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Abstrakt

Univerzita Karlova

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra farmaceutické technologie
Skolitel: doc. RNDr. Milan Dittrich, CSe.
Student: Marie Ktivkova

Nézev diplomové prace: Modifikace parametri nanocastic z polyestera alifatickych

hydroxykyselin

V teoretické ¢asti  jsou charakterizované polyestery alifatickych a-
hydroxykyselin. Zna¢né ¢ast je v€novana zejména polyesteru PLGA, u kterého jsou
popsany fyzikalné-chemické vlastnosti, proces biodegradace a biodistribuce. Dale
jsou uvedené ptiklady vyuziti PLGA ve farmacii a v medicin€. Teoreticka Cast
popisuje také difizni metodu pro piipravu nanocastic, kterd byla pouzita v ¢asti
experimentalni, a dale princip méfeni velikosti nanocéstic a jejich povrchového
naboje. Stézejni ¢ast diplomové prace je zaloZzena na experimentu. Experiment je
zaméefen na ruzné piistupy k formulaci nanocastic z alifatickych polyesterovych
nosi¢ll s riznou konstituci molekul. Pouzity byly polymery PLGA s linearni
molekulou a polymery obsahujici PLGA vétvenou na tripentaerythritolu a
na kyselin¢ polyakrylové. Z téchto nosi¢li byly pfipraveny nanocastice difuzni
metodou. Vodnd vnéjsi fadze byla modifikovana cetrimidem pouzitym v rizné
koncentraci pted dispergaci a po dispergaci roztoku polymert. Do nanocastic
tvoticich vnitini dispergovanou f4zi byl alternativné inkorporovan cetrimid za vzniku
kompozitnich  struktur.  Takto  pfipravené  vzorky  byly  hodnoceny

z granulometrického hlediska a z aspektu povrchového naboje.



Abstract

Charles University

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Pharmaceutical Technology

Consultant: doc. RNDr. Milan Dittrich, CSc.

Student: Marie Kfivkova

Title of Thesis: Modification of parameters of nanoparticles prepared from aliphatic

hydroxyacids polyesters

Polyesters of aliphatic a-hydroxyacids are mentioned in the theoretical part.
A significant part of it is mostly devoted to the polyester PLGA. Physicochemical
properties, the process of biodegradation and biodistribution are described there.
Subsequently, some examples of PLGA utilization in pharmacy and medicine are
mentioned. The theoretical part deals also with the method of diffusion used
for nanoparticles preparation, which was used in the experimental part, and
the principles of size and surface charge measurements of these nanoparticles.
The crucial part of this master thesis is based upon an experiment. It is focused
on various approaches to the formulation of nanoparticles out of aliphatic polyester
carriers with variable molecular constitution. Polymer PLGA with linear molecule
and polymers containing PLGA branched on tripentaerythritol and polyacrylic acid
were used. Using the diffusion method, nanoparticles were prepared out of these
carriers. The outer water-based phase was modified by use of cetrimide of different
concentrations before and even after the polymer solutions dispersion. Cetrimide was
alternatively incorporated into the nanoparticles which formed the inner dispersive
part of the phase by creating composite structures. Samples obtained by this way

were assessed from granulometric and surface charge points of view.
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1 Zadani prace

Cilem ptedlozené prace bylo vyzkouSet rizné modifikace difuzni metody
pfipravy nanocastic z polyesterii alifatickych hydroxykyselin s odliSnou konstituci
molekul. Byly pfedlozeny polymerni a oligomerni slouceniny odvozené¢ od PLGA
jednak ve form¢ linearni molekuly, jednak v podobé struktur PLGA vétvenych
na tripentaerythritolu a na kyselin¢ polyakrylové. Zajmem bylo prozkoumat
moznosti inkorporace cetrimidu jako modelového API (Active Pharmaceutical
Ingredient) do nanocCastic a alternativné také vyzkouSet moznosti jeho navazani
na povrch nanocastic jednak v procesu jejich vzniku, jednak pfidanim tohoto tenzidu

do hotov¢ stabilizované nanodisperze.



2 Seznam pouzitych zkratek

A2

A4

Cetrimid

DMSO

Pdl

Pk Area Int

Pk Mean Int

PLGA

T3

Z-Ave

zp

Terpolymer kyseliny DL-mlécné, kyseliny glykolové a kyseliny
polyakrylové 2%

Terpolymer kyseliny DL-mlécné, kyseliny glykolové a kyseliny
polyakrylové 4%

N-cetyl-N, N, N-trimethylammoniumbromid
Dimethylsulfoxid

Index polydisperzity

Plocha piku

Vyska piku

Kopolymer kyseliny glykolové a kyseliny DL-mlé¢né 50:50

Terpolymer  kyseliny  DL-mlécné, kyseliny glykolové a
tripentaerythritolu 3%

Z-Average, stfedni hodnota velikosti Castic méfend jako primér

(diametr) Castic

Zeta potencial
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3 Uvod

Nanotechnologie je véda, kterd propojuje poznatky jak technické,
tak fyzikdlni 1 chemické. Charakterizuje materidly v fadu nanometrd,
obvykle od 1 do 100 nm. Zkouma castice az na Grovni jednotlivych atomti a molekul.
Osobou, kterd jako prvni vznesla mysSlenku nanotechnologie v roce 1867 béhem
svého experimentu znamého jako Maxwell’s Demon (Maxwelliv démon), byl
skotsky védec James Clerk Maxwell. AvSak za otce nanotechnologie je povazovan
americky védec Richard Feynman, ktery na vyro¢ni konferenci Americké spolecnosti
fyzikti v Caltechu v roce 1959 ptedstavil myslenku a koncept nanovédy v prednasce
There’s Plenty of Room at the Bottom (Tam dole je spousta mista) a popsal postup,
podle néhoz by méli byt védci schopni manipulovat s jednotlivymi atomy a
molekulami. V dnesni dobé je nanotechnologie Siroce pouzivana v riznych
oblastech, jako je molekularni biologie, organickd chemie, Iékaiské védy,

elektronika, biomateridly, vyroba energie ad. (1).

V poslednich piiblizné padesati letech lze pozorovat i ve farmaceutické
technologii rozvoj a vyuziti nanotechnologie. Béhem této doby doslo k ptechodu
od jednotkovych Iékovych forem (tobolek, tablet, masti, injekénich roztokd apod.)
k vyvoji nasobnych lékovych forem, jako jsou napf. pelety, mikrocastice anebo praveé
nanocastice. Postupem €asu dochazi k jejich zavadéni do terapeutické praxe. Jednim
z davodl jsou nepochybné piednosti, které casticové lékové formy nabizeji.
Z tarmakoterapeutického hlediska je to pfedevSim zmirnéni vedlejSich nezadoucich
ucinkil jak lokalnich, tak i systémovych. Dale pak zvySeni Gcinnosti terapie nebo

moznost fizeného uvoliovani 1&¢iv (2).
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4 Teoreticka cast

4.1 Nanocastice

4.1.1 Obecna charakterizace

Nanocastice jsou obecné definovany jako pevné koloidni Céstice, které se 1isi
predevsim svou strukturou a velikosti. Z hlediska struktury nanocastic rozliSujeme
nanosféry a nanotobolky jako dva zakladni typy. Nanosféry maji matricovy
charakter. Pokud obsahuji 1éCivou latku, je rovnomémné dispergovand v celé Casti
matrice. Nanotobolky se vyznacuji jadrem, do kterého muize byt umisténa 1éCiva
latka, a sténou. Velikostni rozmezi definujici nanocéstice neni Upln€ jednotné.
V nanotechnologii se udava rozmezi od 1 do 100 nm, jak jiz bylo zminéno v uvodu.
Nicmén¢ v bézné praxi dosahuji nanocastice urcené pro terapii nebo diagnostiku
obvykle velikosti 100-500 nm. Za horni velikostni limit nanocastic je v biologickych

a lékatskych disciplinach povazovan primér 1000 nm (3).

Obrazek 1 Struktura nanosféry a nanotobolky (4)

Polymeric membrane

Polymeric matrix 4
Inner core

Nanosphere Nanocapsule

4.1.2 Pomocné latky pro pripravu nanocastic

Pro pfipravu nanocéstic ve farmaceutické technologii se pouziva celd fada
pomocnych latek, jejichz pocet na zéklad€ rychlého vyvoje stale stoupa. K zdkladnim
nejcastéji pouzivanym materialiim patii alifatické polyestery (kyselina polymlécna,
kyselina  polyglykolova a  jejich kopolymery, poly-¢-kaprolakton),
polyhydroxyalkanoaty, polyalkylkyanoakrylaty, polysacharidy nebo albumin
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¢i Zelatina (2). Obecné musi nanomateriadly pouzivané jako nosice 1é¢iv vykazovat
kompatibilitu s 1éCivou latkou, biokompatibilitu, vhodnou biodegrada¢ni kinetiku a

vhodné mechanické vlastnosti (5).

4.2 Alifatické polyestery a-hydroxykyselin

4.2.1 Obecna charakterizace

Alifatické polyestery tvoifené a-hydroxykyselinami, jako je kyselina
polymlécna, kopolymer kyseliny mlécné a glykolové (PLGA) nebo poly-¢-
kaprolakton, ptedstavuji Sirokou Skalu syntetickych biodegradabilnich polymert,
unichz byla a je rozsidhle zkoumana moznost jejich Iékarského vyuziti.
Tyto polymery maji velmi dobrou tkanovou snaSenlivost a bezpec¢nostni profil. Byly
schvaleny Food and Drug Administration (Ufad pro kontrolu potravin a lé&iv
Spojenych stat americkych) a European Medicine Agency (Evropska lékova
agentura) pro biomedicinskou aplikaci v podob¢ nosicii 1é¢iv, stehii ¢i implantati.
Biodegradovatelné nanocéstice z téchto polymert byly zkoumany jako nosice
hydrofobnich i hydrofilnich 1é¢iv (6). Maji nepochybné vyhody jako napt. moznost

prodlouZeného uvoliovani 1é¢ivé latky nebo zvySeni stability 1é¢iv (5).
4.2.2 PLGA

Jak jiz bylo zminéno vySe, zkratka PLGA ptedstavuje kopolymer dvou a-
hydroxykyselin, kyseliny mlééné (LA) a kyseliny glykolové (GA). Kyselina mlé¢na
obsahuje chirdlni uhlikovy atom. Podle uspofadani substituentli na tomto uhliku
rozliSujeme D- a L-formu kyseliny mlé¢né. Pod obecnou zkratkou PLGA se rozumi,
ze zastoupeni D- a L-formy kyseliny mlécné je ve stejném poméru (7). Syntéza
PLGA probiha tedy za pouziti racemické smési téchto dvou kyselin. B&hem
polymerace dojde mezi monomery k vytvoteni esterové vazby, ¢imz vzniké linearni,
amorfni polyester PLGA. Rizné formy PLGA jsou obvykle oznaceny vzdjemnym
pomérem monomerd. Napf. PLGA 50:50 znamena, Ze tento kopolymer obsahuje

50 % kyseliny mlécné a 50 % kyseliny glykolové (8).
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Obrazek 2 Struktura PLGA (9)

o
H4C

Polyester PLGA je velice dobie odbouratelny a biokompatibilni. Tento
biomaterial je jiz komeréné¢ dostupny a patii k nejpouzivanéjSim polyesterim
v biomediciné viibec. Pouziva se ve formé rtiznych systémi urenych pro podavani
1é¢iv, jako jsou nanocastice, mikrosféry, pelety, membrany, matrice ad. Nanocastice
z PLGA slouzi napft. jako nosice 1é¢iv ze skupiny antipsychotik, anestetik, antibiotik,

antiparazitik, hormont, protinddorovych latek ad. (9).
4.2.3 Fyzikalné-chemické vlastnosti PLGA

K tomu, aby mohla byt latka pouzita pro formulaci pfipravku uréené¢ho
pro fizené podani 1é¢iva, je nutné znat fyzikalni a chemické vlastnosti dané latky (7).
Mezi zakladni vlastnosti polymerti patfi molekulova hmotnost, krystalinita, index
polydisperzity a teplota skelného ptechodu. Tyto vlastnosti pak maji vliv
na mechanickou pevnost polymeru, na jeho tokové chovani, na rychlost

biodegradace a hydrolyzy.

Fyzikaln€-chemické vlastnosti obou opticky aktivnich forem kyseliny mlécné
jsou do jisté miry stejné. Obecné plati, Ze polymer kyseliny L-mlé¢né (PLLA) se
vyskytuje v krystalické form¢ a polymer kyseliny D-mlééné (PDLA) v dasledku
neusporddanych polymernich fetézch ve formé amorfni. Kyselina polyglykolova
(PGA) nema na rozdil od kyseliny polymlécné (PLA) Zadnou postranni methylovou
skupinu. Ztoho divodu vykazuje vysoce krystalickou strukturu. Vysledna
krystalinita PLGA vychazi tedy pfedev§im z poméru jednotlivych monomernich
sloZzek. Obecné plati, Ze ¢im vice je v PLGA zastoupena kyselina mlé¢na oproti

kyselin€ glykolové, tim je vysledny stupen krystalinity kopolymeru nizsi (10; 7).
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PLGA 50:50 ma teplotu skelného ptechodu (Tg) 45 °C. Teplota skelného
ptechodu je tedy nad fyziologickou teplotou 37 °C. Proto je tento kopolymer
v organismu obvykle ve skelném stavu, coz mu dava vyznamnou mechanickou
pevnost. Bylo zjisténo, ze teplota skelného piechodu klesa s poklesem obsahu
kyseliny mlééné v kopolymeru. Mechanicka pevnost je mimo jiné ovliviiovana

1 molekulovou hmotnosti a indexem polydisperzity (11).

Vzijemny pomér monomerid ovliviluje také rychlost biodegradace
a hydrolyzy PLGA. PLA je diky pfitomnosti postrannich methylovych skupin vice
hydrofobni oproti PGA. PLGA polymery, kde je tedy vice zastoupena slozka LA,
absorbuji mén¢ vodu a diky tomu se rozkladaji pomaleji. Zpravidla se zvySujicim se
obsahem GA stoupa tedy i rychlost hydrolyzy. Vyjimkou je vSak PLGA 50:50, ktery
vykazuje nejrychlejsi hydrolyzu vibec (7; 11).

4.2.4 Biodegradace PLGA

Kopolymer PLGA podléhda ve vodném prostiedi degradaci na zaklade
hydrolyzy esterovych vazeb fetézce. Bylo zaznamenano, Ze hydrolyza ftetézch

nabobtnalého polymeru je ndhodna. Proces biodegradace 1ze rozdélit do tii fazi:

1) V prvni fazi probihd ndahodné proces Stépeni fetézcii polymeru. Béhem tohoto
procesu zna¢né klesa molekulovda hmotnost polymeru. Nedochazi vSak k tvorbé

rozpustnych monomert.

2) Ve druhé fazi je pokles molekulové hmotnosti doprovazen rozpadem télesa

polymeru a zacinaji byt formovany produkty ve form¢ oligomerti a monomert.

3) Ve tfeti fazi jsou oligomerni fragmenty Stépeny aZ na jednotlivé rozpustné

monomery. V této fazi dochazi ke kompletnimu rozpusténi polymeru (12).

Obrazek 3 Hydrolyza PLGA (13)
) c '
O s
O
R Mo+ HO —= W He "o H
0 0
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PLGA nanocastice podstupuji hydrolyzu esterovych vazeb i v lidském téle.
Vzniklé monomery a oligomery kyseliny mlé¢né a kyseliny glykolové jsou béznymi
vedlejSimi produkty metabolickych drah za normalnich fyziologickych podminek.
Diky tomu jsou produkty degradace jednoduse metabolizovany v téle pomoci
Krebsova cyklu a nasledné eliminovany. Na zaklad¢ toho je toxicita spojena
s pouzivanim PLGA jako nosi¢e 16¢iv nebo biomaterialéi minimalni. Uloha enzymu
v procesu biodegradace PLGA je zfejmé nevyrazna. Vétsina literarnich zdroji uvadi,
ze degradace probihd bez jakékoliv enzymatické aktivity a Ze se jedna Cisté jen
o hydrolyzu. Jak jiz bylo zminéno vySe, nejrychleji biodegradabilni je kopolymer
PLGA 50:50 (14; 13).

4.2.5 Faktory ovlivinujici degradaci PLGA

Faktorti, které ovliviiuji biodegradaci, je celd fada. Pro to, aby byly nosice

1é¢iv z PLGA co nejefektivnéj$i a nejucinnéjsi, je tteba tyto faktory znat. Na zakladé

jejich znalosti je 1ze ovlivnit a tim zvysit Zadouci vlastnosti PLGA (13).

Jednim z faktordi je kompozice polymeru, tedy vzajemny pomér LA a GA
v polymeru. Efekt tohoto faktoru na rychlost degradace je jiz zminén v kapitole
4.2.3. Kompozice polymeru ovliviiuje i dalsi dilezité vlastnosti, jako je krystalinita
ateplota skelného prechodu. Tyto vlastnosti maji nepfimy vliv na degradaci.
V soucasné dobé existuji protichidné informace o tom, jaky vliv ma krystalinita
na rychlost degradace (15). Ne¢kolik zdroji se priklani k tomu, Ze krystalinita L-
formy kyseliny mlé¢né zvySuje rychlost degradace proto, Ze degradace krystalického
polymeru probiha rychleji z diivodu vyssi hydrofility. Na rozdil od toho ale jiné
studie ukazaly, ze zvySenim krystalinity vzorku dochazi ke snizeni rychlosti
degradace (16). Dal§im faktorem je molekulovd hmotnost. Molekulov4d hmotnost ma
pfimy vztah s velikosti polymerniho fetézce. Obecné maji polymery s vyssi
molekulovou hmotnosti delSi polymerni fetézce a vykazuji niz$i miru degradace.
Degradace delSich fetézci tedy vyzaduje vice Casu nez degradace fetézct kratSich

(17).

Velky vliv na degradaci ma 1 typ léCiva, které je zakomponované

do polymerni matrice. Pfitomnost léiva muze meénit mechanismus degradace
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z celkové eroze na povrchovou degradaci (18). Stejné tak mize mit vliv i na rychlost
degradace. Je tedy potieba znat chemické vlastnosti 1éCiva, zejména pak jeho
hydrofilitu. Na zaklad¢ toho pak lze odhadnout uvoliiovéni 1éCiva ze systému
biodegradabilniho polymeru. Dalsim dilezitym faktorem je i mnozstvi ucinné latky
v matrici, které¢ ovliviiuje predevsim rychlost degradace a tim i rychlost uvolnéni
dané latky. U matric, které maji vySsi obsah 1éciva, dochdzi z pocatku k uvolnéni
vetstho mnozstvi 1éCiva nez u matric s nizkym obsahem Uc¢inné latky. Tento jev je

dan ptedevsim pomérem polymeru a 1é¢iva (19).

Nemén¢ dilezitym faktorem je i velikost a tvar matrice. Pomér plochy
povrchu k objemu je dulezitym faktorem degradace zejména u matrici vétsiho typu.
Obecné ¢im vétsi je plocha povrchu, tim rychleji a ve vétSim rozsahu probiha
degradace matrice. Tento jev je zavisly také na mechanizmu degradace polymeru.
Degradace, jak jiz bylo zminéno vySe, mize byt bud Ccist€¢ povrchova, nebo
objemova. Objemova degradace, kdy dochazi k celkové erozi matrice, je rychlejsi

nez degradace povrchova (16).

Vliv na degradaci PLGA mé i pH hodnota prostiedi. Pokusy in vitro
prokézaly, ze hydrolyza PLGA v alkalickém nebo siln¢ kyselém prostiedi probiha
rychleji. Rozdil ve slabé kyselém a neutrdlnim prostiedi je pak madalo vyrazny

v disledku autokatalyzy pomoci koncovych karboxylovych skupin (20).
4.2.6 Biodistribuce PLGA

Studie biodistribuce ukazuji, Ze nanocéastice PLGA zvySuji biodistribuci
diagnostickych a terapeutickych latek. Pomoci PLGA nanocastic dochazi ke zvysené
akumulaci a retenci latek v organismu. Jako piiklad uvedeme indocyaninovou zelen,
ktera byla podavana zdravé myS$i jednak v nanocasticich a jednak v roztoku.
Koncentrace indocyaninu byla u mySi vobou piipadech testovana pomoci
fluorimetrické testovaci metody. V pfipad€, kdy byl mySi indocyanin podavéan
ve formé nanocastic, byla jeho koncentrace v orgadnech dva az osmkrat a v krvi pét az
desetkrat vyssi nez v ptipad¢, kdy byl indocyanin podavan v roztoku. To naznacuje
obrovsky potencial nanocastic PLGA jakoZto nosice 1é¢ivych a diagnostickych latek.

Tento efekt je jeSt€ vétsi, pokud je povrch nanocastic PLGA stinény néjakym
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hydrofilnim polymerem, jako je napf. polyethylenglykol (PEG). Nanocastice
s hydrofilnim polymernim fetézcem na povrchu jsou stericky stabilizované a

chranéné proti opsonizaci a nasledné fagocytoze (21).
4.2.7 Vyuziti PLGA nanotechnologie ve farmacii a mediciné

Obecné se ocekava, ze vyuziti nanotechnologie k podavani 1é¢iv v dohledné
dobé zméni charakter farmaceutického a biotechnologického pramyslu.
Nanotechnologie v oblasti 1é¢iv piinasi fadu moznosti a vyhod. Za pouziti
nanotechnologie lze dosdhnout lepsiho pienosu 1éCiv, kterda jsou ve vodé Spatné
rozpustna. DalSim potencidlem je cilend dodavka 1é¢iv do urcitych tkanovych a
bunéénych struktur. Pomoci nanotechnologie Ize také umoznit pfenos 1éCiv
transcytozou pies tésné epitelidlni a endotelidlni bariéry. Jednou z vyhod je dale
prenos makromolekularnich 1é¢iv do intraceluldrniho prostoru k mistu ucinku. Také
kombinovana terapie pomoci dvou a vice ucinnych latek je za pouziti
nanotechnologie mozna. Nemén¢ dualezitd je 1 moznost kombinace jak
terapeutickych, tak zobrazovacich ¢inidel, diky nimz lze lokalizovat distribuci 1é¢iv
v organismu atd. Vyrobni slozitost nanotechnologie v oblasti 1é¢iv navic muze
predstavovat velikou piekdzku pro generické farmaceutické firmy k tomu,
aby vyvijely rovnocennd terapeutika. To by znamenalo velikou vyhodu

pro inovativni farmaceutické firmy (22).
Nadory

V poslednich letech je vénovana velkd pozornost nanotechnologii PLGA
pfedevSim v souvislosti s aplikaci protinddorovych latek. Hlavnim davodem je
zvySeni ucinnosti a snizeni toxicity protinddorovych latek. Nanocastice PLGA
pro cilenou distribuci protinadorovych latek jsou opatfené ligandy, jako jsou
napf. cytokiny, hormony, oc¢kovaci latky nebo chemoterapeuticka ¢inidla. Diky tomu
vykazuji vysokou afinitu a specificnost k nadorovym buiikdm. Nanotechnologie
PLGA je intenzivné vyvijena nejen pro cilenou 1écbu, ale 1 pro diagnostiku nadort.
Nanocastice slouzici k diagnostice nadorti obsahuji  diagnostické Cinidlo
(napf. optické, magnetické nebo radioisotopické) a na svém povrchu maji ligand.

Takovéto nanocéstice umoziuji detekci nadorovych bunc€k v ¢asné fazi nadoru.
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NaObr. 4 je znazornéna multifunkéni nanocCastice PLGA, slouzici jednak
k diagnostice a zobrazeni nadoru a jednak k 1é¢bé nadoru, nebot’ protinddorova latka
1 diagnostické ¢inidlo mohou byt souc¢asné zapouzdieny v jadru nanocastice (13).

Obrazek 4 Multifunkéni PLGA nanolastice obsahujici  diagnostické cinidlo,
protinddorovou ldatku a ligand pro cilenou distribuci (13)

COOH

*ﬂ— Contrast agents

O<¢——Drug
{/¢——— Targeting ligand

Nanocastice PLGA jsou pro terapii a diagnostiku nadord atraktivni také
z toho divodu, Ze se obecné vice hromadi v nadorové tkani nez ve tkani zdravé.
Tento efekt je zaloZen na rozdilné patofyziologii nddorové tkané. Na rozdil od zdrave
tkan¢ maji nadory vysokou hustotu abnormalnich krevnich cév, které jsou
dilatované, Spatné diferencované, maji chaotické uspotradani a Spatné vétveni. Cévni
systém nadoru je celkové oslabeny, coz zplsobuje vyssi koncentraci plazmatickych
bilkovin v nddorové tkani oproti tkani zdravé. V dusledku toho je v nddoru zvysSena
propustnost cév. Zarovenl je vSak sniZend rychlost clearance. To je zpusobeno
nedostatkem lymfatickych cév vnadoru. Diky témto jeviim se nanocastice

v nadorové tkani po intravendznim podani pasivné kumuluji (23).

Dalsi vyhodou nanocastic z PLGA je také to, ze vykazuji vySsi stabilitu
v télnich tekutinach neZ jiné koloidni nosi€e, jako jsou napf. liposomy nebo jiné
lipidové Castice. A to z toho diivodu, Ze nanocastice PLGA nepodléhaji enzymaticky

katalyzovanému metabolismu (13).
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Kardiovaskularni systém

Expanze nanotechnologie oteviela nové moznosti i pro lécbu nemoci
kardiovaskularniho systému. Pokroky v aplikaci PLGA nanotechnologie v ramci
kardiovaskularniho systému jsou zaznamenany piedevSim v cévnim tkdnovém

inzenyrstvi, v diagnostice a 1écbé (13).

Tkéanové inzenyrstvi slouzi k tvorbé umélych organt a tkani, jakou jsou
napt. 1 krevni cévy. Jako piiklad vyuziti PLGA nanocastic v tkanovém inzZenyrstvi
uvedeme technologii pro tvorbu cévnich §tépi, kterou vyvinul Sarkar a dalsi.
Technologie spociva v inkorporaci PLGA mikro— a nanocéstic do roztaveného
biopolymeru poly-¢-kaprolaktonu (PCL). Znacné vyssi teplota tani PLGA oproti PCL
zajiStuje, Ze béhem inkorporace PLGA castic do roztaveného PCL nedojde
k poruseni a roztaveni castic PLGA. Vrstvy PCL s ¢asticemi PLGA jsou lisovany
v mechanickém tepelném lisu. Pomoci lisu vznikne tenky film. Film se nasledné
ponoii do roztoku hydroxidu sodného, ¢cimz dochazi rychle k degradaci PLGA ¢astic.
Struktura PCL z(stane b¢hem procesu louzeni neporusena. Tim vznikne
biodegradabilni mikroporézni cévni §tép z PCL. Vrstvenim téchto $tépl lze vytvorit

cévni sténu (24).

Pomoci nanocéastic PLGA bylo také dosaZeno lepSich klinickych vysledkl
pfi aplikaci stentll z polytetrafluorethylenu (PTFE). Stent z PTFE je pokryvan
lécivou latkou paklitaxel, kterd ma zabranit hyperplazii neointimy, ke které
po implantaci stentu Casto dochéazi. Problém u jednoduse potazenych stent byl ale
vtom, ze zpocatku doSlo k rychlému uvolnéni velkého mnozstvi paklitaxelu.
Paklitaxel byl proto formulovan do nanocastic PLGA. Nanocastice byly nasledné
umistény na vnitini ¢ast PTFE stenti. Tim se dosahlo fizeného uvoliovani
paklitaxelu. Z takto modifikovanych stenti se paklitaxel zpocatku neuvoliuje v tak

velké davce, doba uvoliovani 1é¢ivé latky je naopak prodlouzena (25).

Nanocastice se zobrazovacimi kontrastnimi c¢inidly jsou vyuZivané
v diagnostice  patologickych  znakii  signalizujicich  pocatek  aterosklerdzy

a zanétlivych procest (13).

20



Bylo také zjiSténo, ze mikrobubliny z PLGA jsou stabilni vici destrukei
ultrazvukem. Na zékladé toho mohou byt PLGA mikrobubliny vyuzity pfi detekci
poruch perfuze myokardu pomoci ultrazvuku. Ultrazvuk se od mikrobublin Iépe
odrazi, coz zlepSuje kvalitu vySetfeni. Navic PLGA mikrobubliny nevykazuji zadny
negativni vedlej$i ucinek na organismus. Injekéni aplikaci PLGA mikrobulin
pro zlepseni kvality ultrazvukového vysetfeni myokardu vyvinul Wheatley a dalsi,

ktefi provedli in vivo studie na kralicich (26).

Terapeuticka aplikace nanomaterialti v 1€¢bé kardiovaskularnich onemocnéni
zahrnuje 1 nové technologie pro redukci akumulovaného -cholesterolu nebo

rozpousténi srazenin (26).

Mimo 1é¢bu nadorti a onemocnéni kardiovaskularniho systému je zkoumano
vyuziti nanocastic PLGA i pfi 1écb¢ fady dalSich onemocnéni, jako je napt. diabetes
mellitus, bolest, revmatoidni artritida, onemocnéni stfev, neurologickd onemocnéni

aj. (13).

4.3 Priprava nanocastic metodou nanoprecipitace

Nanoprecipitace, nazyvana také jako Solvent Displacement Method (metoda
pfemisténi rozpoustédla) nebo difizni metoda, je jednou z fady metod, kterou lze
pouzit k pfipravé nanocastic. Za prukopnika této metody je povazovan védec
Fessi H., ktery ve spolupraci s dal§imi védci publikoval tuto metodu v roce 1988 a

nechal si ji spolu s ostatnimi spolupracovniky patentovat (27).

Tato metoda spociva v precipitaci polymeru rozpusténého v organickém
rozpoustédle po pridani do vodného prostiedi, ve kterém polymer rozpustny neni.
Polymer se tedy nejprve rozpusti ve stfedné polarnim rozpoustédle, které je misitelné
s vodou. Takto pfipravend faze je aplikovana injektdzi do faze vodné, kterd je
pomalu michana. Na zdklad€ rychlé difize rozpoustédla dochazi k okamzité
spontanni tvorbé emulze. Polymer se nachdzi na rozhrani mezi vodou a organickym
rozpoustédlem a vytvari tak nanocastice. Do faze organického rozpoustédla miize byt
pfidan netoxicky olej, ktery je pak uzavien v dutiné vzniklych nanocéstic. Pfidani

oleje do organického rozpoustédla vykazuje vysokou efektivitu predevSim
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pro enkapsulaci lipofilnich 16¢iv. Usp&snost této jednoduché metody pro piipravu
nanocastic je limitovdna vodou misitelnymi rozpoustédly, u kterych musi byt
rychlost difuze dostatecna, aby dosSlo ke spontanni emulgaci. Pokud je rychlost
difaze rozpoustédla nedostatecnd, dojde k procesu koalescence, béhem kterého jsou
formovany veétsi kapicky organického rozpoustédla ve vode, a tudiz nedojde
k vytvofeni ¢astic o velikosti nanometri. Kli¢ovymi proménnymi faktory tohoto
procesu k tvorbé nanocastic jsou rychlost piidani organické faze, rychlost michéni

vodné faze a vzajemny pomér téchto fazi (28; 29).

Obrazek 5 Sestava pro piipravu nanocdstic metodou nanoprecipitace (27)

Organic phase
+
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Magnetic stirring

Ohledn¢ mechanismu této metody pro piipravu nanocastic existuji neshody.
Jedna teorie fikd, Ze proces formovani ¢astic metodou precipitace se sklada ze tii
stupiiti, kterymi jsou: nukleace, rist a agregace. Rychlost kazdého kroku precipitace
podminuje vyslednou velikost €éastic. Hybnou silou je u této teorie piesyceni.
Klicovym faktorem pro ziskdni uniformnich nanocéstic je separace Castic mezi
stupném nukleace a stupném rlstu ¢astic. V idedlnim ptipadé by mély byt podminky
procesu nastaveny tak, ze dojde k rychlé nukleaci zéavislé na presyceni, zatimco

rychlost rastu ¢astic bude pomala.

Druhé teorie mechanismu nanoprecipitace fika, Ze k formovani ¢astic dochazi
na zéklad¢ rozdilného povrchového napéti kapalin. Kapalina s vy$§im povrchovym
napétim (vodna faze) plsobi na kapalinu snizkym povrchovym napétim (faze
organického rozpoustédla) silnéji. Rozdilné povrchové napéti kapalin vytvafi
gradient mezifazového napéti, ktery zpusobuje turbulence a tepelnou nerovnost

v systému vedouci ke kontinudlni tvorb€ virti na rozhrani dvou kapalin. V disledku
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toho je mozné pozorovat nucené miseni dvou kapalin. Polymer ma tendenci
agregovat na povrchu organické faze a vytvaret tak nanocastice. Na rozdil
od pfedchozi teorie dochdzi podle této teorie k formovani nanocastic pomoci
agregace polymeru ve stabilizovanych kapkach emulze. Stupen nukleace a ristu

nanocastic tato teorie nezahrnuje (27).

4.4 Velikost castic

Velikost Castic je rozmérova vlastnost Castice v prostoru charakterizovana
jednotkou délky. V idedlnim pifipad¢é materidl obsahuje pouze Castice stejné velikosti.
Naproti tomu realny material se skladd z castic o urCitém velikostnim rozpéti.
V praxi se proto pii popisu velikosti pouziva pojem distribuce velikosti castic.
Distribuce velikosti Castic vyjadfuje procentudlni rozlozeni castic podle jejich

velikosti (30).
4.4.1 Princip méreni velikosti ¢astic metodou DLS

Velikost se stanovuje méfenim rychlosti Brownova pohybu ¢astic ve vzorku
za pouziti dynamického rozptylu svétla (Dynamic Light Scattering—DLS). Proces
meéfeni na zdkladé DLS se provadi osvétlenim castic laserem a analyzovanim
intenzity rozptyleného svétla. Velikost ¢astice méfena na ptistroji s pouzitim DLS je
vztazena na prumér koule, kterd difunduje danou rychlosti (31). Tato metoda je

nejcastéji pouzivana pii posuzovani velikosti nanocastic (32).

Browntiv pohyb je definovan jako nahodny neustaly pohyb ¢astic o velikosti
1 um a mén¢. Tento neustaly a neuspotradany pohyb je diisledkem ndhodnych srazek
s molekulami kapaliny, které Castici obklopuji. Rychlost pohybu ¢astic se pouziva
pro stanoveni jejich velikosti. Je zndmo, Ze malé castice se v kapalin€ pohybuji
rychle a velké Castice se pohybuji pomaleji. Tento pohyb probihd neustéle, takze
pokud vytvofime dva ,obrazy*“ vzorku oddélené kratkym cCasovym intervalem
napf. 100 ps, 1ze vidét, o kolik se ¢astice pfesunula, a na zdklad¢ toho vypocitat, jak
velkd je. Jestlize doslo k minimalnimu pohybu a zméné polohy castic, pak budou
¢astice ve vzorku velké. Naopak pokud doSlo k velkému pohybu a zméné& polohy

¢astic, pak jsou castice malé (31).
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Obrazek 6 Rozdil v rychlosti pohybu malych a velkych Eastic (31)
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Méieni velikosti na principu DLS je zalozené na tom, ze pokud je mala
Castice osvétlena zdrojem svétla, jako je laser, ¢astice rozptyluje svétlo v riznych
smérech. Obr. 7 ukazuje Sifeni vin svétla rozptyleného c¢asticemi. Detektor bude
osvétleny rozptylenym svétlem a vznikne obraz skvrn zndzornény na Obr. 8. Obraz
skvrn se bude skladat z oblasti jasného svétla a tmavych oblasti, kde se zddné svétlo
nedetekuje. Jasné oblasti na obrazu vzniknou tam, kde svétlo rozptylené ¢asticemi
dospé€je na detektor a konstruktivné interferuje za vytvoreni jasné skvrny. Protoze
jsou castice v neustale pohybu, bude se zdat, Ze se obraz skvrn také pohybuje. Jak se
¢astice pohybuji kolem, svétlé a tmavé oblasti pfibyvaji a ubyvaji na intenzité nebo
feceno jinak, zdad se, Ze intenzita svétla fluktuuje. Pristroj za pouziti DLS méfi
rychlost fluktuace intenzity svétla a pak ji pouziva pro vypocitani velikosti ¢astic

31).

Obrdzek 7 Siieni vin svétla rozptyleného Edsticemi (31)
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Obrazek 8 Obraz skvrn vznikly zachycenim rozptyleného svétla na detektoru (31)

4.5 Zeta potencial castic

Vodné roztoky obvykle obsahuji ionty. Ionty mohou byt bud’ zaporn¢ nabité,
pak je nazyvdme anionty, nebo kladné nabité kationty. KdyZz je nabitd Castice
suspendovand v kapalin¢, budou k povrchu c¢éstice pfitahovany ionty opacnych
nabojui. Tedy zéporné¢ nabity vzorek pfitahuje kladné ionty z kapaliny a obracené

kladn¢ nabity vzorek ptitahuje ionty zaporné.

Ionty blizko u povrchu ¢éstice se budou siln¢ vazat k ¢astici, zatimco ionty,
které jsou dale od castice, se budou vazat volngji. Kolem kazdé¢ castice existuje
elektricka dvojvrstva. Vnitini vrstva kapaliny obklopujici ¢astici, kde jsou ionty silné¢
vazané, je nazyvana jako Sternova vrstva. Vngjsi oblast, kde jsou ionty méné pevné
pfipojené, vytvafi tzv. difuzni vrstvu. U difuzni vrstvy existuje pomyslna hranice.
Ionty uvnitf této hranice tvoii spolu s ¢astici stabilni jednotku, a pokud se Castice
pohybuje v kapaling, ionty uvniti této hranice se pohybuji s ni. Ale ionty za hranici
difuzni vrstvy zlstanou tam, kde jsou, a s ¢astici se nepohybuji. Tato hranice se

nazyva povrch hydrodynamického smyku neboli rovina skluzu.

Mezi povrchem ¢astice a rozptylujici se kapalinou existuje potencial, ktery se
méni podle vzdéalenosti od povrchu c¢astice. Tento potencidl na roviné skluzu se

nazyva zeta potencial (31).
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Obrazek 9 Zaporné nabitad Cdstice ponoiend do kapaliny (31)
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Obrazek 10 Hodnoty potencialu ménici se v zavislosti na vzddlenosti od povrchu Castice

(1)

1
r—d Elektricka dvojvrstva

Rovina skiuzu

Castice se zapornym
povrchovym nabojem

Sternova vrstva
-100 | :
[

Difuzni vrstva

Povrchowy potencial

Sterndv potencial
mV
Potencidl zeta

vzdalenost od povrchu gastice

4

Potencidl zeta se méfi s pouzitim kombinace technik méteni, jako je
elektroforéza a laserova Dopplerova velocimetrie, nékdy nazyvana také jako laserova
Dopplerova elektroforéza. Tato metoda meéfi, jak rychle se céstice pohybuje
v kapaling, kdyz se aplikuje urcité elektrické pole. Pokud zname rychlost ¢astice a
aplikované elektrické pole, miizeme s pouZzitim dvou dal§ich znamych konstant

vzorku, viskozity a dielektrické konstanty, vypocitat potencial zeta.
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Potencial zeta vzorku urcuje, zda budou mit Céstice v kapalin¢ tendenci
k flokulaci (shlukovani), nebo ne. Znalost zeta potencidlu je ztohoto divodu
uzite¢nd v mnoha primyslovych odvétvich, jako je napt. keramicky primysl, nebo
technologie disperznich soustav, jako jsou emulze ¢i suspenze. U keramiky se
pozaduje takovy zeta potencidl, aby se zajistilo, ze keramické castice budou silné
zhusténé a tim bude konecny vyrobek vykazovat dostatecnou pevnost. U emulzi a
suspenzi slouzi zeta potencidl k urceni toho, zda ziistane disperze v daném prostiedi
stabilni. Jestlize vSechny castice v soustavé maji velky zaporny nebo velky kladny
zeta potencial, pak budou inklinovat k vzajemnému odpuzovani a neni u nich
tendence k flokulaci. Jestlize vSak ¢astice maji hodnoty zeta potencidlu kolem 0 mV,
pak neexistuje zadna sila k tomu, aby zabranila c¢asticim se shlukovat. D¢lici ¢ara
mezi stabilni a nestabilni soustavou je zpravidla pii +30 mV nebo —30 mV. Castice
s potencidlem zeta v absolutnich hodnotach vysSich nez +30 mV, nebo nizsich

nez —30 mV se povazuji obecné za stabilni (31).

Zeta potencidl je dulezity nejen z hlediska stability disperze, ale také proto, ze
ovlivituje interakci nosi¢ti 1éCiv a biomolekul s cilovymi systémy. Bunécéné
membrany, DNA a né¢které proteiny jsou zdporn€ nabité. Nosi¢ s pozitivnim zeta
potencidlem mé tendenci silngji interagovat praveé se systémy, které jsou opacného
naboje, tedy zaporné. Kladny zeta potencidl nosic¢l 1éCiv, jako jsou nanocastice,

muze vést tedy k jejich vétsi akumulaci v zaporné€ nabitych cilovych bunkach (33).
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5 Experimentalni cast

5.1 Pouzité pristroje

Analytické vahy Kern, max 220 g, d = 0,0001 g, Fisher Scientific
Magnetickd michacka IKA-RT

Reometr Kinexus Pro+, Malvern Instruments

Spektrofluorimetr FS 970, Schoeffel Instrument

Tenziometr Kriiss K 100, Kriiss GmbH

Viéhy Kern PLE, max 420 g, d = 0,001 g, Fisher Scientific

Viahy Kern FKB, max 8100 g, d = 0,05 g, Fisher Scientific

Vahy Kern 572, max 421 g, d = 0,001 g, Fisher Scientific

Zetasizer Nano ZS, Malvern Instruments

5.2 Pouzité chemikalie

5.2.1 Seznam chemikalii

Acetonitril (HPLC), Fisher Scientific

Cetrimid (N-cetyl-N, N, N-trimethylammoniumbromid), Merc
Cisténa voda, piprava na FaF UK HK

Dichlormethan, Sigma-Aldrich

Dimethylsulfoxid, Sigma-Aldrich

Fluorescein disodna sil

Kopolymer kyseliny DL-mlé¢né a kyseliny glykolové 50:50 (PLGA), syntéza
na KFT, FaF UK HK
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Terpolymer kyseliny DL-mlécné, glykolové vétven na 2 % kyseliny polyakrylové
(A2), syntéza na KFT, FaF UK HK

Terpolymer kyseliny DL-mlécné, glykolové vétven na 4 % kyseliny polyakryloveé
(A4), syntéza na KFT, FaF UK HK

Terpolymer kysleiny DL-mlé¢né, glykolové vétven na 3 % tripentaerythritolu (T3),
syntéza na KFT, FaF UK HK

5.2.1 Charakteristika chemikalii

Pro pfipravu nanocastic byly pouZity polymery PLGA, A2, A4 a T3. Polymer
PLGA je kopolymer kyseliny mlé¢né a kyseliny glykolové s linearni strukturou.
Podrobnéji je charakterizovan v teoretické ¢asti v kapitole 4.2.2. Dalsi tii polymery
vznikly modifikaci polymeru PLGA pomoci vétvici slozky. Jednd se tedy
o terpolymery s rozvétvenou strukturou. U polymer A2 a A4 je vétvici slozkou
kyselina polyakrylova v koncentraci 2 % nebo 4 %. K vétveni dochéazi diky vzniku
esterové vazby mezi hydroxylovymi konci fetézce PLGA a karboxylovou skupinou
kyseliny polyakrylové. Polymery A2 a A4 se vyznacuji tedy tim, ze maji volné
karboxylové konce fetézci PLGA. U polymeru T3 predstavuje vétvici slozku
molekula tripentaerythritolu, kterd mé 8 volnych hydroxylovych skupin. K vétveni
dochazi tvorbou esterovych vazeb mezi hydroxylovymi skupinami tripentaerythritolu
a karboxylovymi konci PLGA. Polymer T3 ma tedy volné pfedevSim hydroxylové
konce PLGA. K modifikaci nanocastic byl pouzit cetrimid neboli N-cetyl-N, N, N-
trimethylammoniumbromid. Jedna se o stl, ktera je tvofena kvartérnim amoniovym
kationtem a aniontem bromu. U cetrimidu se pfedpokldda interakce kvartérniho
amoniového kationtu s volnymi karboxylovymi skupinami za vzniku kvartérni

amoniové soli.
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5.3 Priprava nanocastic pro méreni velikosti a ZP v zavislosti

na mnoZzstvi polymeru ve vnitini fazi

Priprava vnéjsi faze emulze

Na vahach bylo do kadinky navéazeno 40,0 g ¢isténé vody. Kadinka s vodou a

michadlem byla umisténa na magnetickou michacku.
Priprava vnitfni faze emulze

Vnitini fazi tvofilo 10,0 g roztoku polymeru v DMSO. Byly pouzity
polymery PLGA, A2, A4 a T3. Od kazdého polymeru byla pfipravovana fada vzorkt
s obsahem 9 %, 7 %, 5 %, 3 % a 1 % polymeru v DMSQO. Ptiprava vnitini fdze byla
provadéna fedénim 9% zésobniho roztoku pomoci DMSO. Pro piehlednost jsou nize

uvedeny Tab. 1-3, které charakterizuji pfipravu a slozeni emulze.

Tabulka 1 Priprava 9% zdsobniho roztoku polymeru

Navazovana latka Navazka [g]
Polymer 18,0
DMSO 182.0

Tabulka 2 Priprava vnitini faze emulze

Koncentrace polymeru Hmotnost 9% roztoku Hmotnost doplnéného
ve vnitini fazi [%] polymeru [g] DMSO [g]
9 10,0 0,0
7 7,8 2,2
5 5,6 4,4
3 3,3 6,7
1 1,1 8,9
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Tabulka 3 Souhrnné sloZeni vnitini a vaéjsi faze emulze

Vnitini faze Vnéjsi faze

Koncentrace
polymeru [%] Polymer [g] DMSO [g] Voda [g]

9 0,9 9,1 40,0

7 0,7 9,3 40,0

5 0,5 9,5 40,0

3 0,3 9,7 40,0

1 0,1 9,9 40,0

Priprava nanocastic

Vnitini faze byla za stalého michéani rychle pfidana do faze vnéjsi. Michani
bylo provadéno pomoci magnetické michacky a michadla, které bylo predem
umisténé v kadince s vné&jSi fazi. Emulze se takto michala po dobu minimalné
30 minut. Poté byly odebirdny vzorky pro méfeni velikosti a ZP vzniklych

nanocastic.

5.4 Priprava nanocastic pro méreni velikosti a ZP v zavislosti

na mnozstvi centrimidu pridaném do vnéjsi faze

Priprava vnitfni faze emulze

Vnitini faze byly pfipravovany misenim 9% zasobniho roztoku polymeru a
¢isttho DMSO. Byly pouzity polymery PLGA, A2, A4 a T3. Konkrétné se

ptipravovaly 1 a 3% vnitini faze. Podrobny postup je uveden v Tab. 2.

’ 7

Priprava vnéjsi faze emulze

Do kadinky bylo navazeno uréené mnozstvi 1% zasobniho roztoku cetrimidu
ve vodé. K tomuto roztoku pak byla doplnéna ¢iSténa voda do 40,0 g. Piipravovala se

fada vzorkd, které se 1iSily mnoZstvim pfidaného cetrimidu. Koncentrace cetrimidu
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byla vtomto piipadé vztahovdna na celkovou hmotnost nanodisperze, tedy

na 50,0 g. Pro prehlednost jsou uvedené Tab. 4 a 5.

Tabulka 4 Priprava 1% zdasobniho roztoku cetrimidu ve vodé

NavazZovana latka Navazka [g]
Cetrimid 10,0
Cisténa voda 990,0

Pro rozpusténi cetrimidu bylo nutné ¢isténou vodu zahtat na 35 °C. Voda byla

zahiivana pomoci rychlovarné konvice.

vewvr

H 1¢

Koncentrace Hmotnost motnost. A) Hmotnost

.. .. roztoku cetrimidu .
cetrimidu [%] cetrimidu [g] gl doplnéné vody [g]

0,010 0,0050 0,5 39,5

0,025 0,0125 1,3 38,7

0,050 0,0250 2,5 37,5

0,100 0,0500 5,0 35,0

0,200 0,1000 10,0 30,0

Priprava nanocastic
Ptiprava nanocastic byla realizovana vylitim vnitini faze do faze vnéjsi

za stalého michani. Po 30 minutach bylo provedeno méteni velikosti a ZP.

5.5 Priprava nanocastic pro méreni velikosti a ZP v zavislosti

na mnozstvi cetrimidu pridaném do hotové nanodisperze
Priprava vnéjsi faze, vnitini faze a nanocastic

V tomto piipad€ byly vnéjsi a vnitini faze pfipravovany stejnym zplisobem
jako v kapitole 5.3. Vné&jsi fazi tedy tvotilo 40,0 g vody a vnitini fazi 10,0 g roztoku
polymeru v DMSO. Pro méfeni byly pfipravovany vnitini faze A2 1%, A2 3%,
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PLGA 1% a PLGA 3%. Vnitini faze byla ptiddna za stalého michdni do faze vnéjsi,

a tak doslo k vytvofeni nanodisperze.
Priprava roztoku cetrimidu pridavaného do nanodisperze

K vytvofenym nanocasticim bylo po 30 minutach ptidéno 5,0 g roztoku
cetrimidu ve vodé. A to takovym zplUsobem, aby byla hmotnost pridaného
cetrimidu stejna jako v predchozi ¢asti, kde byl cetrimid pfidavan do faze vnéjsi.
Ptesné navazky a postup jsou v Tab. 6. Po ptidani roztoku cetrimidu byla disperze

michana dal$ich 30 minut. Poté byla méfena velikost a ZP nanocastic.

Tabulka 6 Priprava a sloZeni roztoku cetrimidu pridavaného do nanodisperze

Hmotnost pridaného Hmotnost 1% roztoku | Hmotnost dovaZené vody
cetrimidu [g] cetrimidu [g] [g]
0,0050 0,5 4,5
0,0125 1,3 3,7
0,0250 2,5 2,5
0,0500 5,0 0,0

5.6 Priprava nanocastic pro méreni velikosti a ZP v zavislosti

na mnozstvi cetrimidu pridaném do vnitini faze

Priprava vnitini faze emulze

Na ptipravu vnitini faze byl pouzit 9% zédsobni roztok polymeru v DMSO, 1%
zasobni roztok cetrimidu v DMSO a disty DMSO. Bylo pracovano pouze
s polymerem T3. Pfipravovala se vnitini faze s 1% a 3% obsahem polymeru.
Procenta cetrimidu byla v tomto pfipadé€ vztazena na hmotnost polymeru ve vnitini
fazi. Nejprve bylo navazZeno ptisluSné mnozstvi 9% zasobniho roztoku polymeru.
K tomu byl pfidan 1% zasobni roztok cetrimidu v DMSO. Nakonec byl doplnény
DMSO do hmotnosti 10,0 g. Postup piipravy je uveden v Tab. 7 a 8.
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Tabulka 7 Priprava 1% zdsobniho roztoku cetrimidu v DMSO

NavazZovana latka Navazka [g]
Cetrimid 2,5
DMSO 247,5

Pro rozpusténi cetrimidu bylo nutné DMSO mirn¢ zahiat v mikrovinné troubé.

Tabulka 8 Priprava a sloZeni vnitini faze emluze s cetrimidem

Koncentrace T3 Procenta Navazka 1%
oot . Hmotnost
ve vnitini fazi | Hmotnost T3 [g] | cetrmidu cetrimidu [g] rotzoku
[%] [%] 8 cetrimidu [g]
5 0,005 0,5
1 0,1 10 0,010 1,0
20 0,020 2,0
5 0,015 1,5
3 0,3 10 0,030 3,0
20 0,060 6,0

Priprava vnéjsi faze emulze a nanocastic

Vnéjsi fazi tvotilo 40,0 g navazené Cisténé vody. Priprava probihala jako obvykle
vylitim vnitini faze do vnéj$i za stalého michani. Po 30 minutich byla méfena

velikost a ZP nanocdastic.

5.7 Méreni velikosti a zeta potencialu nanocastic

M¢éteni velikosti nanocastic a jejich zeta potencidlu bylo provadéno pomoci
pristroje Zetasizer Nano ZS. Pfistroj byl zapnut 30 minut pied zacatkem méteni, aby
doslo ke kalibraci pfistroje. Teplota byla kalibrovana vZdy na 25 °C. Pro méfeni
velikosti byly pouzivany jednotcelové kyvety z polymetylmetakrylatu, které se
naplnily vzorkem do stanovené vysky. Pro méfeni zeta potencidlu byla pouzivana
sloZena kapilarni cela DTS1070. Do sloZené kapilarni cely byl vzorek plnén pomoci
injek¢éni stiikacky. Cela musela byt pIlnéna pomalu a takovym zplsobem,

aby nedoSlo k vytvoreni bublinek. Nésledné¢ po naplnéni se cela uzaviela pomoci

34




dvou zatek. Naplnéné cely ¢i kyvety byly vlozeny do Zetasizeru a byl spustén
pfislusny program pro meéfeni velikosti nebo ZP nanocastic. Cela musela byt
po kazdém meéteni fadné proplachnuta. Proplachovani se provadélo vodou a poté

jeste nasledujicim métenym vzorkem pomoci stiikacky.

Pii méfeni velikosti nanocastic byly zaznamendvany hodnoty Z-Ave a PdL
Hodnota Z-Ave udéva stfedni primér ¢astic ve vzorku. PdI je index polydisperzity,
ktery nabyva hodnot 0—1. Cim blize je hodnota Pdl k0, tim vice jsou &astice
ve vzorku velikostng stejné. A naopak ¢im vice je Pdl k I, tim vice je soustava
polydisperzni. V ramci meétfeni velikosti bylo také zjistovano, kolik skupin
nanocastic s obdobnou velikosti se ve vzorku nachazi. Kazda takova skupina
nanocastic tvoii v grafu vlastni pik. Ideadln¢ by m¢l byt ve vzorku vzdy jen jeden pik.
Pik je charakterizovan svou vyskou (Pk Mean Intensity) a plochou (Pk Area
Intensity). Vyska piku je udéna v nanometrech a ptedstavuje primér nanocastic,
ktery je ve vzorku nejvice zastoupen. Plocha piku je v procentech a zndzoriiuje, kolik
procent z celkové plochy vsech pikd konkrétni pik zaujima. Hodnoty zeta potencialu
u vzorkl byly méfeny vzdy tiikrat. V tabulkach je pak uvedena primérna hodnota
zeta potencialil ze tif méfeni. U vybranych vzorkl bylo provedeno méfeni velikosti a
ZP znovu nasledujici den. Sledovalo se tim, zda jsou tyto parametry nanocastic
stabilni, nebo jestli dochdzi v ¢ase k n¢jakym zmeénam. U velikosti by mohlo dojit ke
zméné na zakladeé bobtnani, rozpadu €1 shlukovani ¢astic. Zeta potencial byl znovu

méten predevSim tam, kde se jej podatilo zménit z hodnot zapornych na kladné.

5.8 Priprava roztokii polymeri pro méieni povrchového napéti

a viskozity

Piiprava vzorkll probihala fedénim 9% zasobniho roztoku polymeru
v DMSO. Navazky pro vytvoreni tohoto zadsobniho roztoku jsou uvedeny v Tab. 1.
Byly pfipravovany vzorky s 1%, 3%, 5%, 7% a 9% koncentraci polymeru. K méteni
se pouzivaly tyto polymery: A2, A4, PLGA a T3. Pro stanoveni viskozity byly
pfipravovany roztoky o hmotnosti 10,0 g a pro méfeni povrchového napéti
o hmotnosti 60,0 g. Pfesné navazky pro vytvoieni téchto roztoki jsou uvedené

v Tab.2a0o.
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Tabulka 9 Priprava roztokii polymerit pro méieni povrchového napéti

Koncentrace polymeru | Hmotnost 9% zasobniho | Hmotnost doplnéného
[%] roztoku polymeru [g] DMSO [g]
1 6,7 53,3
3 20,0 40,0
5 33,3 26,7
7 46,7 13,3
9 60,0 0,0

5.9 Méreni povrchového napéti roztokii polymeri

Meg¢fieni povrchového napéti roztokt polymert v DMSO bylo provedeno
pomoci tenziometru Kriiss K 100. Pfistroj byl zapnut hodinu pied za¢itkem méfteni,
aby doslo ke kalibraci pfistroje. V programu byla nastavena hustota tekuté faze, ktera
je v piipadé dimethylsulfoxidu 1,1 g/cm?®. Povrchové napéti bylo stanoveno pomoci
platinového krouzku. Tato metoda spociva vtom, Ze je méfena sila potiebna
k vytazeni krouzku, ktery je zanofeny v hladiné kapaliny. Platinovy krouzek byl
pted zacatkem méfeni tfikrat vyzihédn v plamenu plynového kahanu. Po vychladnuti
se upevnil do drzaku v pfistroji, ktery je umistén nad sklenénou miskou urcenou
pro vzorek. Sklenénd miska byla naplnéna méfenym vzorkem. Prostor s krouzkem a
vzorkem se uzaviel pruhlednymi dvifky. Poté byl krouzek pomoci regulac¢niho
zafizeni umistén t€sné nad hladinu métfené kapaliny tak, aby byl vidét na hladiné
jeho odraz. Na pocitaci se spustilo méteni povrchového napéti vzorku. Pfistroj si sdm
upravil vysSku krouzku tak, aby byly zajisténé optimalni podminky pro méfeni.
Po kazdém méfeni byl krouzek vytazen z kapaliny. Sklenénd miska se vyplachla
acetonem, CiSt€énou vodou a ndasledné byla susena pomoci proudu vzduchu
pod tlakem. Krouzek byl pokazdé tfikrat vyzihdn v plamenu. Byl sledovan vztah

mezi povrchovym napétim a koncentraci polymeru v roztoku DMSO.
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5.10 Méreni viskozity roztokii polymert

Méieni viskozity roztokti polymeri v DMSO bylo provedeno pomoci
rotacniho reometru Kinexus Pro+. Nejprve bylo zapotiebi zkontrolovat piivod
stlacen¢ho vzduchu. To bylo zfejmé z toho, ze indikator stlaéené¢ho vzduchu svitil
zelené. Dale byly odstranény ochranné kryty vzduchového loziska a kryty dolni
geometrie. Poté byl reometr zapnut a nechal se kalibrovat 5 minut. Nasledné byl
na pocitaci spustén software rSpace for Kinexus. Pak byla nasazena horni geometrie.
Geometrie pro méfeni vzorku byly v uspofddani kuzel-deska. Dolni geometrie byla
tvotfena deskou. Horni geometrii ptedstavoval kuzel CP 1/60, to znamena., Ze mezi
kuzelem a deskou byl uhel 1°. Cislo 60 pak ptedstavuje pramér horni geometrie
v milimetrech. Mezi horni a dolni geometrii byla nastavena nulovd mezera. Vzorky
byly nanaSeny pomoci plastové kopistky na stfed dolni geometrie v takovém objemu,
aby byl prostor mezi dolni a horni geometrii zcela vyplnén méfenym vzorkem.
Zaroven vsak nesmél vzorek piesahovat kraje geometrii, a pokud ptesahoval, byl
pfebytek odstranén pomoci plastové kopistky. Vhodnost mnoZstvi nanesené¢ho
vzorku byla zjisténa ve chvili, kdy se pomoci softwaru sjelo s horni geometrii dola.
Pokud byl vzorek nanesen spravné a ve vhodném objemu, pfilozil se na geometrie se
vzorkem ochranny kryt a bylo spuSténo méfeni. Byla zvolena sekvence
Toolkit VOO1-1 Table of Shear Rates / Equilibrium Flow Curve pro ziskani tokovych
a viskozitnich kfivek. Vzorky byly méfeny pfi teploté 25 °C a byly proméfovany
v rozmezi rychlostniho spadu 0,1-100 s'. Po ukon&eni méfeni byl odstranén kryt a
horni geometrie vyjela nahoru. Geometrie byly nasledné ociStény od vzorku pomoci
buni¢iny. Vysledky byly analyzovany Newtonovym modelem a modelem
mocninné¢ho vztahu. Sledovan byl vztah mezi viskozitou a koncentraci polymeru

v DMSO.
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5.11 Enkapsulacni uc¢innost nanocastic

Byla vytvofena kalibracni kiivka pro méfeni enkapsula¢ni uc¢innosti
nanocastic pomoci fluoresceinu urcena pro dalsi experimentalni praci na pracovisti
Skolitele. V diplomové préci je uvedena namétend kalibracni kiivka fluoresceinu a
navrzeny postup pro tvorbu a métfeni vzorkl nanocastic s fluoresceinem. Uvedené
informace a kalibracni kiivku pak mohou vyuzit kolegové, kteti se budou

enkapsulacni G¢innosti nanocastic dale zabyvat.

Pro tvorbu kalibracni kiivky a méfeni vzorkl s fluoresceinem byl zvolen
ptistroj Spektrofluorimetr FS 970. Princip stanoveni koncentrace fluoreskujici latky
spociva v tom, Ze je latka excitovana pomoci monochromatického svétla o urcité
vlnové délce na vyssi energetickou hladinu. Pfi ndvratu do piivodniho energetického
stavu latka emituje zéafeni. Emitované zafeni je pak snimano pomoci detektoru.
Intenzita emitovaného zafeni je zavisld na koncentraci latky, kterd je schopna

excitace a emise.

5.11.1 Kalibrac¢ni kfivka pro méreni enkapsulaé¢ni

ucinnosti nanocastic s fluoresceinem

Nejprve bylo zapotiebi stanovit maximalni excita¢ni a emisni vlnovou délku
fluoresceinu. Je nutné si uvédomit, Ze hodnoty excitanich (Aex) @ emisnich (Aem)
vlnovych délek konkrétni latky zavisi mimo jiné na tom, v jakém prostiedi se latka
nachazi. Znamena to, ze i1 pouzité rozpoustédlo mé vliv na vyslednou hodnotu
vlnovych délek. Analyza emisniho a excitacniho spektra musi byt proto provadéna
vzdy v rozpoustédle, ve kterém ma byt nasledné vzorek méfeny. Cisté rozpoustédlo
nam béhem méfeni slouZi jako tzv. blank neboli slepy vzorek, u n€hoz je koncentrace
méfené latky nulova. Proti blanku jsou pak méfeny vzorky obsahujici fluoreskujici

latku.

Jako rozpoustédlo pro meéfeni fluoresceinu byl nejprve zvolen acetonitril.
Maximalni excita¢ni a emisni vinova délka se stanovila pomoci analyzy emisnich a
excitacnich spekter. V programu spektrofluorimetru byl nastaven rozsah vinovych

délek, ve kterych ma byt vzorek proméien. Zvoleny rozsah byl odvozen od hodnot
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Aex a Aem fluoresceinu nalezenych v literatute, které byly sice pro jind rozpoustédla,
ale poslouzily jako orienta¢ni body. Rozsah vinovych délek pro méteni spekter byl
jeste nékolikrat upravovan tak, aby meélo vysledné spektrum vyrazné maximum.
Hodnota vlnové délky v maximu pak byla zvolena jako maximalni excitacni

¢i emisni vlnova délka.

Po zjisténi Aex a Aem fluoresceinu v acetonitrilu nésledovalo stanoveni
kalibra¢ni kiivky pomoci programu ve spektrofluorimetru, ktery je ptimo pro tvorbu
kalibracnich kiivek urCen. Do programu se zadaly hodnoty Aex a Aem a blank.
po nejvyssi. Méfenym vzorkem byla naplnéna kyveta do stanovené vysky. Kyveta se
vlozila do méfici komory spektrofluorimetru. Mé&fici komora musela byt dobie
uzaviena kovovym vikem, aby nedochdzelo ke znehodnocovani vysledkl svétlem
v mistnosti. Kazdy vzorek byl prométen tfikrat. Program vypocital primér vysledki
ze tff méfeni. Na zdklad¢ primérnych hodnot intenzity emitovan¢ho zateni neboli
tzv. signalu vytvofil program kalibra¢ni kiivku. U dané kiivky byla vzdy uvedena

i hodnota spolehlivosti R?.

Koncentrace fluoresceinu ve vzorcich pro meéfeni kalibraéni kiivky byly
odvozené od koncentrace fluoresceinu, ktera byla zvolena pro tvorbu nanodisperze.
Nejvyssi koncentrace fluoresceinu shodna s koncentraci v nanodisperzi byla
27 pg/ml. Dals§i méfené koncentrace byly: 13,5 ug/ml, 6,75 pg/ml a 3,375 pg/ml.
Ptiprava vzorkll probihala fedénim zasobniho roztoku fluoresceinu v acetonitrilu
o koncentraci 1000 pg/ml. Zasobni roztok byl pfipraven rozpusténim 10 mg neboli
10 000 pg fluoresceinu v 10 ml acetonitrilu. Méteného vzorku bylo pfipraveno 5 ml.
Postup ptipravy vzorkii o danych koncentracich fluoresceinu je uveden v Tab. 10.

Objemy kapalin byly odebirany pomoci mikropipet.
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Tabulka 10 Priprava vzorkii fluoresceinu v acetonitrilu pro stanoveni kalibracni kiivky

Koncentrace [pg/ml] Objem zdsobniho Objen.1 5‘iStéh0
roztoku [ul] acetonitrilu [ul]

27,000 135 165

13,500 63 193

6,750 34 4966

3,375 17 4983

Pomoci takto pfipravenych vzorkli byla stanovena kalibracni kiivka.
Kalibra¢ni kiivka vSak nebyla linearni a hodnota spolehlivosti se neblizila jedné.
Bylo zapottebi nalézt pricinu. S feSenim tohoto problému ndm poméhal Ing. Martin
Drastik, Ph.D., z Katedry biofyziky a fyzikélni chemie. Nejprve pan doktor Drastik
zjiStoval, zda neni chyba v pfipravé vzorkli. Vzorky o dané koncentraci pfipravil
znovu a provedl stanoveni kalibra¢ni kiivky. Ta ale opét nebyla linearni a méla
nedostacujici hodnotu spolehlivosti. Dalsi moznou pfi¢inou mohlo byt nevhodné
rozpoustédlo pro métfeni fluorescence. Pan doktor Drastik proto zkusil pouzit misto
acetonitrilu 0,1 M roztok NaOH. Nejprve musela byt opét stanovena maximalni
excitaéni a emisni vlnova délka pro fluorescein v prostiedi 0,1 M NaOH. Nésledné
ptipravil vzorky fluoresceinu o rizné koncentraci v prostiedi 0,1 M NaOH a poté
stanovil kalibra¢ni kiivku. Vzorky piipravoval tak, ze fedil roztoky fluoresceinu
v acetonitrilu zhruba stokrat pomoci 0,1 M NaOH. Tento postup byl zvolen z toho
divodu, ze vysuSené nanocastice s fluoresceinem se pro méfeni koncentrace
enkapsulovaného fluoresceinu v acetonitrilu rozpousti. V acetonitrilu fluorescein ale
nelze se spolehlivosti méfit. Proto musi byt nanocastice s fluoresceinem
v acetonitrilu ziedéné 0,1 M NaOH. Koncentrace fluoresceinu ve vzorcich
pro stanoveni kalibra¢ni kiivky v prostfedi 0,1 M NaOH byly z divodu zhruba
stonasobného ziedéni mnohem niZ8i nez pii stanoveni fluoresceinu v acetonitrilu.
Signal byl ale 1 tak dost silny. Vysledna kalibraéni kiivka fluoresceinu
v 0,1 M NaOH byla linearni a hodnota spolehlivosti se blizila k jedné. Timto
zptisobem pfipravend kalibracni kiivka byla zvolena jako vhodnd pro méfeni

enkapsulacni G€innosti nanocastic s fluoresceinem.
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5.11.2 Navrh postupu pripravy nanocastic s fluoresceinem

a postupu méreni enkapsulac¢ni a¢innosti

Vnitini faze by méla celkovy objem 20 ml. Na jeji pfipravu by byl pouzit
roztok polymeru v DMSO, jehoz objem by se odvijel od toho, kolika procentni
by méla vnitini faze byt. Dale by byl pouzit roztok fluoresceinu v DMSO a Cisty
DMSO. Vné¢jsi fazi emulze by predstavovalo 80 ml vody. Jak jiz bylo uvedeno vyse,
koncentrace fluoresceinu v nanodisperzi by méla byt 27 pg/ml. Z toho je zfejmé,
zena 100 ml emulze, kterd vznikne vylitim vnitini faze do faze vnéjsi, je nutno
pouzit 2700 pg fluoresceinu. Navrhuji tedy vytvofit si zasobni roztok fluoresceinu
v DMSO o koncentraci 1000 pg/ml. Pak by se na pfipravu vnitini fdze pouZzilo

2,7 ml tohoto zasobniho roztoku.

Je nutné si uvédomit, ze v tomto piipadé je zddouci odmétovat kapaliny
pro piipravu emulze a nasledujici upravu vzorku pomoci objemu a ne pomoci
hmotnosti, jako tomu bylo napf. pifi pfipravé nanocastic pro meéteni jejich ZP a
velikosti. Jednak z toho diivodu, Ze koncentraci zde stanovujeme v pg/ml, jednak
protoze pro uUpravu vzorku se pouzivaji kapaliny, které maji rGznou hustotu.
To znamena. ze napt. 1 g vody nema zdaleka stejny objem jako 1 g acetonitrilu.
Vysledky by byly pii pouziti hmotnosti kapalin nepiesné z diivodu nelinedrnich

zmén objemu smési rozpousteédel.

Vytvotené nanocastice s fluoresceinem by se separovaly na zakladé
odstfedivé sily pomoci ultracentrifugy. Na dné zkumavek by doSlo k usazeni a
slepeni nanocastic s enkapsulovanym fluoresceinem a zbyly roztok s fluoresceinem,

ktery nebyl enkapsulovan, by byl pomoci mikropipet odstranén.

Nanocéstice usazené na dné¢ zkumavek by se poté rozpustily
v dichlormethanu a nasledné by se vzorek susil n€kolik dni ve vakuové suSarné.
Po dokonalém vysuSeni by vzorek teoreticky obsahoval pouze polymer a

enkapsulovany fluorescein.

VysuSeny vzorek by byl nasledné rozpustén ptidanim 20 ml acetonitrilu.
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Roztok fluoresceinu v acetonitrilu by byl ziedén stokrat pomoci 0,1 M NaOH.
Naptiklad pro ptipravu vzorku pro méfeni na spektrofluorimetru o objemu 5000 pl

by bylo pozito 50 ul roztoku fluoresceinu v acetonitrilu a 4950 ul 0,1 M NaOH.

Takto pfipraveny vzorek by se méfil na spektrofluorimetru. Nejprve by se
nacetla jiz hotova kalibracni kiivka. Spolu s kalibra¢ni kiivkou se nactou vzdy
i maximalni excitani a emisni vlnové délky. Nasledné by byla stanovena
koncentrace fluoresceinu ve vzorku. Vzorek by byl proméfovan vzdy tiikrat a

z vysledki by se vypocitala primérné koncentrace.

Koncentrace, ktera se takto stanovi na spektrofluorimetru, neni vysledna
koncentrace enkapsulovaného fluoresceinu. A to z toho divodu, Ze béhem Upravy
vzorku byl vzorek pétkrat koncentrovany ve chvili, kdy byly vysuSené nanocéstice
s fluoresceinem rozpustény ve 20 ml acetonitrilu oproti pivodnim 100 ml, které
tvorily nanodisperzi. A naopak byl vzorek stokrat zfedény v momenté, kdyz jsme
fedili roztok fluroresceinu v acetonitrilu pomoci 0,1 M NaOH. Z toho divodu je
nutné koncentraci, kterou naméti spektrofluorimetr, vynasobit dvaceti. Tim ziskdme
vyslednou koncentraci enkapsulovaného fluoresceinu. Pomoci této koncentrace pak

muzeme stanovit enkapsulacni u¢innost nanoc¢astic v procentech.

Vypocet enkapsulacni ucinnosti nanocastic s fluoresceinem:

27 pg/ml.cociinne, 100 %
Y opg/ml.con X %
X = Y-100

27

27 pg/ml = ptivodni koncentrace fluoresceinu v nanodisperzi
Y = vyslednd koncentrace enkapsulovaného fluoresceinu [pg/ml]

X = enkapsula¢ni G€innost nanocastic [%]
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6 Vysledky

6.1 Velikost a ZP nanocastic v zavislosti na mnozstvi polymeru

ve vnitirni fazi

Tabulka 11 SloZeni vzorku ¢ 1-20 s obsahem polymerii PLGA, A2, A4 a T3 v koncentraci
1az9%

Koncentrace
Cislo vzorku Polymer pv(;:i);gzr&;’f
[Yo]
1 1
2 3
3 PLGA 5
4 7
5 9
6 1
7 3
8 A2 5
9 7
10 9
11 1
12 3
13 A4 5
14 7
15 9
16 1
17 3
18 T3 5
19 7
20 9
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Tabulka 12 Velikost nanocdstic vzorkit ¢. 1-20 v zavislosti na mnoZstvi polymeru ve vnitini

fiizi
vorkea | zeavernml | par | PR R
1 103,1 0,079 112,7 100
2 146,4 0,041 154,8 100
3 PLGA 181,0 0,067 194,4 100
4 209,2 0,063 2234 100
5 251,6 0,091 277,1 100
6 71,39 0,080 78,35 100
7 104,4 0,078 115,0 100
8 A2 126,5 0,065 136,7 100
9 151,9 0,057 162,3 100
10 209,8 0,093 2342 100
11 59,92 0,131 70,02 100
12 85,61 0,099 95,68 100
13 A4 116,5 0,093 129,7 100
14 128,8 0,073 140,3 100
15 204,8 0,079 2234 100
16 124,3 0,064 134,5 100
17 175,2 0,056 187,6 100
18 T3 221,7 0,066 240,0 100
19 241,4 0,078 263,5 100
20 266,6 0,026 279,0 100
1 (2.den) 102,9 0,070 112,1 100
5 (2.den) PLGA 242,9 0,043 2549 100
6 (2.den) . 71,78 0,071 78,33 100
10 (2.den) 210,7 0,064 227,0 100

44




Tabulka 13 Zeta potencidl nanocastic vzorki s 1, 3 a 9% obsahem polymeru ve vnitini fazi

Cislo vzorku Polymer ZP [mV]
1 -17,7
2 PLGA -15,6
5 -14,7
6 -19.3
7 A2 -18,5

10 -19,2
11 -20,3
12 A4 -19,1
15 -19,8
16 -15,6
17 T3 -12.9
20 -8,9
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Obrazek 11 Frekvencni kiivka-distribuce velikosti nanocdstic vzorkii ¢. 1-5 obsahujicich
polymer PLGA

Size Distribution by Intensity

(ST S
Bl sl

o

Intensity (Percent)

0.1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm})

Record 134: PLGA 1%-20% E Record 135 PLGA 3%-20% E
Record 136: PLGA 5%-20% E Record 137: PLGA 7%-20% E
Record 138: PLGA 9%-20% E

Obrazek 12 Frekvencni kiivka-distribuce velikosti nanocédstic vzorkii ¢. 6—10 obsahujicich
polymer A2

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)

Size (d.nm)

— Record 148: A2 1%-20% E - Record 149 A2 39%-20% E
—— Record 150: A2 5%-20% E Record 151: A2 7%-20% E|
——— Record 152: A2 9%-20% E
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Obrazek 13 Frekvenéni kifivka-distribuce velikosti nanocdstic vzorki ¢ 11-15
obsahujicich polymer A4

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)

0.1 1 10 100 1000 10000

Size (d.nm)

Record 180: A4 1%-20% E Record 181: A4 3%-20% E
Record 182: A4 5%-20% E Record 183: A4 7%-20% E
Record 184: A4 9%-20% E

Obrazek 14 Frekvencni kitivka-distribuce velikosti nanocastic vzorku ¢ 16-20
obsahujicich polymer T3

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)

Size (d.nm})

— Record 175: T3 1%-20% E Record 176: T3 3%-20% E
— Record 177: T3 5%-20% E Record 178: T3 7%-20% E
—— Record 179: T3 9%-20% E
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Obrazek 15 Frekvencni kitivka-distribuce velikosti nanoédstic vzorki ¢. 2 (PLGA), 7 (42),
12 (A4), 17 (T3) obsahujicich 3 % polymeru

Size Distribution by Intensity
25 ----------------------------------------------------------------------------------
. {5 e 7 -
= 1
S
i 5 ettt At e ek el e R 17 | T e St
o
z |
g e L f --------------------------------
= i /
i e {1 TR S C AT A
. i
. i
0.1 1 10 1000 10000
Size (d.nm)
Record 135 PLGA 3%-20% E Record 149: A2 3%-20% E
Record 176: T3 3%-20% E Record 181: A4 3%-20% E

Obrazek 16 Vliv typu a koncentrace polymeru na velikost nanocdstic

=@=PGA =@=A2 A4 —=@==T3

300

250
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150

Z-Ave [nm]

100

50

1 3 5 7
Koncentrace polymeru [%]

O
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6.2 Velikost a ZP nanocastic v zavislosti na mnozstvi cetrimidu

pridaném do vnéjsi faze

Tabulka 14 SloZeni vzorkii ¢ 21-44, u kterych byl cetrimid p¥iddan do vnéjsi faze'

Koncentrace Koncentrace
Cislo vzorku Polymer polylvne’r u, v.e cetrm-udu V. H1-110.tn0st
vnitini fazi nanodisperzi | cetrimidu [g]
[Y] [Y0]
21 0,010 0,0050
22 0,025 0,0125
23 1 0,050 0,0250
24 0,100 0,0500
25 0,200 0,1000
A2
26 0,010 0,0050
27 0,025 0,0125
28 3 0,050 0,0250
29 0,100 0,0500
30 0,200 0,1000
31 0,010 0,0050
32 0,025 0,0125
33 1 0,050 0,0250
34 0,100 0,0500
35 0,200 0,1000
A4
36 0,010 0,0050
37 0,025 0,0125
38 3 0,050 0,0250
39 0,100 0,0500
40 0,200 0,1000
41 1 0,100 0,0500
PLGA
42 3 0,100 0,0500
43 3 1 0,100 0,0500
44 3 0,100 0,0500

! Poznamka k Tab. 14: vzorky, jejichZ ¢isla jsou zndzornéna Cervené, nebyly méteny z divodu vzniku
srazeniny béhem pfipravy nanocastic.

49



vevr

vorkea | zeavernml | par | PR R
21 3934 0,163 477.9 100
22 224,1 0,093 248.9 100
23 213,1 0,045 255.6 100
24 A2 181,7 0,088 2003 100
25 176,9 0,086 195,9 100
29 243.9 0,076 2623 100
30 224.9 0,081 246.9 100
32 2532 0,069 2764 100
33 206,0 0,073 2257 100
34 195,8 0,072 212,8 100
35 At 165,1 0,129 179,3 100
39 251,1 0,045 267.6 100
40 221,1 0,076 241,5 100
41 LGA 191,4 0,076 209,1 100
42 2443 0,109 266,0 100
43 149,8 0,081 163,8 100
44 b 1934 0,088 2132 100
23 (2. den) - 202,0 0,073 220,7 100
25 (2. den) 172,3 0,065 188,0 100
33 (2. den) N 205,0 0,072 221,9 100
35 (2. den) 165,9 0,096 182,1 100
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Tabulka 16 Zeta potencidl nanocldstic v zavislosti na mnoistvi cetrimidu pridaném
do vnéjsi faze

Cislo vzorku Polymer ZP [(mV]

21 13,8

22 26,3

23 30,2

24 A2 39,2

25 38,1

29 46,3

30 42,7

32 239

33 33,6

34 37,6
A4

35 36,0

39 435

40 45,7

41 37,4

PLGA

42 41,2

43 35,3
T3

44 36,6

23 (2. den) 35,1
A2

25 (2. den) 39,7

33 (2. den) 31,2
A4

35 (2. den) 39,3
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Obrazek 17 Frekvencni kiivka-distribuce velikosti nanocdstic vzorkii é. 21-25, které
obsahuji polymer A2 1% a odlisSné mnoZstvi cetrimidu

Size Distribution by Intensity

]
=

]
&

o
A

Intensity (Percent)

Size (d.nm)

Record 218: A2 1%-20% E 0,1%CET Record 239: A2 1%-20% E 0,01%CET
Record 240: A2 1%-20% E 0,025%CET Record 241: A2 1%-20% E 0,05%CET
Record 242° A2 1%-20% E 0,2%CET

Obrazek 18 Frekvenéni kifivka-distribuce velikosti nanodastic vzorkii ¢ 32-35, které
obsahuji polymer A4 1% a odli§né mnoZstvi cetrimidu

Size Distribution by Intensity

207 s LT R EEREE - TEGEE S SRS FEESEEREE R S 5
S T T R N et s R R 5
g8 1 :
T . i i
o : ; : 4 :
e T 1 7 2 & R i R b
‘0
5 i ,
= T IR TR PR Jolb e e :
0 —t
0.1 1 10 10000
Size (d.nm)
—— Record 216: Ad 1%-20% E 0,1%CET Record 277: Ad 1%-20% E 0,025%CET]|
Record 278: A4 1%-20% E 0,05%CET Record 279: A4 1%-20% E 0,2%CET
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Obrazek 19 Ukazkovy graf polymeru A2 1% zndzorfiujici tendenci zmény velikosti
nanoddstic v zavislosti na mnoZstvi cetrimidu

450
400
350
300
250
200
150

Z-Ave [nm]

100
50

0,005 0,0125 0,025 0,05 0,1

Hmotnost cetrimidu [g]

Obrazek 20 Ukdzkovy graf polymeru A2 1% zndzoriiujici tendenci zmény ZP nanodstic
v zavislosti na mnozstvi cetrimidu

45
40
35
30
25
20
15

Zeta potencial [mV]

10

0,005 0,0125 0,025 0,05 0,1

Hmotnost cetrimidu [g]
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6.3 Velikost a ZP nanocastic v zavislosti na mnozstvi cetrimidu

pridaném do hotové nanodisperze

Tabulka 17 SloZeni vzorkii ¢ 45-60, u kterych byl cetrimid p¥iddan do hotové nanodisperze’

Koncentrace Hmotnost
Cislo vzorku Polymeru polymeru ve vnitini pridaného
fazi [Y%] cetrimidu [g]
45 0,0050
46 . 0,0125
47 0,0250
48 0,0500
A2
49 0,0050
50 3 0,0125
51 0,0250
52 0,0500
53 0,0050
54 | 0,0125
55 0,0250
56 0,0500
PLGA
57 0,0050
58 ; 0,0125
59 0,0250
60 0,0500

2 Poznamka k Tab. 17: vzorky, jejichz &isla jsou znazornéna Eervené, nebyly méfené z diivodu vzniku
srazeniny béhem piipravy nanocastic
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Tabulka 18 Velikost nanoldstic v zavislosti na mnoZstvi cetrimidu piidaném
do nanodisperze

VS;i'lfu Polymer |Z-Ave[nm] |  PdI P;‘n: [1;4;2;“ Pi‘ni Eﬁ/ﬁa
47 . 164,6 0,209 215,6 100
48 155,1 0,241 197,4 100
54 166,1 0,208 199,9 100
55 PLGA 150,3 0,195 176,5 100
56 120,0 0,135 139,7 100

Tabulka 19 Zeta potencidal nanocdstic v zavislosti na mnoZstvi cetrimidu pridaném
do nanodisperze

Cislo vzorku Polymer ZP [mV]
47 36,4
A2
48 34,0
54 27,2
55 PLGA 29.4
56 35,5
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6.4 Velikost a ZP nanocastic v zavislosti na mnozstvi cetrimidu

pridaném do vnitini faze

V této tuloze experimentdlni Casti diplomové prace se pracovalo pouze

s polymerem T3. Vzorky ¢. 61-66 obsahuji vS§echny polymer T3.

Tabulka 20 SloZeni vzorkii ¢. 61-66, u kterych byl cetrimid piiddn do vnitini fize

) Koncentrace Procenta cetrimidu Hmotnost
Cislo vzorku polymeru ve k hmotnosti cetrimidu [g]
vnitini fazi [%] polymeru [%]

61 5 0,005
62 1 10 0,010
63 20 0,020
64 5 0,015
65 3 10 0,030
66 20 0,060

Tabulka 21 Velikost nanocdstic v zavislosti na mnoZstvi cetrimidu pridaném do vnitini
faze

Cislo vzorku | Z-Ave [nm] PdI P;‘n: 314;5;“ Pkl f’;/f)‘]’a Int
61 1483 0,089 163,6 100
62 130,5 0,103 147,0 100
63 126,9 0,091 140,3 100
64 163,5 0,119 187.4 100
65 162,0 0,072 177,2 100
66 161,7 0,108 183,8 100
61 (2. den) 152,7 0,055 164,4 100
63 (2. den) 128,5 0,098 145,1 100
64 (2. den) 170,3 0,122 196,4 100
66 (2. den) 166,2 0,077 182,3 100
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Tabulka 22 Zeta potencidl nanocldstic v zavislosti na mnoZstvi cetrimidu piidaném
do vnitini faze

Cislo vzorku ZP [mV]
61 16,3
62 23,6
63 28,6
64 272
65 33,2
66 36,5
61 (2. den) 16,3
63 (2. den) 29,1
64 (2. den) 27,4
66 (2. den) 35,8

Obrazek 21Velikost nanocdstic v zavislosti na mnoZstvi cetrimidu pridaném do vnitini faze

T33% ===T3 1%
170

160
150
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Obrazek 22 Zeta potencial v zdavislosti na mnoZstvi cetrimidu piidaném do vnitini fdaze
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6.5 Povrchové napéti roztoki polymeru

Povrchové napéti DMSO: 42,17 mN/m

Tabulka 23 Povrchové napéti roztokit polymerii v DMSO

Polymer

Koncentrace

polymeru [%]

Povrchové napéti

[mN/m]

T3

42,24

42,68

42,59

PLGA

42,38

42,56

42,45

A4

42,30

42,54

42,50

A2

42,36

42,50

—_— W |\O (= (W |O |= W |O |— (W [\

42,49

Obrazek 23 Povrchové napéti roztokit polymeru T3 1 a 9%
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Obrazek 24 Povrchové napéti roztokit polymeru PLGA 1 a 9%
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Obrazek 25 Povrchové napéti roztokit polymeru A4 1 a 9%
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Obrazek 26 Povrchové napéti roztokit polymeru A2 1 a 9%
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6.6 Viskozita roztoki polymerti

Viskozita DMSO: 1,103 mPa.s

Tabulka 24 Viskozita roztokii polymerit v DMSO

R?=0,9988

Polymer Koncentrace Viskozita Koeficient korelace
polymeru [%] [mPa.s] Newtonova vztahu

1 1,273 0,9987

3 1,640 0,9995

A2 5 2,345 0,9996
7 3,396 0,9997

9 4,535 0,9999

1 1,383 0,9995

3 1,764 0,9994

A4 5 2,665 1,000
7 3,129 0,9992

9 4,012 1,000

1 1,187 0,9986

3 1,472 0,9990

T3 5 1,590 0,9985
7 1,865 0,9976

9 4,299 0,9950

1 1,021 0,9973

3 1,331 0,9993

PLGA 5 1,931 0,9996
7 2,078 0,9997

9 2,793 0,9942
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Obrazek 27 Piiklad vyhodnoceni tokové kiivky dle Newtonova modelu (Newtonian model

fiy

Viskozita: 4,340 mPa.s R2 =1,000
Newtonian model fit results
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Obrazek 28 Piiklad vyhodnoceni tokové kiivky dle mocninného vztahu (Power law model

Sfiy
K =7,108 mPa.s; n = 0,8343; R2 =0,9946

K — koeficient konzistence; n — index tokového chovani

Power law model fit results
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Obrazek 29 Viskozitni kiivky roztokit polymeru A2 v DMSO

Viscosity vs Shear rate
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Obrazek 30 Viskozitni kiivky roztokit polymeru A4 v DMSO

Viscosity vs Shear rate
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Obrazek 31 Viskozitni kiivky roztokit polymeru T3 v DMSO

Viscosity vs Shear rate
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Obrazek 32 Viskozitni kiivky roztokit polymeru PLGA v DMSO

Viscosity vs Shear rate
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Obrazek 33 Vliv typu a koncentrace polymeru na viskozitu
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Dynamicka viskozita [mPa.s]
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6.7 Kalibrac¢ni krivka fluoresceinu pro méreni enkapsulac¢ni

Ve

ucinnosti nanocastic

Tabulka 25 Koncentrace fluoresceinu a hodnoty naméienych signalii pouZitych
pro vytvoreni kalibracni kiivky

Koncentrace Signal
[ng/ml]

7,83 1,994
31,3 8,44
47,0 12,8
78,3 20,99
112,8 29,74
156,7 41,17
188,0 48,14

Obrazek 34 Kalibracni kiivka fluoresceinu v 0,1 M NaOH
R?=0,9997
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7 Diskuze

7.1 K tématu diplomové prace

Zadano bylo téma, které souvisi s pfipravou a hodnocenim medikovanych
nanocastic pouzitelnych pii jejich dalSim uplatnéni v ramci feseni biologické
problematiky na jiném pracovisti farmaceutické fakulty. Cilem bylo vypracovat
nékolik paralelnich metod potencidln¢ vhodnych pro minimalizaci rozdélovani
aktivni latky z nanocasticovych systémi vznikajicich ve vodném prostiedi.
Sledovanymi parametry byla velikost nanocastic, distribuce jejich velikosti a jejich
zeta potencial. Byly vybrany Ctyfi nosi¢e odlisné z hlediska konstituce jejich
molekuly. Nosi¢e byly pozity v Sirokém rozmezi koncentrace od 1 % do 9 %.
Jednalo se o PLGA, dale PLGA vétveny na tripentaerythritolu a dva nosi¢e PLGA
vétvené v ruzné mife na kyseliné polyakrylové. Pro omezeni Uniku potencidlni
aktivni latky z nanocastic byl pouzit cetrimid, ktery byl na zakladé permanentniho
kladného naboje potencialn¢ vhodny k ovlivnéni enkapsula¢ni ucinnosti piredevsim
u anionickych latek, jednak interakci s nimi a také interakci s nosi¢i. Hlavnim tcelem
pfedlozené¢ studie bylo prokdzat moznosti realizace pfipravy nanocasticovych
systémi difizni metodou zaloZzenou na dispergaci vnitini faze v podobé
dimethylsufoxidovych roztokl nosi¢t intenzivnimi turbulentnimi toky ve vodném
prostfedi. Podminky pfi ptipravé se liSily pfitomnosti cetrimidu v riznych
koncentracich rozpusténého ve vnéjs§i fazi systému pred dispergaci nebo
po dispergaci. Alternativné byly pfipraveny a testovany vzorky s cetrimidem
inkorporovanym ve vnitini fazi. Pro srovnani s u¢inkem cetrimidu byly pfipraveny
nanocastice bez cetrimidu. Vystupem byla v pfipadé realizovatelnych postupii

velikostni charakterizace vyslednych nanocastic a hodnota jejich zeta potencialu.

Me¢étena byla také viskozita roztokil polymert o rizné koncentraci a jejich
povrchové napéti. Mimo zadané téma byla vytvofena a v této praci prezentovana
kalibra¢ni kiivka pro roztoky fluoresceinu. Tato kfivka najde uplatnéni v dalsi
experimentdlni praci na pracovisti Skolitele tykajici se enkapsulacni Uc€innosti

nanocastic.

66



7.2 Nanocastice pripravené bez tenzidu

V Tab. 11 a 12 jsou charakteristiky vzorki a jejich velikostni parametry. Jsou
patrné rozdily mezi jednotlivymi nosici. U linearniho PLGA se vyrazn¢ projevil vliv
stoupajici koncentrace nosi¢li na velikost nanocastic pii nizké polydisperzite.
Po jednom dni uchovavéni disperze v lednici se velikost nanocastic pfipravenych
ze vzorkll s nejniz§i koncentraci nezmeénila, s nejvyssi koncentraci se zmensila.
Pfi¢inou muze byt nedokoncené rozd€lovani rozpoustédla. Jesté veétsi Castice byly
pfipraveny zvice vétveného molekularniho nosi¢e oznaceného jako T3.

Charakteristika polydisperzity velikosti byla také nizka.

Podstatné mensi Castice byly pfipraveny z nosi¢li vétvenych na kyseliné
polyakrylové, zvlasté u vice hydrofilniho produktu s vy$§im poctem vétvici slozky,
a tedy s vyssi koncentraci koncovych karboxyli. Nejmensi nanocastice mély stfedni
pramér 60 nm, nejveétsi ze série pripraveny z 9% koncentrace polymeru mély
charakteristiku priméru 200 nm, tedy velmi pfiznivou pro zamyslené ucely vyuziti.
Nanocastice z takto vétvenych polymerth mély po dobu jednoho dne stabilni velikost

1 polydisperzitu.

Na Obr. 11 az 14 jsou autentické zaznamy distribuce velikosti castic
z jednotlivych nosi¢id. Rozpéti priméru castic jako velikostniho parametru je
u nosi¢l PLGA a T3 prakticky stejné. Zahrnuje ¢astice od 50 nm do 600 nm. V nizsi
velikostni kategorii jsou nanocastice vétvené na kyseliné polyakrylové. Z méné
vétveného nosi¢e A2 maji velikost od 35 do 550 nm, z vice vétveného A4 maji
hydrodynamicky primér od 15 do 400 nm. Na Obr. 16 je souhrnny graf

porovnavajici jednotlivé polymery.

Hodnoty zeta potencialu jsou uvedeny v Tab. 13. Céstice zPLGA mély
relativné stabilni hodnoty charakteristiky, jejich mobilita byla ovlivnéna velikosti.
Vyrazngj$i vliv velikosti nanocéastic na jejich zeta potencidl byl prokazéan
u vétveného nosice T3. U tohoto nosice neni vyloucena niz$i koncentrace
karboxylovych skupin z frakce linearnich molekul zplsobend menSi mobilitou

molekul pfi vzniku nanodisperze difuzi dimethylsulfoxidu.
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7.3 Nanocastice pripravené v roztocich tenzidu

Roztoky riznych polymerli v dimethylsulfoxidu v koncentraci 1 % a 3 %
byly dispergovany ve vodné fazi. V této vné&j$i fazi byl rozpusStén cetrimid
v koncentracich od 0,01 % do 0,2 %. Za dilezity poznatek je mozno pokladat tvorbu
srazeniny v pfipad¢ kombinace nejméné koncentrovanych roztokti cetrimidu a vyssi
3% (v Sesti pfipadech) a vjednom piipadé niz8i 1% koncentrace polymeru.
Vysvétleni tohoto paradoxu v konfrontaci s bezproblémovou pfipravou nanocastic

v této fazi experimentovani nemame.

V Tab. 15 je ptehled parametrti velikosti ¢astic. Celkové je mozno zhodnotit
jednoznacény vliv cetrimidu na mensi ¢astice pii nizkych hodnotach polydisperzity.
V pfipadé obou polymernich nosic¢i vétvenych na kyseliné polyakrylové byly
nejmensi Castice ziskany v pfipad¢ nizs$i koncentrace polymerti a v oblasti vysSich
koncentraci cetrimidu (Obr. 19). Tuto skute¢nost pokladdme za obvyklou.
Po jednodennim uchovavani se velikost nanoc¢astic nezmeénila. Nejmensi nanocastice
byly v ptipad¢ nosice T3. Vysvétlenim mize byt nejslabsi interakce tohoto nosice
s nizkou koncentraci karboxylovych skupin s cetrimidem. Vliv zvySujici se
koncentrace na velikost nanocastic je na Obr. 17 pro polymer A2 a méné vyrazny
vliv na polymer A4 na Obr. 18. Tento jev je mozno vysvétlit vyssi koncentraci

koncovych karboxylovych skupin u nosice A4.

Postupny rlst hodnot zeta potencidlu s ristem koncentrace cetrimidu
az do jeho 0,1% koncentrace je jasnym ditkazem postupné inverze naboje povrchu
nanocastic ze zaporné¢ho do kladného (Tab. 16). Po zvySeni koncentrace cetrimidu
z0,1 % na 0,2 % nebyl zaznamenan zadny efekt (Obr. 20). V ptipadé nejvyssich
koncentraci cetrimidu 0,2 % wudisperzi pfipravenych z 3% polymeru se také
neprojevil efekt zvySujici se koncentrace cetrimidu na hodnotu ZP. Obdobny jev byl

prokazan také u polymeru A4 s vyssi koncentraci koncovych karboxyli.

Také nanocastice zPLGA a T3 nejevily tendenci ke zvySovani zeta
potencialu po zvySeni koncentrace cetrimidu z 0,1 % na 0,2 %. Po jednodennim
uchovavani ¢tyt vybranych vzorki bylo podle o¢ekavani u tii zjiSt€éno mirné zvyseni

zeta potencidlu.
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7.4 Nanocastice pripravené bez tenzidu dekorované

cetrimidem

Termin dekorovani znamena ndaslednou upravu jiz vzniklych nanocastic
obvykle adsorpci dalsi latky. V Tab. 18 jsou vysledky snahy modifikovat timto
zpusobem velikost nanocastic. Z Tab. 17 je patrné, ze postup byl realizovatelny
pouze v pripad¢ castic pripravenych z 1% roztokd polymerti a pouze pii vysSich
koncentracich cetrimidu. Jednalo se tedy o mensi Castice s hodnotou pruméru jako

charakteristiky velikosti 120 az 166 nm.

V Tab. 19 jsou hodnoty zeta potencidlu, které v ptipadé€ nosi¢e A2 prokazuji
nasyceni povrchu s vysokou hustotou karboxyli. U nosice PLGA nebyl zvrat zeta
potencidlu z negativnich do pozitivnich hodnot tak vyrazny. Proto byla funkéni
1 nizsi koncentrace cetrimidu a také zvySovani jeho koncentrace vedlo k postupnému

syceni povrchu.

7.5 Nanocastice pripravené inkorporaci tenzidu do vnitini faze

Inkorporace tenzidu do vnitini faze vede ke kompozitnim strukturam, miize
také pifi neuplné enkapsulaci modifikovat vné&jSi fazi disperzni soustavy.
Pro experimentalni praci zamétenou timto smérem byl vybran polymer T3, ktery se
vyznacoval vyS$i molekulovou hmotnosti a niz§i koncentraci koncovych
karboxylovych skupin. V Tab. 20 a 21 jsou pfislusna data slozeni vzorki a vysledt

méfeni velikosti.

Se zvySovanim koncentrace cetrimidu doSlo pfedev§im u nanocastic
pfipravenych z 1% roztoku polymeru k jejich zmenSovani. U ¢&astic pfipravenych
z3% roztokli byla tato tendence mélo vyraznd (Obr. 21). Po jednodennim
uchovavani bylo prokdzano mirné zvétSeni nanocastic jako vysledek jejich

nevyrazného bobtnani.

V Tab. 22 je zeta potencial nanoc¢astic. Pii zvySeni teoretické koncentrace

cetrimidu z 5 % na 10 % se hodnota charakteristiky ZP zvysila u obou typi vzorki
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ptipravenych z 1% i 3% roztoku (Obr. 22). Po dalsim zvySeni koncentrace tenzidu

na 20 % bylo zvySeni zeta potencidlu podstatné mensi.

7.6 K povrchovému napéti roztokii polymeri

Povrchové napéti bylo méteno u roztokd polymert PLGA, A2, A4 a PLGA
v DMSO na tenziometru Kriiss K 100. Koncentrace polymert v roztoku byla 1 %,
3 % a 9 %. Hodnoty povrchového napéti jsou uvedeny v Tab. 23. Bylo prokdzano, Ze
v daném souboru vzorkl nedochazi ke zménam v hodnoté povrchového napéti

(Obr. 23-25). Tento parametr se tedy nepodili na zménach charakteristik nanocastic.

7.8 K viskozité roztoku polymert

Me¢étena byla viskozita roztokd polymert A2, A3, T3 a PLGA v DMSO
na rotaénim reometru Kinexus Pro”. Koncentrace polymert v roztoku byla 1 %, 3 %,
5%, 7% a 9 %. Hodnoty viskozity uvadi Tab. ¢. 24. Byla provedena korelace
tokovych kiivek podle Newtonova modelu (Obr. 27) a podle mocninného modelu
(Obr. 28). Z pribchu viskozitnich kiivek (Obr. 29-32) vyplyva, ze pfi nizkych
hodnotach posuvného napéti (0,1-10 s™!) viskozita roztokd klesa, od rychlostniho
spadu 10 s™! jiz k poklesu nedochézi. Korelace viskozitnich kiivek je vyhovujici jak
dle mocninného vztahu platného pro pseudoplasticky tok, tak dle Newtonova vztahu
pro idealné viskozni tok, coz dokladaji vysoké hodnoty korelacnich koeficientd.
Toto vyhodnoceni je v oblasti nizkych hodnot viskozity, které byly u roztokl
polymert zjistény, obvyklé. Z polohy a pribéhu viskozitnich kiivek pti hodnotach
rychlostniho spadu vyssich nez 10 s je patrné, Ze viskozita roztoki je pii vy$$im
namahani konstantni aroste s koncentraci polymeru v roztoku. VIliv typu a
koncentrace polyesteru na viskozitu ukazuje Obr. 33. Pii koncentraci polymeru 1 %
je viskozita roztokd srovnatelnda s DMSO a vodou, pii 3 % se viskozita mirné
zvysila, ale u jednotlivych polymert pfiblizn€ stejna. Pti koncentraci 5 % se ukazi
rozdily mezi jednotlivymi polymery. Koncentrace 7% a 9 % znamend u vSech
testovanych polymert prudké zvysSeni viskozity, coz mize mit vliv na velikost

nanocastic.
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8 Zaveér

A)

B)

0

D)

E)

F)

G)

Cetrimid je tenzid, ktery je uU€inny pii modifikaci povrchového néboje
nanocastic z polyesterti, jeho aktivita zhlediska ovlivnéni velikosti
nanocastic neni vyrazna

Cetrimid je pouzitelny v experimentech zaméfenych na zvySovani u¢innosti
enkapsulace aktivnich latek metodou dekorovani povrchli a metodou ptipravy
kompozitnich struktur

Diftzni metoda pfipravy nanocéstic z polyestert alifatickych hydroxykyselin
rozpusténych v dimethylsulfoxidu je velmi vhodna i pro vodné soustavy
bez tenzidu

Pro modifikaci povrchu nanocastic inverzi jejich povrchového néboje
v roztocich cetrimidu je nutno pouzit nadlimitni koncentraci tohoto tenzidu,
ktera vede k rychlé inverzi ndboje ze zapornych hodnot do hodnot kladnych
Z hlediska dosazeni vysSiho disperzniho stupné je vhodny hydrofilizovany
nosi¢ s konstituci vétvenych molekul s pievazujicim podilem hydroxylovych
skupin

Metoda dekorovani nanocastic je pouZitelnd u polymerd s niz§im zeta
potencidlem a za pouziti vysSich koncentraci cetrimidu

Do struktury nanocastic je mozno uspé$né inkorporovat az 20 % cetrimidu

za vzniku kompozitl
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