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1 Uvod

Poslednich n¢kolik desitek let je patrny zajem o vyvoj biodegradabilnich nanocastic, jako
vysoce efektivnich transportnich systému. V souvislosti s tim byly zkoumany ¢etné polymery.
Nanocastice se testovaly jako efektivni pienasece 1éCivé latky do mista ptisobeni. Vysledkem
je potom zvyseni terapeutického ucinku spojené s minimalizaci postranich nezadoucich jevi
[1]. Postupné uvoliovani farmakologicky aktivnich substanci na uréené misto v terapeuticky
pouzitelném rezimu bylo tedy hlavnim cilem pii navrhovani téchto systémid. NP tedy
napomahaji zvySovat stabilitu 1éCivych latek (vyhoda u proteina). Déle disponuji vlastnostmi
fizeného uvoliovani.

Velikost NP se pohybuje od 10 do 1000 nm. Léciva latka je rozpusSténa, enkapsulovana,
nebo navéazana na NP matrix a v zavislosti na metod¢ piipravy jsou tak ziskany nanocastice,
nanosféry nebo nanokapsle. Nanokapsle jsou vesikularni systémy v nichz je 1é¢iva latka
uvéznéna do dutiny, ktera je obklopena polymerni membranou, zatimco nanosféry jsou
matricovym systémem, v nichz je 1é¢iva latka stejnomérné dispergovana. V poslednich letech
ptitahovaly NP znac¢nou pozornost také jako transportni systémy z pohledu jejich vyuzitelnosti
coby ptenasece DNA v genové terapii a jejich schopnosti transportovat proteiny, peptidy a
geny peroralni cestou. [2,3].

vewr

kyseliny (PLA), poly(D,L-glykolidu) (PLG), poly(laktid-ko-glykolidu) (PLGA) a
poly(kyanoakrylatu) (PCA). [1,4-10] Soucasné piehledy se zabyvaji kromé vySe zminénych
polymerti také NPs zalozenymi na chitosanu, zelatin€, alginitu sodném a jinych hydrofilnich
biodegradabilnich polymerech. PLA, PLG a PLGA polymery, jakoZto tkanové kompatibilni,
byli jiz dfive vyuZivany coby nosi¢e pii formulaci 1é¢iv s fizenym uvoliiovanim urcenych
k parenteralni aplikaci. [11-13]. Kvuli CR steroidi a narkoticky pusobicich antagonistu,
jakozto i Kk transportu o¢nich latek byly vyvinuty NPs piipravené z poly(e-kaprolaktonu) a
PCL. [14,15,16] Dale se nyni vyvijeji NP z poly(alkylcyanoakrylau) a PACA.

2 Priprava nanoc¢astic

NPs se obvykle pfipravuji pievazné dvémi metodami: (a) disperze polymeru, (b)
polymerizace monomeru

2.1 Disperze polymeru

K piipravé biodegradabilnich NPs z PLA, PLG, PLGA a poly(e-kaprolaktonu) bylo
navrzeno nékolik metod zalozenych na dispersi polymeru.
2.1.1 Metoda odpareni rozpoustédla

Polymer je rozpustén v organickém rozpoustédle, napt. dichloromethanu, chloroformu nebo
ethylacetatu. Léciva latka je rozpusténa nebo dispergovana v tomto polymernim roztoku a
vznikla smés je poté emulgovana do vodného roztoku. Vznika tak emulze typu olej ve vode
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(O/V). Emulgatorem mize byt napf. Zelatina, polyvinylalkohol, polysorbat-80 ¢i poloxamer
188. Po vytvofeni stabilni emulze je organické rozpoustédlo odpafeno bud’ zvysSenim
teploty/snizenim tlaku nebo kontinualnim michanim. Metoda piipravy emulze V/O/V byla
pouzita pfi pripravé NPs obsahujicich ve vod¢ rozpustné 1é¢ivé latky. [18] Ob¢ vySe uvedené
metody vyuzivaji vysoce-rychlostni homogenizaci ¢i ozvuéenim ultrazvukem.

2.1.2 Metoda spontanni emulgace - difuze rozpoustédia

Jedna se o modifikovanou verzi "Metody odpafeni rozpoustédla."[20-21] V ramci této
metody se pouzivaji s vodou misici se rozpoustédla jako aceton nebo methanol spolu s ve
vod¢é nerozpustnymi organickymi rozpoustédly jako dichlormethan nebo chloroform, ktera
slouzi jako olejova faze. Diky spontanni difazi ve vodé rozpustného rozpoustédla se vytvaii
na rozhrani dvou fazi interfacialni turbulence, ktera vede ke vzniku menSich castic. Se
vzristajici koncentraci tohoto s vodou misitelného rozpoustédla, I1ze docilit znaéného sniZeni
velikosti ¢astic.

2.1.3 Metoda vysolovani, Metoda emulgace - difuze rozpoustédia

Obé¢ predchozi metody vyzaduji pouziti organickych rozpoustédel, jez jsou nebezpecné pro
zivotni prostfedi, jakozto i pro zivé bytosti. [22] US FDA vymezuje zbytkova mnozstvi
organickych rozpoustédel v injek¢nich koloidnich systémech. [23,24] Za tcelem splnéni
téchto pozadavkl byly vyvinuty 2 metody piipravy NPs. Prvni je "Metoda vysolovani"
[25,26], zatimco druhou "Metoda emulgace — difuze rozpoustédla.« [26,27]

2.1.4 Priprava NPs vyuzivajici technologie nadkritickych kapalin (SCF)

n

Obvykle pouzivané metody jako odpatovani rozpoustédla, koacervace a polymerizace "in
situ" nezfidka vyzaduji pouziti toxickych rozpoustédel anebo surfaktantii. Proto se usili védcii
zaméfilo na vyvinuti takovych metod enkapsulace pro ptipravu submikronovych ¢atic, které
by byly k Zivotnimu prostiedi citlivéjsi. Pokud zustavaji v nanocasticich obsahujicich 1é¢ivo
zbytky rozpoustédla, potom se tato zbytkova mnozstvi stavaji toxickd a uvnité polymerni
matrix mize dochazet k jejimu rozkladu. SCF se nyni tedy stavaji zajimavou alternativou,
protoZze jsou Setrné k Zivotnimu prostfedi a tato metoda miize byt vyhodné pouZita pti tvorbé
castic o vysoké cCistoté a bez jakychkoliv stopovych mnozstvi organickych rozpoustédel.
Objem literatury zabyvajici se tvorbou mikro¢astic obsahujicich 1é¢ivo za pouziti SCF je
ohromny. [28-34] AvSak, pouze pro srovnani, tvorba NP je prozkouméana mnohem méné¢.
[29,30] Budeme se zabyvat pouze dvéma nejcastéji uzivanymi metodami piipravy mikro- a
nanocastic.

V ptipadé metody rychlé expanze superkritického roztoku (Rapid Expansion of
Supercritical Solution, RESS) je rozpousténa latka rozpusténa v SCF a takovy roztok je
expandovan pies trysku. V diusledku toho se rozpoustéci vlastnosti SCF rapidné snizi (SCF
prejde do plynného skupenstvi) a rozpusténa latka precipituje. Precipitovana latka neobsahuje
7z4dné rozpoustédlo. Nanestésti jevi vétSina polymeri pramalou anebo vibec zadnou
rozpustnost v SCF. Takze jeji pouzitelnost je prakticky velice omezena. RESS byl velice
populdrni na pielomu 80. let pfi pfipravé Castic z biodegradabilnich polymert, jako napf.
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PLA. Rovnomérné rozdéleni 1é¢iva uvnitt polymerni matrix mtize byt touto metodou docileno
pouze u polymeri s niz§i molekularni hmotnosti (< 10.000). Metoda RESS vSak nemtize byt
pouzita u polymert s vyssi molekularni hmotnosti, diky jejich omezené rozpustnosti v SCF.
Z téchto duvodu nalézdme v poslednich letech v literatufe o této metodé¢ mnohem méné
informaci. [31,33]

Pii vyuziti metody nadkritickych srdZedel (Supercritical Anti-solvents, SAS) [34] je roztok
srazedla hnan s SCF do precipitacni komory, ktera obsahuje rozpusténé latky v organickém
rozpoustédle. Za vysokého tlaku vstupuje srazedlo do kapalné faze dostatecné, takze jeji
schopnost rozpoustét se snizuje, a tak rozpousténé latky precipituji. Po precipitaci a dosazeni
kone¢ného pracovniho tlaku srazedlo cirkuluje v nadrzi a absorbuje zbytky rozpoustédla. Po
redukci obsahu rozpoustédla na pozadovanou uroven je tlak v nadobé vyrovnan s
atmosferickym tlakem a precipitat je izolovan.

2.1.5 Polymeriza¢ni metoda

NP mohou byt téz piipraveny polymerizaci monomert. Couvreur et. al [35,36] publikovali
ptipravu NP o priméru pfiblizné¢ 200 nm mechanickou polymerizaci dispergovaného methyl-
nebo ethylkyanoakrylatu ve vodném kyselém prostiedi v pfitomnosti polysorbatu-20 jako
tenzidu bez ozafeni nebo bez iniciatoru. Monomer kyanoakryldtu je za intenzivniho
mechanického michani a bézné pokojové teploty piidan do vodného roztoku povrchoveé
aktivniho media (polymeriza¢niho
media). Léciva latka je rozpuSténa
v polymeriza¢nim mediu bud’ pred
pfidanim monomeru nebo pied
ukoncenim polymerizani reakce.
. G HO_CHZ_EQ Suspenze. NP’ je puriﬁkovéna,t

R OR ultracentrifugaci nebo resuspenzaci
¢astic v isotonickém  roztoku
l neobsahujicim tenzid.

Obréazek 2-1 Mechanismus polymeracni reakce pri
pfipravé polyalkykyanoakrylatu

Initiation Step

RN B-fN

N Eg o+ HO—ECHz—(i(:IN%-H Polymerace dand anionickym
HOJECH’"E;FHQ_&ZR - to® ! | mechanismem (obr.2-1) je
iniciovdna nukleofilnimi  ¢inidly
(OH , CH30 , CH3COO ). Diky
rychlé polymerizaci vede k tvorbé
NP o malé molekulové hmotnosti. Takovéto NP jsou degradovany velmi rychle. Abychom se
tomuto problému vyhnuli a vytvofili jsme NP o vy$si molekularni hmotnosti (a tedy i
stabilngjsi), musi byt polymerizace provedena v kyselém prostiedi (pH 1.0-3.5). Po dispergaci
monomeru ve vodném kyselém prostiedi obsahujicim surfactant a stabilizator pokracuje
polymerace za zvySovani pH 3-4 hodiny az do ziskani pozadovaného produktu.

Termination Step

Béhem polymeriza¢ni reakce jsou pfidavany rGzné stabilizatory jako napf. Dextran-70,
Dextran-40, Dextran-10, Poloxamer-188, -184, -327, Polysorbat-20, -40 nebo -80, atd.
Velikost ¢astic a molekulova hmostnost zavisi na typu a koncentraci pouzitého stabilizatoru
a/nebo tenzidu. Schématicka ukazka tvorby polyalkylkyanoakrylatovych NPs (PACA) je na
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Obrazek 2-2 Schématické znazornéni

produkce PACA NPs

Monomer+Drug

=

°
258,
== Acidic medium in presence of

s

Purification l

L

Nanoparticle

(O— Surfactant

. Drug
Cyanoacrylate monomer

Surfactant/stabilizer

Obrazek 2-3 Polymerace PMM

R1

R1

pH 5.5-6.0
n HEC=< —a——b —f—C——an
Ro 1% Dextran H, Ro
MM 2.1.2 PMM 2.1.2.
CH

obrazku  (obr.2-2).  Velikost a
molekulovd hmostnost NP také zdvisi
na pH polymeriza¢niho media. Pfiprava
NP vsak neni mozna za vyssiho pH nez
3.0, ziejme diky agregaci a postupnému
zvySovani molekulové hmotnosti pfi

niz§im pH. Dalsimi faktory
ovliviiyjicimi ~ tvorbu  NPs  jsou
koncentrace monomeru a rychlost
michani.

NP z PACA si ziskaly Vv poslednich
letech oblibu i pies jejich nedostaky,
kterymi jsou jejich nizké pH (okolo 2) a
cytotoxicita. [34] To vedlo k syntéze
novych monomerd [37] typu dialkyl
ester methyliden malonové kyseliny a
piipravé NPs z polymethyliden-
malonatu (PMM), PDEMM. Tyto NPs
vSak nejsou biodegradabilni in-vitro a
ani in-vivo [38,39] Aby byl tento
problém piekonan, byly syntetizovany
nové derivaty PDEMM, jmenovité
ethyl-2-ethoxy-karbonylmethylenoxy-
karbonyl-akrylat. NPs Z téchto
monomerl byly pfipraveny stejnou
metodou jako u PACA, tj. anionovou
polymerizaci. [37] pH polymeriza¢niho
media zasadné ovliviiuje fyzikalne-
chemické vlastnosti NPs. Castice o
minimalni velikosti byly pfipraveny pti
pH kolem 5.5 — 6.0, ve srovnani s pH
20 u PBCA a pH 7.6 u PDEMM
(obr.2-3).

Byly také ucinény snahy ve sméru
omezit tvorbu oligomerd a zvysit
vytézek PMM. Zménami parametrii
(pH, koncentrace tenzidu, koncentrace
monomeru) se docililo tvorby NPs o

vys$i  molekulové hmotnosti. [40]
Nedavno byla publikovana metoda
pfipravy kopolymeru ethyl-2-
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ethoxykarbonyl-ethyl-methylen malonoatu s polyethylenoxidem. [41] Tyto kopolymery maji
jak hydrofobni tak i1 hydrofilni vlastnosti, a proto mohou byt vhodnéjsi pii piipraveé
dlouhocirkulujicich NPs.

2.1.6 Nanocastice pripravené z hydrofilnich polymert

Kromé bézné pouzivanych syntetickych hydrofobnich polymerti se nyni vyzkum aktivné
zaméiuje 1 na piipravu NPS z hydrofilnich polymert jako napt. chitosan, alginat sodny,
Zelatina, atd. Calvo at al. [42-45] piedstavili metodu pfipravy hydrofilnich chitosanovych
NP. Piiprava spociva v ionické gelaci za pouziti smési dvou vodnych fazi, z nichz jedna
obsahuje chitosan a dvojblokovy kopolymer ethylenoxidu (EO) a druhda obsahuje
polyaniontovy tripolyfosfat sodny (TPP). Pozitivné nabitd aminoskupina chitosanu interaguje
S negativné nabitym TPP. Obménovanim slozeni diblokového polymeru chitosan + PEO-PPO
byly pfipraveny Castice o velikosti 200-1.000nm a zeta-potencialu +20 a +60mV. Takto
ptipravené NP vykazuji dobrou asociaci s proteiny, jako napt. hovézim sérovym albuminem,
toxoidem tetanu, toxoidem zaskrtu [42,43], insulinem [44] nebo oligonukleotidy. [45]

Mao et al. [46,47] piipravili komplexni koacervaéni metodou NPs DNA-chitosan a vyuzili
je pro peroralni transport genti. Metoda komplexni koacervace byla dale pouzita k piipravé
NPs DNA-Zelatina. [48] Jako nosi¢e imunologicky a antineoplasticky plsobicich proteind se
chitosanové NPs osvédcily 1épe nezli zelatinové. [49] Chitosanové NPs byly déle pfipraveny
metodou emulzni koacervace. [50] V této metod¢ byly chitosan a 1é¢iva latka rozpustény ve
vodé¢ a v emulzi voda/olej, kterd byla pfipravena v tekutém parafinu za pouziti emulgatoru. K
této stabilni emulzi byla pfiddna druhd emulze hydroxidu sodného v parafinu. Ve styku
s NaOH se koacervaci polymeru vytvotily chitosanové NP. Také k transportu oligonukleotidii
byly vyvinuty a pouzity alginatové nanocastice. [17,51]

Nové biodegradabilni polyestery, sestavajici se z kratkych polylaktonovych fetézch
ptipojenych na polyvinylalkohol (PVA) nebo na sulfobutyl-PVA (SB-PVA), byly ptipraveny
bulk-melt polymerizaci laktidu a glykolidu za pfitomnosti riznych polyolovych jader.
Modifikované ftetézce vznikly reakci aktivovaného PVA se sulfobutylovymi skupinami.
Peclivou upravou slozeni byla pfipravena nové skupina ve vodé rozpustnych polyesterti. Tyto
polymery podléhaji samovolné agregaci za vzniku NPS. Tyto nanocastice tvoii stabilni
komplexy s lidskym sérovym albuminem, tetanovym toxoidem a cytochromem C. Vyvoj NP
z takovych polymert nevyZaduje pouZiti rozpoustédel ani tensori. [52-54]

3 Drug loading (inkorporace a adsorpce lécivé latky)

Uspé&sny nanoéasticovy systém je pouze takovy, na ktery lze navazat velké mnozstvi 16¢ivé
latky a tim zaroven omezit mnoZstvi nosi¢e nutného k podéani léc¢iva. Existuji dvé metody
"drug loadingu:" (a) inkorporace 1é¢ivé latky v dobé vzniku NP, (b) adsorpce 1é¢ivé latky na
jiz vzniklou NP, které je pak inkubovana v roztoku LL.

Je zcela jasné, ze vétSi mnozstvi 1éc¢ivé latky je zachyceno metodou inkorporace neZzli pti
adsorpci. [55,56] Adsorpcni isotermy pro transportni systém NPs/léCivo poskytuji dilezitou
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informaci 0 nejlepsi mozné formulaci, 0 vazebné kapacit¢ povrchu NPs a 0 mnoZstvi
adsorbovaného 1é¢iva. Napi. Covreur et al. [57] popisoval adsorpci dvou antineoplastickych
latek — daktinimycinu a methotrexatu — na polymethylkyanoakrylat a polyethylkyanoakrylat.
Bylo pozorovano, Ze methotrexat se vazal na NPs v mensi mife nezli daktinimycin. V piipadé
polyalkylkyanoakrylatu (PACA) lze obecné fici, Ze ¢im je alkylovy fetézec delsi, tim je jeho
afinita k 1é¢ivé latce vyssi. Adsorpcni kapacita je tedy zavisla na hydrofobicité polymeru a
charakteru povrchu C¢astice. V piipadé inkorporacni metody se vzrustajici koncentraci
monomeru vzristd i mnozstvi inkorporované 1écivé latky. Opacny trend vSak pozorujeme U
koncentrace 1éCiva v dispergovaném roztoku. Tyto zavéry znaci, ze v pfipad¢ inkorporace je
mnozstvi monomeru nutné optimalizovat. [57]

Yoo ae al. [58] navrhnul jako novou metodu "drug loadingu" ve vodé rozpustnych latek,
kombinaci adsorpce a inkorporace. Léciva latka je v pfipadé této metody chemicky navazana
na NPs. Metodou spontanni emulgace / diftize rozpoustédla byly pfipraveny nanocastice
z doxorubicin-PLGA konjugatu a PLGA obsahujiciho doxorubicin. U doxorubicin-konjugatu
byla G¢innost enkapsulace 96,6% a obsah doxorubicin-konjugatu 3,5%. U nekonjugovaného
doxorubicinu byly tyto hodnoty 6,7% a 0,3% (m/m).

4 Uvolnovani lécivé latky

Pribéh uvolnovani 1é¢ivé latky a ndslednd biodegradabilita NP jsou dulezité faktory pro
vyvoj uspésného 1é¢ivého pripravku. Priubéh uvoliovani 1é¢ivé latky zavisi na (a) desorpci
IéCivé latky z povrchu, (b) difusi 1é¢ivé latky pies matrici NP, (c¢) difusi pies sténu z polymeru
(v pfipadé nanokapsli), (d) erozi nanoc¢asticové matrice, (¢) kombinaci eroze a difuze. Takze
difuze a biodegradace fidi prib&h uvoliiovani 1é¢ivé latky.

Metody testovani uvolfiovani in-vitro jsou nasledujici: (a) méteni difuze z jedné strany na
druhou pies umélou anebo biologickou membranu, (b) metoda difuzni dialyzi, (c) metoda
reverzni dialyzi, (d) ultracentifugace, (e) ultrafiltrace, (f) metoda centrifugalni ultrafiltrace.
Pres neustale vynakladané Usili v této oblasti existuji pfi studiu uvoliovani l1éCivych latek
Z NPs stale urcité technické oblize. [59,60] Ty jsou spojeny se separaci z testovaciho
disolu¢niho media. Abychom se vyhnuli zdlouhavym a asové naro¢nym technikam, uZiva se
dialyza¢ni metoda. Suspenze NPs je dana do dialyzaniho vaku/trubicky, kde jsou NPs
rozd€lovany na zakladé jejich odlisné molekulové hmotnosti. Tyto vaky, kazdy obsahuje NP o
specifické molekulové hmotnosti, jsou poté inkubovany spolu s testovacim disoluénim
mediem.

Jind technika vyuziva difuzni cely, které se skladaji ze dva kompartmenti — donora a
akceptora. Separace potom probiha ptes umélou nebo biologickou membranu [62].

Profil uvoliovani 1éCivé latky z NP zavisi na povaze transportniho systému. V ptipadé
matricového systému je 1éCiva latka rovnomérné rozmisténa v matrix a uvoliiovani se
odehrava difiizii anebo erozi matrix. Jeli difundovani LL rychlej$i nezli degradace matrix,
potom je mechanismus uvoliovani dan pfevazné diftizi, v opacném piipadé¢ zéavisi na
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degradaci. [19] Rychlé pocate¢ni uvoliiovani LL je pfisuzovano adsorbované frakci, anebo
slabé vazbé na velky povrch NP.

Rychlé pocateéni uvoliiovani je spiSe piisuzovano té frakei 1é¢ivé latky, ktera je
adsorbovana, potazmo slabé navazana na povrchu NP, nezli té, ktera je inkorporovana uvnitf.
Pozd¢;jsi, exponencialni zpozdény priubeh uvolilovani je pozorovan pravdépodobné diky difiizi
LL. [63,64,25,16,19] Uvolhovani z matrix se fidi kinetikou prvniho fadu. [61,108]

Nedavno, Polakovic et al. [65] teoreticky studovali uvolfiovani lidokainu z PLA NPs, které
ho obsahovaly rizné mnozstvi (7-32%, w/w). Ke studiu uvoliiovani byly pouzity dva modely:
(a) rozpousténi krystalu, (b) diftize skrze polymerni matrix Jeli obsah LL < 10% (m/m) (latka
je dispergovana na jednotlivé molekuly), pak kinetika uvoliiovani odpovida spiSe difiznimu
modelu. Ve vysSich koncentracich je pozorovédna pfitomnost lidokainovych krystalt (> 10%).
Protoze by se LL mé&la prvné rozpustit z krystalu a az pak difundovat z matrix, tak mtze byt
cely mechanismus liberace popsan disolu¢nim modelem.

V piipadé nanokapsli (zasobnikovy typ transportniho systému LL, reservoir-type drug-
delivery systems) je jadro 1é¢iva potazeno polymerem a uvoliiovani se odehrava difiizi LL pies
polymerni vrstvu, kterd predstavuje urCitou bariéru. Takze, Cisté teoreticky, by se uvoliovani
LL m¢lo fidit kinetikou nultého fadu. Calvo et al. [16] ziskali pfevazné podobné libera¢ni
profily uvolfiovani indometacinu, jak u matricovych NPs, tak i u nanokapsli. To znaci, Ze
potazeni polymerem nemtiZze pro uvoliiovani LL ptfedstavovat zddnou bariéru. Takze hlavnim
faktorem kontrolujicim uvoliiovéni je objem vodného média.

Metoda inkorporace LL do NPs dale ukazala vliv na uvoliiovani LL. Fresta et al. [61]
popisuji az o 60-70% vyssi davku u NPs, v nichZ byla latka vdzana adsorpci. Takze Gi€innek
davky je mensi a uvolilovani zbyvajici LL je pomérné pomalé. Tato studie dokazuje, ze
inkorporaéni metoda je pro postupné uvoliovani l1é¢iva vhodnéjsi. Byla-li latka chemicky
spojena s nanocasticemi PLGA, tak uvolfiovani trvalo pies 25 dni, zatimco v piipadé NPs s
nekonjugovanou volnou LL bylo pozorovano pouze 5 dni. [58] CR bylo tedy piicteno na vrub
chemické degradaci konjugovaného PLGA, ktery byl uvoliiovan rozpousténim vodou a
naslednym uvoliénim oligomert LL-PLGA do média. V piipadé uvoliovani NPs z hydrogelu
se uvolnovani odehrava prevazné diky bobtnani, které miize byt kontrolovano bud’ pfidanim
hydrofilnich funkénich skupin, anebo kontrolovanym zesitovanim matrice.

5 Povrchové vlastnosti nanocastic

5.1 Adsorpce proteint a fagocytéza nanocastic

Asorpce plasmatickych proteini a fagocytéza NPs se staly v poslednich letech Siroce
studovanym tématem. Po i.v. podani jsou NPS imunitnim systémem snadno rozpoznany a
vylouceny z cirkulace. Vedle velikosti i hydrofobicita pfeduréuje NPs k adsorbovani mnozstvi
krevnich komponent, pfevazné proteini (opsoniny). Tyto parametry pfedurcuji osud NPs in-
Vivo. [66,67] Vazba opsoninti na povrch NPs se nazyva opsonizace a predstavuje mustek mezi
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NPs a fagocyty. Takze pro kvalitativni a kvantitativni pochopeni interakce krevnich proteina
S NPs je nezbytné navrhnout povrchové modifikované dlouhocirkulujici NPs.

V studii provedené Alleman et al. [68] se uvadi, ze byly-li PLA NPs inkubovany v lidské
plazmé a séru, tak hlavnim nalezenym proteinem byl IgG, dal$imi adsorbovanymi proteiny
byly albumin a apolipoprotein. Po inkubaci v séru byly na povrchu NPs dale naadsorbovany
komponenty komplementu Cs, které dosahovaly hladin protilatek. Blunk et al. [69] studovali
kinetiku adsorpce proteinii na polystyrenové NPs a potvrdili, Zze albumin a fibrinogen byly
adsorbovany 1 ve vysoce ziedéné plasmé (0,08-0,8%). Nicméné v plasmé o vysoké
koncentraci (80%) byly tyto proteiny vytlateny. Hlavnimi adsorbovanymi proteiny pak byly
apolipoproteiny (A-1, C-lll, E a J).

Dvoudimensionalni polyakrylamidova gelova elektroforéza (2-DPAGE) byla pouzita ke
kvantitativnimu urceni interakce plasmatickych proteini s NPS obsahujicimi oxidem
zelezitym v prostfedi plasmatickych proteintl stabilizovanych polysacharidy. Castice
inkubovené v plasmé byly oddé€leny a poté promyty ¢isticim médiem. Protein naadsorbovany
na NPs byl stanoven 2-DPAGE. Takto bylo nalazeno, ze hlavnimy proteiny neadsorbovanymi
na povrch ¢astic byly fibrinogen, IgG a albumin. [68,70] V jiné studii provedené Luckem et al.
[71] byla ukézéna interakce proteinii s NPS Vv zavislosti na metod¢ piipravy NPs. Napft.
v modelu adsorpce plasmatickych proteini na PLGA a PLA NPs, které byly pfipraveny
sprayovym susenim, bylo mnozstvi nékterych apolipoproteint ztetelné vyssi, nezli ve srovnani
s modelem adsorpce ¢astic, které byly pfipraveny emulzni metodou V/O/V. Bylo zjisténo, Ze
adsorpce nekterych proteint je specifickd pro danou metodu ptipravy. Pfitomnost hydrofilnich
fetézci  polyoxyethylenu v polymeru dramaticky snizuje adsorpci proteini v porovnani
s ¢istymi polyestery.

V jiné studii, provedené stejnou skupinou védcu [72] byl ucinén pokus nalézt vztah mezi
adsorpci proteint a cirkulaci NPs in-vivo. K ukazani snizené adsorpce proteinti byly pouzity
di- a multi-blokové kopolymery PEG. Tyto ¢astice cirkulovaly dlouho. Snizené vychytavani
NPs jatry bylo zavislé na molekularni hmotnosti a povrchové hustoté¢ PEG. SniZeni abdorpce
proteinti na NPs potahovanych PEG bylo dokézano 2-DPAGE po inkubovani v lidském séru.

5.2 Metody charakterizace povrchu nanocastic

Technik ke studiu povrchové modifikace NPs bylo vyvinuto a pouZito mnoho. Uéinnost
modifikace povrchu miuzZe byt stanovena bud” méfenim zmén povrchového naboje, hustoty
funkénich skupin, anebo zvySenim hydrofility povrchu. Jednou z metod na méfeni modifikace
povrchu je uréeni zeta potencidlu vodné suspenze obsahujici NP. Touto metodou je sledovana
pohyblivost nabitych Castic za pusobeni elektrického potencialu. Hodnoty zeta potencialu
mohou byt pozitivni, anebo negativni, v zavislosti na povaze polymeru anebo materidlu
pouzitého pii modifikaci povrchu. Mira hydrofility povrchu mize byt odhadnuta z hodnot zeta
potencialu. Toto je Siroce uzivana technika, slouzici k stanoveni naboje povrchu.

Jinou bézné uzivanou technikou je elektronovad spektroskopie pro chemickou analyzu
(elektron spektroskopy for chemical analysis, ESCA), také nazyvanid rentgenova
photoelektronova spektroskopie (X-ray photoelectron spectroscopy, XPS). Tato metoda je
zalozena na vyzatfovani elektrond Zz materidlu v reakci na ozafeni fotony, které maji
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dostateCnou energii k tomu, aby vyvolaly ionizaci elektroni (corelevel electrons). Tyto
elektrony jsou vyzafovany za energeticky charakteristickych podminek pro dany atom, Protoze
fotony maji nizkou prunikovou energii, tak pouze ty elektrony, které proniknou do atomii na
anebo blizko povrchu, uniknou a mohou byt pocitany. Uzitim této techniky byla provedena
prvkova analyza povrchu. [73]

Povrchova hydrofobicita NPS mlize byt pfimo méiena hydrofobni interakéni chromatografii.
Tato technika zahrnuje sloupcovou chromatografii, kterd umoznuje rozdé€lit matrialy na
zakladé jejich interakce s hydrofobni gelovou matrici. [74] Nanocasticové a gelové interakce
jsou funkci povrchové hydrofobicity NPs. Jako stacionarni faze je pouzivan propylagarosovy
gel a eluce NPs se dosahuje pouzitim fosfatového pufru.

5.3 Metody modifikace povrchu nanocéastic

Modifikace povrchu biodegradabilnich a dlouhocirkulujicich NPs mize byt dosazeno
prevazné dvéma metodami: (a) metodou pokryti povrchu hydrofilnimi polymery / tenzidy
anebo (b) vyvojem biodegradabilnich kopolymerid s hydrofilnimi ¢astmi. Nékterymi z Siroce
pouzivanych polymertu jsou: polyethylenglykol (PEG), polyethylenoxid (PEO), poloxamer,
poloxamin, polysorbat (Tween-80) a lauryl estery (Brij-35).

5.3.1 Nanocastice povrchové modifikované PEG a PEO

Nanocasticim pokrytym PEG se dostalo mnoho pozornosti. Gref et al. [75] popisovali
jednokrokovou metodu piipravy PEG potahovanych NPs za pouziti amfifilniho PEG-polyester
diblokového kopolymeru coby vychoziho materialu a ukazali, ze uCinnost ochranného
potazeni proti ¢innosti fagocytli zavisi na hustoté¢ pokryti NP a na molekulové hmostnosti
pouzitého PEG. Dale také studovali biodistribuci NPs s kovalentné ptipojenym PEG-PLGA.
Ochranny t¢inek PEG na nosicich typu liposoml, NPs a micel byl z pohledu statistického
chovani polymert studovan Torchilinem. [10] Byl navrzen mechanismus, ktery pfedpoklada,
ze tetézce flexibilnich, hydrofilnich polymeri, které jsou pfipojeny na povrchu, tvofi husty
konformac¢ni mrak, takze chrani jiné polymery od interakce s povrchem, dokonce i1 pfi nizsi
koncentraci ochranné polymerni vrstvy. Teoreticky model vytlatovani proteini z pevného
substratu byl navrzen Joenem et al. [76] Dilezitymi faktory byly sterické odpuzovani, van der
Waalsovy interakce a volna energie hydrofobni interakce. Model poskytuje zakladni
informace pro ptedchazeni opsonizace. Vysoka povrchova hustota a dlouhé fetézce PEG jsou
nezbytné pro nizkou adsorpci proteini. Povrchova hustota ma vsak pii sterickém odpuzovani
vetsi vliv nezli délka fetézce a van der Waalsovy interakce.

Gref et al. [77] popisuji ptipravu smésnych PLA NPs s monomethoxy polyoxyethylenem
(MPOE). Metodou evaporace rozpoustédla za pouziti chalatu sodného, coby tenzidu. Zeta
potencial, méteny v riznych koncentracich chloridu sodného, se pohyboval od -55mV u PLA
do OmV u smési, v zavislosti na zastoupeni MPOE v NPs. Zeta potencial stoupal se
zvySyjicim se mnozstvim MPOE, coz znali, Ze fetézce MPOE, které jsou pfitomny na
povrchu NP maskuji ionizované terminalni karboxyly PLA. Tyto vysledky jsou podpodpoteny
studii fagocytozy monocyti. Jeli obsah MPOE ve smési vyssi nez 2-3%, pak zaujimaji fetézce
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MPOE kartaCovitou konfiguraci, tvoii sterickou nenabitou bariéru, a tak snizuji zeta potencial
a fagocytozu.

Optimalni hustota PEG na povrchu NP hraje dulezitou roli pii sterickém vytlacovani. NPs,
jez pozbyvaly PEG plastiku, se méné hromadily v jatrech, zato avSak vykazovaly vyssi
vychytavani ve sleziné — tzn. vyuzitelnost pfi targetingu. [78] Dale vzdéalenost mezi PEG
fetézci na povrchu je rozhodujici pti zabranéni adsorpce plasmatickych proteinti. Napft. snizeni
vzdalenosti mezi PEG fetézci na povrchu z 6.2 na 5.1lnm dramaticky sniZuje adsorpci
apolipoproteini az o 90%. Toto dale

Obréazek 5-1 Schématické znazornéni  vlivu potvrzuje, Ze hustota  hydrofilniho

hustoty a konformace PEG na se:gmgntu na povrchu je pfi opsonizaci
opsonizaci NPs dilezitda. Zadné dal$i snizeni této
vzdalenosti nema na adsorpci PP
podstatnéjsi vliv. [79]

Systémy s povrchy modifikovanymi
PEO se v poslednich letech dockaly
zvysené pozornosti. Jeaghere et al. [80]
se zabyvali mrazem suSenymi NPs
S PEO modifikovanym povrchem a
vlivem délky fetézce PEO a hustoty
povrchu na vychytdvani makrofagy.
NPs  byly pfipraveny  metodou
vysolovani, za pouziti smési PLA a
PLA-PEO kopolymeru. Ve snaze
studovat vliv hustoty povrchu PEO na
snadnost pozfeni (mikrofagy), pouzili
Vittaz et al. [81] diblokovy polymer
PLA a polyethylenoxidu (PEO). Bylo
ZjiSténo, Ze se zvrustajici hustotou PEO

(A) opsonizace probiha pokud je densita PEG nizka
(B) opsonizace neni moZna za vy$8i povrchové

density na povrchu NP je pozorovana klesajici

(C) opsonizace neni moznéa pokud se oba konce | Ochota tyto ¢astice pozirat. To vSe diky

PEG ucastni povrchové modifikace sterickému odpuzovéani proteinit od
povrchu NP.

5.3.2 Nanoc¢astice s adsorbovanym poloxaminem a poloxamerem

Pfi studiu potahovani povrchu byl §iroce pouzivan poloxamer a poloxamin. Ve studii [lluma
a Davise [82,83] byly jako potahujici materialy dlouhocirkulujicich polystyrenovych a
poly(methylmethakrylatovych) castic pouZity poloxamer a poloxamin. Delsi ¢as cirkulace a
sniZzené vychytavani v jatrech bylo zaznamenéano u kralika v pfipad€ podani polystyrenovych
NPs, které byly potazeny poloxaminem, zatimco u nepotahovanych NPs o stejné velikosti
(60nm) nikoliv. U NPs potahovanych poloxamerem-188 bylo pozorovano snizeni vychytavani
jatry o 20%, a u poloxameru-338 0 40%. Pfi experimentech na kralicich s jodem **!I
znacenymi a poloxamerem-407 potahovanymi polystyrénovymi Casticemi byly pii testovani
vychytavani jatry a slezinou ziskany jesté lepsi vysledky nezli v ptipadé poloxameru-338.
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Rudt a Miller [84] se zabyvali vychytavanim povrchové upravovanych poloxamidem
potahovanych polystyrénovych NPs a nalezli extrémé nizky stupen vychytavani NPs o
velikosti do 100nm. U kralik se poloxamid ve srovnani s poloxamerem ukazal pfi vyhybani
degradaci jatry jako mnohem lep$i obalovaci material. [85] Moghimi a Gray [86] vyvinuli
dlouhodobécirkulujici polystyrenové castice potahované poloxaminem-908, které byly
rezistentni k vychytavani mikrofagy.

5.3.3 Nanoc¢astice s cyklodextrinem a jinymi karbohydraty

Bylo zjisténo, Ze pokud potahneme povrch NPs karbohydraty, tak se miZzeme vyhnout jejich
vychytavani mikrofagy. Pfesné toto popisuje Cho et al. [87] Pro transport DNA byly také
vyvinuty PLA NCs potahované poly(L-lysin)-vazajicim-polysacharidem. [88] Ty se ukazaly
jako rezistentni vuci autoagregaci a nespecifické vazbé sérovych proteini. Nedavno pouzili
Duchene et al. [89] amfifilni cyklodextrinové NPs ke zvySeni nosné kapacity a biologické
dostupnosti ve vode¢ rozpustnych a nebo pouze slabé rozpustnych LL, které by byly aplikovany
oralni anebo parenteralni cestou. PIBCA NPs byly pfipraveny v piitomnosti cyklodextrinu
anionickou polymeraci isobutylkyanoakrylatu v 0,01 M HCI obsahujici 1% poloxamer-188 .
Velikost, zeta potencial a obsah cyklodextrinu byly ovlivnény vlastnostmi daného
cyklodextrinu. Castice o nejmensi velikosti byly ziskany z hydroxypropyl B-cyklodextrinu,
zatimco nejvysSiho obsahu cyklodextrinu se dosdhlo u B-cyklodextrinu. Cyklodextrinové
nanocastice, anebo polymerni NPs obsahujici cyklodextrin se ukdzaly byt uzite¢né pfi
targetingu ve vod¢é nerozpustnych LL oralni nebo parenteralni cestou. Pritomnost
cyklodextrint v téchto ¢asticich siln€ snizuje jejich negativitu povrchu. Takze cyklodextrinem
potazené NPs mohou napomoci pii obchazeni MPS.

5.34 Nanocastice s polysorbatem - jejich prostupnost hematoencefalickou
bariérou

Cileny transport LL do mozku pfestupem ptes hematoencefalickou bariéru (BBB) byl
problém. Bylo u¢inéno mnoho pokusii k pfekonani tohoto problému. BBB je tvofena tésnymi
spoji endotelidlnich bun¢k kapilar s mozkem, které limituji schopnost mnoha LL prostupovat
mozkovou tkani, zpravidla do centralniho nervového systému (CNS). Je znamo, ze pfes BBB
ptestupuje z cév do mozku [90,91] mnoho regulatortt mozkovych funket, jako napf. (cytokiny,
transferin, enkephaliny, endorfiny, spanek indukujici peptid delta). Také nékteré nékteré
vzrusivé a tlumici aminokyseliny slabé pronikaji ptes BBB. NPs s modifikovanym povrchem

prostupovat pies BBB.

Mechanismus zdokonaleného transportu potahovanych NPs pies BBB je pfipisovan fadé
mechanismt: (a) navazani NP na vnitini stranu endothelu kapilary v mozku a nasleny
transport LL do mozku usnadnény velkym koncentracnim gradientem, ktery usnadniuje pasivni
difuzi, (b) endotelialni uptake fagocyty. [92] VIiv NPs potazenych tenzidem na prinik LL pies
biologické membrany byl studovan a bylo pozorovano zvySeni permeace u Castic
potahovanych polysorbatem-80. [62] (obr.5-2)
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Obrazek 5-2 Schématické znazornéni zvyse-
ného pruniku léciva pres biolo-

gickou membranu

Free Drug

(A) Uptake volné Iécivé latky pfes biologickou
membranu

(B) Uptake Iécivé latky vazané na nanocastici
povrchové modifikovanou polysorbatem-80 pfes
biologickou membranu

Borchardt et al. studovali
vychytavani

polymethylmetakryldtovych (PMMA)
NPs potahovanych polysorbatem-80
endotelialnimi ~ bunikami  mikrocév
hovéziho mozku. Tyto NPs vykazovaly
zvySené vychytdvani témito buikami.
Troster et al. [94] popisovali
devitinasobné¢ zvySeni radioaktivity
v oblasti mozku po aplikovani 4c-
PMMA NPs obalovanych

polysorbatem-80.

[93]

Pii pokusech transportovat do mozku
cytostaticky pusobici LL pomoci NPs
ukazali Gulyaev et al. [95], zZe
koncentrace systémové aplikovaného
doxorubicinu je v mozku vice nez 60x
vyS$i v pfipadé vazby na PBCA NPs
potahované polysorbatem-80.
Doxorubicin byl vybran jako modelova
LL diky jeho antikancerdzni aktivité a
diky tomu, Ze neni schopen piekonavat
BBB. Castice se dostaly do mozku
neporuseny a po endocytose do
endothelidlnich bun¢k mozkovych cév.
Vysokéa koncentrace, ktera byla v této
studii dosazena, znamena jasné zlepSeni
pfi 1écb€ mozkovych nadort.
[96]

Alyautdin et al. studovali

ucinnost PBCA NPs potahovanych polysorbatem-80 pifi pfenaSeni ve vodé nerozpustného
analgetika loperamidu pfes BBB u mysi. Lv. aplikace NPs potahovanych polysorbatem-80
meéla za nésledek presvédcivy dlouhotrvajicici analgeticky ucinek, zatimco nepotahované NPs
jej nebyly schopny vyvolat. Tentyz autor [92] popisoval zvySenou analgetickou aktivitu u
PBCA NPs pokrytych polysorbatem-80 obsahujicich delargin, které byly podavéany taktéz
mySim. Zrovna tak popisoval piestup BBB c¢asticemi stejného typu obsahujicimi LL malé
molekularni hmotnosti a LL polarniho a hydrofilniho charakteru jako je napf. tubokurarin.
Aktivita in-vivo perfundovaného mozku krysy byla snimana na elektroencephalogramu. Smin

po i.v. aplikaci NPs byly detekovany zachvaty.
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6 Vyuziti nanocastic jako nosic¢u proteinu a peptidu

Diky pokroku u¢inénému V biotechnologii a bioengineeringu a lepsSimu porozumeéni ulohy
peptidi ve physio-patologickych procesech se peptidy stavaji velice piitazlivou skupinou LL.
Obzvlasté vyvinuti DNA-rekombinantnich technologii ucinilo tyto slouceniny dostupnéjsi
v daleko vétsi mife nezli tomu bylo v minulosti. AvSak jejich uziti v mediciné je castecné
limitovano jejich rychlou degradaci v gastrointestindlnim traktu, takze vyzaduji, aby byly
podavany parenteralni cestou. Biologicky polocas peptidu je kratky a vyzaduje Casté podavani.
Diky jejich nizkému priniku a malému rozdélovacimu koeficientu je jejich prinik ptes
biologické membrany maly. Proto byly navrzeny biodegradabilni Césticové transportni
systémy, které by umoznily bezpecné a kontrolované parenteralni podani peptidi. [99]

Proteiny a peptidy jsou v PLGA diky jeji hydrofobicité a acidit¢ PLGA nestabilni. [100]
Dals$im problémem je rychlé uvolnéni z PLGA matrice. Abychom tento problém obesli, byly
zkoumany rizné moznosti modifikace vlastnosti PLGA matric za pomoci hydrogelovych NPs.
[101,102] To urychlilo vyvoj novych transportnich systému proteinll. V této studii byl hovézi
sérovy albumin (BSA) prvné enkapsulovan do PVA NPs, které byly nasledné vpraveny do
PLGA makrosfér pomoci metody fazové separace. Slozené PLGA-PVA NPs, obsahujici
protein, byly potom charakterizovany a jejich povrch byl po dobu 2 mésicti pro uvolfiovani
BSA nepropustny.

V nedavné studii provedené Gasperem et al. [103] bylo ukazano, ze pfitomnost terminalnich
karboxylovych skupin v PLGA ma za nasledek o 4,6% zvySenou nosnou kapacitu proteind, a
pozvolné uvoliiovani po dobu cca 20ti dnti. Na druhou stranu piitomnost esterifikovace téchto
karboxyld vedla u PLGA ke sniZeni nosnosti 0 2,65% a sniZeni uvoliiovani na 14 dni.

Kawashima et al. [105] vyvinuli novy plicni transportni systém zalozeny na enkapsulaci
fyziologicky aktivniho peptidu v PLGA NPs. Ty byly pfipraveny modifikovanou metodou
"emulgace - difuze rozpoustédla ve vode." Podani vodné disperze PLGA nanosfér formou
nabulizace praseti do plic prokazatelné sniZovalo hladinu gluk6zy v krvi po dobu ptesahujici
48 hodin, coz bylo srovnavano s nebulizovanym vodnym roztokem inzulinu, coby standartu.
V roztoku soli o teplot¢ 37°C bylo béhem pocateéniho rozbiti NPs uvolnéno 85%,
nasledovalo postupné pozvolné uvoliiovani zbyvajici latky po dobu nékolika hodin.

Uzitim metody fazové inverzni nanoenkapsulace byl tispé$né enkapsulovan zink-insulin do
cetnych polyesterovych a polyanhydridovych nanosfér. [106] Enkapsulovany insulin si
zachoval biologickou aktivitu a nanosféry jej dokazaly uvolfiovat po dobu delSi nez 6h.
1,6%ni zink-insulin v PLGA NPs s oligomerem fumaranhydridu a oxidem Zelezitym se také
ukdzal byt aktivni 1 po oralni aplikaci.

Dalsimi peptidy u nichz byly provedeny pokusy s enkapsulaci jsou kalcitonin
(hypokalemicky ucinek, inhibice resorpce kalcia z kosti), cyklosporin A (imunosupresivum),
muramyltripeptid (latka zabranujici vzniku metastaz), inhibitory HIV-1 protedz. [107]
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7 Zaver

Pouziti biodegradabilnich polymeri pro fizené uvolnovani 1éCiva je v soucasnosti jiz dobie
prozkoumano. Piesto je nyni na trhu pouze omezené mnozstvi 1éCivych ptipravki, které by
vyuzivaly této technologie (napt. Lupron™ Depot, Ambroxane®). Vyznamnym faktorem pii
optimalizaci NP a tim zprostfedkovani cileného piisobeni LL v cilové tkéni a dosaZeni
prodlouzeného setrvani v krevnim ob&hu je modifikace povrchu NPs. Z pohledu polymerni
chemie je nutné stale hledat nové polymery s vyvazenymi hydrofilnimi a hydrofobnimi
vlastnostmi. Piiprava NPs, vyuzivajici k Zivotnimu prostiedi ohleduplnéjsi postupy jako napf.
SCF, se zda byt slibnou oblasti vyvoje takovych produktl, které¢ by neobsahovaly nezadouci
toxické zbytky rozpoustédel.
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8 Cil prace

Cilem ptedlozené prace byla piiprava nanocastic rizného slozeni metodou odpafeni
rozpoustédla a nasledné testovani stability takto piipravenych castic. Byl zkouman vliv
nasledujicich potencialnich faktori:

(@) intenzity michani pii dispergaci
(b) teploty pii dispergaci
(c) slozeni inkuba¢niho media
Meétenou veli€inou nanocastic byl rozmérovy parametr nanocastic a jejich zeta potencial.

Pfipravené nanocastice byly po dispergaci v roztoku manitolu suseny ve spreyové susarné.
Byly zjistovany tyto charakteristiky:

(@) velikost vzniklych mikro¢astic

(b) vliv tohoto procesu na velikost nanocastic po jejich dispergaci ve vodé
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9 Principy méfeni velikosti nanoc¢astic

9.1 Dynamicky rozptyl svétla

Obréazek 9-1 Skvrna zobrazujici Browniv pohyb

Zetasizer provadi méfeni velikosti
Castic a jejich zeta potencialu
pomoci procesu, ktery se nazyva
dynamicky rozptyl svétla (DLS-
dynamic light scattering). DLS
proméiuje Brownlv pohyb, jehoz
rychlost souvisi s velikosti castic.
Castice prochazi laserovym
paprskem, rozptyluje zafeni vSemi
sméry. Detektor umistény v nasem
pfipadé na  173°  analyzuje
dopadajici zéfeni. Kolisajici
intenzita rozptyleného dopadajiciho
zafeni se zobrazuje na detektoru

jako soustava cernobilych skvrn. Bilé skvrny jsou zdznamem pro dopadajici rozptylené zateni
ve stejné fazi, ¢erné skvrny jsou zplisobeny vzajemnym vyruSenim fazi (obr.9-1). Detektor
zaznamenava rychlost pohybu skvrn na stinitku v ¢ase a pies korelani funkci a Stokes-
Einsteinovu rovnici pfepocitava rychlost pohybu ¢astic na jejich velikost.

Brownliv pohyb je pohyb castic v disledku ndhodnych srdzek s molekulami kapaliny.
Hlavni rys Brownova pohybu je, ze malé Castice se pohybuji rychleji a velké castice naopak
pomaleji. Vztah mezi velikosti ¢astic a rychlosti Brownova pohybu je definovan jako Stokes-

D...difuzni koeficient

Einsteiniv zakon (obr.9-2). Tak jako jsou
Castice konstantné v pohybu, tak se skvrna jevi

Obrazek 9-2 Stokes-Einsteintv zakon | také jako pohybujici se. Zetasizer nano systém

méfi pomér intensity kolisani skvrny a pocita

r=kT/6zxznD velikost ¢astic podle Stokes-Einsteinova vztahu.

Zetasizer mé&fi intensitu kolisani laserového

n...viskozita paprsku a tato intensita je prepocitdvana na

I;-l:Olle’tW”O"a konstanta velikost ¢astic uvnité vzorku. Uvnitf pfistroje je
...teplota

soucast nazyvana digitalni korelator. Korelator
je program porovnavajici kolisani intenzity

svételného signalu v ¢asovém obdobi.

91.1 Korelaéni funkce

Jestlize jsou méfeny velké Castice, pohybujici se pomalu, intenzita porovnéavaci skvrny bude
také kolisat pomalu. Jestlize jsou méfeny malé castice, pohybujici se rychle, intenzita
porovnavaci skvrny bude také kolisat rychle. Graf ukazuje korela¢ni funkci pro velké a malé
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Obrazek 9-3 Graf korelaéni funkce
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Castice (0br.9-3). Rychlost poklesu
korelacni funkce je =zavisld na
velikosti Castic, pokles je strméjsi pro
malé Castice.

Po zméfeni korelacni funkce
piistrojem je tato informace pouzita
pro vypocet distribuce velikosti ¢astic.
Zetasizer, jeho software, pouziva k
vypoctu algoritmus, ktery prevadi
strmost poklesu korela¢ni funkce na

Time

- distribuci velikostnich skupin castic,
tj. velikostni distribuci. Typicky graf
distribuce velikosti je ukizédn na

obr.9-4. Na ose X je uvedena distribuce skupin ¢astic o stejné velikosti, zatimco osa Y
ukazuje relativni intenzitu rozptyleného svétla. Tento graf se proto oznacuje jako distribuce

podle intensity.

Graf distribuce velikosti ¢astic

Size distribution by Intensity

Ackoliv  zakladni
distribu¢ni  velikost i
vytvofend DLS je Obrézek 9-4
distribuce intenzity,
muze byt pfevedena i 100 |-
na objemovou distri- Ll
buci. Tato objemova 5 ;
distribuce muize byt i. o0 ;~—“
také dale prevedena ‘
na Ciselnou il |
distribuci.  Ciselna 00
distribuce v sobg
nasobi chyby

1 10 100 1000 1.0E+004

Diameter (nm)

z distribuce intenzity.

9.1.2

Ciselna, objemova a intenzitni distribuce

Zde je popsan rozdil mezi intenzitni, objemovou a ¢iselnou distribuci. Musime si pfedstavit
vzorek obsahujici pouze 2 velikosti ¢astic (napf.5 nm a 50 nm), se stejnym pomeérnym
zastoupenim obou velikosti (0br.9-5). Prvni graf ukazuje vysledky jako ¢iselnou distribuci.
Oba piky jsou stejné velikosti (1:1) jako se rovnaji pocty ¢astic. Druhy graf ukazuje vysledky
objemové distribuce, oblast piku pro ¢astice velké 50 nm je tisickrat vétsi nez pik pro castice
velké Snm. TakZe objem 50nm castic je tisickrat vétsi nez Snm Castic, ve vzorci pro vypocet
objemu je tfeti mocnina poloméru. Treti graf ukazuje vysledky distribuce podle intenzity
paprsku laseru. Oblast piku pro 50 nm ¢astice je milionkrat vétsi nez pro 5 nm castice. Je to
proto, Ze velké ¢astice rozptyluji mnohonasobné vice svétla nez ¢astice malé.
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Obrazek 9-5 Graf Ciselné, objemové a intensitni distribuce
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9.1.3 Méreni velikosti ¢astic

Obréazek 9-6 DSL systém

Attenuator Q 5
o ||
I R B Detector

—

N,

Cell

Zetasizer Optical arrangement
Nano S 173° (A}
Nano ZS 173° (A}
Nano S90 90° ®
Nano ZS90 90° (6]
Detector
Digital Signal Processor
@ Correlator .1 r'5)
5}
6]

Typicky DLS systém zahrnuje
Sest hlavnich komponent, (obr.9-
6). Prvni je laser (1), je pouzivan
jako svételny zdroj k ozafovani
vzorku Castic uvnitt kyvety (2).
Vétsina  svételného  paprsku
prochazi rovné vzorkem, cCést
zafeni je rozptylovana Césticemi
uvnitt vzorku. Dalsi je detektor
(3), pouzivany k méfeni intenzity
rozptyleného  svétla.  Céstice
rozptyluji  svétlo ve  vSech
smérech, tim je mozné teoreticky
umistit  detektor do  téméf
jakékoliv polohy, v které bude
detekovat rozptylené zafeni.

Jestlize je detekovano pfilis
mnoho svétla, detektor se pretizi.
Proti pietizeni je zde tzv.
Zeslabova¢  (4), pouzivany
k redukci intenzity svétla laseru,
ktery redukuje silu rozptyleného
zafeni. Intenzita signdlu =z

detektoru piechazi na digitalni signal v pfistroji nazyvany korelator (5), ktery srovnava
rozptylovanou intenzitu v nasledujicich ¢asovych intervalech k odvozovani poméru kolisajici
intenzity. Tyto korela¢ni informace dale prochazi pies pocitac (6), kde se data analyzuji a
odvozuje se velikost.
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9.2 Méreni a principy zeta potencialu

Pro pochopeni principu méfeni zeta potencialu je v prvé fad¢ nutné pochopit teorii zeta-
potencialu a dale fyzikalni déje probihajici v prubéhu méteni.

9.2.1 Teorie zeta potencialu

(24

Zetasizer méii elektroforetickou pohyblivost a poté k vypoctu zeta potencialu pouziva
Henryho rovnici. Okolo ¢astic existuje tzv. elektrickd dvojvrstva. Prvni vrstva na

bezprostiednim
Obrazek 9-7 Zeta potencial povrchu castice, kde
jsou ionty pevné
e e vazany, se nazyva

»Sternova  vrstva®.
Druhou vrstvu tvofi
R npaae diftizni ¢ast, kde jsou

ionty pfipojeny méné
pevng, (obr.9-7).
Kdyz se castice

Slipping plane

Stern Iayeri Diffuse layer H H
oot H pohybule, tyto ionty
e dvojvrstvy se
‘1—‘—] Stem potential ., ,
mv [ N ) pohybuji spolu s ni.
o Potencial nachazejici
ol ! = % . r s
Distance from particle surface S€ mezi pOhybuJ 1C1
se éastici S

elektrickou dvojvrstvou a okolim se nazyva zeta potencial.

Zeta potencial je dulezity pro pochopeni potencialové stability a v teorii koloidnich systém1.
Koloidni a také makrodisperzni systém je definovan jako soustava slozend nejméné ze dvou
fazi, latky dispergované a disperzniho media. Rozmér koloidnich ¢éstic se pohybuje v rozmezi
Inm az lum. V téchto ptipadech nas zajimaji dva hlavni stavy, pevna latka dispergovana
v tekuting (suspenze) a tekutina dispergovana v tekuting, ¢ili emulze. Castice v suspenzich,
které maji velky negativni nebo pozitivni zeta potencial, maji tendenci k odpuzovani a neni
zde tendence k flokulaci. Jestlize vSak castice maji velmi nizky zeta potencial a je zde
nepfitomnost sily ochranujici ¢astice, spojuji se a flokuluji. Hlavni délici hranice mezi
stabilnimi a nestabilnimi suspenzemi je +30mV a -30mV. Castice se zeta potencidlem vy3sim
nez +30mV nebo niz$im nez -30mV jsou normalné povazovany za stabilni. Velice dulezity
faktor v hodnoté zeta potencialu je pH. Kdyz si pfedstavime ¢astici v suspenzi s negativnim
zeta potencidlem, do které ptidame alkalickou latku, castice maji tendenci ziskat véEtsi
negativni naboj. Kdyz pfidame kyselinu do této suspenze, negativni naboj bude sniZzen az
neutralizovan. Dal8i pfidani kyseliny zapfic¢ini vzestup pozitivniho naboje. Proto zeta
potencial bude pozitivni v nizkém pH a negativni ve vysokém pH.
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Obrazek 9-8 Isoelektricky bod
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Hodnota, ve které zeta potencial je roven
nule se nazyva isoelektricky bod (obr.9-8).
V tomto bod¢ je koloidni systém nejméné
stabilni.

Velice dulezita je existence elektrokine-
tickych efekt, mezi které patii 1
elektroforéza.

9.2.2

Jestlize
elektrické
suspendované

Elektroforéza

v elektrolytu
pole, nabité castice
v elektrolytu jsou

pouzijeme

Obrazek 9-9 Henryho rovnice

Ue=2¢ z f(Ka)/3n

Zer e e zeta potencidl

Ug ....... elektroforeticka pohyblivost
PSR dialektricka konstanta

7 R viskozifuzni koeficient

F(Ka)...Henryho hunkce

zeta potencial ¢astic.

9.2.3

Obrazek 9-10 Kyveta s elektrodami

()]
A
®

)

opacného ndboje. Viskozni sily brzdi pohyb ¢astic.

smérem k elektrodam
Rovnovéha je dosazend mezi témito
dvéma opaénymi silami, ¢astice se pohybuji se
stalou rychlosti. Rychlost pohybu ¢&astic zavisi
na nasledujicich faktorech: intenzité
elektrického pole nebo gradientu napéti,
dielektrické konstant€é media, viskozit€¢ media,
zeta potencialu.

ptitahovany

Rychlost ¢astic v elektrickém poli je obvykle
popisovana jako -elektroforeticka pohyblivost.
Pomoci této hodnoty a na zakladé¢ rovnice
Henryho zakona (0obr.9-9) miZzeme vypocitat

Méreni elektroforetické pohyblivosti

Zaklad klasické mikroelektroforézy je kyveta
s elektrodami (obr.9-10). Castice se pohybuji
smérem k elektrodam opacného naboje, jejich
rychlost je méfena a vyjadiena v jednotce
silového pole jako jejich pohyblivost. Technika
pouzivana v méfeni rychlosti v Malvernové
zetasizeru je laserovy Dopplertv rychlomér.

924 Zetasizer, nano a zeta-

potencialové méreni

Je zde pouzivano Sest zakladnich komponent
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(obr.9-11). Hlavni je laser (1), ktery zdrojem svételného zafeni. Béhem méfeni zeta potencialu
je zdroj svétla rozst€pen na paprsek pro méieni a srovnavaci paprsek. Srovnavaci paprsek je
nezbytny v metodé meéteni zeta potencialu. Laserovy paprsek prochdzi sttedem vzorku kyvety
(2) a rozptyleny paprsek je méten pod tthlem 17°. Po aplikaci elektrického pole pohybujici se
Castice zpusobi kolisani intensity detekovaného svétla, frekvence takového kolisani je
proporcionalni k velikosti ¢astice. Dal$i soucast je detektor (3), ktery posila informace do
digitalniho signalniho procesoru (4). Tyto informace poté prochazi pocitatem (5), kde je
Zetasizer nano software produkujici frekvenéni spektrum. Z frekvenéniho spektra je

Obrazek 9-11
(6]

Reference
beam "

Beam spliﬁev D

Incident beam  Attenuator

Laserl
0— [

Principy méreni zeta potencialu

2] 7] Combining

N s Doptics

QCompensation

Scattering optics
beam
Q}‘Z"
Q
Digital signal
processor
(4] ®

kalkulovana elektrofo-
reticka mobilita a tudiz
téz zeta potencial.

Pro  vzorky, které
rozptyluji vice svétla,
jako velké ¢astice, nebo
vzorky vyssi koncentra-
ce, u nich musi byt
mnozstvi rozptyleného
svétla snizeno zeslabo-
vatem (6), ktery je
pouzivan k redukci in-
tensity laseru a proto
redukuje intensitu roz-
ptylovani. Zeslabovac
automaticky  redukuje
mnozstvi svétla procha-
zejictho vzorkem. Déle
je zde nainstalovana
kompenzaéni technika

(7).
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10 Experimentalni ¢ast

10.1 Pouzité pristroje
Analytické vahy Kern ABS, max 220g, d=0,1g
Vahy Kern 440-33N max 200g, d=0,01g
Vahy Kern 440-47 max 1200g, d=0,1g
Magneticka michacka Heidolph MR 3001 100-1250 ot./min
Homogenizator Diax 900 Heildolph max.8000-26000 otacek / min.,6.pasem
Zetasizer ZS, Malver Instruments, UK Zetasizer ZS 90
Ultrazvuk Sonorex super 10P Bandelin
Biichi Mini Spray Dryer B-290

10.2 Chemikalie
3P, KFT UK FaF Hradec Kralové
3D, KFT UK FaF Hradec Kralové
3T, KFT UK FaF Hradec Kralové
PLGA 50:50, KFT UK FaF Hradec Kralové
PDLLA, KFT UK FaF Hradec Kralové
5P, KFT UK FaF Hradec Kralové
5D, KFT UK FaF Hradec Kralové
5T, KFT UK FaF Hradec Kralové
Dichlormethan (DCM) p.a. Lachema a.s. Neratovice
Cisténa voda, Destilovana voda
Lecitin L-a lecitin typ II S, Sigma Aldrich

Polysorbat 20, Lachema a.s. Neratovice
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10.3 Priprava nanocastic

Metoda pfipravy nanocastic vyuziva extrakci a odpafovani rozpoustédla (viz. teoreticka
Cast). Je zalozena na principu ptipravy emulze typu olej ve vodé. Vnitini fazi prestavuje
dichlormethanovy roztok polymeru. Soustava se Vv trysce micha, tim jsou kapky vnitini faze
V neustalém pohybu. Organické rozpoustédlo pfechazi do vodné faze, odkud se postupné
odpafuje, pii¢emz ve vnitini fazi zistava polymer a &astice se stavaji pevnymi. Castice byly
piipravovany z nasledujicich polymeru (jejich roztoku o koncentraci 1%): terpolymer kyselin
DL-mlécné a glykolové vétveny 3% pentaerythrytolem (3P), 3% dipentaerythrytolem (3D),
3% tripentaerythrytolem (3T), nizkomolekularni kopolymer kyseliny DL-mlééné s Kyselinou
glykolovou (PLGA 50:50), polymer kyseliny poly-DL-mlééné (PDLLA), terpolymer kyselin
DL-mlécné a glykolové vétveny 5% pentaerythrytolem (5P), 5% dipentaerythrytolem (5D),
5% tripentaerythrytolem (5T). Jako rozpoustédla jsme pouzili dichlormethan (DCM). Jako
emulgatory jsme pouzili lecitin (v 0.75%ni koncentraci) s polysorbatem (v 0.25% konc.).

Priprava vodné (vnéjsi) faze
Do kadinky navazime na analytickych vahéch potfebné mnozstvi emulgétord. Toto mnozstvi
nasledné rozpustime ve stanoveném mnozstvi destilované vody. Rozpousténi lecitinu

urychlujeme kratkym (cca 30 sekundovym) zahfdnim v mikrovinné troub€ a roztirdnim o
stény kadinky.

Table 10-1 Roztok 0.75 % lecitin + 0.25% Pso (vnéjsi faze)
Latka Mnozstvi
Lecitin 0,375¢
Polysorbat 0,125¢g
Destilovana voda 49,50 g

Priprava organické (vnitini) faze

Na analytickych vahach odvézime do sklenéné lahvicky suzavérem 50mg ptislusného
polymeru (3P, 3D, 3T, PLGA 50:50, PDLLA, 5P, 5D nebo 5T) a doplnime potifebnym
mnozstvi dichlormethanu (4,959) tak, abychom ziskali 1% roztoku.

Table 10-2 Roztok 1% polymeru v DCM (vnitfni faze)
Latka Mnozstvi
Polymer 0,05¢
DCM 495¢g

Priprava nanocastic

Do 100ml-kadinky obsahujici vné&jsi vodnou fazi (50 ml) srozpusténym polymerem
sméfoval do vysky lem nad jeji dno hrot turbiny homogenizatoru. Homogenizator jsme
zapnuli na stupen 6 (tzn. 26000 otacek/min) a do tésné blizkosti turbiny jsme naraz ptidali 1g



Nanodastice Strana 33

organické faze. Homogenizace probihala 1 minutu. Poté jsme roztok rychle pielili do 250ml-
kadinky se 100ml destilované vody a michali po dobu 2 hodin (do odpaieni rozpoustédla) na
magnetické michacce. Nasledné jsme méfili na Zetasizeru vlastnosti takto pripravenych castic
(jejich velikost a zeta potencial). Vysledky jsme zaznamenavali a porovnavali u Castic
vzniklych z riznych polymert. Dale jsme zkoumali vliv teploty, ¢asu, michani, suseni a
opétovné disoluce.

Obrazek 10-1 Schématické znazornéni provedeného experimentu
turbina
1min
@ 50g michani
2hod ()
T
000
O .0

0
vnitini faze vnéjsi faze destilovana nanosuspenze

(59) (490) voda (150ml)

(100ml)

10.4 Priprava mannitolovych mikrocastic

V 90ti g roztoku nanocastic pripraveného dle vySe uvedeného postupu rozpustime 10g
mannitolu. Vznikly roztok susime. U mannitolovych mikro¢astic mikroskopicky métime
jejich velikost. Poté ¢astice opétovné rozpustime (voda anebo plasm. medium) a zméfime na
Zetasizeru vlastnosti liberovanych nanocastic. U dvou vybranych polymert (3D, PLGA 50:50)
rozpustime mannitolové castice v plasm. médiu pii 37°C, tiepeme je v temperované vodni
lazni.
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Obrazek 10-2 Schématické znazornéni provedeného experimentu

MANNITOL
90 g QOg

nanosuspenze = |]|]|::> mikro&astice

(150ml)

suseni

10%

10.5 Méreni velikosti ¢astic

Vzorek jsme naplnili do specialni kyvety uréené pravé pro méfeni v Zetasizeru a méfili
velikost ¢astic. Stejny vzorek byl pouzit pro méfeni zeta potencialu.

Jak bylo zminéno jiz dfive, zékladni distribu¢ni velikost vytvofena DLS je distribuce
intenzity, tato maze byt pfevedena i na objemovou distribuci. Tato objemova distribuce mtize
byt také dale pievedena na éiselnou distribuci. Ciselna distribuce v sob& nasobi chyby
z distribuce objemové.

Ptistroj zobrazuje velikostni distribuci. Na ose X je zobrazena distribuce tfidy velikosti a na
ose Y je zobrazend relativni intenzita rozptyleného svétla (viz nésledujici grafy).

Obrazek 10-3 Ukazka grafu distribuce velikosti ¢astic (v nm) podle intenzity rozptyleného paprsku

Size Distribution by InEensity

Interesity 5

Diameter |
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Obrézek 10-4 Ukazka grafu distribuce velikosti ¢astic (v nm) podle objemu

Size Distribution by Volumre
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Obrazek 10-5 Ukazka grafu velikosti ¢astic podle ¢iselné distribuce
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10.6 Méreni zeta potencialu ¢astic

Zeta potencial jsme méfili na Zetasizeru pro kazdy vzorek zvlast, ze stejného vzorku jako
velikost Castic. Zetasizer zaznamenava vysledky a tyto Udaje zpracovava a z vysledki
sestrojuje zeta potencidlovou distribuci a distribuci elektroforetické mobility.

V piipadé¢ grafu Distribuce zeta potencidlu je na ose X zobrazen zeta potencial v mV a na
ose Y je zobrazena intenzita. V grafu Distribuce elektroforetické mobility je na ose X
zobrazena mobilita, na ose Y je zobrazena intenzita.
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Obrazek 10-6  Ukazka grafu distribuce zeta potencialu
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Obrazek 10-7 Ukazka grafu distribuce elektroforetické mobility
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10.7 Schématické znazornéni provedenych pokusi a méreni

Obréazek 10-8 Schématické znézornéni provedenych experimentl (z technickych ddvodi bylo
nutné néktera méreni provadeét opakované, proto jsou nékteré tabulky rozdéleny do
dvou ¢&asti)

STABILITA

‘4 N\
voln¢ stojici michané
L né. ne. )

| | I
1 1 1
s

[ pokojova } pii 37°C } [ pii 7°C } [ pokojova )
teplota

teplota
C p
(" 3p,3D3T ) ( 3p,3D3T ) ( 3p,3D3T ) 3P, 3D,3T
—  PLGAS50:50 —  PLGA50:50 —  PLGA50:50 PLGA 50:50
L PDLLA | L PDLLA ) L PDLLA | PDLLA
( 5P ) ( 5p ) ( 5p )
L 5T ) L 5T ) L 5T )

f suseni s 10%nim ]]

podilem mannitolu

&

1 1
. s s vy s ( N . “oxo 1 1
[ mlkroskoplcke mereni } op€tovne rozpusteni } [rozpustem v plasm. medlu,}

velikosti ve vodé¢ a plasm. mediu tiepani pii 37°C

3P, 3D,3T 1,5, 10% konc.
PLGA 50:50
PDLLA, 5P, 5D, 5T 3D
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10.8 Vysledky — tabulky, grafy a schémata

Vysledky jsou presentovany v nasledujicich tabulkéach a jim odpovidajicich grafech.

10.8.1 Sledovani stability volné stojicich ¢astic za pokojové teploty

Pfipravené systémy S nanocasticemi jsme nechali volné stat (zakryté hlinikovou folii) za
pokojové teploty a v riznych ¢asovych intervalech jsme z nich odebirali vzorky, u nichz jsme
méfili velikost a zeta-potencial. Z technickych divoda jsme méfeni jednotlivych polymeri
museli rozdélit do dvou serii. Proto se c¢asy odbéru vSech vzorkl neshoduji.

Table 10-3 Zavislost stability stojicich nanocastic na ase za pokojové teploty (I. cast)
PDI Oh 5h 19h 24h 29h
DB 3P 0,265 0,259 0,26 0,261 0,257
DB 3D 0,25 0,249 0,249 0,246 0,257
DB 3T 0,257 0,271 0,267 0,263 0,267
DB PLGA 50:50 0,275 0,269 0,273 0,257 0,264
DB PDLLA 0,27 0,269 0,315 0,263 0,267
43h 50h 72h 96h 168h
DB 3P 0,302 0,251 0,255 0,26 0,34
DB 3D 0,27 0,244 0,266 0,254 0,272
DB 3T 0,261 0,265 0,276 0,272 0,345
DB PLGA 50:50 0,259 0,266 0,282 0,281 0,279
DB PDLLA 0,264 0,264 0,28 0,277 0,269
velikost [nm] Oh 5h 19h 24h 29h
DB 3P 182,2 187 186,8 172,4 178,9
DB 3D 183,4 183,4 180,6 179,3 190,1
DB 3T 197,1 190,7 186,4 189,8 183,1
DB PLGA 50:50 188,4 186,8 187,9 178,6 173,5
DB PDLLA 188,2 198,7 166,1 175,3 184,8
43h 50h 72h 96h 168h
DB 3P 178,9 173,8 182 160,8 176
DB 3D 190,1 175,5 175,4 170,6 185
DB 3T 183,1 193,3 185,9 199,4 185,3
DB PLGA 50:50 173,5 182,8 181,9 184,4 169,5
DB PDLLA 184,8 176,8 179,2 187 185,3
C-potencial [mV] Oh 5h 19h 24h 29h
DB 3P -58,39 -58,05 -65,2 -60,94 -61,34
DB 3D -55,4 -54,71 -56,58 -53,25 -58,42
DB 3T -60,34 -57,33 -60,15 -60,02 -62,76
DB PLGA 50:50 -58,49 -61,53 -57,24 -65,68 -60,32
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DB PDLLA -56,83 -61,45 -59,43 -55,44 -60,31
43h 50h 72h 96h 168h
DB 3P -62,78 -59,9 -46,36 -38,3 -38,41
DB 3D -56,27 -57,03 -44.,95 -43,97 -41,78
DB 3T -62,07 -58,48 -56,79 -48,23 -49,06
DB PLGA 50:50 -51,88 -48,67 -44.84 -44.68 -39,81
DB PDLLA -60,37 -51,07 -45,27 -53,44 -44,85
Obrazek 10-9 Zavislost stability volné stojicich 3P-nanocastic na ¢ase za pokojové teploty
3 P B size zeta polydisperzita
250 0,4
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A 1
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Obrazek 10-10 Zavislost stability volné stojicich 3D-nanocastic na ¢ase za pokojoveé teploty
3D B size zeta polydisperzita
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Obrazek 10-11 Zavislost stability volné stojicich 3T-nanocastic na ase za pokojové teploty
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Obrazek 10-12 Zavislost stability volné stojicich PLGA 50:50-nanocastic na ¢ase za pokojové

teploty
PLGA 50:50 Esize zeta polydisperzita
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Obrazek 10-13 Zavislost stability volné stojicich PDLLA-nanocastic na ¢ase za pokojové teploty

PDLLA E=size zeta polydisperzita
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Table 10-4 Zavislost stability volné stojicich nanocastic na ¢ase za pokojoveé teploty (ll. cast)

PDI Oh 2h 19h 28h 48h 74h 94h
DB 5P 0,272 0,238 0,276 0,331 0,331 0,359 0,266
DB 5D 0,316 0,318 0,281 0,257 0,261 0,313 0,427
DB 5T 0,255 0,25 0,259 0,254 0,264 0,266 0,368
velikost [nm] Oh 2h 19h 28h 48h 74h 94h
DB 5P 189 185 159,7 175,9 181,7 185 187.6
DB 5D 191,2 179,1 190,3 191,1 189,4 187,3 181
DB 5T 189,6 178,7 192,4 193,2 193,1 195,8 182
C-potencial [mV] Oh 2h 19h 28h 48h 74h 94h
DB 5P -59,11 -62,48 -54,56 -54.8 -52,49 -44,16 -43,24
DB 5D -53,77 -52,14 -47,51 -47,92 -47,02 -45,55 -39,93
DB 5T -62,49 -62,26 -64,84 -55,16 -48,11 -41,23 -37,97

Obrazek 10-14 Zavislost stability volné stojicich 5P-nanocastic na ¢ase za pokojové teploty
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Obrazek 10-15 Zavislost stability volné stojicich 5D-nanocastic na ¢ase za pokojové teploty
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Obrazek 10-16

Zavislost stability volné stojicich 5T-nanocastic na ¢ase za pokojové teploty
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10.8.2 Sledovani stability rotujicich ¢astic za pokojové teploty
V nasledujici stati jsou shrnuty vysledky méteni, kdy byly ¢astice po celou dobu
experimentu michany na magnetické michacce za pokojové teploty.

Table 10-5 Zavislost stability rotujicich nanocastic na ¢ase za pokojové teploty

PDI Oh 5h 19h 24h 29h 43h
DB 3P 0,265 0,267 0,267 0,261 0,268 0,26
DB 3D 0,25 0,258 0,251 0,25 0,254 0,253
DB 3T 0,257 0,274 0,263 0,268 0,279 0,264
DB PLGA 50:50 0,275 0,271 0,269 0,263 0,267 0,269
DB PDLLA 0,27 0,282 0,274 0,28 0,27 0,275
velikost [nm] Oh 5h 19h 24h 29h 43h
DB 3P 182,2 181,3 194.4 183,1 187,5 182,6
DB 3D 183,4 1741 179,3 181,3 187,2 174,9
DB 3T 197,1 181,2 197,3 202,4 183,6 202,1
DB PLGA 50:50 188,4 182,7 186,5 177,3 189,6 178,5
DB PDLLA 188,2 203,3 198,4 181,4 179,3 196,2
C-potencial [mV] Oh 5h 19h 24h 29h 43h
DB 3P -58,39 -67,46 -64,41 -66,09 -61,56 -58,23
DB 3D -55,4 -60,92 -56,19 -58,4 -57,02 -53,79
DB 3T -60,34 -64,44 -59,72 -62,61 -63,87 -61,6
DB PLGA 50:50 -58,49 -65,69 -53,39 -61,04 -58,88 -45,36
DB PDLLA -56,83 -62,25 -59,46 -60,32 -62,97 -53,25
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Obrazek 10-17 Zavislost stability rotujicich 3P-nanocastic na Case za pokojové teploty
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Obrazek 10-18 Zavislost stability rotujicich 3D-nanocastic na ¢ase za pokojové teploty
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Obrazek 10-19 Zavislost stability rotujicich 3T-nanocastic na ¢ase za pokojove teploty
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Obrazek 10-20 Zavislost stability rotujicich PLGA 50:50-nanocastic na ¢ase za pokojové teploty
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Obrazek 10-21 Zavislost stability rotujicich PDLLA-nanocastic na ¢ase za pokojové teploty
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10.8.3 Sledovani stability volné stojicich ¢astic za zvysSené teploty

V nésledujici stati jsou shrnuty vysledky méfeni, kdy byly castice po celou dobu
experimentu inkubovany pti 37°C.

Table 10-6 Zavislost stability stojicich nanocastic na ¢ase za zvysené teploty (37 C) (I. ¢ast)

PDI Oh 5h 24h 29h 52h 120h
DB 3P 0,26 0,265 0,329 0,329 0,268 0,265
DB 3D 0,253 0,252 0,25 0,25 0,35 0,264
DB 3T 0,264 0,266 0,279 0,279 0,291 0,28
DB PLGA 50:50 0,269 0,274 0,272 0,272 0,27 0,278

DB PDLLA 0,275 0,269 0,275 0,275 0,324 0,284
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velikost [nm] Oh 5h 24h 29h 52h 120h
DB 3P 182,6 172,7 183,8 167,1 182,7 180,9
DB 3D 174,9 174,4 190,6 176,9 177,9 178,2
DB 3T 202,1 190,1 188,3 184,4 190,7 187,1
DB PLGA 50:50 178,5 174,1 179,2 200 167,1 161,5
DB PDLLA 196,2 187,1 190,3 179,8 183,5 190,3
C-potencial [mV] Oh 5h 24h 29h 52h 120h
DB 3P -58,23 -59,34 -47,14 -44.69 -38,85 -41,88
DB 3D -53,79 -44.,95 -36,58 -36,52 -39,52 -40,12
DB 3T -61,6 -50,85 -45,43 -49,22 -38,88 -36,62
DB PLGA 50:50 -45,36 -34,14 -29,66 -36,84 -33,24 -36,73
DB PDLLA -53,25 -43,49 -38,88 -38,64 -42,76 -43,92

Obrazek 10-22

Zavislost stability volné stojicich 3P-nanocastic na ¢ase za zvySené teploty
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Obrazek 10-23 Zavislost stability volné stojicich 3D-nanocastic na