ u vSetkych troch polymérov skoro uplne totozna, ¢i
uz s kostabilizatorom alebo bez neho. NajefektivnejSim polymérom je podla
vysledkov PLGA 7/3, ktory mal EE 62,4 %, pricom A2 mal poloviéné hodnoty
a PLGA 5/5 az o dve tretiny menSie. Obecne plati, Ze vhodnejSimi polymérmi pre
pripravu nanocastic DE su polyméry linearne. KI'icova je zrejme rola hydrofobicity
materidlu, pretoze hydrofobnejs$i z oboch pouzitych materidlov (PLGA 7/3) bol
schopny enkapsulovat’ vyssie mnozstvo modelovej latky neZ PLGA 5/5.

Pritomnost’ kostabilizatoru jasne ukazal vplyv ¢i uz na velkost’ vytvorenych
NC, ako aj na EE. Castice vytvorené bez pouzitia Span 20 boli podl'a vysledkov zhruba
0 20-30 nm vécsie, ¢o nie je mozné povazovat za vyrazny rozdiel, ale je jasne
badatel'ny a opakujuci sa u vSetkych troch polymérov. Vplyv sa ukazal rovnakou
mierou na vietkych troch typoch NC. Co sa tyka mnozstva enkapsulovaného FITC-
dextranu, je mozné vidiet’ pri pouZiti kostabilizatoru u polymérov aZ o polovicu nizsiu
efektivitu. U polyméru A2 to bola dokonca nulova uspesnost’. Celkovo je mozné
jednoznacne stanovit’, Ze kostabilizatory sice umoznia pripravit’ o nie¢o mensie NC,

ale na druhej strane znizia aj mnozstvo enkapsulovaného FITC-dextranu.
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V porovnani s NP sa v DE ukazali rozlicné polyméry rozdielne efektivne. Kym
u NP bol najefektivnej§im A4 a T3, v DE to bolo PLGA 7/3. Sledoval sa tiez zeta
potencial, ktory dosahoval podobné hodnoty skoro u vsetkych polymérov, a to od - 30
po - 40 mV. U castic vytvorenych polymérom PLGA 5/5 za pouzitia kostabilizatoru
dosiahol potencial len hodnotu - 27 mV. Hodnoty v rozpéti od - 31 do - 34 mV sa
objavili u polymérov PLGA 5/5 bez Spanu 20, A2 so Spanom 20 a A2 bez
kostabilizatoru. U PLGA 7/3, ¢i uz bez alebo za pouzitia Spanu 20, zeta potencial
dosiahol hodnoty od - 36 do - 38 mV.

Polyméry a A2 a A4 maji kvoli podobnej Strukturalnej stranke podobné
vysledky. Velkost’ Castic je medzi polymérmi velmi podobny a jednoznacne by sa
mohli zaradit’ do jednej vel'kostnej kategorie. V pripade tychto dvoch polymérov, bola
EE vel'mi nizka. Pristroj bol sice schopny vyhodnotit’ velkost’ ¢astic minimalne sa
vyskytujucich v roztoku, to ale nevyvracia skuto¢nost’, ze v pripade tychto dvoch
polymérov pravdepodobne enkapsulacia neprebehla, alebo teda len v zanedbatelnom
mnozstve. Dal§ou moZnostou je, Ze k strate NC doslo pri centrifugacii, ktora sa
prevadzala v troch cykloch, ale je mozné, Ze pristroj nemusel byt schopny oddelit’
prili§ malé NC od supernatantu.

Ak by sa ale porovnavali vysledky tohto pokusu s predchddzajicimi, kde sa
vyuzivala NP, vysledky jasne poukazuji na vhodnost’ pouZitia polyméru A4 k priprave
NC prave prostrednictvom tejto metody oproti DE.

Dal3ou sledovanou vlastnostou NC bol zeta potenciél, ktory dosiahol u A2
hodnotu -28 mV au A4 -48 mV.

v

kym u zvys$nych polymérov boli relativne jednotné, s hodnotami okolo 0,220.
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3.3 Vyhodnotenie vysledkov NC s FITC-albuminom

3.3.1 Dualna emulgacia

Tabulka IX. Porovnanie vysledkov NC pripravenych dudlnou emulgdciou pouzitim polyméru PLGA 7/3 a
roznych stabilizatorov, po 5 a 10 minutach centrifugdacie
T Kone vel'kost’ zeta
P Stabilizator Kostabilizator ; EE [%] Castic potencial pdi
polyméru [ng/ml] [hm] [mV]
5 min. centrifugdcie
PLGA 7/3 Tween 0,1% Span 20 0,007 1,2 280,4 -20,03 0,497
PLGA 7/3 Tween 1% Span 20 0,006 0,9 124,5 -16,9 0,585
PLGA 7/3 Kolliphor 1% Span 20 0,007 1,2 198,7 -33,93 0,131
10 min. centrifugdcie
PLGA 7/3 Tween 0,1% Span20 0 1,0 2554 -36,03 0,573
PLGA 7/3 Tween 1% Span20 0,013 2,0 187,9 -17,9 0,357
PLGA 7/3 Kolliphor 1% Span20 0,007 1,2 159,6 -40,3 0,074
EE [%]
2,5
2
1,5
1
0,5
1,2 0,9 1,2 1 2 1,2
0
PLGA7/3 + PLGA7/3 + PLGA7/3 + PLGA7/3 + PLGA7/3 + PLGA7/3 +

Tween 0,1%,5 Tween 1%, 5 Kolliphor 1%, Tween 0,1%, Tween 1%, 10 Kolliphor 1%,
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45




velkost NC [nm]
350
300
250 =
200 =
150
100

50
280,4 124,5 198,7 255,4 187,9 159,6

PLGA7/3+ PLGA7/3+ PLGA7/3+ PLGA7/3+ PLGA7/3+ PLGA7/3+
Tween 0,1%, 5 Tween 1%, 5 Kolliphor 1%, Tween 0,1%, Tween 1%, 10 Kolliphor 1%,
min. min. 5 min. 10 min. min. 10 min.

Graf XVIL Porovnanie velkosti NC s enkapsulovanym FITC-albuminom, vytvorenych polymérom PLGA 7/3

a stabilizatormi 0,1% Tween, 1% Tween a 1% Kolliphor, po 5 a 10 minutach centrifugacie

zeta potencial [mV]

50
45

40 I
35 T I

30

25

20 =
I I
15
10
20,03 16,9 33,93 36,03 17,9 40,3

PLGA7/3+ PLGA7/3+ PLGA7/3+ PLGA7/3+ PLGA7/3+ PLGA7/3+
Tween 0,1%, 5 Tween 1%, 5 Kolliphor 1%, Tween 0,1%, Tween 1%, 10 Kolliphor 1%,
min. min. 5 min. 10 min. min. 10 min.

Graf XVIIIL Porovnanie zeta potencidlu NC s enkapsulovanym FITC-albuminom, vytvorenych polymérom
PLGA 7/3 a stabilizatormi 0,1% Tween, 1% Tween a 1% Kolliphor, po 5 a 10 minutach

centrifugdcie

46



pdi

0,7

0,6
0,5 I I '

0,4
I
0,3
0,2
0,1 .
0,497 0,585 0,131 0,573 0,357 0,874
0

PLGA7/3 + PLGA 7/3 + PLGA7/3 + PLGA7/3 + PLGA7/3 + PLGA 7/3 +
Tween 0,1%, 5 Tween 1%, 5 Kolliphor 1%, Tween 0,1%, Tween 1%, 10 Kolliphor 1%,
min. min. 5 min. 10 min. min. 10 min.

Graf XIX. Porovnanie polydisperzity NC s enkapsulovanym FITC-albuminom, vytvorenych polymérom
PLGA 7/3 a stabilizatormi 0,1% Tween, 1% Tween a 1% Kolliphor, po 5 a 10 minutach

centrifugdcie

K moznosti najlepSieho porovnania vplyvu rozli€nych stabilizatorov sa zvolilo
prevedenie pripravy NC jednym typom polyméru. Vd'aka tomu sa dosiahlo rozli$enie
vlastnosti stabilizatorov.

Porovnanie vysledkov po 5 minutovej centrifugacii

EE dosahovala nizke hodnoty (0,9 a 1,2 %), pricom enkapsulacia bola
uspesnejsia (s hodnotami 1,2 %) u stabilizatorov Tween 0,1% a Kolliphor 1% ako za
pouzitia 1% Tweenu.

Co sa tyka velkosti NC je mozné vidiet vyrazné rozdiely v jednotlivych
hodnotéach. S hodnotou 280 nm boli najvicsie Castice vytvorené pomocou stabilizatoru
Tween 0,1%, nasledne castice s 1% Kolliphorom s velkostou priblizne 200 nm
a nakoniec cCastice s 1% Tweenom, ktorych vel'kost’ bola okolo 125 nm.

Najmens$i potencidl mali Castice vytvorené s 1% Tweenom ato s hodnotou
- 17 mV, naopak najvicsi z tejto trojice Castice s 1% Kolliphorom - 40,3 mV.
Najvhodnej§ia polydisperzita NC bola dosiahnutd pouzitim stabilizatoru
Kolliphor 1% (0,074).

KedZze sa v pociatocnych pripravach nardzalo na neziaducu tvorbu
neroztrepatelného sedimentu, skusalo sa skratenie doby centrifugacie pre vyrieSenie
problému, alebo asponi pre jeho obmedzenie. Zistilo sa ale, Ze skratenim doby

v centrifuge nedoslo k dostatoénému oddeleniu NC od supernatantu a tak dochadzalo
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k velkym stratdm. Z tohto dévodu sa nasledne znovu predizila doba, ale nie na 15
minut ako v poéiatoénych experimentoch, ale na 10 minit. Dizka doby centrifugacie
zapriCinila zmeny vysledkov vo velkosti Castic a rovnako aj v celkovom mnozstve
enkapsulovaného albuminu z hladiska mnoZstva ziskanych NC. Napriek tymto
opatreniam stale dochadzalo centrifugiciou a premyvanim NC k urditym stratam
aurcite] precipitacii. PriliSnym centrifugovanim vznikd precipitdit a naopak
nedostatoénym zostani NC v supernatante. S to dva negativne javy dvoch
protilahlych extrémov, ktorym sa snaZilo vyhnat’ prispdsobenim diZzky ¢asu. Zmenou
Zasu sa menila aj $kala ziskanych NC.

Porovnanie vysledkov po 10 minutovej centrifugdcii

EE dosahovala hodnoty od 1 do 2 %. Najmenej GspeSny bol 0,1% Tween,
najvyssiu EE mal 1% Tween.

V pripade velkosti, ¢astice pripravené pomocou stabilizatoru Tween 0,1% boli
najvacsie a to s hodnotou priblizne 250 nm. Nésledne nasledovali Castice s Tween 1%
s vel’kostou asi 190 nm. Najmensie NC (160 nm) sa pripravili vyuzitim stabilizatoru
Kolliphor 1%.

Stuhrnné porovnanie vysledkov

EE po dlhse; dobe centrifugacie bola u0,1% Tweenu a 1% Kolliphoru
podobna (1% a 1,2 %) rovnako ako za 5 minutove] centrifugacie. Naopak, EE
u stabilizatoru Tween 1% bola v porovnani s kratSou dobou centrifugacie takmer
dvojnésobna (2 %).

Co sa tyka velkosti NC, v porovnani s poloviénou dobou centrifugicie si

prvenstvo zachovali NC s 0,1% Tweenom s rozdielom 30 nm. U ostatnych dvoch
stabilizatorov doslo ku zmenam. Castice s 1% Kolliphorom boli velké asi 200 nm,
kym v tomto pokuse len 160 nm a castice s 1% Tweeenom boli velkosti okolo
125 nm, teda mensie ako NC ziskané po 10 minutovej centrifugécii (190 nm).
Na zeta potencial dizka doby centrifugacie vplyv nemala a hodnoty tejto vlastnosti
Castic sa ukazali ako zhodné s Casticami z predoslého experimentu s 5 minatovym
odstred’ovanim, ¢o predstavuje pre 1% Kolliphor -34 mV, 0,1% Tween - 20 mV a ako
posledny 1% Tween — 17 mV.
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vwe

minatove] centrifugacii, apo 5 minatovej 0,131. U ostatnych polymérov pdi

predstavovalo hodnoty od 0,4 do 0,6.
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Tabulka X. Porovnanie vysledkov NC pripravenych dudlnou emulgdciou pouzitim polymérov dvoch typov
PLGA 5/5, PLGA 7/3 a véznych stabilizatorov, po 10 minutach centrifugdcie

ta
. i s e konc. N velkost’ zea .
Typ polyméru | Stabilizator Kostabilizator [ug/ml] EE [%] castic [nm] potencia | pdi
1 [mV]
PLGA 7/3 | Pluronic 0,1% Span 20 0,007 1,2 141,33 -37,83 | 0,238
PLg}/IIAZS/S Pluronic 1% Span 20 0,009 1,3 105,1 -21,2 0,457
P Lg‘?zs/ > | Tween0,1% |  Span 20 0,018 25 2399 | -3037 | 0415
PLg’/‘lAZS/S Tween 1% Span 20 0,007 1,0 133,1 -28,97 | 0,628
PLg}/‘?ZS/S Kolliphor 1% Span 20 0,007 1,0 115,9 -37,67 | 0,249
PLGA 5/5 | Pluronic 0,1% Span 20 0,011 1,5 143,8 -3,15 0,232
PLGA 5/5 Pluronic 1% Span 20 0,003 0,4 107,6 -26,7 | 0,549
PLGA 5/5 Tween 0,1% Span 20 0 0 473,5 -19,8 0,407
PLGA 5/5 Tween 1% Span 20 0 0 182,1 -26,7 | 0,418
PLGA 5/5 Kolliphor 1% Span 20 0,005 0,7 143,6 -36,03 | 0,165
EE [%]
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Graf XX. Porovnanie EE FITC-albuminu v NC vytvorenych polymérmi PLGA 7/3, PLGA 5/5 3/12 a PLGA

5/5, a s réznymi stabilizatormi, po 10 minutovej centrifugacii
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Graf XXI. Porovnanie velkosti NC s enkapsulovanym FITC-albuminom vytvorenych polymérmi PLGA 7/3,
PLGA 5/5 3/12 a PLGA 5/5, a s réznymi stabilizatormi, po 10 minitovej centrifugdcii
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Graf XXII. Porovnanie zeta potencidlu NC s enkapsulovanym FITC-albuminom, vytvorenych polymérmi
PLGA 7/3, PLGA 5/5 3/12 a PLGA 5/5, a s réznymi stabilizatormi, po 10 minitovej centrifugdcii
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Graf XXIII. Porovnanie polydisperzity NC s enkapsulovanym FITC-albuminom, vytvorenych polymérmi
PLGA 7/3, PLGA 5/5 3/12 a PLGA 5/5, a s roznymi stabilizatormi, po 10 minutovej centrifugdcii

S ohl'adom na vysledky predchadzajicich experimentov, ktoré ukazali na
vhodnost’ linearnych polymérov pre DE, boli pre tuto sériu experimentov vybrané tieto
3 polyméry (PLGA 7/3, PLGA 5/5 3/12, PLGA 5/5). V tomto experimente sa zist'ovali
rozdiely medzi tromi PLGA, ktoré pozostavaju z rozdielnych pomerov kyseliny
mliecnej a glykolovej a liSia sa molarnou hmotnost'ou.

Zial’, uspesnost’ enkapsulacie FITC-albuminu bola relativne nizka. Najvyssia
EE (2,5 %) sa dosiahla pouzitim 0,1% Tweenu u PLGA 5/5 3/12, kym u rovnakého
u polyméru PLGA 5/5 so stabilizatormi Tween 0,1% a 1%. V oboch pripadoch bola
enkapsulacia netispesna (0 %), teda kombinacia pripravy NC polymérom PLGA 5/5
a Tweenu, ¢i uz s koncentraciou 1 % alebo 0,1 %, sa ukazala ako nevhodna. Druhym
najuspesnejSim sa ukdzalo pouzitie 0,1% Pluronicu s polymérom PLGA 5/5. Ale
podobné hodnoty sa dosiahli aj za pouzitia PLGA 5/5 3/12 a 1% Pluronicu (1,3 %),
au PLGA 7/3 s 0,1% Pluronicom (1,2 %). V pripade pouzitia 1% Pluronicu EE klesla
az na 0,4 %. V porovnani polymérov PLGA 5/5 a PLGA 5/5 3/12, bolo vSeobecne
uspesnejsie PLGA 5/5 3/12.

Hodnotiac vel'kost’ vytvorenych NC sa d4 usudit, ze NC tvorené polymérom

PLGA 5/5 a PLGA 7/3 st na tom rovnako.
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Najlepsim stabilizatorom sa pre polymér PLGA 5/5 zda 0,1% Pluronic,
nasledne Kolliphor 1%., pretoze sa do NC neenkapsuloval ziaden FITC-albumin. Kym
Tween 0,1% bol pre PLGA 5/5 3/12 najfunk¢nejS$im stabilizatorom, naopak pre druhé
PLGA 5/5, bol najhorSou alternativou.

Pri pohlade na predchddzajuci experiment je vidiet, ze rovnako bol
najucinnejsim Tween, no s vysSou koncentraciou. Pouzival sa ale polymér PLGA 7/3.
Dal$ou sledovanou vlastnostou bola velkost’ Gastic, pri¢om v tejto kategorii sa NC
pohybovali u oboch polymérov v skale 100-190 nm. Vynimkou st ¢astice s PLGA 5/5
a 0,1% Tweenom, ktoré dosahuju az skoro 475 nm, a cCastice s PLGA 5/53/12
rovnako s 0,1% Tweenom, ktorych velkost odpoveda 240 nm. Spolo¢nym znakom
pre vacsiu velkost’ sa teda ukazalo pouzitie stabilizatoru Tween 0,1%. NajmensSie
Castice, s velkostou 105 nm, sa podarilo vytvorit polymérom PLGA 5/5 3/12
a 1% Pluronicom.

UNC vytvorenych polymérom PLGA 7/3 a0,1% Tweenom bola hodnota
velkosti okolo 255 nm, ¢o je hodnota blizka k 240 nm u Castic s PLGA 5/53/12 a
0,1% Tweenom. Vznikli teda relativne rovnako velké NC pri roznych polyméroch, ale
tom istom stabilizatore.

Podobne ako v predchadzajucich experimentoch, aj v tomto sa najvicsie
potencialy ukazali za pouzitia stabilizatoru Kolliphor 1%, a to u oboch polymérov
PLGA 5/5, aj PLGA 5/5 3/12, s hodnotami —36 mV a —38 mV. UPLGA 7/3 so
stabilizatorom Pluronic 0,1% mal zeta potencidl rovnako —38 mV. O nie€o mensSie
potencidly, - 27 mV aZ —30 mV, mali Castice s 1% a 0,1% Tweenom pri polyméri
PLGA 5/5 3/12 au polyméru PLGA 5/5 s 1% Tweenom a 1% Pluronicom. Hodnoty
potencialu okolo —20mV dosiahli NC tvorené pomocou PLGA 5/53/12
s 1% Pluronicom a PLGA 5/5 s 0,1% Tweenom.

Hodnoty polydisperzity sa pohybuju v rozpiti od 0,16-0,63. Z tohto hl'adiska sa
najvyhodnej$im stabilizatorom wukazal Kolliphor 1%. NajvysSiu polydisperzitu

dosiahli NC s PLGA 5/5 3/12 a 1% Tweenom.
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3.4 Celkovy prehlad vysledkov

Tabulka XI. Suhrn hodnét EE, velkosti Castic, zeta potencidlu a pdi ziskanych v experimente
vzorka EE [%] Vel’k([)lit;1 g:astic zeta [l;;l){/e]miél pdi

1 - 190,8 -16,23 0,251
2 24 200,3 -29,97 0,197
3 28 187,3 -30,9 0,152
4 7,2 171,87 -26,97 0,224
5 15,2 202,23 -33,53 0,202
6 0 181,77 -32 0,246
7 31,8 200,43 -31,03 0,222
8 32,6 172 -35,7 0,214
9 62,4 201,03 -38,4 0,218
10 0 192 -27,93 0,189
11 0 180,77 -47,83 0,144
12 45.4 208,77 -17,97 0,075
13 30,4 188,6 -38,07 0,072
14 68,4 162,93 -38 0,047
15 65,8 288,93 -41,4 0,228
16 1,2 141,33 -37,83 0,238
17 1 280,4 -20,03 0,497
18 2 124,5 -16,9 0,585
19 1,2 198,7 -33,93 0,131
20 1,3 105,1 -21,2 0,457
21 2,5 239,9 -30,37 0,415
22 1,0 133,1 -28,97 0,628
23 1,0 1159 -37,67 0,249
24 1,5 143,8 -3,15 0,232
25 0,4 107,6 -26,7 0,549
26 0 473,5 -19,8 0,407
27 0 182,1 -26,7 0,418
28 0,7 143,6 -36,03 0,165
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4 Zhrnutie

Vysledky prace poukazuju na obrovsky potencial NC ako liekovej formy pre
hydrofilné latky, a to hlavne pouzitim polyméru PLGA.

Lie¢ivo reprezentovali tri rozne latky: Rodamin B, FITC-dextran a FITC-
albumin. Zakladnym cielom bolo vytvorenie NC s albuminom, teda realnym
proteinom, ktory predstavoval najvhodnejSi model lieCiva. Lenze najskoér bolo
nevyhnutné ¢o najpresnejSie nastavenie metddy a overenie analytickych postupov, aj
na tieto ucely sa pouzil Rodamin B a FITC-dextran.

V prvej faze sa teda pouzival Rodamin B a polyméry PLGA a A2. Zistila sa
potreba pouzitia 'adového kupel'a pre zvySenie stability castic. Toto rieSenie bolo
nevyhnutné z doévodu zohrievania sa faz pri samotnom procese DE prevadzanim
sonifikacie. Posobenie ultrazvuku na vzorku sposobovalo jej prehrievanie, ¢o je
negativnym javom pre stabilitu NC. Cadovy kupel sa nasledne vyuzival pocas celého
priebehu vykondvania experimentalnej Casti prace, ¢ize pri jednotlivych pokusoch sa
chladili fazy pred samotnou emulgéciou, aj priamo pocas jej prevadzania.

NC vytvorené pomocou PLGA 5/5 a A2 boli nezavisle od typu metody

pripravy velkostne v jednej kategérii, teda 180 az 210 nm, pricom A2 NC boli stale
priblizne o 20 nm mensej velkosti. V DE bol obsah enkapsulovaného Rodaminu B
v A2 NC a v PLGA 5/5 NC vel'mi podobny, EE predstavovala hodnoty 24 a 28 %.
Z vysledkov RY vzorku NC vytvorenych pomocou polyméru A2 aPLGA 5/5
a enkapsulovaného Rodaminu B vyplyva, Ze na tvorbe castic sa zucastnilo
57,6 % (A2) a 39,2 % (PLGA 5/5) povodného materialu, pricom povodné mnozstvo
pouzitého polymérov bolo 25,0 mg a rodaminu Spg.

Cela praca sa zaklada na vyuziti metédy DE, ktorej uspesnost’ sa porovnavala
s NP prostrednictvom FITC-dextranu. NP sa pripravovali Castice pouzitim Styroch
rozlicnych polymérov, ato PLGA 5/5, A2, A4 aT3. Najviac FITC-dextranu sa
podarilo uzatvorit’ do ¢astic pomocou polymérov A4 a T3. EE mala hodnoty 68,4 % a
65,8 %. Nasledne sa tieto vysledky tykajuce sa polyméru A4 overovali prevedenim
druhej metody, DE, kde sa naopak nepodarilo enkapsulovat takmer ziaden
FITC-dextran, z ¢oho je mozné vyvodit’, Zze polymér A4, ale aj A2, st vhodné hlavne
pre NP, v pripade enkapsuléacie hydrofilnych molekual. NP sa v nasom pripade ukdzala

ako velmi efektivha metdda, pricom DE upolymérov A2 a A4 sa efektivnou

59



neukazala. Hodnoty mnozstva enkapsulované¢ho znaceného FITC-dextranu boli
nulové. Ked’ze sa ale nardzalo na problém precipitacie alebo naopak nedostato¢ného
oddelenia NC od supernatantu prostrednictvom centrifugacie, existuje moznost, Ze
Castice boli vytvorené, ale nepodarilo sa ich ziskat’ a analyzovat'.

Pri enkapsulovani FITC-dextranu DE bol najaspesnejsi polymér PLGA 7/3
s hodnotou EE 62,4 %. V porovnani s A2 to boli hodnoty EE dvojnasobné.
Hydrofobicita polyméru ma pravdepodobne vyznamnu ulohu, ked'ze hydrofobne;jsi
polymér (PLGA 7/3) mal vyssSiu EE nez menej hydrofobne PLGA 5/5.

Zistoval sa tiez vplyv kostabilizatoru Span 20 na velkost NC a mnoZstvo
enkapsulovaného FITC-dextranu. Vysledky poukazuju na zmeny tykajice sa oboch
vlastnosti NC. Bez pouzitia kostabilizatoru vznikli Gastice priblizne o 20-30 nm vidsie,
a to u vSetkych troch skuiSanych polyméroch (PLGA 5/5, A2, PLGA 7/3). Efektivita
enkapsulacie sa u polymérov PLGA znizila az o polovicu. Z toho teda vyplyva, ze
pouzitim kostabilizatoru Span 20 je mozné ziskat’ o par desiatok nm mensSie Castice,
ale zniZia sa aj hodnoty mnoZstva enkapsulovaného FITC-dextranu. D6vodom vplyvu
kostabilizatoru Span 20 na velkost’ Castic a EE je pravdepodobne jeho schopnost’
redukcie povrchového napétia a jeho destabilizujiiceho tc¢inku.

Presktsanim rozliénych polymérov a rozli¢nych enkapsulovatel'nych latok sa
dostalo az k enkapsulécii proteinu. V zavereCnych experimentoch sa porovnavali
polyméry ale aj d’alSie stabilizatory s cielom dosiahnutia o najvysSej efektivity.
Hodnoty enkapsulovaného FITC-albuminu nemali sl'ubni vypovednt hodnotu.
Prekazkou mohli byt’ destabilizujuce povrchové vlastnosti samotného albuminu alebo
taktiez nedostatocnd efektivita centrifugacie. Vplyv albuminu sa prejavil na
povrchovych vlastnostiach nanocastic, ktoré sa tym stali ve'mi nachylné k agregécii.
Ziaduce by tiez bolo prevedenie experimentov bez kostabilizatoru, o nebolo mozné
z dovodu nedostatku FITC-albuminu.

Nasledne sa skimali rozli¢né stabilizatory vyuzitim polyméru PLGA 7/3.
Priprava NC sa teda lisila jedine typom stabilizatoru (Tween 0,1%, Tween 1,0%,
Kolliphor 1%). Z dévodu neZiaducej precipitacie sa znizila doba centrifugacie na 5
minit. Velkostne sa NC vytvorené jednotlivymi stabilizatormi vyrazne li3ili, pomocou
0,1% Tweenu vznikli 280 nm, nasledne s 1% Kolliphorom 200 nm a najmenSie Castice

sa pripravili 1% Tweenom, s velkostou 125 nm. U vSetkych stabilizatorov bola EE
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priblizne rovnakd. Ked’ze iSlo o nizku hodnotu celkového findlneho mnozstva
enkapsulovaného proteinu v Casticiach, o mohlo byt spdsobené jednoduchou stratou
NC zdoévodu nedostatoéného scentrifugovania, anie neuspe$nostou pouZivanej
metddy, preto v nasledujiicom experimente sa prediZila doba centrifugacie na 10 mint
oproti predchédzajucim 5 minttam.

Z porovnania vysledkov NC pripravenych DE, vyuzitim FITC-albuminu,
PLGA 7/3 ardznych stabilizatorov po 10 minttach a po 5 minttach centrifugacie,
vyplyva, Ze u stabilizdtoru Tween 1% sa mnozstvo enkapsulované¢ho albuminu
zdvojnasobilo.. Zmena dizky doby centrifugacie sposobila, Ze sa u 0,1% Tweenu po 5
minuatach ziskali Castice velké 280 nm, nésledne po 10 minttach 255 nm, u 1%
Tweenu 125 nm a potom 190 nm, a u 1% Kolliphoru to bolo najprv priblizne 200 nm
aneskdr 160 nm. Teda u 1% Kolliphoru a0,1% Tweenu sa zvySenou dobou
v centrifuge podarilo izolovat’ menSie Castice.

Vseobecne porovnanim dvoch typov PLGA, ato 5/5 a5/5 3/12, vyuzitim
rozli€nych stabilizatorov, bolo PLGA 5/5 3/12 uspesSnejSie v mnoZstve
enkapsulovaného FITC-albuminu. Spomedzi vSetkych stabilizatorov sa podarilo
uzatvorit’ najviac albuminu pomocou 0,1% Tweenu. Pomocou PLGA 5/5 vznikli
Castice len s nepatrnym mnoZstvom albuminu, pri¢om najaspeSnej$im sa zda pre tento
polymér pouzitie 0,1% Pluronicu, vdaka ktorému bola EE najvysSia. NajlepSou
alternativou bolo pre PLGA 5/5 3/12 pouzitie 0,1% Tweenu, kym pre PLGA 5/5
najhorSou.

Z hl'adiska velkosti Castic sa ukdzalo pouzitie stabilizdtoru Tween 0,1% co sa

tyka polymérov PLGA 5/5 3/12 a PLGA 5/5 ako faktor pre vytvorenie vi¢sich NC.

4.1 Bariery v priprave nanocéastic s hydrofilnym lie¢ivom

Dizka doby centrifugacie viedla ku zmenam vo velkosti Gastic aj celkového
vysledného mnozstva enkapsulovaného FITC-albuminu, kvdli rozdielu v ziskanych
NC. Zmenou dizky &asu centrifugacie sa meni velkostny druh NC vd’aka ich odlisnej
hmotnosti. To znamend, ze ¢im dlhSie trva centrifugéacia, tym viac Castic sa oddeli od
supernatantu, ale tym viac hrozi aj vznik precipitatu, preto je zasadné spravne

nastavenie centrifugdcie. Nardzalo sa na problém neziaducej precipitacie ale aj strat
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NC nedostatoénym scentrifugovanim. K zabraneniu precipiticie a dosiahnutiu
akceptovatelného mnozstva ziskanych NC je nutné vylepsit spdsob oddelovania

vytvorenych cCastic od supernatantu.
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Zaver

V tejto praci sme sa pokusili pripravit NC s enkapsulovanym Rodaminom B,
FITC-dextranom a FITC-albuminom. Vyuzivala sa metéda DE a NP. Zistila sa
potreba pouzitia Padového kupela pre zvySovanie stability NC podas pripravy.
Podarilo sa tispesne pripravit' NC s modelovou latkou FITC-dextran, o poukazuje na
potencial tejto metddy. S ohl'adom na podobnu velkost’ molekuly by tieto metody
mohli byt vhodné pre pripravu formulacii nukleovych kyselin. V pripade enkapsulacie
hydrofilnych molekul sa pri NP ukazali ako najvhodnejSie polyméry A4 a A2. Naopak
tieto polyméry sa ukazali ako nevhodné v pouziti DE. V DE sa najvhodnejsim ukazal
polymér PLGA 7/3, preto sa vyuzival aj v priprave NC s FITC-albuminom. Zial’,
hlavny ciel préace, teda uspeSna enkapsuldcia proteinu, nebola prili§ Gispesnd, preto je
ziaduca d’al$ia pozornost’ tejto problematike. Zistil sa tiez vplyv kostabilizatoru na
vel’kost' a EE. Na bariéry sa narazalo v oblasti oddel'ovania NC od supernatantu, teda
efektivita centrifugacie je vel'mi zasadnd a je potrebné sa jej taktiez nad’alej venovat.
Dalsou moZnostou by bolo vyuZitie inej metody separdcie napr. gélovej

chromatografie alebo dialyzy.
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