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ABSTRAKT
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Posluchac: Adélka Semradova

Nazev diplomové prace: Acidorezistentni polymerni nanocéstice: pfiprava a
hodnoceni

Pouziti nanocasticovych systémt pro perordlni podavani 1é¢iv ma velky
potencial v terapii zanétlivych onemocnéni stfev, jako je Crohnova choroba nebo
ulcerdzni kolitida. Nanocasticové systémy jsou uU€innéji akumulovany v misté
zanétu, specificky cili na makrofdgy a umoznuji tak lokdlné feSit zanét a zaroven
redukovat nezadouci systémové ucinky.

Cilem vyzkumu bylo pfipravit farmaceutické formulace na bazi polymernich
nanocastic. Pro pfipravu nanocastic metodou nanoprecipitace byly pouZity tii typy
poly(laktid-co-glykolidu) — dva linearni a jeden vétveny polymer — v riizném pomeéru
s acidorezistentnim polymerem celulosa-acetat ftaldtem (CAF). Rhodamin B byl
pouzit jako modelova U¢innd latka. Byl hodnocen vliv acidorezistentni slozky na
velikost a zeta potencial nanocastic. Navic byly provedeny disolu¢ni testy v prostiedi
o kyselém a fyziologickém pH.

Bylo zjisténo, Ze CAF nema zadny signifikantni vliv na velikost Castic a jejich
stabilitu. Dale pak, Ze se uvoliiovani rhodaminu B v kyselém prostiedi sniZuje se
vzristajicim zastoupenim CAF v nanocésticich. Nicméné€ 1 nanocéstice tvofené
pouze poly(laktid-co-glykolidem) vykazovaly urcitou acidorezistenci. Ta by mohla
byt vysvétlena jejich fyzikalné-chemickymi vlastnostmi souvisejicimi s vysSSim

obsahem karboxylovych skupin v rozvétvené polymerni struktufe.

Kli¢ova slova: nanocastice, biodegradovatelnost, acidorezistentni, PLGA, celulosa-

acetat ftalat



ABSTRACT
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Student: Adélka Semradova

Title of thesis: Acidoresistant polymeric nanoparticles: preparation and
assessment

Use of oral drug delivery nanosystems has a great potential in therapy of
inflammatory bowel disease, which includes Crohn’s disease and ulcerative colitis.
Nanosized delivery systems are more efficiently accumulated at the inflammatory
site, targeting specifically macrophages to resolve inflammation locally and reduce
systemic adverse effects.

The aim of this research was to prepare pharmaceutical formulations based on
polymeric nanoparticles. Three types of poly(lactide-co-glycolide) — two linear and
one branched polymer — together with the acidoresistant polymer cellulose-acetate
phthalate (CAF) in various ratios were used to prepare nanoparticles by
nanoprecipitation method. Rhodamine B was used as model active substance. The
effect of acidoresistant component content on size and zeta potential of the
nanoparticles was evaluated. Furthermore, dissolution tests were performed at both
acidic and physiological pH.

It was found that CAF doesn’t have any significant effect on size of the particles
and their stability. Moreover, the release of rhodamine B in the acidic environment
decreases with increasing proportion of CAF in the nanoparticles. Nevertheless, the
nanoparticles consisting only from poly(lactide-co-glycolide) also showed
acidoresistance that could be explained by their physicochemical properties

determined by increased carboxyl content within branched polymer structure.

Keywords: nanoparticles, biodegradability, acidoresistance, PLGA, celulose-acetate-

phtalate
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1 ZADANI

Cilem této prace bylo pfipravit a otestovat hybridni nanocastice na bazi
biodegradovatelnych polyestert a acidorezistentniho polymeru. Zamyslenou aplikaci
téchto castic je terapie zanétlivych onemocnéni zazivaciho traktu. Hodnoceni
nanocastic si klade za cil charakterizovat je z hlediska velikosti, povrchovych

vlastnosti a uvoliiovani enkapsulované latky v prostiedi s rozdilnym pH.



2 UVOD

Nanotechnologie je védni disciplina, kterd se zabyva cilenou a pfesnou
manipulaci s jednotlivymi atomy a molekulami tak, aby vznikl novy objekt. Pracuje
pfitom se strukturami o velikostech v Fadu nanometrii (10°m), coZ je pro predstavu
velikost odpovidajici asi jedné deseti tisicing tlouStky lidského vlasu.[1] Vyzkum
v oblasti nanotechnologii je velmi dynamicky. Nanomateridly nalézaji uplatnéni
napiiklad ve strojirenstvi, elektronice, stavebnictvi, chemickém primyslu,
potravinaistvi nebo tieba ve zdravotnictvi.

Také ve farmaceutické technologii se v poslednich letech objevuje trend
upousténi od béznych jednotkovych 1ékovych forem, jako jsou tablety, tobolky ¢i
masti, ve prospéch nasobnych forem, mezi které patii pelety, mikro- a nanocéstice, a
jejich postupnému zavadeéni do terapeutické praxe. Hlavnim diivodem jsou nesporné
vyhody, které pouZivani ¢asticovych systému pifindsi. Jde pfedev§im o Uc¢inngjsi a
bezpecnéjsi farmakoterapii. NanocCasticové systémy mohou slouzit jako nosic¢e pro
transport 1é¢iv do mista vstiebavani, nebo ptimo do cile jejich terapeutického
pusobeni. Mohou byt pouZity pro transport jak hydrofilnich a lipofilnich 1é€iv, tak
proteinli, vakcin nebo biologickych makromolekul. Ocekava se pfitom zmirnéni
nezadoucich uc¢inkil terapie a zvySeni UCinku terapie pfi soucasném sniZzeni davek
ucinnych latek. Velky potencial maji proto nanocéstice v terapii nadorovych
onemocnéni, jako nosice cytostatik, ale také v cilené distribuci antibiotik a
antiparazitik, v peroralnich lékovych transportnich systémech pro inzulin, proteiny,
geny, pro vakciny i pii topické aplikaci.[2]

Tato diplomova prace je zaméfena konkrétné na acidorezistentni polymerni
nanocastice, které maji vzhledem k odolnosti vi¢i kyselému prostiedi perspektivu
jako nosiCe léCiv pro terapii chronickych onemocnéni stfev, jako jsou Crohnova

choroba nebo ulcerdzni kolitida, pfi kterych je vhodna peroralni aplikace 1éc¢iv.



3 TEORETICKA CAST

3. 1 Idiopatické stievni zanéty

3. 1. 1 Charakteristika onemocnéni

Nespecifické stievni zanéty, neboli inflammatory bowel diseases (IBD), jsou
chronickd zanétlivd onemocnéni gastrointestindlniho traktu, mezi kterd patii
ptedevsim Crohnova choroba (CN) a ulcerdzni kolitida (UC).[3]

Uvadi se, ze v Ceské republice je asi 40 000 pacientii s diagnostikovanymi IBD
s tim, Ze vyskyt onemocnéni stale stoupa. Od roku 2005 doslo k zvySeni vyskytu CN
044% a UC 0 20%.[4]

IBD muizou postihnout prakticky kohokoliv v jakémkoliv veku, nejcastéji vSak
byvaji diagnostikovany u lidi ve v€ku mezi 15 az 35 lety nebo 60 az 80 lety.[3]
Nicméné stdle jsou povazovana za skrytd onemocnéni, ktera jsou casto
stigmatizovana, proto lze ptedpokladat, ze ve skutecnosti je pocet lidi trpicich IBD
mnohem vys$i.[5, 6]

Ackoliv jsou CN a UC vziajemné odlisSné patologické stavy, maji nékolik
spole¢nych znaki, které znesnadnuji jejich diagnostiku. V obou ptipadech se jedna o
onemocnéni s dosud neobjasnénou pric¢inou. Predpoklada se, Ze poskozeni stieva je
zpusobeno imunitni reakci, pfi¢emz dochdzi bud’ k nepfiméfené imunitni reakci
organismu na antigen, ktery je béZnou soucasti stfevni sliznice, tzn., Ze jde o
autoimunitni reakci, nebo dochazi k reakci na nadmérnou antigenni stimulaci. Na
patogenezi onemocnéni se vyrazné¢ podili genetickd predispozice. K propuknuti
nemoci je vSak potieba spoustéc, kterym je nejCastéji néjaky faktor zevniho
prostiedi.[7-9]

Jak jiz samotny nazev nemoci napovida, v ptipad¢ UC se jedna o ulcerdzné
hemoragicky zanét, ktery postihuje primarne rektum, odkud se rozsifuje proximalné
do tlustého stieva.[3] Zanétlivé zmény jsou kontinudlni a jsou omezeny pouze na
sliznici a submuko6zu, k postizeni svaloviny a serézy nedochazi.[8] V nékterych
pfipadech byva postizeno tlusté stfevo v celé délce, takovy stav je pak oznacovan
jako pankolitida.[10]

Naproti tomu v ptipadé¢ CN se jednd o segmentarni granulomatdzni zanét celé

stény travici trubice.[3] To znamend, Ze se muze vyskytnout v jakékoliv cCasti
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gastrointestinalniho traktu, od dutiny ustni po anus, a sténu travici trubice postihuje
transmuralng, ve vSech jejich vrstvach. Nejcastéji byva zanétem postizeno termindlni
ileum a tracnik. Typické pro CN je stfidani zdravych a zanétlivych segmentt.[8, 11]
V souvislosti s lokalizaci zanétu a mirou posSkozeni traviciho traktu dochazi
k riznym projeviim onemocnéni. Pacienti s CN jsou suzovany piredevsim bolesti
bficha, prijmy a hubnutim. K hubnuti dochézi jak zdtvodu ztraty zivin pfii
opakujicich se upornych priijmech, tak z diitvodu malabsorpce zplisobené zanétlivym
poskozenim stfevni stény. Krev ve stolici je typicka spiSe pro UC, nicméné pokud je
poskozeno tlusté stievo, mlize se objevit i u CN. Mezi projevy UC pak patii hlavné
bolestivé nuceni na stolici (tenesmy), krvaceni z kone¢niku a prijmy s pfitomnosti
krve a hlenu. Onemocnéni byvaji doprovazena také celkovou unavou, souvisejici

s anémii v dusledku krvaceni, a horeckou.[3, 7, 8]

Tabulka 1: Rozdily mezi Crohnovou nemoci a ulcerézni kolitidou[12]

Crohnova nemoc ulcerdzni kolitida
muze postihnout cely travici systém, od postihuje vzdy konec¢nik a rizné
ust az po konecnik rozsahly usek tlustého stieva
zasazen¢ useky stieva se stiidaji se postihuje stievo vcelku, bez zdravych
zdravymi usekll
hlavnim pfiznakem jsou prijmy, které hlavnim pfiznakem je prijem s piimési
jsou vétsinou bez piimési krve
zangt postihuje celou stievni sténu zanét zasahuje jenom stfevni sliznici
Casto je spojena se vznikem pisteli pistéle se vytvaieji jen vzacné
nejcastéji postihuje pacienty ve véku 18 | nejcastéji postihuje pacienty ve veku 30
az 35 let az 40 let
vyskyt u obou pohlavi je stejny vyskytuje se 1,5krat Cast&ji u Zen

3. 1.2 Terapie IBD
Vzhledem ke stale nejasné etiologii IBD se jedna o nevylécitelnd onemocnéni.
Vhodnou terapii je vSak mozno dosahnout klidové faze neboli remise, kdy je pacient
prakticky bez pfiznakli a mize zit kvalitni Zivot bez vétSich omezeni. V pribéhu
onemocnéni vSak dochazi ke stfidani klidovych fazi s opétovnymi vzplanutimi
nemoci, tzv. relapsy. Lécba IBD je proto dlouhodobda a casto kombinovana.
Nezahrnuje pouze 1é€bu medikament6zni. Nedilnou soucasti komplexni péce o

pacienty s IBD je také 1écba nutri¢ni a chirurgicka.[13]
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Podle stanovenych cilli 1ze medikamentézni 1écbu IBD rozdé€lit na dva typy.
Prvnim typem je tzv. induk¢ni 1éEba s cilem co nejrychleji snizit zanétlivou aktivitu a
zajistit ustup klinickych, laboratornich a endoskopickych znamek nemoci. Druhym
typem je pak dlouhodoba udrzovaci terapie, kterd je zaméciena na zabranéni
navratnosti subjektivnich 1 objektivnich znakti nemoci. Volba optimalni
medikament6zni terapie vyzaduje individudlni posouzeni rozsahu, aktivity a
dosavadniho vyvoje nemoci, ptfedchozi lécby a respektovani vile pouceného
pacienta.[13]

Ve vétsing pripadii je 1é¢ba zahdjena postupnym navySovanim davek a pocti
protizanétlivych 1é¢iv riznych 1ékovych skupin. Pokud neni dosazeno klinického
efektu, nasleduje biologicka 1écba ve specializovanych pracovistich, nebo je pacient
indikovan k chirurgické 1é¢bé.[13] Uvadi se, Ze po dvacetiletém pribéhu
onemocnéni UC se chirurgickému vykonu musi podrobit asi 20% nemocnych.
V piipadé CN je to az 90% pacienti.[8]

Zaklad medikamentdzni 1écby tvofi aminosalicylaty — sulfasalazin a mesalazin,
které jsou pouZzivany k terapii lehkych a sttedné tézkych IBD a ptedevSim pak
k udrZeni remise. Sulfasalazin byl prvnim lé¢ivem zavedenym do 1écby IBD pred
vice nez 70 lety. Jedna se o prolécivo, které v tlustém stfeveé podléhd mikrobialnimu
Stépeni na dvé slozky, a to derivat kyseliny acetylsalicylové mesalazin (kyselina 5-
aminosalicylovd, 5-ASA) a sulfonamid sulfapyridin. Bylo zji§téno, Ze hlavni t¢innou
latkou je 5-ASA a sulfapyridin slouzi pouze jako ,nosi¢”“. Navic uZivani
sulfasalazinu pfinas§i fadu nezadoucich UcCinkl, naptiklad uUtlum krvetvorby,
hemolytickou anémii ¢i hepatotoxicitu, které jsou zptisobeny praveé sulfapyridinem.
Proto vyvoj vedl k uzivani samotné 5-ASA, kterd sice nema vétsi Gi€innost nez
sulfasalazin, ale je 1épe snasena a ma podstatné méné nezddoucich ucinkl. Podavani
mesalazinu vSak vyZaduje specidlni 1ékové formy, které brani vstfebavani U¢inné
latky jiz v tenkém stievée.[3, 8, 14, 15]

Dalsi vyznamnou skupinu latek v terapii IBD tvoifi kortikoidy (prednison,
prednisolon a budesonid) s protizanétlivou a imunomodulacni aktivitou, které jsou
indikovany piedevSim ke zvladnuti akutnich zanétlivych stavii. Naopak jejich
dlouhodobé¢ uzivani vede k vaznym nezddoucim uc¢inkiim, jako je Cushingiv

syndrom nebo hypofunkce nadledvin. Usp&né jsou v terapii IBD pouzivany
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kortikoidy s topickym ucinkem ve formé rektdlni pény a minimem systémovych
nezadoucich uc¢inki.[3, 14, 15]

V poslednich letech jsou stale Castéji uzivany i jiné latky s imunosupresivnim a
imunomodula¢nim U¢inkem nez jsou kortikoidy.[3] V klinické praxi se vyuzivaji
pfedevsim thiopuriny (azathioprin, 6-merkaptopurin), methotrexat a v omezené mife
také kalcineurinové inhibitory (cyklosporin A, takrolimus).[13]

Biologicka (cilend) 1écba predstavuje nejvétsi pokrok v terapii IBD. Prvnim
typem biologickych 1éCiv pouzivanych u IBD byly monoklonélni protilatky
zaméfené¢ proti protizanétlivému cytokinu TNFa (infiximab, adalimumab a
golimumab), ktery je ve zvySené mife produkovan imunokompetentnimi bunikami
v mist¢ zanétu. Druhym typem jsou monoklondlni protilatky blokujici migraci
aktivovanych lymfocytii z kapilarniho fecist¢ do tkané ¢i inhibujici signalni dréhu
IL-12/1L-23, jejichz zastupcem je vedolizumab. Nevyhodou biologické 1é¢by je vSak
jeji kratkodoby ucinek, na ktery vznika tolerance, a nezddouci ucinky, predevsim
oportunni infekce nebo indukované imunopatologické reakce.[14—16]

Vzhledem k ¢astym odliSnostem v mikrobialni fléfe u pacientli s IBD, mlze byt
prospésna 1 cilend modifikace slozeni stievni mikroflory probiotiky,

chemoterapeutiky a antibiotiky.[13]
3. 2 Farmaceutické formulace v terapii IBD

3. 2.1 Bariéry pouziti béZnych formulaci v terapii IBD

BéZné formulace pro perordlni podani maji v terapii IBD omezené pouziti,
protoze jsou obecné urceny k dosazeni distribuce 1é¢iva do celého organismu, coz
pfindsi nezadouci systémové Uc¢inky a toxicitu. Z tohoto diivodu jsou v raciondlni
terapii preferovany oralni formulace s lokalnim uc€inkem, které zajist'uji, ze l1écivo
bude dodédno do mista ucinku v travicim traktu, aniZz dojde k jeho vstfebani nebo
pouze k minimalnimu vstfebani do systémové cirkulace.[10]

Jak jiz bylo naznaceno, soucasné terapeutické ptistupy vyuzivaji fizené,
predevSim pak zpozdéné uvolnovani 1éCiv. Jedna se o pouzivani proléciv (napf.
prolécivo 5-ASA sulfasalazin), ktera jsou na ucinnou latku pfeménéna plisobenim
bakterii ve stfevech. Déle jsou vyuZzivany pH-dependentni potahovaci pomocné latky
(napf. celuldza-acetat ftalat, Eudragit® L a S) a matrice, kdy uvoliiovani 1é¢iva zavisi

na pH gradientu v travicim traktu. Mizeme se také setkat s ¢asové dependentnimi
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systémy, které zavisi na dobé prichodu trdvicim traktem. Tyto piistupy jsou vSak
spojeny s rozdilnou tc¢innosti u jednotlivych pacientt. Pfi¢inou jsou jak individudlni
rozdily ve fyziologii traviciho traktu, tak zmény souvisejici s chronickym prib¢hem
zanétu nebo akutnim vzplanutim nemoci.[8, 10, 17]

Slizni¢ni zanét u IBD zpisobuje patofyziologické zmény, jako je naruseni
sttevni bariéry v disledku zmén na sliznici, poruseni stievnich krypt a ulceraci.
Dochazi také ke zvySené produkci hlenu a infiltraci bunkami zanétu (neutrofily,
makrofagy, lymfocyty a dendritickymi bunkami). Béhem relapsu IBD mohou
pacienti, ktefi trpi tézkym zénétem sliznice, vykazovat také zmén€nou motilitu
traviciho traktu a prijem, ktery v disledku ovlivituje stfevni objem, pH a slizni¢ni
integritu. Zanétliva odpovéd spolu s tézkymi prijmy také naruSuji stfevni
mikrofloru.[10]

Bariéry pro peroralni cilenou distribuci 1é¢iva do tlustého stfeva se nachazi jak
na urovni organismu, tak na urovni tkdni a bunck. Agresivni prostiedi
gastrointestinalniho traktu, predevS§im pak zaludku, brani Iékové formulaci dosazeni
cilovych orgénii a intracelularni bariéry poté znemoZziuji uvolfiovani lé€iva do

specifickych bunécnych organel.[17]

3. 2.2 Nanodastice v terapii IBD

Strategie vyuzivajici nanocastice jako nosi¢e ucinnych latek ukdzaly slibné
vysledky pfi zahrnuti fyziologickych zmén pii IBD a vyuzZiti téchto rozdild ke
zvySeni specifického dodéavani 1é¢iv do nemocné tkdné€. Ukazalo se, Ze nanoc¢asticové
systétmy jsou vyhodngj$i nez bézné formulace, protoze jejich velikost vede
k uéingjsimu cileni, lepsi biologické dostupnosti v postizenych tkanich a snizenym
systtmovym nezddoucim UCinkim. Navic maji podobnou nebo zlepSenou
terapeutickou ucinnost pii nizSich koncentracich 1é€iva v porovnani s béznymi
formulacemi.[10, 18-20]

ZmenSeni nosi¢ do velikosti v fddech nanometri prodluzuje dobu jejich
setrvani ve stfevech a v oblastech postiZenymi zanétem. Zaroveil umoziuje lepsi a
selektivngj$i dodani Uc¢innych latek do zanétlivé tkané pomoci efektu zvySené
permeability a retence (EPR) a preferencni uptake nanocastic imunitnimi bunikami,
jejichz pocet je v misté zanétu znacné zvysen. Snizenim praméru ¢astic je téZ mozné

vyhnout se rychlé eliminaci nosi¢e prijmem, ktery je Castym symptomem IBD.
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K rychlé eliminaci nosici nedochazi také diky snadnému vychytavani do zanétlivé
tkan¢ a bunék.[10]

Kumulace nanocastic v misté¢ zanétu zvySuje lokdlni koncentraci 1é¢iva proti
IBD. Nanocastice obecné podléhaji bunécné internalizaci paracelularnim transportem
nebo endocytdézou do epitelidlnich bunék gastrointestinalniho traktu.[10, 21] Studie
prokdzaly, ze akumulace zavisi na velikosti Castic s tim, ze ¢im je primér Castice
mensi, tim je vyssi efekt akumulace v zanétlivé tkani.[22]

O vlivu dal$ich fyzikalné-chemickych vlastnosti nanocastic, kromé velikosti, na
adhezi k zanétlivé tkani je relativné malo informaci. Nicméné byly popsany rozdilné
vysledky tykajici se vlivu povrchového naboje. Modifikace povrchového naboje
mohou ovlivnit elektrostatické interakce mezi nanocasticemi a slozkami
gastrointestinalniho traktu, pficemz by mélo dojit ke zvySeni selektivity k zanétlivé
tkani. V pfipad¢ pozitivné nabitych nanocastic dochazi k jejich ulpivani na povrchu
sliznice v dasledku interakce mezi kladn€ nabitym nosi¢em a zaporné nabitou stievni
sliznici. Adheze k sliznici mize byt vyhodou, protoze umoziuje lepSi kontakt
s povrchem sliznice pro bunéfné vychytavani a uvoliovani léCiva. Naproti tomu,
aniontové nanocasticové systémy byly navrzeny tak, aby ptednostné adherovaly
k zanicené tkani prostfednictvim elektrostatické interakce s vysSi koncentraci
pozitivné nabitych proteinti v zanétlivé oblasti. Aby vSak dosahly zanétlivé tkané, je
potfeba, aby nosi¢ pronikl vrstvou hlenu.[10, 23, 24] Vzhledem k malé velikosti
ovSem mensi ¢astice vykazuji lepsi prilnavost k hlenové vrstvé, bez ohledu na jejich
povrchovy néboj.[22] SpiSe nez k imobilizaci po navazani na hlen (jako v piipadé
kationtovych nanocastic), jsou aniontové nanocastice schopny difuze hlenovou siti
v disledku mensi elektrostatické interakce s hlenem. Je vSak tfeba poznamenat, ze
pfi prichodu gastrointestinalnim traktem muze dojit k navazani nosicli na dalsi latky
(napf. Zlu€ové kyseliny, mucin), které mohou nédboj zménit.[10]

Dal$im modernim pfistupem je tzv. pegylace povrchu nanocastic, kdy je na
povrch nanocéstic navazan poly(ethylenglykol) (PEG). Dochazi tak k vytvofeni
hydrofilni vrstvy, jez snizuje interakci nanocastic s intestinalnim prostiedim. Vznikla
Castice je tedy hydrofilni a zdroven bez ndboje a ma tak vlastnosti, které minimalizuji
interakci a zvySuji translokaci pfes hlen stejné tak jako pres mukozu, coz je idealni

pro dodéavani léCiv cilenych na IBD.[10, 25]
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Pouziti pH-dependentnich nanocasticovych systémi vyuzivd rozdilného pH
v riznych Céstech gastrointestindlniho traktu. pH v terminalni ¢asti ilea a tlustém
sttevé je obecné¢ vysSi nez v jinych oblastech gastrointestindlniho traktu, tudiz
davkova forma, ktera se rozpada pii vysokych hodnotach pH mé potencial pro mistné
specifické dodani do stieva. Nejjednodussi zplisob predstavuje potazeni nanocastic
biokompatibilnim pH-senzitivnim polymerem, jako je napiiklad polymer Eudragit®
$100. Rada studii in vivo zkoumala pouziti nanoéastic zavislych na pH pro cileni na
tlusté¢ sttevo pii IBD. Experimenty napiiklad prokézaly vynikajici terapeutickou
ucinnost nanosfér s budesonidem pro zmirnéni kolitidy ve srovnani s konvencénimi
enterosolventnimi mikrocasticemi. Nanosféry vykazovaly vyssi hladiny v tlustém
sttevé a nizsi systémovou biologickou dostupnost, stejné jako specifickou adhezi
k ulcerované a zanicené slizni¢ni tkani tlust¢ho stfeva krysy.[10, 23, 26] Ackoliv
preklinické studie pH-dependentnich nanosystému byly slibné, stale zistava velkym
otaznikem interindividudlni a intraindividualni variabilita pH a vyprazdiovani
gastrointestinalniho traktu, stejn¢ jako zmeéna luminalniho pH v disledku

onemocnéni, ktera mtize vést k selhani terapie.[10, 27, 28]

3. 3 Biodegradovatelné polymery pouzZivané v nanocasticovych

formulacich

Biologicky  nerozlozitelné  polymery, jako jsou polyakrylamid a
poly(methakrylat), jsou ve  farmaceutickych  formulacich  nahrazovany
biodegradovatelnymi polymery. Hlavnim diivodem je riziko chronické toxicity
v disledku intracelularniho a tkénového zatiZzeni nerozloZitelnymi polymery.

Mezi pouzivané biologicky rozlozitelné polymery patii polyestery — kyselina
polymlééna (PLA), kyselina polyglykolovda (PGA), kyselina poly(laktid-ko-
glykolovd) (PLGA), poly(e-kaprolakton) (PCL) a poly(alkylkyanoakrylat) (PACA) —
a polysacharidy alginat a chitosan.[2, 29] Na Obr. 1 je schematicky znézornéno

biologické odbouravani uvedenych polymert.
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Obr. 1: Schéma biologického odbouravani polymeri[29]
3. 3.1 Polyestery

3. 3. 1. 1 Poly(a-hydroxvkyseliny)

Poly(a-hydroxykyseliny), mezi které patii PLA a PLGA, jsou Siroce vyuzivany
pro piipravu nanocastic jako nosicl 1éciv. Jsou to linearni, alifatické, syntetické
polymery. Zatimco PLA je homopolymer tvofeny z monomerti kyseliny mlécné,
v ptipadé PLGA se jedna o kopolymer kyseliny mlé¢né a kyseliny glykolové.[29]
Tyto polymery jsou zndmé pro jejich biokompatibilitu a resorbovatelnost ptirozenou
cestou. Navic, u PLGA je mozné upravit rychlost degradace, a tudiz 1 uvoliovani
lé¢iva, zménou poméru kyseliny mlééné a kyseliny glykolové v polymeru. Pficemz
plati, Ze kyselina mlécnd zvySuje hydrofobicitu a kyselina glykolova zvySuje
hydrofilitu polymeru.[30]

Pfitomnost esterové vazby v polymernim fetézci umoziiuje jeho hydrolytickou

degradaci ve vodném prostfedi, pfi¢emz jako hlavni produkty vznikaji pravé kyseliny
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mlécna a glykolova, které jsou ddle metabolizovany a eliminovany z organismu
prosttednictvim citratového cyklu. Vzhledem ke snadnému odbouravani a zdravotni
nezavadnosti byly PLA a PLGA schvéleny U. S. Food and Drug Administration
(FDA) v terapeutickych aplikacich pro humdnni pouziti, diky c¢emuz jsou

vyhledavanymi polymery pro dodavani 1é¢iv.[29, 31]

3. 3. 1. 2 Poly(e-kaprolakton)

PCL je alifaticky hydrofobni polyester syntetizovany polymerizaci e-
kaprolaktonu s otevienym kruhem za ptfitomnosti katalyzatoru. Byl taktéz schvalen
FDA pro klinické pouziti a dale nachdzi uplatnéni predev§im ve tkanovém
inZenyrstvi, jako resorbovatelné Siti a pro dodavani 1é¢iv.

Tento polymer je odbouravan hydrolyzou. Vzhledem k vysoké hydrofobicité je
jeho odbouravani pomalé, avsak ptispiva k pozadovanym vlastnostem pro polymer
s prodlouzenym uvolnovanim. K urychleni odbouravani PCL miize pomoci

ptitomnost esterovych lipaz.[29]

3. 3. 1. 3 Poly(alkylkyanoakrylaty)

PACA jsou biodegradovatelné a biokompatibilni polymery, které vznikaji
z kyanoakrylath polymerizaci v ptitomnosti vody. FDA povolila pouzivani ethyl, n-
butyl a oktyl-kyanoakrylatd.

In vivo jsou degradovany hydrolyzou esterti postranniho fetézce, ¢imz vznika
alkylalkohol a poly(kyanoakrylova) kyselina, coZ jsou ve vod¢ rozpustné slouceniny,
které jsou z t¢la eliminovany ledvinami. Nicmén¢ k degradaci PACA muze ziidka
dojit také mechanismem inverzni Knoevenagelovy kondenza¢ni reakce za vzniku

toxickych produktt alkylkyanoacetatu a formaldehydu.[29]

3. 3. 2 Polysacharidy
Pouzivanymi polysacharidy v pfipravé nanocastic jsou chitosan a alginaty.
Chitosan je deacetylovana forma chitinu (chemicky a(1-4)-2-amino-2-deoxy [3-
D-glukan), kterd je obsaZena naptiklad v krunyfich koryst. Pravdépodobné je
rozkladan lysozymem a bakterialnimi enzymy v tlustém stieve.
Alginaty jsou podobné chitosanu. Jedna se také o bezpecné, netoxickeé,
hydrofilni a biodegradovatelné polysacharidy, které jsou ziskavany extrakci

z hnédych fas.
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Pro formulaci casticovych nosic¢i 1é¢iv mohou byt dale vyuzivany napfiiklad

zelatina, Skrob nebo albumin.[29]

3. 4 Priprava polymernich nanocéastic

Pro ptipravu polymernich nanocastic bylo vyvinuto a optimalizovano nékolik
metod, které umoziuji vytvofit nanocastice rtiznych velikosti a povrchovych
vlastnosti, coz hraje nejvétsi roli v jejich cileném plisobeni.[29, 32]

Stejné tak existuji riizné metody inkorporace 1é¢iva do castic. LéCivo mtize byt
napiiklad zachyceno v polymerni matrici, enkapsulovdno do jadra nanocéstice,
obaleno polymerni membranou, chemicky navdzano na polymer nebo naadsorbovano

na povrch ¢astice (Obr. 2).[30]
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3/‘ ) Biomolecules 6/( )
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Obr. 2: Moznosti inkorporace lé€iva do &astic[33]

Metody pfipravy nanocastic lze rozdélit do dvou skupin, podle toho, zda
formulace vyzaduje polymeraci, nebo zda je ji dosahovano pifimo z pfedem
pfipravenych polymerti. V rdmci pouzivani biodegradovatelnych polymerti se jen
PACA nanocastice pfipravuji polymerizaci z pifislusSnych monomerti. Nanocastice
tvofené PLA, PLGA, PCL, chitosanem nebo alginidtem jsou pfipravovany piimo
z hotovych polymeri.[29, 34]

Pro nanocésticové formulace tvofené pomérné hydrofobnimi polymery PLA,
PLGA a PCL bylo vyvinuto nékolik metod zaloZzenych na emulzi. Tyto metody byly
puvodné vytvofeny pro inkorporovani hydrofobnich 1&Civ, ale postupné byly

modifikovany tak, aby byly vhodné 1 pro hydrofilni 1é¢iva a makromolekuly.
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3. 4.1 Emulzni odpafovaci metoda

Metoda odpafovani rozpoustédla spociva v rozpusténi polymeru a 1éCiva
v organickém, s vodou nemisitelném rozpoustédle (napf. dichlormetanu nebo
etylacetdtu) a nasledné emulgaci pomoci externiho zdroje energie ve vodné fazi
s obsahem povrchové aktivni latky. Poté dochéazi za stalého michani k odparovani
rozpoustédla, coz vede k formovani nanocastic v suspenzi (Obr. 3). Vzhledem
k tomu, Ze polymer a 1éCivo je rozpusténo v organickém rozpoustédle a dochazi ke
vzniku emulze typu o/v, muize byt tato metoda pouzita k inkorporaci pouze
hydrofobnich 1é¢iv. Pfidanim dal§iho emulga¢niho kroku a vytvofenim emulze typu
v/o/v je vSak umoznéna inkorporace hydrofilnich 1é¢iv a makromolekul. Takova

metoda se n€kdy oznacuje jako dvojita emulzni metoda.[29, 34-36]

Drug + polymer in
organic solvent

D
: ® ..
® ® O
Continuous phase
(aqueous) Recovery of

O/W emulsion  Solvent evaporation

Micro/nanoparticles

Obr. 3: Emulzni odpaiovaci metoda[36]
3. 4.2 Metoda emulze-difuze
Modifikaci predchozi metody predstavuje metoda emulze-difuze, pii které
vznik4 opét emulze typu o/v s tim rozdilem, ze pouzité organické rozpoustédlo je
¢aste¢né misitelné s vodou. Nésledné piidani vody pak vede k difiizi rozpoustédla do
vnéjsi faze a k vytvofeni nanocastic (Obr. 4). Organické rozpoustédlo pak muize byt

odstranéno za snizeného tlaku.[29, 34, 36]

Polymer precipitation

Drug + polymer in
organic solvent (oil)

Stabilizer
solution
Continuous phase Solvent diffusion
(agueous)
Magnetic stirrer bar Stabilizer

Obr. 4: Metoda emulze-difuze[36]
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3. 4.3 Vysolovani

Dalsi metoda, pifi které se nepouzivaji chlorovand organickd rozpoustédla a
velka mnozstvi surfaktantu, je vysolovani. To je zalozeno na pouziti soli, naptiklad
chloridu hotecnatého nebo vapenatého, které jsou schopné vyvazat organické
rozpoustédlo z emulzniho systému. LécCivo a polymer se nejdiive rozpusti
v rozpoustedle, jako je naptiklad aceton, a poté se emulguje do vodné faze s obsahem
soli a stabilizatoru. Tato emulze typu o/v se nésledné zfedi dostatecnym mnozstvim
vody nebo vodného roztoku, aby se usnadnila difize acetonu do vodné faze, ¢imz se
indukuje tvorba nanocastic (Obr. 5). Soli se pfipadné tam, kde je to mozné, odstrani
dialyzou. [29, 34, 36]

Agueous phase Organic phase
surfactant and electrolyte Solvent and polymer

"~ Emulbsification "

O/W emulsion

Obr. 5: Vysolovani[36]
3. 4. 4 Nanoprecipitace
Dalsi metodou je nanoprecipitace, coZ je neemulzni metoda, ktera vyuziva dveé
navzajem misitelnd rozpoustédla, pficemz polymer a lé¢ivo museji byt rozpustné
pouze v jednom z nich. Jako rozpoustédla se nejcastéji pouzivaji aceton a voda. Po
pfidani roztoku polymeru v acetonu do vodné fdze dochézi k difuzi acetonu do
dispergacniho média. Polymer se vysrazi a zachycuje 1é¢ivo. To vede k rychlé tvorbé
nanocastic (Obr. 6). Vyhodou této metody je, Ze umoziuje vytvoieni nanocastic
s uzkou distribuci velikosti. Nejen kviili tomu je nejpouzivanéjs$i metodou piipravy

nanocastic z PLGA.[29, 35-37]
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Polymer precipitation

Solvent diffusion

Magnetic stirrer bar Stabilizer

Obr. 6: Nanoprecipitani metoda[36]
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4 PRAKTICKA CAST

4. 1 Pouzité pristroje
spektrofotometr Helios y, Thermo Scientific (Waltham, USA)
Zetasizer Nano series (Nano-ZS), Malvern Panalytical (Malvern, Spojené kralovstvi)
analytické vahy Discovery, Ohaus (Greinfensee, Svycarsko) — max. 210g, d = 0,1mg
vahy Kern 440-53N, Kern&Sohn (Balingen, Némecko) — max. 400g, d =0,01g
lyofilizator Labconco FreeZone 1, Labconco (Kansas City, USA)
centrifuga Micro 7, Fisher Scientific (Hampton, USA)
tiepaci vodni lazeit GFL 1083, GFL (Burgwedel, Némecko)
pipety Finnpipette F2, Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)
magnetickd michacka Variomag telesystem, Thermo Scientific (Waltham, USA)
ultrazvukova ¢isticka Sonorex Super 10 P, Bandelin (Berlin, Némecko)
susarna Memmert, Memmert (Schwabach, Némecko)
dialyzacni membréna Dialysis tubing Fisher brand, Fisher Scientific (Hampton,

USA) - MWCO 3500

4. 2 Pouzité suroviny
kyselina poly(mlé¢na-ko-glykolovd), Katedra farmaceutické technologie FaF UK
PLGA 5/5 — kopolymer kyseliny DL-mlé¢né s kyselinou glykolovou 50:50
PLGA 7/3 — kopolymer kyseliny DL-mlé¢né s kyselinou glykolovou 70:30
PLGA A2 — kopolymer kyseliny DL-mlé¢né a glykolové vétveny na 2% kyseliné
polyakrylové

Tabulka 2: Ciselné (M,) a hmotnostni (M,,) pritméry molarni hmotnosti pouZitych polymeri

polymer | M, [g/mol] | M, [g/mol]
PLGA 5/5 1700 2 400
PLGA 7/3 2500 3300
PLGA A2 8 600 14 400

celulosa-acetat ftalat (CAF), Sigma-Aldrich (Praha, CR)
rhodamin B (RhB), Sigma-Aldrich (Praha, CR)
Pluronic® F127, Sigma-Aldrich (Praha, CR)

aceton, Penta (Chrudim, CR)

trehalosa, Sigma-Aldrich (Praha, CR)

acetonitril (ACN), Penta (Chrudim, CR)
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35% kyselina chlorovodikova, Penta (Chrudim, CR)
dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného, Penta (Chrudim, CR)
fosfatovy pufr (phosphate buffer saline; PBS), Sigma-Aldrich (Praha, CR)

¢isténa voda, ptiprava na FaF UK

4. 3 Pracovni postup

V ramci experimentalni prace bylo pfipraveno celkem 24 Sarzi polymernich
nanocastic s enkapsulovanou uc¢innou latkou rhodaminem B. Dvanact Sarzi bylo
uréeno k lyofilizaci a dalSich dvanact bylo podrobeno charakterizaci ihned po
pfipravé nanosuspenze, tzn. bez predchoziho mrazového suSeni. Z kazdého
pouzité¢ho typu polymeru (PLGA 5/5, 7/3 a A2) byly vytvofeny nanocastice bez
acidorezistentni slozky a nanocéstice modifikované (acidorezistentni), tvofené
ptislusnym typem PLGA a acidorezistentnim polymerem CAF v poméru 1:1, 2:1

nebo 5:1.

4. 3. 1 Priprava nanocastic

K pfipraveé nanocastic byla pouzita metoda nanoprecipitace, kde organickou fazi
predstavoval roztok polymeru a G¢inné latky v acetonu, zatimco vodnou féazi tvofil
roztok surfaktantu ve vode¢.

Pti pfiprave nanocastic bylo nejdiive na analytickych vahach navdzeno do vialky
30 mg PLGA a 0,25 mg RhB. Obé latky byly poté rozpusStény v 1 ml acetonu. Takto
pfipravena organickd faze byla nasledné pomoci pipety piiddna k 10 ml 0,1%
roztoku Pluronicu® F127 umisténého na magnetické michacce v digestofi. Smés byla
michana do uplného odpareni acetonu. Primérnd doba potiebna k odpaieni acetonu
byla asi 2 hodiny.

Ptiprava Sarzi modifikovanych nanocastic probihala podle stejného postupu
sjedinym rozdilem, kdy cast celkového mnozstvi PLGA byla nahrazena
acidorezistentnim polymerem CAF. SloZeni jednotlivych Sarzi nanocastic (NPs) je

pro ptehlednost uvedeno v nasledujici tabulce.
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Tabulka 3: SloZeni $arzi nanod¢astic

SarFe navazky

PLGA [mg] | CAF [mg] | RhB [mg]
NPs bez CAF 30 - 0,25
modifikované NPs v poméru 1:1 15 15 0,25
modifikované NPs v poméru 2:1 20 10 0,25
modifikované NPs v poméru 5:1 25 5 0,25

Po odpateni acetonu byl z kazdé Sarze odebran vzorek o objemu 100 pl urceny
k méfeni velikosti Castic a zeta potencidlu (viz. kapitola 4. 3. 3).

Vzniklé nanocéstice byly nésledné ze surové nanosuspenze separovany a
purifikovany pomoci centrifugace. Surovd nanosuspenze byla pomoci pipety
rozdélena do péti mikrozkumavek typu Eppendorf o objemu 2 ml. Purifikace
probihala ve tfech 15minutovych intervalech pfi rychlosti 10 000 RPM (otacek za
minutu), odpovidajici pfetizeni 7 200 g.

Po prvnim cyklu odstfed’ovani byl z kazdé mikrozkumavky pipetou odebran
supernatant a sediment byl rozdispergovan piidanim 1 ml ¢isténé vody. Poté byl
vzorek podroben druhému cyklu centrifugace. Supernatant byl opét odpipetovan a
nahrazen 1 ml CiSténé vody tak, aby doSlo k rozdispergovani sedimentu. V piipade
pfitomnosti nerozdispergovatelné usazeniny byla pfislusna mikrozkumavka
nahrazena novou. Nasledoval tteti cyklus centrifugace, po kterém byl opét odebran
supernatant. Na rozdispergovani sedimentu v kazdé mikrozkumavce byl poté pouzit
v piipad¢ pfipravy nanocastic nelyofilizovanych 1 ml ¢isténé vody, zatimco pfi
pfipravé nanocastic urcenych k lyofilizaci 1 ml 5% roztoku trehalosy, kterd slouZzi
jako kryoprotektant a lyoprotektant. Vznikla nanosuspenze byla pielita do jedné
vialky a nésledné rozd€lena na tfi alikvotni Casti pfipravené k dalSimu pouZiti,
pfiCemz jedna alikvéta byla vyuzita k charakterizaci nanocéastic a dalsi dvé

k disolu¢nim testim.

4. 3. 2 Lyofilizace nanocastic
Jak jiz bylo dfive zminéno, k lyofilizaci bylo urceno celkem 12 Sarzi nanocastic.
Mikrozkumavky s alikvétami purifikovanych nanocastic byly nejdiive umistény do
mrazdku a zmrazeny na teplotu -70°C. Poté byla hrdla mikrozkumavek uzaviena
kousky buni¢iny, aby se zamezilo vypeénovani vzorku a pfipadnym ztrdtdm
nanocastic béhem dalsi faze lyofilizace. Takto pfipravené mikrozkumavky byly

vraceny piiblizn€ na 2 hodiny do mrazéku a poté byly pomoci termoboxu premistény
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do lyofilizatoru, ve kterém probihala dalsi faze mrazového suseni. Ta trvala 72 hodin

za tlaku 0,5 mbar.

4.3.2. 1 Princip lyofilizace

Lyofilizace je proces, pii kterém se voda nebo jiné rozpousStédlo odstrani ze
zmrazené¢ho materidlu pfeménou zmrazené vody pfimo na paru, aniz by v pribéhu
doslo k tvorbé kapalné vody. Nedochazi tak k poskozeni suseného materidlu jako pfti
zahrnuti kapalné faze nebo vlivem vysoké teploty pii bézném suseni. Mrazové suseni
je proto dilezitym procesem pro piipravu vzorkli a pro uchovéavani a skladovani
biologickych latek, 1é¢iv a potravin.[38]

Pribéh mrazového suseni nebo téz vymrazovani lze rozdé€lit na tii faze. Prvni
fazi je zmrazeni, kdy se vlhky materidl zmrazi pod tzv. eutekticky bod neboli teplotu,
pii které je schopen existovat jen v pevném stavu. Tim se zajisti, Ze nebude dochazet
k tani materidlu. Je vSak potfeba postupovat obezietné, aby se zamezilo jeho
mikroskopickému poskozeni. Poté néasleduje faze primarniho suseni, kdy je v mrazici
komofte snizen tlak na nékolik stovek Pa a nésledné je dodéano tolik tepla, kolik je
potieba k sublimaci vody. SuSeni trva n€kolik dni aZ hodin v zévislosti na suseném
materidlu a z materidlu je béhem této faze odstranéno asi 95% vody. Vznikajici
vodni para je obvykle pfivadéna na kondenzator, kde se opét méni v led, ktery se po
skonceni suseni odstrani. Pokud je tfeba material jesté vice vysusit, pfechazi se do
treti faze, tzv. desorpce, kdy se zvysi teplota (n¢kdy aZ nad 0°C). Narusi se pfitom
vazby mezi vodou a pevnym materidlem a odstrani se nezmrzld voda na povrchu

pevné latky. Po této fazi zlstava v suSeném materidlu asi 1 az 4% vody.[38—40]

4. 3. 3 Méreni velikosti ¢astic a zeta potencialu
K méfeni velikosti ¢astic a zeta potencidlu byl pouZit pfistroj Zetasizer Nano ZS.
K odebranému vzorku surové nanosuspenze (100 pl) byl pfidan 1 ml CiSténé vody.
Takto ptfipraveny vzorek byl pfelit do plastové mémé kyvety a vlozen do pfistroje.
Meéieni velikosti ¢astic a jejich polydisperzity bylo tfikrat opakovano.
Nasledné byl vzorek pomoci injekéni stiikacky premistén do specidlni kyvety se
zahnutou kapilarou a elektrodami, slouzici k méfeni zeta potencidlu, a vloZen do

pfistroje. Méfeni zeta potencialu probihalo taktéz trikrat.
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4. 3. 3. 1 Princip méfeni velikosti ¢astic

Me¢feni velikosti Castic na zetasizeru je zalozeno na dynamickém rozptylu svétla
(dynamic light scattering; DLS).

Castice dispergované v kapaling se pohybuji tzv. Brownovym pohybem, ktery je
zpuisoben nahodnymi kolizemi cCastic s molekulami kapaliny, které je obklopuji.
Rychlost tohoto pohybu je zavisla na velikosti koloidnich ¢astic, pfi¢emz plati, ze

¢im jsou castice mensi, tim se pohybuji rychleji a naopak.

Obr. 7: Schématické znazornéni pristroje Zetasizer Nano ZS[41]
@ laser, @ kyveta, @ detektor, @ zeslabovac, @ korelator, @ pocitad

Pti osviceni castic laserovym paprskem dochézi kvili jejich neustalému pohybu
ke kolisani intenzity rozptyleného svétla. Zetasizer pravé toto kolisani intenzity
rozptylu detekuje a vyuziva k vypoctu velikosti ¢astic.

Aby detektor zachytil intenzitu rozptyleného svétla, musi byt v ur€itém rozmezi.
K ovlivnéni mnozstvi laserového svétla pfichazejiciho do vzorku slouzi tzv.
atenuator neboli zeslaboval. Ten v pfipadé velmi malych c¢astic nebo vzorkil o
nizkych koncentracich, tedy v ptipadé, kdy se nerozsifi dostatek svétla, mnozstvi
laserového svétla zvySuje. Naopak u velkych ¢astic nebo koncentrovanych vzorki,
které¢ rozptyli piiliS mnoho svétla, je mnozstvi rozptyleného svétla pomoci

zeslabovace snizeno.[41]
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Detekovany signal je pak pfedan digitdlnimu korelatoru, ktery porovndva
signaly v ¢ase a odvozuje rychlost zmény intenzity rozptylené¢ho svétla. Mensi
Castice se pohybuji rychleji, tudiz i rychleji nastava zména intenzity rozptyleného
svétla nez u Castic velkych. Data z korelatoru jsou nésledné softwarem analyzovany.
Vysledkem jsou informace o velikosti a distribuci velikosti ¢astic ve vzorku.[41]

Prométenim na pfistroji Zetasizer Nano ZS byla kromé velikosti zjiSténa také
polydisperzita nanocastic, pficemz tzv. index polydisperzity (PDI) udava miru
nejednotnosti velikosti ¢astic v suspenzi. Obecné plati, Ze ¢im je hodnota indexu

polydisperzity mensi, tim lepsi. Za hrani¢ni hodnotu se povazuje PDI rovno 0,200.

4. 3. 3.2 Princip méfeni zeta potencidlu

Zeta potencial (C-potencial) oznacuje elektrokineticky potencial v koloidnim
systému, ktery vznikd na rozhrani mezi povrchem ¢astice a okolni kapalinou. Pro
farmaceutickou technologii predstavuje diilezity parametr, protoze je rozhodujici pro
stabilitu koloidnich soustav. Jeho hodnota urcuje velikost odpudivych sil mezi stejné
nabitymi ¢asticemi disperznich systéml.[42]

Pokud castice v suspenzi maji velky pozitivni nebo negativni {-potencial, pak
maji tendenci se navzajem odpuzovat. Naopak, pokud maji maly (-potencial, prevazi
pritazlivé sily nad odpudivymi a ¢astice maji tendenci se shlukovat neboli flokulovat.
Za stabilni se obecné povazuji Castice se (-potencidlem vétSim nez +30 mV a
menSim nez -30 mV.[41]

Zeta potencial je zjiStovan méfenim rychlosti, kterou se castice pohybuji pii
elektroforéze (Obr. 8). V aplikovaném elektrickém poli se ¢astice budou pohybovat

k elektrod¢ s opaénym nabojem.

Elactmdeli_l_@ EJFE'EG"‘“’E e

Capillary—

b

Obr. 8: Schématické znazornéni kyvety pro méfeni (-potencialu
a elektroforézy[41]
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Rychlost pohybu ¢astic, oznacovana téz jako elektroforetickd pohyblivost, je
mimo jiné zavisld na sile elektrického pole a zeta potencidlu. Pokud zname silu
elektrického pole, je mozné prostiednictvim laserové Dopplerovy velocimetrie
zm¢fit rychlost pohybu castic a naslednym vypoc¢tem dle Henryovy rovnice zjistit
zeta potencial.[41, 43] M¢feni je také zavislé na pH prostiedi. V naSem piipadé se

jednalo o disperzi ¢astic ve vodném prostiedi, proto uvazujeme pH 7.

4. 3. 4 Enkapsulacni efektivita, vytéZnost a drug-loading
Pro zhodnoceni nanocéstic z hlediska jejich ptipravy byly zjistovany nésledujici
parametry:
e enkapsulacni efektivita (entrapment efficiency; EE), ktera udava, kolik
procent z pouzitétho celkového mnozstvi U¢inné latky bylo

enkapsulovano do nanocastic

hmotnost enkapsulovaného RhB

(1) EE= -100%

ptivodni navazka RhB
e vytéznost (recovery yield; RY), jez udavd procentudlni mnozstvi
polymeru, které jsme obdrzeli ve formé nanocastic po purifikacnich

procesech

hmotnost polymeru v nanocasticich

+100%

(2) RY =

ptvodni navazka polymeru
e drug-loading (DL), ktery udava, kolik procent zaujiméa enkapsulovana
ucinnd latka v nanocasticich

hmotnost enkapsulovaného RhB

(3) DL = -100%

hmotnost nanocastic

Hodnoceni bylo provedeno pouze u téch Sarzi nanocastic, které nebyly
lyofilizovany.

Pro vypocet téchto charakteristik bylo potieba nejdiive zjistit enkapsulované
mnozstvi RhB. Alikvotni ¢ast nanosuspenze byla odstiedéna pomoci centrifugy
jednim desetiminutovym cyklem pii rychlosti otaceni 10 000 RPM a pietizeni
7 200 g. Supernatant byl odebran a sediment byl rozpustén ve 4 ml acetonitrilu.
Nasledné¢ byl roztok spektrofotometricky proméien v kyveté z kiemenného skla proti
ACN jako slepému vzorku. Méfeni probihalo pfi vlnové délce 556nm, coz odpovida
absorpénimu maximu roztoku RhB v ACN. Dosazenim naméfené absorbance do
rovnice kalibra¢ni pfimky (4) byla vypoctena koncentrace RhB v pg/ml a pfepoctem

bylo zjisténo celkové enkapsulované mnozstvi RhB v nanocasticich dané Sarze.
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(4) y=10,1558x — 0,0828,

kde x je koncentrace RhB v pug/ml a y je absorbance

Kalibrac¢ni primka RhB v ACN

3,5
3 / y =0,1558x - 0,0828
25 R?=0,9881
[
e
c 2
£ o
215
o2
< . ® A(556nm)
0,5 / —— Linearni (A (556nm))
(]
O " T T T T
0 5 10 15 20 25

Koncentrace RhB [ug/ml]

Graf 1: Kalibra¢ni pFimka roztoku rhodaminu B v acetonitrilu pfi 556nm

Po spektrofotometrickém méteni byl roztok RhB v ACN kvantitativné pieveden
do pfedem zvazené vialky. Vialka s roztokem byla vloZena do suSarny vyhiaté na
teplotu 60°C, aby doSlo k Uplnému vypafeni ACN. Néslednym zvaZenim byla
zjiSténa celkova hmotnost pfipravenych nanocastic a po odecteni enkapsulovaného
mnozstvi RhB byla ziskdna hmotnost polymeri tvoticich nanoc¢astice. Tyto hodnoty
pak byly dosazeny do vztahti pro vypocty enkapsula¢ni efektivity (1), vytéznosti (2)
a drug-loadingu (3).

4. 3. 5 Disoluce

Pro posouzeni odolnosti pfipravenych nanocastic vici kyselému prostiedi a
uvoliiovani ucinné latky z pfipravenych nanocéstic v prostiedi o kyselém a
fyziologickém pH v ¢ase byly nanocastice podrobeny disolu¢nim testim.

Testy byly provedeny v duplikatech, proto byl kazdy vzorek tvofen polovinou
alikvotni Casti pfipravené nanosuspenze. V piipad¢ lyofilizovanych nanocastic byl
vzorek piipraven resuspendovanim nanocastic v 1 ml ¢isténé vody a naslednym
rozdélenim na polovinu. Vzorek byl pak pomoci pipety vpraven do piedem
pfipravené, zjedné strany zalepené dialyzacni membrany. Ta pak byla pomoci

akrylatového lepidla zalepena i z druhé strany. Takto pifipravené membrany byly

30



ponofeny do ptislusnych disolu¢nich médii ve vialkach umisténych v tiepaci vodni
lazni vyhtaté na teplotu 37°C.

Pti disolucnich testech byla pouzita nasledujici disolu¢ni média[26, 44, 45]

a) 15ml 0,IM roztoku kyseliny chlorovodikové pH 1, ke kterym bylo
v pribé¢hu disoluce (po 2 hodinach) pifidéno 5 ml 0,2M roztoku
dodekahydratu hydrogenfosfore¢nanu sodného (zahtatého na teplotu
37°C)

b) 15 ml 0,01M fosfatového pufru o pH 7,4

V prubéhu disoluce byly pipetou odebirany vzorky o objemu 2 ml v pfedem
stanovenych cCasech — 2 hodiny, 1 hodina (u nékterych vzorkl nebyl z casovych
divodt odbér uskuteénén), 2 hodiny, 3 hodiny, 4 hodiny, 6 hodin, 15 hodin, 19
hodin a 24 hodin. Vzorky byly hodnoceny spektrofotometricky a ihned po prométeni
byly vraceny zpét do testovaciho média, aby byl zachovan objem disolu¢niho média
ve vialkach.

Spektrofotometrické hodnoceni vzorkii probihalo vzdy pii vinové délce
odpovidajici absorpénimu maximu roztoku RhB v daném médiu a proti slepému
vzorku tvofenému pfisluSnym médiem. V nasledujici tabulce jsou pro piehlednost
uvedeny vinové délky, pifi kterych méfeni probihalo, a také rovnice kalibra¢nich
piimek pro pouzita disoluéni média. Proménna x v téchto rovnicich vzdy znamena

koncentraci RhB v pg/ml a y predstavuje naméefenou hodnotu absorbance.

Tabulka 4: Prehled vinovych délek, pii kterych probihalo spektrofotometrické méfeni, a rovnic
kalibra¢nich piimek pro pouZita disolu¢ni média

. N o sae vinova . ax
disolu¢ni médium délka rovnice kalibra¢ni primky
0,1M HCI 556 nm |(5) y =0,2044x + 0,0044
0.IMHCI a 0.2M Na;HPOs - 12HLO | 5551, 16) v = 0,2418x + 0,0653
v poméru 3:1
0,01M PBS pH 7,4 554nm | (7) y=0,265x+ 0,1065

Grafy 2 az 4 zobrazuji kalibra¢ni piimky roztokit RhB v pouzitych disolu¢nich

médiich.
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Kalibra¢ni pfimka RhB v 0,1M HCI

2,5
5 » y= 0,20424x +0,0044
R2=1
(]
(%]
f=
.'é ® Absorbance (556nm)
2
<
—— Linearni (Absorbance
(556nm))
0 T T T T T T T T T T

0 2 4 6 8 10 12
Koncentrace RhB [pug/ml]

Graf 2: Kalibraéni pifimka roztoku rhodaminu B v 0,1M roztoku Kkyseliny chlorovodikové pri 556 nm

Kalibra¢ni pfimka RhB v 0,1M HCl a 0,2M
Na,HPO,-12H,0 v poméru 3:1

2,5 y =0,2418x + 0,0653
/ R? = 10,9969

® Absorbance (555nm)
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Absorbance
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Graf 3: Kalibra¢ni pfimka roztoku rhodaminu B v 0,1M HCl a 0,2M Na,HPO, - 12H,0 v poméru 3:1 p¥i
555 nm
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Kalibra¢ni pfimka RhB v 0,01M PBS pH 7,4

i y = 0,265x + 0,1065
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Absorbance
=
(92}
®

Graf 4: Kalibraé¢ni pfimka roztoku rhodaminu B v 0,01M fosfatovém pufru o pH 7,4 p¥i 554 nm

Dosazenim namétené absorbance do prislusné rovnice linearni regrese pak byla
zjisténa koncentrace RhB. Ta byla nasledn¢ ptfepocitana na uvolnéné procentualni
mnozstvi RhB v pfislusném case. Grafickym zpracovanim zjisténych dat pak byly

ziskany disolu¢ni profily nano¢astic jednotlivych Sarzi.
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5 VYSLEDKY A DISKUSE

Vramci  praktické casti  byly pfipraveny polymerni nanocéstice
s enkapsulovanym RhB. Nanocéstice se skladaly z linearnich polymerti PLGA 5/5 a
7/3 nebo z vétveného polymeru A2 v rizném poméru s acidorezistentnim polymerem
CAF. Hlavnim divodem vybéru a vyhodou polymernich nanocastic je jejich snadna
biologickd odbouratelnost. Rhodamin B byl v experimentu pouzit jako G¢inna latka
z divodu jasné rtzového zbarveni roztokl, které poskytuje, a tedy moznosti
spektrofotometrického hodnoceni nanocastic. Zaroven je také agonistou nuklearniho

receptoru s potenciadlni protizanétlivou aktivitou.

5.1 Méreni velikosti ¢astic a zeta potencialu

Pfipravend nanosuspenze byla nejdiive hodnocena z hlediska velikosti castic.
Naméfené hodnoty, primérné hodnoty velikosti Castic a PDI, v€etné smérodatnych
odchylek (SD), jsou uvedeny v Tabulka 5.

Vsechny piipravené nanocastice maji velikost blizkou 200 nm, coz je dobrym
pfedpokladem pro jejich retenci ve stifevé, akumulaci v zanétlivé tkani a vychytavani
makrofagy. Nanocéstice zaroven vyhovuji poZadavku na index polydisperzity, s
jedinym mirnym ptekrocenim hrani¢ni hodnoty u nanocastic pfipravenych z PLGA
5/5 s CAF vpoméru 1:1. Znaméfenych hodnot dale vyplyva, Ze piidavek

acidorezistentni sloZky nema4 signifikantni vliv na velikost ¢astic.
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Tabulka 5: Velikosti pripravenych nanoc¢astic a jejich polydisperzita

vzorek velikost | O velikost SD | PDI |@PDI| SD
Castic [nm] castic [nm]
220,3 0,133
PLGA 219,7 219.8 +0411 | 0,131 | 0,119 | £0,019
2193 0,092
215.,5 0,240
1:1 211,9 212,5 +2,281 | 0,214 | 0,226 | £0,011
PLGA 210,0 0,224
5/5 194,1 0,143
2:1 195.1 194,2 +0,660 | 0,139 | 0,139 | £0,003
193,5 0,136
202.4 0,105
5:1 202,3 202.,6 +0,356 | 0,152 | 0,128 | £0,019
203,1 0,128
187,6 0,090
PLGA 184,6 185,9 +1,247 | 0,083 | 0,087 | £0,003
185,6 0,089
187,0 0,158
1:1 190,0 188,7 +1,268 | 0,172 | 0,173 | £0,013
PLGA 189,2 0,189
7/3 171,7 0,104
2:1 173,6 173,3 +1,239 | 0,133 | 0,112 | £0,015
174,7 0,100
185,5 0,106
5:1 185,7 185,6 +0,094 | 0,086 | 0,096 | £0,008
185,7 0,095
194,1 0,112
PLGA 191,6 192,0 +1,577 | 0,088 | 0,091 | £0,016
190,3 0,073
193,4 0,131
1:1 193,7 193,0 +0,787 | 0,151 | 0,143 | £0,009
PLGA 191,9 0,148
A2 185.,4 0,090
2:1 183,6 184,1 +0,899 | 0,134 | 0,113 | £0,018
183,4 0,114
185,6 0,095
5:1 190,0 187,5 +1,846 | 0,172 | 0,130 | £0,032
186,9 0,123

Dal$im sledovanym parametrem u pfipravovanych nanocastic byl {-potencial,

jehoz méfeni probihalo taktéz na pfistroji Zetasizer Nano ZS. Jak jiz bylo dfive

zminéno, tento parametr je dulezity pro charakterizaci koloidnich disperzi z hlediska

jejich stability, pfi¢emz za stabilni jsou povazovany soustavy, které maji hodnoty (-
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potencidlu +£30 mV. V opacném ptipad¢ je soustava nestabilni a miize mit tendenci k
flokulaci. Naméfené hodnoty {-potencidlu pfipravenych nanocéstic, jejich pruméry a
smérodatné odchylky jsou uvedeny v Tabulka 6.

Tabulka 6: Zeta potencial piipravenych nano¢astic

vzorek ZP (mV] | @ ZP [mV] SD
-26,3
PLGA -28.,3 -27.3 +0,818
-27,2
-24.4
1:1 -24,6 -24.4 + 0,205
PLGA 24,1

5/5 -20,1
2:1 -19,2 -18,8 + 1,257
-17,1
-34,1
5:1 -36,1 -34,8 +0,920
-34,2
-29.,4
PLGA -29,3 -29,5 +0,216
-29,8
-28,8
1:1 -27,6 -29,1 + 1,320
PLGA -30,8

7/3 -24.2
2:1 -25,0 -24.5 + 0,356
-24,3
-27,8
5:1 -26,8 -30,4 + 4,450
-36,7
20,4
PLGA -18,0 -18,5 + 1,427
-17,0
-23,6
1:1 -25.8 -24,7 + 0,899
PLGA -24,6

A2 -21,8
2:1 =222 -22,0 +0,170
21,9
-21,9
5:1 -20,5 -21,0 + 0,660
-20,5
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Podle naméfenych hodnot {-potencidlu lze povazovat nanocastice piipravené
z polymera PLGA 5/5, PLGA 7/3 i A2 za stabilni. Naméfené hodnoty {-potencidlu
se pohybuji v pfiblizném rozmezi od -21 mV do -35 mV. Vyjimky tvofi nanocastice
slozené¢ zPLGA 5/5 s CAF vpoméru 2:1, s hodnotou (-potencidlu -18,8 mV, a
nanocastice tvofené pouze polymerem A2 s hodnotou {-potencialu -18,5 mV.

Z vysledku lze také vyvodit zavér, ze ptidavek CAF ve slozeni nanoc¢éstic nema

vyrazny vliv na hodnotu {-potencidlu nanocastic.

5. 2 Hodnoceni procesu enkapsulace a pripravy nanocastic
Pro charakterizaci procesu pripravy nanoc¢astic a enkapsulace ucinné latky byla
zjiStovana EE, DL a RY. Vyznam téchto parametrii, véetné¢ vypoctd, byl popsan

v kapitole 4. 3. 4. Vysledky jsou pak zaznamenéany v Tabulka 7.

Tabulka 7: Enkapsula¢ni efektivita, drug loading a vytéZnost

vzorek % EE | % DL | % RY
PLGA | 31,28 0,63 49,17

1:1 65,93 1,41 43,01

PLGA 5/5 2:1 52,25 1,10 41,88
5:1 52,94 1,05 44,37

PLGA || 55,76 0,81 63,92

1:1 78,86 1,19 61,07

PLGA 773 2:1 70,10 1,18 48,64
5:1 56,27 1,01 45,42

PLGA | 86,31 1,18 62,66

1:1 73,04 1,44 44,43

PLGA A2 2:1 77,59 1,25 51,15
5:1 65,96 1,15 52,86

Z vypoctenych hodnot vyplyva, Ze hydrofobni polymer PLGA 7/3 a vétveny
polymer PLGA A2 vykazuji vysSi enkapsulacni efektivitu a zaroven maji i lepsi
vytéznost. V pripad¢ linearnich polymerd, tzn. PLGA 5/5 a 7/3, dochézi s ptidavkem
CAF ke zvySeni hodnot vSech sledovanych parametri. Tento fenomén byl popsan u
lipidickych ¢astic, kdy Castice tvofené dvéma a vice rozdilnymi komponentami maji
niz8i miru uspotfddanosti matrice. Tyto nepravidelnosti matrice vytvareji prostor pro

lepsi enkapsulaci 1é¢iva.
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5. 3 Disoluce nanocastic

Na zakladé provedenych disolué¢nich testl 1ze predikovat chovani nanocastic po
peroralnim podéani. Bylo sledovano uvoliiovani G¢inné latky RhB v 0,1M kyseling
chlorovodikové pfi teploté 37°C, coz simuluje kyselé prostiedi zaludku, a zaroven
také ve fyziologickém pH.

Disolu¢nim testim byly podrobeny jak lyofilizované nanocastice, které byly
pfed hodnocenim resuspendovany, tak nanocastice ptipravené v €as potieby.

V ptipad¢ lyofilizovanych nanocastic vykazovaly vzorky pfiblizné¢ po %2 hodiné
od zacatku disoluénich testli makroskopické zmény (Obr. 9). K tomuto jevu doslo az
pfi disoluci v kyselém 1 fyziologickém pH u vSech nanocastic po predchozi
lyofilizaci, ackoliv byly pfed disoluci fadné resuspendovany v €isténé vod¢. Z tohoto
davodu lze predpokladat, ze doslo k inkompatibilit¢ mezi disolu¢nimi médii a
trehalosou, kterd byla v experimentu pouzita jako lyoprotektant. Pfipadné mohlo
dojit k poskozeni castic jiz béhem procesu lyofilizace (napt. mikrotdnim). Disolu¢ni
testy probihaly 1 pfes vzniklé sraZeniny nanocéstic po dobu 24 hodin. Vzhledem ke
vzniklym shlukiim v§ak nemohlo dojit k rovnomérnému uvoliiovani RhB ze vzorkd,
a proto vzniklé¢ disolu¢ni profily nanocastic nemaji vypovidaci hodnotu a ve

vysledcich nejsou uvedeny.

Obr. 9: Makroskopické zmény vzorki lyofilizovanych nanodastic vzniklé pii disoluci (archiv autora)
Nanocastice podrobené disoluénim testim ihned po jejich pfiprave
nevykazovaly zadné nezddouci makroskopické zmeény. V tabulkdch 8 az 10 jsou
uvedeny namétené hodnoty pii disoluci ve fyziologickém prostiedi, v tabulkach 11

az 13 pak v prostiedi kyselém. V kazdé tabulce jsou zaznamenany naméfené hodnoty
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absorbanci pro jednotlivé vzorky v presné¢ stanovenych casech (disoluce byla
provedena v duplikatech, proto jsou v tabulkach uvedeny vzdy vzorky ¢. 1 a 2),
pramérné hodnoty absorbance a smérodatné odchylky. Dale jsou zde uvedeny
koncentrace RhB (crnp), zjisténé vypoCty zrovnic kalibracnich piimek, a také
odpovidajici mnozstvi uvolnéného RhB v médiu, vyjadiené jak hmotnostné (mgpp),
tak procentudlné vztazené k celkovému mnozstvi enkapsulovaného RhB
v nanocCasticich. Na grafech 5 az 10 jsou pak zobrazeny disolu¢ni profily
pripravenych nanocastic v kyselém, nebo fyziologickém prostfedi. Pro lepsi
prehlednost nejsou v grafech zobrazeny chybové usecky, nicméné plati, Ze hodnoty

smérodatnych odchylek se pohybovaly v izkém rozmezi.
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Tabulka 8: Disoluce nanoc¢astic z PLGA 5/5 v riizném poméru s CAF v pH 7,4

absorbance (A)
PLGA 5/5 ¢as [h]
0 0,5 2 3 4 6 15 19 24

vzorek €. 1 00,078 | 0,135 | 0,156 | 0,178 | 0,196 | 0,215 | 0,218 | 0,218

vzorek €. 2 00,084 | 0,157 | 0,181 0,191 0,203 | 0,214 | 0,218 | 0,219

P oA 0| 0,081 | 0,146 | 0,169 | 0,185 0,200 | 0,215 | 0,218 | 0,219
é SD 0| 0,003 | 0,011 0,013 0,007 | 0,004 | 0,001 0,000 | 0,001
A Crup [pg/ml] 00,289 | 0,521 0,602 | 0,659 | 0,713 | 0,766 | 0,779 | 0,780
mgyp [pHg] v médiu | 0 | 4,339 | 7,821 9,027 | 9,884 | 10,688 | 11,491 | 11,679 | 11,705

% mnozstvi RhB || 0 | 27,74 | 50,01 57,72 | 63,20 | 68,33 73,47 | 74,67 | 74,84
vzorek €. 1 0| 0,095 | 0,248 | 0,290 | 0,321 0,338 | 0,369 | 0,385 | 0,396

vzorek €. 2 0| 0,130 | 0,257 | 0,291 0,334 | 0,319 | 0,335 | 0,342 | 0,367

1 0A 00,113 | 0,253 | 0,291 0,328 | 0,329 | 0,352 | 0,364 | 0,382
: SD 00,018 | 0,005 | 0,001 0,007 | 0,010 | 0,017 | 0,022 | 0,015
1 Cryp [pg/ml] 0| 0,402 | 0,902 1,038 1,170 1,173 1,257 1,298 1,363
mgyp [pg] v médiu | 0 | 6,027 | 13,527 | 15,563 | 17,545 | 17,598 | 18,857 | 19,473 | 20,438

% mnozstvi RhB || 0 | 19,59 | 43,96 | 50,58 | 57,02 | 57,20 | 61,29 | 63,29 | 66,42
vzorek €. 1 00,140 | 0,173 | 0,218 | 0,234 | 0,236 | 0,240 | 0,241 0,249

vzorek €. 2 00,088 | 0,163 | 0,179 | 0,188 | 0,198 | 0,204 | 0,207 | 0,212

2 oA 00,114 | 0,168 | 0,199 | 0,211 0,217 | 0,222 | 0,224 | 0,231
: SD 0| 0,026 | 0,005 | 0,020 | 0,023 0,019 | 0,018 | 0,017 | 0,019
1 Crip [g/ml] 0| 0,407 | 0,600 | 0,709 | 0,754 | 0,775 | 0,793 0,800 | 0,823
mgyp [Ug] v médiu | 0 | 6,107 | 9,000 | 10,634 | 11,304 | 11,625 | 11,893 | 12,000 | 12,348

% mnozstvi RhB || 0 | 25,98 | 38,28 | 45,23 | 48,08 | 49,45 50,59 | 51,04 | 52,52
vzorek €. 1 00,069 | 0,176 | 0,202 | 0,213 0,230 | 0,230 | 0,232 | 0,237

vzorek €. 2 00,092 | 0,185 | 0,207 | 0,221 0,224 | 0,236 | 0,239 | 0,239

5 QA 0| 0,081 | 0,181 0,205 | 0,217 | 0,227 | 0,233 0,236 | 0,238
: SD 00,012 | 0,005 | 0,002 | 0,004 | 0,003 | 0,003 0,003 | 0,001
1 Crip [g/ml] 0| 0,288 | 0,645 | 0,730 | 0,775 0,811 0,832 | 0,841 0,850
mgyp [Hg] v médiu | 0 | 4,313 | 9,670 | 10,955 | 11,625 | 12,161 | 12,482 | 12,616 | 12,750

% mnozstvi RhB || 0 | 18,10 | 40,59 | 45,99 | 48,80 | 51,05 52,40 | 52,96 | 53,52
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Tabulka 9: Disoluce nanoc¢astic z PLGA 7/3 v riizném poméru s CAF v pH 7,4

absorbance (A)
PLGA 7/3 ¢as [h]
0 0,5 1 2 3 4 6 15 19 24

vzorek €. 1 00,077 | 0,130 | 0,192 | 0,239 | 0,288 | 0,311 0,343 | 0,355 | 0,358

vzorek €. 2 00,199 | 0,233 | 0,293 0,321 0,330 | 0,340 | 0,345 | 0,343 | 0,347

P oA 0| 0,138 | 0,182 | 0,243 0,280 | 0,309 | 0,326 | 0,344 | 0,349 | 0,353
é SD 0 | 0,061 | 0,052 | 0,051 0,041 0,021 0,015 | 0,001 0,006 | 0,006
A Crup [pg/ml] 00,493 | 0,648 | 0,866 1,000 1,104 1,163 1,229 1,246 1,259
mgyp [pHg] vmédiu | 0 | 7,393 | 9,723 | 12,991 | 15,000 | 16,554 | 17,438 | 18,429 | 18,696 | 18,884

% mnozstvi RhB || 0 | 28,41 | 37,37 | 49,92 | 57,65 | 63,62 | 67,01 70,82 | 71,85 | 72,57
vzorek €. 1 0| 0,141 | 0,173 | 0,256 | 0,301 0,331 0,356 | 0,362 | 0,381 0,389

vzorek €. 2 0 | 0,101 | 0,162 | 0,250 | 0,301 0,327 | 0,349 | 0,363 | 0,367 | 0,369

1 0A 00,121 | 0,168 | 0,253 0,301 0,329 | 0,353 0,363 | 0,374 | 0,379
: SD 0 | 0,020 | 0,005 | 0,003 0,000 | 0,002 | 0,004 | 0,001 0,007 | 0,010
1 Cryp [pg/ml] 0| 0,432 | 0,598 | 0,904 1,075 1,175 1,259 1,295 1,336 1,354
mpyp [pHg] vmédiu | 0 | 6,482 | 8,973 | 13,554 | 16,125 | 17,625 | 18,884 | 19,420 | 20,036 | 20,304

% mnozstvi RhB || 0 | 17,61 | 24,38 | 36,83 | 43,82 | 47,89 | 51,31 52,77 | 54,44 | 55,17
vzorek €. 1 00,093 | 0,124 | 0,178 | 0,203 0,223 | 0,239 | 0,249 | 0,257 | 0,266

vzorek €. 2 0 | 0,065 | 0,113 | 0,181 0,216 | 0,231 0,235 | 0,241 0,242 | 0,245

2 oA 00,079 0,119 | 0,18 | 0,210 | 0,227 | 0,237 | 0,245 | 0,250 | 0,256
: SD 0| 0,014 | 0,006 | 0,002 | 0,006 | 0,004 | 0,002 | 0,004 | 0,008 | 0,011
1 Crip [g/ml] 0| 0,282 | 0,423 | 0,641 0,748 | 0,811 0,846 | 0,875 | 0,891 0,913
mpyp [Ug] v médiu | 0 | 4,232 | 6,348 | 9,616 | 11,223 | 12,161 | 12,696 | 13,125 | 13,366 | 13,688

% mnozstvi RhB || 0 | 14,49 | 21,74 | 32,92 | 38,43 | 41,64 | 43,47 | 44,94 | 45,76 | 46,86
vzorek €. 1 00,073 | 0,128 | 0,176 | 0,193 0,202 | 0,211 0,212 | 0,214 | 0,215

vzorek €. 2 0 | 0,040 | 0,100 | 0,162 | 0,190 | 0,208 | 0,214 | 0,217 | 0,220 | 0,221

5 QA 0 0,057] 0,114 | 0,169 | 0,192 | 0,205 | 0,213 0,215 | 0,217 | 0,218
: SD 00,017 | 0,014 | 0,007 | 0,002 | 0,003 | 0,002 | 0,003 | 0,003 | 0,003
1 Crip [1g/ml] 0| 0,202 | 0,407 | 0,604 | 0,684 | 0,732 | 0,759 | 0,766 | 0,775 | 0,779
mgyp [Ug] v médiu | 0 | 3,027 | 6,107 | 9,054 | 10,259 | 10,982 | 11,384 | 11,491 | 11,625 | 11,679

% mnozstvi RhB || 0 | 12,91 | 26,05 | 38,61 43,75 | 46,84 | 48,55 | 49,01 49,58 | 49,81
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Tabulka 10: Disoluce nanoéastic z PLGA A2 v rizném poméru s CAF v pH 7,4

absorbance
PLGA A2 ¢as [h]
0 0,5 1 2 3 4 6 15 19 24

vzorek €. 1 0] 0,126 | 0,204 | 0,298 | 0,360 | 0,390 | 0,427 | 0,447 | 0,450 | 0,451

vzorek €. 2 010,217 | 0,260 | 0,346 | 0,386 | 0,406 | 0,427 | 0,435 | 0,441 0,441

P oA 010,172 | 0,232 | 0,322 | 0,373 0,398 | 0,427 | 0,441 0,446 | 0,446
é SD 0 | 0,046 | 0,028 | 0,024 | 0,013 0,008 | 0,000 | 0,006 | 0,005 | 0,005
A Crup [pg/ml] 010,613 | 0,829 1,150 1,332 1,421 1,525 1,575 1,591 1,593
mgpp [pg] vmédiu | 0 | 9,188 | 12,429 | 17,250 | 19,982 | 21,321 | 22,875 | 23,625 | 23,866 | 23,893

% mnozstvi RhB || 0 | 24,56 | 33,23 | 46,12 | 53,43 57,01 61,16 | 63,17 | 63,81 63,88
vzorek €. 1 01o0,110 | 0,180 | 0,233 | 0,257 | 0,263 0,271 0,275 | 0,277 | 0,280

vzorek €. 2 00,108 | 0,185 | 0,240 | 0,262 | 0,266 | 0,276 | 0,277 | 0,280 | 0,287

1 QA 010,109 | 0,183 0,237 | 0,260 | 0,265 | 0,274 | 0,276 | 0,279 | 0,284
: SD 0 | 0,001 | 0,003 0,003 | 0,003 0,002 | 0,003 | 0,001 0,002 | 0,003
1 Crup [pg/ml] 010,389 | 0,652 | 0,845 | 0,927 | 0,945 | 0,977 | 0,986 | 0,995 1,013
mppp [pg] vmédiu | 0 | 5,839 | 9,777 | 12,670 | 13,902 | 14,170 | 14,652 | 14,786 | 14,920 | 15,188

% mnozstviRhB || 0 | 17,77 | 29,75 | 38,55 | 42,30 | 43,11 44,58 | 44,99 | 4539 | 46,21
vzorek €. 1 0| 0,088 | 0,149 | 0,204 | 0,235 | 0,247 | 0,267 | 0,271 0,275 | 0,277

vzorek €. 2 0| 0,062 | 0,128 | 0,197 | 0,236 | 0,249 | 0,262 | 0,274 | 0,275 | 0,275

2 0A 010,075 | 0,139 | 0,201 0,236 | 0,248 | 0,265 | 0,273 0,275 | 0,276
: SD 0] 0,013 | 0,011 0,003 | 0,001 0,001 0,003 | 0,002 | 0,000 | 0,001
1 Crup [pg/ml] 0] 0,268 | 0,495 | 0,716 | 0,841 0,886 | 0,945 | 0,973 0,982 | 0,986
Mgpg [g] v médiu | 0 | 4,018 | 7,420 | 10,741 | 12,616 | 13,286 | 14,170 | 14,598 | 14,732 | 14,786

% mnozstviRhB || 0 | 12,43 | 22,95 | 33,22 | 39,02 | 41,09 | 43,83 | 45,15 | 45,57 | 45,73
vzorek €. 1 0| 0,051 | 0,099 | 0,164 | 0,203 0,217 | 0,237 | 0,260 | 0,261 0,262

vzorek €. 2 0| 0,046 | 0,102 | 0,174 | 0,200 | 0,222 | 0,247 | 0,269 | 0,270 | 0,270

5 DA 0 | 0,049 | 0,101 0,169 | 0,202 | 0,220 | 0,242 | 0,265 | 0,266 | 0,266
: SD 0 | 0,003 | 0,001 0,005 | 0,002 | 0,003 0,005 | 0,005 | 0,005 | 0,004
1 Crup [pg/ml] 010,173 | 0,359 | 0,604 | 0,720 | 0,784 | 0,864 | 0,945 | 0,948 | 0,950
mgpp [pg] vmédiu | 0 | 2,598 | 5,384 | 9,054 | 10,795 | 11,759 | 12,964 | 14,170 | 14,223 | 14,250

% mnozstviRhB || 0 | 8,44 17,49 | 29,41 35,07 | 38,20 | 42,12 | 46,03 | 46,21 46,30
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Tabulka 11: Disoluce nanoéastic z PLGA 5/5 v rizném poméru s CAF v kyselém pH

absorbance
PLGA 5/5 ¢as [h]
0 0,5 2 3 4 6 15 19 24

vzorek €. 1 0 | 0,061 | 0,086 | 0,088 | 0,093 | 0,095 | 0,100 | 0,108 | 0,112

vzorek €. 2 0 | 0,038 | 0,069 | 0,073 | 0,075 | 0,083 | 0,095 | 0,099 | 0,108

P oA 0 | 0,050 | 0,078 | 0,081 | 0,084 | 0,089 | 0,098 | 0,104 | 0,110
é SD 0 | 0,012 | 0,008 | 0,008 | 0,009 | 0,006 | 0,003 | 0,005 | 0,002
A Crup [pg/ml] 00,241 | 0,378 | 0,320 | 0,334 | 0,353 | 0,387 | 0,411 | 0,437
mgyp [Hg] v médiu || 0 | 3,620 | 5,668 | 6,394 | 6,672 | 7,069 | 7,744 | 8,221 | 8,737

% mnozstvi RhB || 0 | 23,15 | 36,24 | 40,88 | 42,66 | 45,20 | 49,51 | 52,56 | 55,86
vzorek €. 1 0 | 0,033 | 0,032 | 0,039 | 0,042 | 0,049 | 0,064 | 0,065 | 0,069

vzorek €. 2 0 | 0,023 | 0,036 | 0,046 | 0,048 | 0,053 | 0,067 | 0,068 | 0,075

1 0A 0 | 0,028 | 0,034 | 0,043 | 0,045 | 0,051 | 0,066 | 0,067 | 0,072
: SD 0 | 0,005 | 0,002 | 0,004 | 0,003 | 0,002 | 0,002 | 0,002 | 0,003
1 Cryp [pg/ml] 00,137 | 0,166 | 0,169 | 0,179 | 0,203 | 0,260 | 0,264 | 0,286
mpyp [Hg] vmédiu || 0 | 2,048 | 2,487 | 3,376 | 3,574 | 4,051 | 5,203 | 5,282 | 5,719

% mnozstvi RhB || 0 | 6,66 | 8,08 | 10,97 | 11,62 | 13,17 | 16,91 | 17,17 | 18,59
vzorek €. 1 0| 0,075 | 0,079 | 0,076 | 0,077 | 0,077 | 0,085 | 0,093 | 0,094

vzorek €. 2 0 | 0,022 | 0,035 | 0,036 | 0,039 | 0,045 | 0,056 | 0,056 | 0,058

2 oA 0 | 0,049 | 0,057 | 0,056 | 0,058 | 0,061 | 0,071 | 0,075 | 0,076
: SD 0 | 0,027 | 0,022 | 0,020 | 0,019 | 0,016 | 0,015 | 0,019 | 0,018
1 Crip [g/ml] 0 | 0,236 | 0,278 | 0,222 | 0,230 | 0,242 | 0,280 | 0,296 | 0,302
mpyp [Hg] vmédiu || 0 | 3,547 | 4,169 | 4,448 | 4,607 | 4,845 | 5,600 | 5917 | 6,037

% mnozstvi RhB || 0 | 15,09 | 17,73 | 18,92 | 19,59 | 20,61 | 23,82 | 25,17 | 25,68
vzorek €. 1 0 | 0,056 | 0,083 | 0,086 | 0,094 | 0,091 | 0,133 | 0,133 | 0,156

vzorek €. 2 0 | 0,045 | 0,076 | 0,078 | 0,084 | 0,087 | 0,095 | 0,096 | 0,099

5 QA 0 | 0,051 | 0,080 | 0,082 | 0,089 | 0,089 | 0,114 | 0,115 | 0,128
: SD 0 | 0,006 | 0,004 | 0,004 | 0,005 | 0,002 | 0,019 | 0,019 | 0,029
! Crip [g/ml] 0 | 0,246 | 0,388 | 0,326 | 0,353 | 0,353 | 0,453 | 0,455 | 0,506
mgyp [Hg] v médiu || 0 | 3,693 | 5,814 | 6,513 | 7,069 | 7,069 | 9,055 | 9,095 | 10,127

% mnozstvi RhB || 0 | 15,50 | 24,41 | 25,34 | 29,67 | 29,67 | 38,01 | 38,18 | 42,51

43




Tabulka 12: Disoluce nanoéastic z PLGA 7/3 v riizném poméru s CAF v kyselém pH

absorbance
PLGA 7/3 ¢as [h]
0,5 1 2 3 4 6 15 19 24
vzorek €. 1 0,050 | 0,063 | 0,096 | 0,092 | 0,097 | 0,107 | 0,118 | 0,119 | 0,120
vzorek €. 2 0,047 | 0,058 | 0,090 | 0,087 | 0,087 | 0,096 | 0,111 | 0,117 | 0,119
oA 0,049 | 0,061 | 0,093 | 0,090 | 0,092 | 0,102 | 0,115 | 0,118 | 0,120
SD 0,002 | 0,003 | 0,003 | 0,003 | 0,005 | 0,006 | 0,004 | 0,001 | 0,001

>~

Crnp [pg/ml] 0,236 | 0,295 | 0,453 | 0,355 | 0,365 | 0,403 | 0,455 | 0,469 | 0,475

mgpp [Hg] v médiu 3,547 | 4,425 | 6,802 | 7,109 | 7,307 | 8,062 | 9,095 | 9,373 | 9,492

% mnozstvi RhB 13,63 | 17,00 | 26,14 | 27,32 | 28,08 | 30,98 | 34,95 | 36,02 | 36,48

vzorek €. 1 0,007 | 0,007 | 0,018 | 0,020 | 0,021 | 0,025 | 0,038 | 0,044 | 0,046

vzorek €. 2 0,015 | 0,018 | 0,036 | 0,037 | 0,038 | 0,041 | 0,048 | 0,049 | 0,050

@ absorbance 0,011 | 0,013 | 0,027 | 0,029 | 0,030 | 0,033 | 0,043 | 0,047 | 0,048

SD 0,004 | 0,006 | 0,009 | 0,009 | 0,009 | 0,008 | 0,005 | 0,003 | 0,002

Crnp [pg/ml] 0,054 | 0,061 | 0,132 | 0,113 | 0,117 | 0,131 | 0,171 | 0,185 | 0,191

mgpp [pHg] v médiu 0,804 | 0,914 | 1,975 | 2,264 | 2,343 | 2,621 | 3,415 | 3,693 | 3,813

% mnozstvi RhB 2,19 | 248 | 537 | 6,15 | 6,37 | 7,12 | 9,28 | 10,04 | 10,36

vzorek €. 1 0,005 | 0,009 | 0,026 | 0,026 | 0,028 | 0,031 | 0,039 | 0,042 | 0,043

vzorek €. 2 0,008 | 0,011 | 0,030 | 0,030 | 0,032 | 0,035 | 0,043 | 0,047 | 0,052

2 ®A 0,007 | 0,010 | 0,028 | 0,028 | 0,030 | 0,033 | 0,041 | 0,045 | 0,048
: SD 0,002 | 0,001 | 0,002 | 0,002 | 0,002 | 0,002 | 0,002 | 0,003 | 0,005
1 Crup [pg/ml] 0,032 | 0,049 | 0,137 | 0,111 | 0,119 | 0,131 | 0,163 | 0,177 | 0,189
Mgpp [pg] v médiu 0,475 | 0,731 | 2,048 | 2,224 | 2,383 | 2,621 | 3,257 | 3,535 | 3,773

% mnozstvi RhB 1,63 | 2,50 | 7,01 | 7,61 816 | 897 | 11,15 | 12,10 | 12,92
vzorek €. 1 0,026 | 0,030 | 0,047 | 0,048 | 0,054 | 0,058 | 0,068 | 0,070 | 0,083

vzorek €. 2 0,014 | 0,030 | 0,048 | 0,051 | 0,060 | 0,063 | 0,072 | 0,072 | 0,073

5 QA 0,020 | 0,030 | 0,048 | 0,050 | 0,057 | 0,061 | 0,070 | 0,071 | 0,078
SD 0,006 | 0,000 | 0,001 | 0,002 | 0,003 | 0,003 | 0,002 | 0,001 | 0,005

Crup [pg/ml] 0,098 | 0,146 | 0,232 | 0,197 | 0,226 | 0,240 | 0,278 | 0,282 | 0,310

Mmgpp [pg] v médiu 1,463 | 2,194 | 3,474 | 3,932 | 4,527 | 4,805 | 5,560 | 5,639 | 6,195

=l =l ol el E=AE=0 = Boj =l ol el ol e R =0 R=h =l Rol Rl ol Ho i Ro ) E=2E=2 = el e e el )

% mnozstvi RhB 6,24 | 9,36 | 14,82 | 16,77 | 19,31 | 20,49 | 23,71 | 24,05 | 26,42
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Tabulka 13: Disoluce nanoéastic z PLGA A2 v rizném poméru s CAF v kyselém pH

absorbance
PLGA A2 ¢as [h]
0,5 1 2 3 4 6 15 19 24
vzorek €. 1 0,064 | 0,080 | 0,121 | 0,106 | 0,109 | 0,113 | 0,114 | 0,117 | 0,117
vzorek €. 2 0,063 | 0,084 | 0,123 | 0,117 | 0,118 | 0,119 | 0,120 | 0,121 | 0,124
oA 0,064 | 0,082 | 0,122 | 0,112 | 0,114 | 0,116 | 0,117 | 0,119 | 0,121
SD 0,001 | 0,002 | 0,001 | 0,006 | 0,005 | 0,003 | 0,003 | 0,002 | 0,004

>~

Crnp [pg/ml] 0,310 | 0,400 | 0,595 | 0,443 | 0,451 | 0,461 | 0,465 | 0,473 | 0,479

mgpp [Hg] v médiu 4,644 | 5,997 | 8,922 | 8,856 | 9,015 | 9,214 | 9,293 | 9,452 | 9,571

% mnozstvi RhB 12,42 | 16,03 | 23,86 | 23,68 | 24,10 | 24,63 | 24,85 | 25,27 | 25,59

vzorek €. 1 0,019 | 0,021 | 0,034 | 0,034 | 0,035 | 0,039 | 0,054 | 0,052 | 0,052
vzorek €. 2 0,013 | 0,024 | 0,041 | 0,037 | 0,039 | 0,043 | 0,051 | 0,054 | 0,055
0 A 0,016 | 0,023 | 0,038 | 0,036 | 0,037 | 0,041 | 0,053 | 0,053 | 0,054
SD 0,003 | 0,002 | 0,004 | 0,002 | 0,002 | 0,002 | 0,002 | 0,001 | 0,002

Crnp [pg/ml] 0,078 | 0,110 | 0,183 | 0,141 | 0,147 | 0,163 | 0,208 | 0,210 | 0,212

mgpp [pHg] v médiu 1,170 | 1,646 | 2,743 | 2,820 | 2,939 | 3,257 | 4,170 | 4,210 | 4,249

% mnozstvi RhB 3,56 | 5,01 834 | 858 | 894 | 991 | 12,69 | 12,81 | 12,93

vzorek €. 1 0,014 | 0,028 | 0,049 | 0,047 | 0,050 | 0,052 | 0,053 | 0,055 | 0,059
vzorek €. 2 0,021 | 0,040 | 0,058 | 0,053 | 0,055 | 0,056 | 0,061 | 0,060 | 0,060
®A 0,018 | 0,034 | 0,054 | 0,050 | 0,053 | 0,054 | 0,057 | 0,058 | 0,060
SD 0,004 | 0,006 | 0,005 | 0,003 | 0,003 | 0,002 | 0,004 | 0,003 | 0,001

Crup [pg/ml] 0,085 | 0,166 | 0,261 | 0,199 | 0,208 | 0,214 | 0,226 | 0,228 | 0,236

Mgpp [pg] v médiu 1,280 | 2,487 | 3,913 | 3,971 | 4,170 | 4,289 | 4,527 | 4,567 | 4,726

% mnozstvi RhB 396 | 7,69 | 12,10 | 12,28 | 12,90 | 13,27 | 14,00 | 14,13 | 14,62

vzorek €. 1 0,034 | 0,034 | 0,054 | 0,045 | 0,052 | 0,055 | 0,059 | 0,059 | 0,059
vzorek €. 2 0,021 | 0,046 | 0,062 | 0,062 | 0,064 | 0,065 | 0,069 | 0,072 | 0,073
QA 0,028 | 0,040 | 0,058 | 0,054 | 0,058 | 0,060 | 0,064 | 0,066 | 0,066
SD 0,006 | 0,006 | 0,004 | 0,008 | 0,006 | 0,005 | 0,005 | 0,007 | 0,007

Crup [pg/ml] 0,134 | 0,195 | 0,283 | 0,212 | 0,230 | 0,238 | 0,254 | 0,260 | 0,262

myys [1g] v médiu 2,011 | 2,925 | 4242 | 4249 | 4,607 | 4,766 | 5,083 | 5,203 | 5,242

=l =l ol el E=AE=0 = Boj =l ol el ol e R =0 R=h =l Rol Rl ol Ho i Ro ) E=2E=2 = el e e el )

% mnozstvi RhB 6,53 | 9,50 | 13,78 | 13,81 | 14,97 | 15,48 | 16,51 | 16,90 | 17,03
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Disolucni profily NPs z PLGA 5/5 v pH 7,4
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Graf 5: Disolu¢ni profily nano¢astic z PLGA 5/5 v rizném poméru s CAF v pH 7,4

Disoluéni profily NPs z PLGA 5/5 v kyselém prostiedi
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Graf 6: Disolucni profily nanocastic z PLGA 5/5 v rizném poméru s CAF v kyselém pH
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Disolucni profily NPs z PLGA 7/3 v pH 7,4
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Graf 7: Disolu¢ni profily nano¢astic z PLGA 7/3 v rizném poméru s CAF v pH 7,4

Disoluéni profily NPs z PLGA 7/3 v kyselém prostiedi
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Graf 8: Disolu¢ni profily nanocastic z PLGA 7/3 v rizném poméru s CAF v kyselém pH
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Disolucni profily NPs z PLGA A2 v pH 7,4
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Graf 9: Disolu¢ni profily nano¢astic z PLGA A2 v rizném poméru s CAF v pH 7,4

Disolucni profily NPs z PLGA A2 v kyselém prostiedi
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Graf 10: Disolu¢ni profily nano¢astic z PLGA A2 v riizném poméru s CAF v kyselém pH

Z disolu¢nich profild vyplyva, ze uvoliiovani RhB z polymernich nanoc¢éstic ve
fyziologickém prostiedi je lehce sniZzeno, pokud je v nanocastici podil
acidorezistentniho polymeru. Béhem disoluce dochazi u vzorkli s podilem CAF
k uvolnéni ptiblizné€ do 50 % enkapsulovaného RhB, zatimco u nanocastic tvorenych
pouze PLGA dosahuji tyto hodnoty az 70 %.

V kyselém prostfedi pak dochazi k vyraznému sniZzeni uvolnéného mnoZzstvi

RhB ze vSech typli nanocastic, coz svéd¢i o jejich acidorezistentnosti. V grafech 11
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az 13 je pro srovnani znazornéno, kolik procent enkapsulovaného RhB se uvolni
z jednotlivych typli nanocastic po 2 hodinach v kyselém a fyziologickém prostiedi.
Limit 2 hodin byl zvolen vzhledem k piedpokladané délce pasaze nanocastic
zaludkem v ptipad¢ jejich peroralniho podéni. Z téchto grafli vyplyva, ze ¢im vétsi je
podil acidorezistentni slozky v nanocésticich, tim méné¢ RhB se z nanocastic

v kyselém prostredi uvolni.

Porovnani uvolnéného mnoistvi RhB z NPs (PLGA 5/5)
po 2 hod.

HpH7,4 ®kyselé prostredi

Zstvi RhB v %
~
o

7
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PLGA 5:1 2:1 1:1
sloZzeni NPs (PLGA:CAF)

Graf 11: Porovnani uvolnéného mnozstvi rhodaminu B z nanoc¢astic z PLGA 5/5 v riizném poméru s CAF
v jednotlivych disolu¢nich médiich po 2 hodinach

Porovnani uvolnéného mnoistvi RhB z NPs (PLGA 7/3)
po 2 hod.

mpH7,4 mkyselé prostredi

zstvi RhB v %

3
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Graf 12: Porovnani uvolnéného mnoZstvi rhodaminu B z nanoé¢astic z PLGA 7/3 v riizném poméru s CAF
v jednotlivych disolu¢nich médiich po 2 hodinach
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Porovnani uvolnéného mnoistvi RhB z NPs (PLGA A2)
po 2 hod.

mpH7,4 ®kyselé prostredi
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Graf 13: Porovnani uvolnéného mnoZstvi rhodaminu B z nanoé¢astic z PLGA A2 v rizném poméru s CAF
v jednotlivych disoluénich médiich po 2 hodinach

Urcita odolnost vii¢i kyselému prostiedi je zfejma také u nanocastic, které jsou
tvofeny pouze PLGA, pfiemZ nejméné se uvoliluje RhB z nanocastic tvofenych
polymerem A2. Disolu¢ni profily nanoc¢astic bez CAF jsou zobrazeny v grafech 14 a

15.

Disolucni profily NPs jen z PLGA v pH 7,4
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Graf 14: Porovnani disolu¢nich profili nanocastic jen z PLGA v pH 7,4
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Disolucni profily NPs jen z PLGA v kyselém prostredi
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Graf 15: Porovnani disolu¢nich profili nanodastic jen z PLGA v kyselém pH

Fenomén urcité acidorezistence polymerti nejspis souvisi s jejich rozvétvenosti a
lipofilitou. Polymer A2 je jedinym pouzitym rozvétvenym polymerem. PLGA 5/5 a
7/3 patii mezi polymery linearni. Z hlediska rostouci lipofility je lze sefadit
nasledovné PLGA A2, 5/5 a 7/3 jako nejlipofilnéjsi.

Polymer A2 obsahuje ve své struktufe nejvice terminalnich karboxylovych
funk¢nich skupin. Lze ptedpokladat, ze v kyselém prostiedi pravdépodobné dochézi
k protonizaci téchto funkénich skupin a tim ke zvySeni hydrofobicity. Nanoc¢astice se
pak vlivem hydrofobnich interakci stava ,kompaktnéj$i“ a dochdzi tak k uvolnéni

mensiho mnozstvi RhB.
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6 ZAVER

Diplomovéa prace byla zaméfena na vyuziti polymernich nanocastic jako nosict
1é¢iv v terapii nespecifickych stfevnich zanétd. Byly vyzdvizeny patofyziologické
aspekty onemocnéni a z nich vyplyvajici pozadavky na vlastnosti nanoc¢asticovych
systémt.

Vramci experimentalni ¢asti byly nanoprecipitacni metodou pfipraveny
polymerni nanocéstice s enkapsulovanou modelovou latkou RhB. Byl zjis§tovan vliv
acidorezistentnitho polymeru CAF na velikost a zeta potencidl pfipravenych
nanocastic. Proces enkapsulace a pfipravy nanocéstic byl hodnocen z hlediska
enkapsulacni efektivity, vytéznosti a drug-loadingu. Uvolilovani ucinné latky
z nanocastic pak bylo hodnoceno disolu¢nimi testy v kyselém prostiedi a prostiedi o
pH 7.,4.

Bylo zjisténo, Ze pfidavek CAF nema vyrazny vliv ani na velikost ani zeta
potencidl pripravenych nanocastic. Velikost pripravenych nanocastic spliiuje
pfedpoklady pro ucinnou kumulaci v mist€¢ zanétu a vychytdvani makrofagy.
Zaroven vSechny nanocastice vyhovuji pozadavku na index polydisperzity. Vyssi
enkapsulacni efektivita a vytéZnost byla prokdziana u nanocastic tvofenych
hydrofobnéjsim polymerem PLGA 7/3 a na karboxyly bohatym, vétvenym PLGA
derivatem A2. V piipad¢ pouziti linearnich polymerd (PLGA 5/5 a 7/3) doslo se
zvySujicim se podilem CAF v nanocasticich ke zvySeni EE, RY 1 DL. Pti disolu¢nich
testech byla prokazana odolnost pfipravenych nanocastic vi¢i kyselému prostiedi. Se
zvySujicim se podilem CAF doslo ke sniZzeni uvolfiovani RhB. Nanocéstice tvofené
zejména vétvenou PLGA vykazovaly také ur€itou miru acidorezistence, ktera

nejspiSe souvisi s ¢etnosti protonizovatelnych volnych skupin.
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7 SEZNAM ZKRATEK

ACN
5-ASA
CAF
CN
DL
DLS
EE
EPR

FDA
IBD
NPs
PACA
PBS
PCL
PDI
PEG
PGA
PLA
PLGA
RhB
RY
SD
uC
7P

acetonitril

5-aminosalicylova kyselina

celulosa-acetat ftalat

Crohnova choroba

drug loading

dynamicky rozptyl svétla (z angl. dynamic light scattering)
enkapsulacni efektivita (z angl. entrapment efficiency)
efekt zvySené permeability a retence (z angl. enhanced permeability
and retention)

Food and Drug Administration

nespecifické stfevni zanécty (z angl. inflammatory bowel diseases)
nanocastice

poly(alkylkyanoakrylaty)

fostatovy pufr (z angl. phosphate buffer saline)
poly(e-kaprolakton)

index polydisperzity

poly(etylenglykol)

kyselina polyglykolova

kyselina polymlécna

kyselina poly(mlécna-ko-glykolova)

rhodamin B

vytéznost (z angl. recovery yield)

smérodatna odchylka

ulcerdzni kolitida

zeta potencial
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