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ABSTRAKT

Byla zkoumana ptiprava mikro a submikro Castic z biologicky rozlozitelného blokového
kopolymeru poly(laktid)—poly(ethylen glykol) (PLA-PEG) pomoci metody emulgace
s odpafenim rozpoustédla za snizeného tlaku. Taktéz byla studovana moznost pfipravy
¢astic zminovanou metodou bez pouziti povrchové aktivni latky jako stabilizatoru emulze.
V ramci studie byl pozorovén vliv procesnich a formulac¢nich parametr na velikost a dis-
tribuci velikosti vzniklych castic. V dalsi ¢asti prace byl proveden pokus o enkapsulaci
vybranych bioaktivnich latek s rtiznou polaritou, v tomto pfipad¢ byla sledovana ucinnost

enkapsulace latky ve zkoumaném procesu.

Kli¢ova slova: mikrocastice, bioaktivni latky, hydrocortison, cortison 21-acetat, progeste-

ron, B-estradiol, poly(laktid)-poly(etylen glykol), enkapsulace

ABSTRACT

The preparation of micro and submicro particles from biodegradable poly(lactide)-
pPoly(ethylene glycol) (PLA-PEG) block copolymer by the method of emulsification and
solvent evaporation at reduced pressure was investigated. The possibility of particle prepa-
ration by the mentioned method without using a surfactant as a stabilizer was also studied.
During the study the effect of process and formulation parameters on the particle size and
the size distribution were evaluated. In the next section, an attempt to encapsulate selected
bioactive substances having different polarity was accomplished. In this experiment the

efficiency of the encapsulation process was investigated.

Keywords: microparticles, bioactive substances, hydrocortisone, cortisone 21-acetat, pro-

gesterone, B-estradiole, Poly(lactide)-Poly(ethylene glycol), encapsulation
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UvVOD

Vyuziti polymernich materidlti jako nosicti bioaktivnich latek nabyva v poslednich letech
na vyznamu. Lze je vyuzit v zemédé€lstvi, pro kontrolované uvoliiovani napft. pesticidnich
latek [1], ale stéZejni uplatnéni nachazi tyto matrice ve farmaceutickém prumyslu a 1ékaf-
stvi obecné. Divodem je moznost piipravy ¢astic mikro-, submikro- a né¢kdy az nano-
rozmérul, reverzibilné plnénych bioaktivnimi latkami, které jsou nasledné, diky polymerni
matrici, dopraveny na cilové misto u¢inku, kde nasledné dojde k jejich postupnému a kon-
trolovanému uvolnéni. Takto pfipravené systémy maji oproti konvencénim aplikacim fadu
vyhod. V lékatstvi mizeme mluvit o cileném terapeutickém ucinku 1é¢iva, ¢ehoz je zapo-
tiebi dosahnout napf. pti 1é¢bé nadorovych onemocnéni. V takovém piipadé mizeme pied-
chazet nékterym nezadoucim jeviim jako je vysoka toxicita 1éCiv a dale pak prodlouzit je-
jich aktivitu a stabilitu v lidském téle. [2] Obecné lze Fici, ze pouziti polymernich materiala

je vyhodné, avsak zavisi na vlastnostech daného polymeru.

Pro vyuziti v medicin¢ je dilezité, aby pouzity polymer nebyl pro organismus toxicky,
naopak byl biokompatibilni. Biokompatibilita dané latky nebo materialu popisuje jeji sna-
Senlivost v biologickém prostfedi. DalS§i vyznamnou vlastnosti at’ uz v lékafstvi nebo
ve vySe zmiovaném zemeédélstvi, je polarita pouZzitého polymeru.

Cilem této prace je zjistit vliv parametrii piipravy mikro- a submikro¢astic PEG-PLA na
jejich velikost a distribuci velikosti. Dale je zde zdokumentovan pokus o enkapsulaci latek

ruzné polarity do nami vyrobenych mikro- a submikrocastic.
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1 POLYMERNI NANOCASTICE

Polymerni nanocastice plnéné 1é¢ivy mohou byt vyrobeny z ptirodnich nebo syntetickych
polymert, které jsou vétSinou biodegradabilni. [3,4,5,17] Ve farmaceutickém primyslu
jsou nanocastice pouzivany za ucelem ochrany biologicky aktivni latky enkapsulované
Vv dané matrici pied nezadoucimi vlivy okolniho prostiedi a vyuzitim nanocastic je také
mozné maskovat nepfijemnou chut' dané 1éCivé latky. [7] Nejvyznamnéjsi vlastnosti je
moznost fizeného uvoliovani l1éCiva. Dosazenim fizeného uvoliiovani dochéazi ke zvyseni
ucinnosti l1éCiva a snizuje se vyskyt nezadoucich ucinkt. Celkové je také snizena davka
1é¢iva potiebna k 1é¢bé. [8] Lécivo je mozné zachytit do dané Castice nebo se mlize adsor-
bovat na povrch nanocastic. Plati, Ze kiehké molekuly jsou 1épe chranény pted biologickou

degradaci, kdyz jsou zachyceny uvnitf nanocastice. [3]

Pro ziskéani takto ochranéného 1éCiva by mélo k asociaci 1é¢iva s jeho nosicem dojit jiz
béhem pfipravy nanocastic. Muize byt také vyuzito adsorpce 1é¢iva na povrch jiz ptiprave-
nych nanocéstic a to v ptipadé, je-li 1é€ivo snadno rozlozitelné nebo nedochézi-li béhem

tvorby nanocastic ke spojeni daného 1é¢iva s nanocasticemi.[3]

Velikost ¢astic je mozné regulovat stejné jako jejich povrchové vlastnosti, navic ¢astice
této struktury mohou byt podavany nékolika zplisoby a to peroralng, parenterdlné nebo
ptes sliznici nosni dutiny. [7,8] Vzhledem k velikosti téchto Castic je omezeno mnozstvi
vkladané latky a muze dochazet K tzv. ,,burst™ efektu. [8] Pti ,,burst efektu® enkapsulované
1é¢ivo rychle difunduje z ¢astice do rozpoustédla z diivodu slabych vazeb na povrch nano-

¢astic.

1.1 Struktura éastic

1.1.1 Nanokapsle

Nejprve byly vyrobeny nanokapsle, jejichz jadro bylo tvofeno olejem, coz mélo za nasle-
dek vyuziti téchto Castic jako nosic¢i pro latky nepolarni. Nanokapsle s olejovym jadrem
chrani lé¢ivo pied degradaci in vivo, jsou stabilni a maji schopnost pozvolného uvoliovani
1é¢iva. [9] V dnesni dobé€ lze uz piipravit i nanokapsle s vodnym jadrem, které jsou tedy
vhodnymi nosi¢i pro 1é¢iva polarniho charakteru. Obsah nanokapsli je urcen povahou dis-

pergované faze. [3,7]
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Nanokapsle se zasadn¢ 1isi od nanosfér v tom, Ze v podstaté funguji jako zasobarna, kde je
pozadovana latka umisténa uvnitf struktury a je obklopena polymerni membranou. Dana

latka vSak mtize byt 1 adsorbovana na povrchu ¢astic tohoto charakteru. [6,7]

Obr. 1 Struktura nanokapsli [3]

1.1.2 Nanosféry

Nanosféry jsou systémy, jejichz cela hmota je vV pevném stavu, nerozliSuje se u nich tedy
jadro a obal (Obr. 2). [3] Nanocasticové systémy tohoto typu jsou charakterizovany veli-
kostmi v rozmezi nékolika desitek az n€kolika set nanometri. Jedna se o ¢astice pievazné
kulového tvaru, kde mize byt 1é¢ivo absorbovano na sférickém povrchu nebo enkapsulo-
vano do ¢astice. [6] Pro dosaZeni trvalé dispergace ve vode¢ je zapotiebi stabilizujicich latek
jako jsou naptiklad amfifilni molekuly nebo prostfedky pouzivané na udrzeni koloidnich

systémd. [3,7,8]

Lipofilni Polyelektrolytovy  Nanogely
nanosféry komplex

Obr. 2 Rizné struktury nanosfér [3]
1.1.3 Dvojvrstvé polymerni membrany
Pro ziskani dvojvrstvé polymerni membrany tvofené pomoci PEG-PLA se vyuziva rehyd-

ratace, ktera probiha v povrchové vrstvé, kde jsou kopolymery rozpustény v t€kavych or-

ganickych rozpoustédlech. K tvorbé membran dochézi béhem odpafovani organického

rozpoustédla. [4]
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1.1.4 Micely

Moznost ptfipravy nanomicel z blokového kopolymeru PEG-PLA zavisi hlavné na rozpust-
nosti pouzitého kopolymeru ve vod¢. NejcastéjSim metodou pro ziskavani nanomicel je
piima rozpoustéci metoda, kde jsou materialy tvofici ¢astice rozpustény bez pouziti orga-
nického rozpoustédla. Vyuzitim této metody mohou kopolymery tvofit transparentni mice-
larni roztok tésné nad hodnotou své kritické micelarni koncentrace. Dalsi z pouzivanych

metod je rehydratace probihajici v povrchovém filmu zminovana vySe (Kap. 1.1.3). [10]
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2 VYROBA POLYMERNICH NANOCASTIC

2.1 Materialy vhodné pro vyrobu mikro- a nanoéastic

Jak bylo jiz vySe zminéno (Kap. 1), material vhodny pro pouziti jako nosi¢ 1éCiv mize byt
prirodniho i1 syntetického pivodu. Obecné Ize pro vyrobu nanocastic vyuzit celou fadu

polymeru (Tab. 1). [3]

Vybér materidlu vhodného jako matrice zavisi na metodé pouzité pro vyrobu nanocéstic,
na jejich pozadované koneéné velikosti, dale na vlastnostech 1é¢iva (rozpustnost a stabili-
ta), na povrchovém naboji a permeabilité, na stupni biodegradability, toxicité, biokompati-

bilité a v neposledni fad¢€ na pozadovaném zptisobu uvolnovani 1éciva. [8]

Tab. 1 Nejvice vyuzivané polymery pro vyrobu nanocastic [3,7,11]

Skupina polymert Nazev, zkratka, komer¢ni nazev
Pfirodni polymery Chitosan
Alginat
Gelatin
Albumin
PHB
Syntetické homopolymery PLA
PLGA
PCL
PMMA
PICBA
PIHCA
PBCA
Kopolymery PLA-PEG
PLGA-PEG
PCL-PEG

2.1.1 Kyselina polymlécna (PLA)

Kyselina polymlécnéa (PLA) je biodegradabilni latka, podléhajici v lidském téle hydrolyze
na netoxickou kyselinu mlé¢nou, kterda je nasledné metabolizovana pomoci citratového
cyklu na vodu a oxid uhli¢ity. [2,4,9,12-14] Jedna se o linearni alifaticky termoplasticky

polyester, jehoz zakladni monomerni jednotkou je kyselina mlécna (Obr. 3).
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Kyselina polymlé¢na mize byt vyrobena polykondenzaci kyseliny mlé¢né, nebo pomoci
ring-opening polymerace z laktidu. Pro ziskani nizkomolekularni PLA je vhodna metoda

polykondenzace laktidu, pro vysokomolekularni PLA pak ring-opening polymerace.

CH,

HO H

n
Obr. 3 Chemicka struktura kyseliny polymlééné

2.1.2 Poly (etylen glykol) (PEG)

PEG je polymerni latka tvotfend jednotkami ze dvou uhlikti spojenych etherovymi vazbami.
Jde o latku netoxickou, rozpustnou ve vod¢ i v organickych rozpoustédlech, ktera je che-
micky inertni. Je vyuzivan zejména ve farmacii napt. jako laxativum. Na rozdil od PLA
neni imunogenni, je tedy schopen chrénit latky v sob€ uzaviené pied pfed¢asnym vychyté-

vanim imunitnim systémem.

A

H 0

Obr. 4 Chemicka struktura poly (etylen glykolu)

2.2 Metody pouZzivané pro tvorbu nanocastic

Vétsina zptisobll pfipravy nanocastic zahrnuje dva hlavni kroky. Prvnim krokem byva pfi-
prava emulgovaného systému. [15] Béhem druhého kroku dochézi ke tvorb& nanocastic
bud’ srazenim, gelaci polymeru nebo polymeraci monomerti. Existuje nékolik metod, kde
dochazi ke tvorbé€ nanocastic jiz béhem prvniho kroku procesu. Byly popsany také metody,
kde neni vyzadovana pfiprava emulze pred ziskdnim nanocastic. Tyto postupy jsou zaloze-
ny napiiklad na srazkach polymeru ve spontanné vzniklém disperznim systému (Tab. 1).

3]

Mezi syntetické polymery vyuzivané pii nanoprecipitacich polymeru patii napi.: PLA,
PLGA, PCL, PEG-PCL-PEG a PEG-PLA (Kap. 2.2.6). Tyto latky lze pouzit jako nosice

pro celou fadu 1éCiv, napf. insulinu, dexamethasonu, ketoprofenu, vitaminu K a dalSich.
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Dal8imi vhodnymi materidly pro tento zptsob tvorby nanocastic jsou amfifilni cyklodex-

triny, malé nepolarni molekuly a z ptirodnich materiald bilkoviny. [3]

Pii metod¢ emulgace s difuzi rozpoustédla se vyuzivaji matricové systémy slozené z PLA,

PLGA ptipadné PCL nebo [3]

Pro pfipravu nanokapsli, pomoci mezifazové kondenzace s vyuzitim spontdnni emulgace,

je vyuzivano krom¢ jinych také polyamidii a polyuretanti. [3]

2.2.1 Metoda odpareni rozpoustédla a jeji modifikace

Metoda odpateni rozpoustédla je velmi oblibend a Siroce vyuzivand prevazné v medicing.
Jednd se o pfistrojové nenaro¢nou metodu, ktera v dnesni dobé nachézi své uplatnéni i
v zeméd¢lstvi pro piipravu biologicky rozlozitelnych nosi¢u napt. herbicidnich latek. [1]
Jde o prvni metodu ptipravy nanocastic z piedem ptipraveného polymeru. [3] Je to metoda
zalozena na fyzikalné-mechanickych pfeménach a jejim produktem jsou mikrosféry. Timto
zpusobem lze enkapsulovat fadu polérnich i nepolarnich 1é¢iv a to v zévislosti na pouzité

modifikaci této metody. [7]

) :
roztok polymeru :1evodna VoS
a anorganického o 13Z€
rozpoustédia \ /

1) pfiprava nevodné

lecivo faze

4) izolace mikrocastic 3) vyparovani rozpoustédia

Obr. 5 Schéma piipravy nanoc¢astic metodou odpaieni rozpoustédla. [7]
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Tvorby mikrocastic je v tomto piipadé dosazeno odpafenim ¢asti emulze, ktera obsahuje
dispergované 1é¢ivo a rozpustény polymer. Béhem odpafovani dochazi ke tvorbé pevné
struktury polymeru, ktera do sebe uzavira Ié¢ivo ¢i jinou latku uréenou k enkapsulaci. [7,8]
Nevyhodou pouziti této metody miize byt pfitomnost zbytkového mnozstvi organického
rozpoustédla. Naopak jeji vyhodou je moznost ptipravy polymernich mikrocastic za labo-

ratorni teploty. [7]

Systém O/V

Tento zplisob emulgace je vhodny predevsim pro latky s nizkou polaritou. Dochdzi zde
nejprve Kk rozpusténi obou ucastnicich se slozek, 1é¢iva i biodegradabilniho polymeru v
rozpoustédle. Nejcastéji pouzivanym rozpoustédlem je metylen chlorid, ale v zavislosti na
rozpustnosti latek urenych k enkapsulaci lze pouzit napf. i etyl acetat nebo metyl (etyl)
keton.[12] Tato modifikace metody s odpaienim rozpoustédla neni vhodna pro polarni lat-
Ky a to vzhledem Kk polarité kontinualni faze, kterou je voda. [7] Vznikla organicka olejova
faze se emulguje v roztoku, ktery nerozpousti lé¢ivo (voda, voda s vhodnym emulgato-
rem). Pfitomné t€kavé organické rozpousteédlo je nésledné odstranéno vétsSinou odpaienim,

ale nékdy také extrakci [7,13]

Systém O/O

Tato modifikace je vyuZivana u latek, které ptesto, Ze jsou klasifikovany jako nepolarni,
vykazuji zna¢nou rozpustnost ve vod¢ (napt. hydrocortison). U latek tohoto charakteru je
pii pouziti systému O/V dosahovano nizké ucinnosti enkapsulace. Diivodem je proudéni
aktivni latky béhem procesu enkapsulace z dispergované do kontinualni faze. V systému
O/0O je kontinuélni faze nahrazena netékavymi kapalinami lipofilni nebo organické pova-
hy, kam se fadi mineralni a rostlinné oleje nebo netékava organicka rozpoustédla. Jako
vnitini fazi lze pouzit napt. acetonitril. Ob¢é faze jsou vzajemné nemisitelné. Vyuzitim to-
hoto systému je mozné piipravit mikrocastice s tfifazovym uvolilovanim, kdy nejprve do-
chéazi k rychlému uvolnéni 1éc¢iva (,,burst™ efekt) z povrchu mikroc¢éstic, poté nasleduje
pozvolné uvoliiovani a ve tfeti fazi dochazi opét k rychlému uvoliovani, tentokrat

z diivodu eroze a rozpadu castice. [7,13]

Systém V/O/V

Jedné se o méné rozsifenou modifikaci metody odpateni rozpoustédla, ktera ve svém prin-

cipu vyuziva nasobné emulze. Metoda je dobfe vyuzitelnd pro mala mnozstvi latek, které
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vykazuji velmi dobrou rozpustnost ve vod¢. Existuje také opacné varianta této modifikace

a tou je systém O/V/O. [7]

2.2.2 Metoda emulgace s difuzi rozpoustédla

Jde o0 metodu, kde dochazi k tvorbé submikrocastic Cisté difuznim mechanismem. Opét jde
o vytvoreni jednoduché emulze, kde olejovou fazi tvoii voda nasycena rozpoustédlem, a
kontinualni faze je slozena z olejové faze nasycené vodou. Rozpoustédlo pouzité pii této

metodé piipravy musi byt ¢aste¢né misitelné s vodou. [15]

(8]
~|)
A
il ©
-4 @

5 { p .y RozFedéni a tvorba
[FHZE nasyceni ] [ Faze pFipravy ] [ Emulgace ] [ nano&dstic ]

Obr. 6 Schéma postupu piipravy nanoéastic metodou emulgace s difuzi rozpous-
tédla (1)Vodou caste¢né misitelné rozpoustédlo nasycené vodou, (2)Voda nasyce-
na rozpoustédlem, (3)Organickd faze, (4)Vodna faze, (5)Emulgace,(6)Roziedéni

ve vétsim objemu vody. [3]

Timto postupem Ize pfipravit ¢astice o rozmérech kolem 150 nm a je mozné snizovat veli-
kost emulznich kapek extrakci rozpoustédla. Na rozdil od metody emulgace s odpatrenim
rozpoustédla dochazi v této metodé k extrakci Organického rozpoustédla z emulznich ka-
pek v ramci milisekund.[15] Velikost ptipravenych ¢astic klesa s rostouci misitelnosti pou-

zitého rozpoustédla s vodou, ale také napt. mnoZzstvim pouzitého stabilizatoru. [3]

2.2.3 Metoda emulgace s reverznim vysolovanim

Tato metoda je svym principem podobna metodé emulgace s difuzi rozpoustédla. Hlavnim

rozdilem oproti vyse uvedenému zptisobu ziskavani submikroc¢astic je slozeni emulze. Kdy
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je na rozdil od pfedchozi metody pouzito rozpoustédlo polymeru, které je misitelné s vo-

dou. [3,18]

2.2.4 Ziskavani nanocastic pomoci gelace emulznich kapek

Tento postup ziskdvani nanocastic je mozné pouzit v piipadé polymert vykazujici jev

gelace. Zpusob vlastni gelace je zavisly na zptisobu tvorby gelt jednotlivych polymert. 3]

Ke gelaci muze dojit napt. snizenim teploty. Nanocastice jsou v tomto piipadé tvoreny
béhem ochlazeni emulze, kdy dochazi ke gelovaténi emulznich kapek. U jinych typi po-
lymert mohou byt gely tvofeny pridavkem dalsi slozky do systému nebo zménou pH roz-

toku polymeru.

V ptipad€ pouziti hydrofilnich polymert dochazi ke vzniku nanocéstic hydrogelu, které

jsou vhodné pro enkapsulaci hydrofilnich latek. [18]

2.2.5 Mezifazova polykondenzaéni reakce

Principielné zde dochazi ke vzniku polymerniho filmu na rozhrani dvou vzajemné nemisi-
telnych fazi a to reakci dvou monomert, kdy kazdy z monomert je rozpustén v jiné fazi.
Pro ziskani pozadovanych nanokapsli je nutné, aby reakce probihala na rozhrani kapek

olejové faze dispergovanych ve vodné fazi emulze, kterd vznikla spontanni emulgaci.

Vlastnosti vzniklého polymerniho obalu jsou ovliviiovany charakterem vychozich mono-
mert, zatimco koncentrace a molekulovd hmotnost monomert ovliviiuje porozitu a tloust-
ku stény ptipravovanych nanokapsli.[19,20] Timto zpiisobem piipravené nanokapsle jsou
vhodné pro enkapsulaci lipofilnich latek, kde je dosahovéano vysokého procenta enkapsula-

ce. [3]

2.2.6 Nanoprecipitace polymeru

Jedna se o jeden z nejjednodussich postupt pfipravy nanosfér, bez pouziti povrchové ak-
tivni latky jako stabilizatoru, ktery byl objeven Fessi et al. [21] Jde 0 metodu jednoduchou,

ekonomickou a snadno reprodukovatelnou, kterd vyuziva predem piipravenych polymert.

Zakladnim principem metody je pouZziti 3 zakladnich sloZek: polymeru, rozpoustédla po-
lymeru a latky, kterd polymer nerozpousti. Rozpoustédlo polymeru by mélo byt misitelné
s vodou a zéaroven by mélo byt snadno odstranitelné ze systému odpatfovanim (napf. ace-

ton). [22]
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Pro zisk nanosfér je rozpoustédlo ptidano k latce polymer nerozpoustéjici. K tvorbé sa-
motnych nanocastic dochazi okamzité a to béhem rychlé difuze roztoku polymeru do roz-
toku latky, kterd polymer nerozpousti. Velikost pfipravenych ¢astic se pohybuje kolem

200 nm s uzkou distribuci jejich velikosti.

2.2.7 Tvorba nanocastic z neutralnich nanogeli

Vychozimi polymery v této metodé je dextran s roubovanymi alkylovymi fetézci riznych
délek a poly (beta cyklodextriny). Ke tvorbé shluki dochazi ihned po smichani roztoku
téchto polymerti, hydrofobni dutiny poly (beta cyklodextrinu) jsou totizZ vhodnym hostite-
lem pro alkylové fetézce roubované na dextranu. Soudrznost celého systému je zalozena na

principu ,,zadmek-klic*. [3]

Modifikovany dextrran Poly beta cyklodextrin

“—TCyklodextrin
Dextran —
Alkyluvy | 5
i‘etézec p— Lécivo

Samoshlukovani nanogeli

Obr. 7 Schéma tvorby nanocastic samoshlukovanim nanogelt [3]

Proveditelnost a stabilita vzniklych systému je ovlivnéna mnoZzstvim substituovanych jed-
notek glukosy alkylovymi fetézci, po¢tem uhliku v téchto fetézcich, koncentraci jednotli-
vych polymerti, molekulovou hmotnosti poly (beta cyklodextrinu) a pomérem polyme-
. [23] S vyuZitim nanocéstic pfipravenych timto zpiisobem je mozné u nékterych léciv

dosahovat enkapsulace v mnozstvi vétsim nez 90%.
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2.2.8 Metody zaloZené na iontové gelaci

Jde o jedny z mala metod, které nevyuzivaji organického rozpoustédla. Iontové nanogely
mohou byt ziskany z vodnych roztokli nabitych polysacharidl, které podléhaji gelaci
V pfitomnosti malych iontll s opaénymi naboji. Jako vychozi latky Ize pouzit chitosan nebo
alginat. Velikost pfipravenych nanocastic je zavisla na koncentraci alginatu a také na mo-

lekulové hmotnosti polylysinu, ktery se pouziva pro stabilizaci nanoc¢astic. [3]
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Tab. 2 Hlavni vyhody a nevyhody metod pfipravy nanoc¢astic [1].

Metoda Vyhody Nevyhody Reference
Nanocastice ziskané pomoci koloid- | Produkce dobie charakterizovanych emulzi, jednotna . .
, ) s Y Velka energie pro proces emulgace 3
niho mlynu velikost castic
e vex y L T Moznost "srlstani" nanokapek béhem procesu
Emulgace s odpatfenim rozpoustédla | Moznost enkapsulace hydrofobnich i hydrofilnich 1é¢iv odpafovani 3,7,13
Potieba odstranit velké mnozstvi vody
Emulgace s difuzi rozpoustédla Moznost kontroly velikosti ptipravovanych castic Unik ve vod8 rozpustného 165iva do vngjsi nasyce- 16,17
né vodné faze
1 . lovénim | Minimalizace naméhéni kiehkych 1éiv, vysokd tcinnost Moznost inkompatibility mezi solemi a 1é¢ivy 3
Emulgace s reverznim vysolovanim | 1000 e Potieba ¢isténi pro odstranéni elektrolyt
Ziskani nanocastic gelaci emulznich Moznost p9u.21t’1 ptirodnich makromolekul, hydrofilni a Omezena enkapsulace hydrofilnich 168y 3,18
kapek biokompatibilni
Nizké koncentrace surfaktantti Omezena enkapsulace hydrofobnich 1é¢iv
Mezifazové polykondenzacni reakce Modulace tloustky nanokapsle zménou koncentrace Y1 v 3,19, 20
Je potieba Cisténi
monomeru
o Velka jednoduchost, rychlost a reprodukovatelnost
Nanoprecipitace polymeru Nizka koncentrace polymeru v organické fazi 3,21,22
Neni nutné pouziti povrchové aktivni latky
oL o Metoda bez pouziti organického rozpoustédla
Tvorba nanocéstic z neutralnich na- . . o ‘1
nogel Zatim neni pouzivana pro hydrofilni 1é¢iva 23
Kontrolované uvoliiovani 1é¢iv
.y " MozZnost ¢astecné desint vzhledem ke sla-
Metoda bez pouziti organického rozpoustédla OZNOSt castecne desm’ egrace
bym iontovym interakcim
Metody zalozené na iontové gelaci | Moznost kontroly uvoliiovani 1é¢iva enkapsulovaného v 3

nanocasticich na hodnotu pH nebo zmény koncentrace
iont
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3 KOPOLYMERNI NANOCASTICE PEG-PLA

PLA a jeji kopolymery jsou biokompatibilni latky, vykazujici schopnost vysokého procen-
ta enkapsulace hydrofobnich 1€¢iv.[ 2,4,7,13,24] Zavazny problém ovSem predstavuje vy-
chytavani nechranénych nanocastic retikuloendotelialnim systémem po intravaskularnim
podani a to vsouvislosti s pusobenim daného 1é¢iva na Kkonkrétnich mistech

v téle. [4,5,24,25]

Multiblokovy kopolymer sestavajici Z PLA a PEG je znacn¢ zajimavy jako nosny systém
pro léciva, kde fetézec PLA miize zajistit tuhost, zatimco segmenty fetézce PEG, vytlaceny
na povrch mikrocastic udavaji témto ¢asticim pozadovany maskovany charakter a zvysuji
polaritu nosice. Diky biokompatibilit¢ PEG ¢astice ziskaji schopnost dlouhodobé cirkulace
Vv téle bez rozpoznani imunitnim systémem, coz ma za nasledek prodlouZzeni jejich efektiv-

ni zivotnosti.[ 2,9,12,24-33]

Pl A e | (1) gy ——

Obr. 8 Struktura blokového kopolymeru PEG-PLA [34]

Wang et.al. se domniva, ze PLA roubovand PEG je vice biokompatibilni latkou nez samot-

na PLA. [31]

PEG a jeho kopolymery tvoii biokompatibilni nanosféry s hydrofobnim jadrem, které je
stejné jako hydrofilni povrch biologicky rozlozitelné. LepSich vlastnosti mize byt docileno
pouzitim rozvétvenych polymert, ve kterych je velky pocet PEG blokl vétven od hlavniho
fetézce PLA, ¢imZ se docili minimalniho zabudovani PEG blokid do jadra castice, které
tvoii PLA. Multiblokové kopolymery a linearni blokové kopolymery byly ptivodné vyvi-
nuty jako novy nanosférovy systém, ktery nabizi rozmanité moznosti pii vybéru polymer-
niho jadra k usnadnéni fizeného zachyceni, rozkladu a uvolfiovani riznych biologicky ak-

tivnich latek. [25]
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Rozpustnost PEG-PLA ve vodé¢ se zvysuje s rostouci délkou tetézce PEG. Vzhledem
k tomuto faktu lze pro ptipravu micel PEG-PLA pouzit ptimou rozpoustéci metodu, ktera

nevyuziva organického rozpoustédla. [30]

Podle Martinho et. al. (2011) byly mikrocastice PEG-PLA vyuzity pro enkapsulaci nékte-
rych peptidi, anestetik, antivirotik, 1é¢iv na hypertenzi, [5] nizkomolekularnich latek (pa-

paverin) a dal$ich. [31]

3.1 Spontanni emulgace

Jde v podstaté o modifikaci metody odpafovani rozpoustédla, ale ke spontanni emulgaci
muze dochazet i pti vyuziti metody vysolovani. [8,25] Stejné jako fizené vyrobené nano-
Castice maji micely vzniklé samoshlukovanim mnoho vyhod, napf. snizeni vedlejSich G¢in-

ki 1é¢iv a jejich delsi doba cirkulace v Krvi. [30]

Tato technika zahrnuje pouziti vodou misitelného rozpoustédla jako olejové faze. Mezi
dvéma fazemi dochazi vzhledem ke spontanni difusi nemisitelného rozpoustédla ke vzniku
malych ¢astecek. ZmensSeni velikosti ¢astic mize byt dosazeno zvysenim koncentrace vo-

dou misitelného rozpoustédla. [8]

Bylo prokazano, Ze k vytvoreni nanoc¢éstic mize dochazet samovolné ve vodném roztoku a
to v ptipadé pouziti kopolymeru PEG-PLA, ktery obsahuje volné aminokyseliny a karbo-
xylové skupiny, které vzajemné ve vodném roztoku interaguji. PEG struktura je v roztoku
flexibilni. Nasledkem probihajicich interakci je vlastni proces samoshlukovani do formy
nanocastic, které jsou schopny jiZ pfi samotné tvorbé nanocastic pojmout latky polarniho 1
nepolarniho charakteru. Nanocastice vzniklé samoshlukovanim jsou také schopny fizeného

uvolnovani takovychto latek. [31]

Dalsi pfi¢inou spontdnni tvorby nanocastic jsou rozdilné vlastnosti hydrofilniho PEG a
hydrofobnich materialt tvoficich jadro nanostruktury (PLA). Béhem tvorby nanomicel
dochazi ke shlukovani hydrofobnich blokt v jadro, které je schopno enkapsulovat nepolar-
ni latky a hydrofilni obal (skofapka) je tvofena polarnimi ¢astmi polymerniho fetéz-

ce. [11,30]
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4 VYROBA PEG-PLA KOPOLYMERU

4.1 Ring-opening polymerace PEG a laktidu

Jde o nejcastéjsi zplisob piipravy takovychto kopolymerii. Mohou byt pfipravovany pomo-
ci ring-opening polymerace poly (etylen glykolu) (PEG), nebo derivati jeho koncovych
skupin, a laktidu. Mezi koncové derivaty PEG patii napiiklad metoxy poly (etylen glykol)
(mPEG) (Obr. 9). Mezi bézn¢ pouzivané katalyzatory patii soli cinu, zvlasté soli cinaté,
které vykazuji silny katalyticky ucinek. Lze také pouzit laktat zinku. [29] Vzhledem
K toxicité sloucenin tohoto tézkého kovu se pouziva jako iniciator bismutita sal kyseliny
octové. Délka polymerniho fetézce v tomto systému kopolymerace mize byt regulovana
zménou pomeru monomeru a iniciatoru. Kopolymery pak mohou mit odlisnou molekularni
strukturu — diblok PEG-PLA, triblokovy kopolymer PEG-PLA-PEG, multiblokovy kopo-
lymer nebo sitovy kopolymer. [2,4,9,35]

o)
H.C CH | R ﬁ
2

3 \ N /O + o Sn(Oct) , /0 o)

S) CHz H o) 110°C" HyC o H

n R l
o CH,
mPEG lactide

mMPEG-PLA-OH

Obr. 9 Schéma syntézy mPEG-PLA [4]

4.2 Anionicka ring-opening polymerace

Pfi tomto druhu polymerace se béZné& jako katalyzatory vyuzivaji alkoxid draselny, sodny a
butyllithium. Iniciatorem syntézy blokového kopolymeru o-acetal-PEG-PLA je 3,3-
diethoxy-propanol draselny. Reaktanty této reakce jsou etylenoxid a kyselina mlé¢na (Obr.
2). 4]
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Obr. 10 Schéma syntézy kopolymert acetalu PEG-PLA [4]
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5 VLASTNOSTI PEG-PLA

Kyselina polymlécna (PLA) je biodegradabilni [30] synteticky material. Je vSak malo roz-
pustnd ve vodé, jeji doba rozkladu je pfili§ dlouha a vykazuje nizkou schopnost pojmout
polarni 1é¢iva. Diky svym mechanickym vlastnostem a dobré biorozlozitelnosti ve vodé

byla schvélena pro aplikaci v tkanovém inzenyrstvi. [4,7]

Polyetylen glykol (PEG) je biodegradabilni a biokompatibilni latka, odolna vi¢i imunolo-
gické detekci a je predevSim dobie rozpustny ve vodé. Kopolymeraci téchto dvou latek
dochazi tedy ke zlepseni vlastnosti PLA. Vysledny kopolymer je pak vhodny pro pouziti
napft. ve farmaceutickém prumyslu jako nosi¢ 1éciv. Tento kopolymer je v nizkych kon-

centracich netoxicky a nekumuluje se v organismu. [4]

vvvvvv

pro rozpoznani makrofagy a také pro prodlouzeni doby cirkulace koloidnich ¢astic v téle.

[2,9,12,24-33]

Vyslednou charakteristiku kopolymernich nanocéastic PEG-PLA lze ovlivnit parametry
jejich ptipravy. Obecné lze tyto parametry rozdé¢lit do dvou skupin a to na formulaéni a

procesni proménné parametry.

5.1 Formulaé¢ni proménné parametry

Obecné jsou do této skupiny proménnych fazeny ty, které se vztahuji k latkdm, které byly
pii piipravé &astic pouzity. Radi se sem napf.: koncentrace a typ polymeru, objemy fazi,
typ emulgatoru, objem kontinudlni a vnitini faze, pfidavek anorganické soli. Napi. koncen-
trace polymeru je jednim z vyznamnych faktora ovliviwujicich proces piipravy Castic. Zvy-
Senim koncentrace polymeru se dosahuje vyssiho procenta enkapsulace a také je obvykle
zvétSovan pramér pripravovanych castic. Nizs§i koncentrace polymeru v systému ma za
nasledek vznik Castic s porovitou strukturou, kterd umoznuje rychlé uvolnéni enkapsulova-

né latky. [7]

5.2 Procesni proménné parametry

Mezi procesni proménné jsou fazeny podminky béhem procesu piipravy, jako jsou: teplo-

ta, intenzita michani, tlak apod.
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Vlivem teploty mize dochazet ke zméné velikosti Castic, rychleji se odpatuje rozpoustédlo,
coz urychluje cely proces pfipravy mikrocastic. Tento krok mize byt povazovan za neza-
douci. ZvySenim teploty béhem piipravného procesu Ize docilit snizeni porovitosti pfipra-
vovanych ¢astic. Dalsi procesni proménnou je tlak, jehoz snizenim je snizena teplota varu
rozpoustédla a tim dochazi K jeho rychlejSimu odpafeni. Celym timto procesem se také
urychli tvorba mikroc¢astic. Je mozné, ze zména tlaku ovliviiuje i povrchové vlastnosti mi-
krocastic, ale tento fakt neni prokazatelny, protoze jde o souhru vSech formulacnich a pro-
cesnich proménnych. Dalsi vyznamnou ¢asti procesu ptipravy mikrocastic je michani. Byl
prokazan vliv rychlosti michani na velikost mikrocastic. Se zvysSujicim se poctem otacek
dochazi ke vzniku jemnéjsi emulze a tim vznikaji mensi ¢astice. Negativné vSak pocet ota-
¢ek michadla plisobi na vytéZznost procesu. Také typ pouzitého michadla mé vliv na cha-

rakter pfipravenych ¢astic. [7]
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6 MECHANISMUS UVOLNOVANI

Obvyklé mechanismy uvoliovani zahrnuji tii typy. Prvnim z nich je tzv. burst efekt, dru-
hym je pomalé difuzni uvoliiovani a tfetim je rozklad nanostruktury zkracovanim poly-
mernich fetézcl. Nejvyznamnéjsi slozkou uvoliovani je difuze 1é¢iva pory, kterd je zavisla
na porovitosti matrice. Dal§imi procesy, které mohou byt pfi uvoliiovani latek z polymerni
matrice vyuzity, jsou: difuze hydratovanym polymerem, ktera neni zavisla na porovitosti
matrice, difuze pory vyplnénymi vodou, eroze polymeru nebo ptisobeni osmotického tlaku
a degradace ¢astic. Obecné jsou rozliSovany dva zplsoby degradace matrice. V piipade,
kdy dochézi k nasyceni celého objemu matrice vodou, mluvime o homogennim rozkladu,
zatimco k heterogenni degradaci dochdzi pouze na povrchu ¢astic. V tomto ptipadé docha-
zi k uvoliiovani enkapsulovaného 1é€iva v optimalnim mnoZzstvi nezavisle na jeho koncen-

traci v podavané 1ékové formé. [7]

Faze kontrolovaného uvolfiovani =zavisi na systému podavani [ékii vzhledem
K nerovnomérné distribuci 1é¢iva uvnitt nanoc¢astic. Uvoliovani 1é¢iv zavisi hlavné na de-
sorpci 1é¢iv absorbovanych na povrchu nebo uvniti ¢astic, na procesu difuze nanostruktu-
rou a na difzi sténou kopolymeru, déle také na rozpustnosti matrice a na rozpusténi nebo
difuzi vazanych slou€enin. Proces uvoliiovani 1éciva lze tedy sledovat kontrolou degradace

¢astic nebo difuze 1éCiva. [4]

6.1 Uvoliiovani z kopolymernich nanocastic PEG-PLA

Uvolnovani 1é¢iv mize byt vyvolano také fyzikalnimi nebo chemickymi metodami. Ke
kontrole uvolnovani 1é¢iva z kopolymernich nanocastic 1ze pouzit 1 svétlo, teplotu, pH,
magnetické pole nebo ultrazvuk. Studiem mechanismu uvoliiovani all-trans retinové kyse-
liny z nanomicel bylo zji§téno, ze zajisténim integrity nanocéastic pouzitim fosfatového
pufru o pH 7,4 a etanolu jako uvolfovaciho média, doslo k ,,burst efektu nanocastic
Vv prvnich 15 hodinach pokusu a poté dochazelo ke kontrolovanému uvoliiovani. Ptes 80%

1é¢iva bylo uvolnéno béhem prvnich péti dni pokusu. [4]

6.1.1 Faktory ovliviiujici uvoliiovani z kopolymernich nanocastic PEG-PLA

PEG-PLA je amfifilni blokovy kopolymer, ktery je v organismu stabilni. Diky dobré bio-
kompatibilit¢ mize hydrofilni vrstva PEG zvySovat rozpustnost nerozpustnych 1é¢iv. Miize

také zabranit absorpci bilkovin na povrch nanocéstice a skryt nanocastice pred retikuloen-
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dotelidlnim systémem. Existuje mnoho faktord, které mohou ovlivnit uvoliovani 1é¢iva

Z nanocastic PEG-PLA. [4]

Jednim z takovychto faktorti mize byt molekulova vaha, délka jednotlivych polymernich
fetézct a pomér PEG/PLA v polymeru. Bylo zjisténo, ze delsi fetézec PLA zputsobi, Ze
bude vétsi primér micel a také obsah enkapsulovaného 1é¢iva. Test uvolnovani 1éciva do
organismu ukazal, ze delsi fetézec PLA zptlisobuje lepsi interakci mezi fetézcem PLA a
hydrofobnim 1é¢ivem a pomalejsi uvoliovani 1é¢iva z micel. V piipadé nizké molekulové
hmotnosti PEG dochazi, vzhledem k malému molekulovému fetézci a nizké flexibilité,
snadné&ji k deformaci. Pfi vétsi molekulové hmotnosti PEG, bude del$i molekulovy fetézec
PEG a stabilngjsi struktura. ZvySeni molekulové hmotnosti bloku PLA v kopolymeru bude
vyrazné sniZzovat stabilitu nanoc¢astic. Uvoliiovani 1é€iv z nanocéastic miiZze byt potencialné
kontrolovano zménou obsahu PEG, molekulovou hmotnosti PEG a celkovou molekulovou

hmotnosti kopolymeru. [4]

Uvoliovani 1é€iva z nanocastic zavisi také na zplsobu piipravy nanocastic. PouZzitim raz-
nych metod piipravy lze ovlivnit krystalovou strukturu polymeru, jeho stabilitu jako nosice
pro bioaktivni latky, morfologii povrchu a také velikost Castic. Velikost Castic je jedna
z dalSich mozZnosti jak se da ovlivnit uvolilovani z nanocastic. Jak jiZ bylo fe€eno, velikost

je ovlivnitelnd délkou fetézcli pouzitého polymeru. [4]

Je prokazano, Ze obsah vkladaného 1é¢iva do polymerni matrice méni micelarni hydrofob-
né-hydrofilni rovnovahu a stabilitu micel. MiZzeme proto fici, Ze s rostoucim obsahem en-

kapsulované bioaktivni latky bude stabilita ¢astic klesat. [4]

Kromé téchto blize definovanych faktorii mohou uvoliovani ovlivilovat 1 koncentrace po-

lymeru, charakter pouzitého rozpoustédla a dalsi. [4]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

28

II. PRAKTICKA CAST
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7 MATERIAL A METODY

7.1 Material

7.1.1 Pro sledovani vlivu formula¢nich a procesnich proménnych parametra pri-

pravy

PLA-PEG 1. (M,, = 26300; PDI = 3,6) vyroben piimou polykondenzaci taveniny PLA a

PEG v laboratofi Centra polymernich materiald (CPM) ve Zling.

7.1.2 Pro enkapsulaci biologicky aktivnich latek

PLA-PEG II. (My, = 9000; PDI = 1,49) vyroben ptimou polykondenzaci taveniny PLA a
PEG v laboratoii CPM ve Zliné.

7.1.3 Pro enkapsulaci biologicky aktivnich latek do smési ¢astic

PLA-PEG II. (M,, = 9000; PDI = 1,49), PLA (M,, = 4700; PDI = 2,88) vyrobeny ptimou
polykondenzaci taveniny PLA a PEG v laboratofi CPM ve Zliné.

7.1.4 Biologicky aktivni latky pouZité pro enkapsulaci do pFipravenych submikro-
castic

Hydrocortison (Sigma-Aldrich®), Cortison 21-acetat (Sigma-Aldrich®), Progesteron

(Sigma-Aldrich®) a B-Estradiol (Sigma-Aldrich®)

7.2 Metody

7.2.1 Priprava ¢astic pro sledovani vlivu procesnich a formula¢nich parametri na

velikost ¢astic

Dané mnozstvi kopolymeru PLA-PEG I. bylo rozpusténo v riznych objemovych mnoz-
stvich chloroformu (V = 50, 100, 150 nebo 200 pl) tak, aby bylo dosazeno roztoku o raz-
nych koncentracich (c = 100, 200, 400, 600 a 800 mg.ml™). Takto p¥ipravené roztoky byly
vzdy jednotlivé davkovany do 10 ml destilované vody. Tato smés byla poté nepfetrzité
michéna vysokorychlostnim homogenizatorem (homogenizer DI 18 basic, Yellow Line by
IKA, Belgium) po dobu 15 minut pfi otd¢kach 24 000/min, aby doslo k vytvofeni mikro-
emulze. Poté nasledovala ultrasonikace (Hielscher UP 400S, Germany), kdy byly ménény
procesni parametry (t = 0, 2,5, 5, 10 min; amplituda = 50, 75, 100 %), aby bylo dosazeno
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jesté mensich velikosti ¢astic. Takto pfipravovand smés byla po celou dobu chlazena le-
dem, aby nedoslo k ptfedcasnému odpateni chloroformu vlivem zahtivani. Na zavér bylo

Z roztoku za snizeného tlaku odpatreno organické rozpoustédlo (chloroform).

Velikost ¢astic a index polydisperzity (PDI) byl méfen pomoci Z-sizeru (Zetasizer Nano
ZS, Malvern Instruments, USA).

7.2.2 Priprava ¢astic pro zjiSténi ucinnosti enkapsulace v zavislosti na polarité en-

kapsulované latky

Castice PEG-PLA pro tuto ¢ast prace byly piipraveny metodou emulgace s odpafenim roz-
poustédla bez pouziti stabilizatoru, kdy byla jako organické rozpoustédlo pouzita smés
dichlormetanu s metanolem (9:1). V této smési bylo rozpusténo dané mnozstvi biologicky
aktivni latky (20mg) a poté 200 mg piedem pfipraveného blokového kopolymeru PEG-
PLA Il. Vnesenim této organické faze do destilované vody (10 ml) vznikla emulze, ktera
byla podrobena michani po dobu 15 minut vysokorychlostnim michadlem (homogenizer
DI 18 basic, Yellow Line by IKA, Belgium) a nasledovala ultrasonikace po dobu 5 minut
(Hielscher UP 400S, Germany). Z emulze bylo nasledné odstranéno za snizeného tlaku
organické rozpoustédlo a vzorky byly promyty 2x 20 ml destilované vody. Nasledovala
lyofilizace vzorkti a mé&feni na UV/VIS spektrofotometru (UNICAM UV 500, Thermo-
Spectronic, USA) pii dané vinové délce (Tab. 3), za ucelem zjisténi mnozstvi enkapsulo-

vané latky.

7.2.3 Priprava smési ¢astic PEG-PLA s PLA

Pfi piipravé smési Castic PEG-PLA Il. sPLA byla vyuzita opét metoda emulgace
S odpafenim rozpoustédla, ale tentokrat s vyuZitim polyvinylalkoholu (PVA) jako stabiliza-
toru emulze. V daném mnozstvi organického rozpoustédla (1 ml CHCl3) bylo rozpusténo
20 mg biologicky aktivni latky a celkem 0,1 g smé&si polymeru, S riznym obsahem PLA
(25%, 50%, 75% a 100%). Cely objem vzniklé organické faze byl vnesen do 10 ml 0,5%
roztoku PVA. Nasledovalo nepfetrzité michani pomoci homogenizéru (homogenizer DI 18
basic, Yellow Line by IKA, Belgium) po dobu 5 minut a poté ultrasonikace po dobu 5 mi-
nut (Hielscher UP 400S, Germany). Poté bylo za sniZzeného tlaku odstranéno organické
rozpoustédlo a byla zmétena velikost a distribuce velikosti pfipravenych ¢astic pomoci Z-
sizeru (Zetasizer Nano ZS, Malvern Instruments, USA). Zmétené castice byly promyty,

aby doslo k odstranéni piebyte¢né biologicky aktivni latky, kterou se nepodafilo uzaviit do
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ptipravenych castic. Takto upravené vzorky byly vymrazeny. Pro zjisténi mnozstvi enkap-
sulované bioaktivni latky byla u vzorki métena absorbance pti vinové délce odpovidajici
Amax pro kazdou bioaktivni latku (Tab. 3) a to takto: 2,5 mg vymrazeného vzorku bylo roz-
pusténo v5 ml CHCI; a poté byla méfena absorbance (UNICAM UV 500, Thermo-

Spectronic, USA) proti roztoku smési polymeru pouzité pro pfipravu ¢astic.
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8 VYSLEDKY A DISKUZE

8.1 VIliv formulacnich a procesnich parametri pripravy na velikost ¢as-
tic
Pomoci zmén jednotlivych procesnich parametrt byl testovan vliv podminek piipravy ¢as-

tic na jejich velikost.

V prvnim piipadé byl sledovan vliv koncentrace kopolymeru na velikost ¢astic (Obr. 11).
Vzorky slouzici jako zdroj dat pro sledovani tohoto procesniho parametru méli néasledujici
charakteristiku: 100 pl organické faze, 15 minut michani, 5 minut sonifikace, pti ampli-
tudé 100%. Jak je mozno vidét pii vyssich koncentracich kopolymeru bylo dosazeno tvor-
by mensich ¢astic s relativné uzkou distribuci velikosti. Naopak, pii nizsich koncentracich
nez je 200 mg.ml™ dochazelo ke sraZeni kopolymeru b&hem procesu a &astic nebylo dosa-
zeno viibec. Toto mohlo byt pravdépodobné zptisobeno nedostatecnym mnozstvim kopo-
lymeru, ktery zaroven slouzi v procesu jako stabilizator emulze. V ptipad¢ jeho nedosta-
te€ného mnoZzstvi neni mozné vytvofit dostate¢né jemnou nebo stabilni emulzi coZ se pro-

jevi vytvofenim vétSich Castic respektive dokonce jejich vysrazenim do velkych shlukd.
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£ 600 -
vl L
= 03 3
2 400 a.
o 0,2
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0 - - L 0,0
200 400 600 800
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Obr. 11 Vliv koncentrace polymeru na velikost a distribuci ¢astic
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Dale byl testovan vliv poméru organické a vodné faze (Obr. 12) na velikost ¢astic pro
vzorky 400 mg.ml™* PLA-PEG I, 15 min. michani, 5 min. ultrasonikace s amplitudou 100
%. V piipadé niz§iho poméru bylo rovnéz dosazeno ¢astic mensich rozméru s tizkou distri-
buci velikosti. V ptipadé vzorku obsahujiciho 2 % organické fadze doSlo ke vzniku vysoce
polydisperzniho systému a velikosti castic vét§i nez 5 pm. Tento jev mulze souviset
s nedostate¢nou energii dodanou do systému michanim a ultrasonikaci v ptipad¢ vétsiho
mnozstvi organické faze a tedy i1 kopolymeru, aby doslo k tvorbé dostatecné jemné emulze

a tim ke ziskani dostate¢né malych castic.
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Procento organické a vodné faze [%, v/v]

Obr. 12 Vliv poméru organicka faze/voda na velikost a distribuci ¢astic

Nakonec byl studovan vliv doby (Obr. 13) a amplitudy ultrazvuku (Obr. 14) na velikost
piipravovanych &astic. Vzorky 400 mg.ml™ PLA-PEG I, 100 pl organické faze, 15 min.
michéni ukdzaly, Ze pouzitim ultrazvuku dochézi k vyznamnému sniZeni velikosti ¢astic, a
proto je pravé ultrasonikace vysoce vyznamnym procesnim parametrem piipravy castic.

S prodluzujici se dobou ultrasonikace se velikost ¢astic jiz dale vyznamné neménila.
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Obr. 13 Vliv doby ultrasonikace na velikost a distribuci velikosti ¢astic
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Obr. 14 Vliv velikosti amplitudy ultrasonikace na velikost a distribuci velikosti ¢astic

Na zakladé ziskanych vysledkii mizeme fici, Ze Castice z kopolymerniho PLA-PEG je
mozné piipravit bez pouZziti povrchové aktivni latky jako stabilizatoru emulzniho systému.
Touto metodou pfipravy lze ziskat Castice dostatené malych rozmérG pro pouziti
v medicin€. Vyss§i koncentraci polymeru byly ziskdny mensi ¢astice s izkou distribuci ve-

likosti. Mensi rozméry ptipravenych ¢astic byly pozorovany také pii pouziti niz§iho pome-
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ru organické a vodné faze. Ukdzalo se, Ze pouziti ultrasonikace pii vyrobé cCastic je
Vv pfipad€ potieby castic mensich rozmérti neodmyslitelnou soucasti procesu, ktera vy-

znamng ovlivituje pravé vyslednou velikost pfipravovanych ¢astic.

8.2 Stanoveni ucinnosti enkapsulace vybranych bioaktivnich latek

Pti stanoveni Uc¢innosti enkapsulace bylo vyuZzito biologicky aktivnich latek steroidniho
charakteru s riiznou polaritou (Tab. 3) a byl sledovan vliv polarity enkapsulované latky na

ucinnost jeji enkapsulace.

Pro zjisténi enkapsulovaného mnozstvi jednotlivych biologicky aktivnich latek v ptiprave-
nych c¢asticich pomoci UV/VIS spektrofotometru bylo nutné zjistit maxima absorbance
jednotlivych latek. Za timto ucelem byla prométena UV spektra jednotlivych latek rozpus-

ténych ve vode.
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Obr. 15 Absorb¢ni spektrum pro roztok hydrocortisonu ve vodé

V ptipad€ hydrocortisonu bylo méfeno spektrum roztoku této latky ve vodé€. Koncentrace
méteného roztoku byla 7,2 mg/ml. Tento roztok vykazoval absorbéni maximum pii vinové
délce 250 nm. Proti hodnoté, kterou uvadi vyrobce této biologicky aktivni latky, se hodno-
ta maxima absorbance 1i$i od 8 nm, cozZ mohlo byt zplisobeno pouzitim jiného rozpousté-

dla.
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Obr. 16 Absorb¢ni spektrum cortisonu 21-acetat ve vodé

Druhou pouzitou biologicky aktivni latkou byl cortison 21-acetat. Koncentrace cortisonu
21-acetat v méfeném vzorku byla 7,2 mg/ml. Na zaklad¢ naméfenych hodnot bylo sestro-

jeno absorb¢ni spektrum (Obr. 17), které vykazovalo maximum pfi vinové délce 260 nm

(Amax)-
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Obr. 17 Absorb¢ni spektrum pro roztok progesteronu ve vode

U progesteronu bylo méfeno absorb¢ni spektrum roztoku ve vodé€ o koncentraci 7,2 mg/ml.

Vyrobcee latky uvadi absorbéni maximum této latky pti vinové délce 240 nm, podle Obr. 17
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je nami naméfené maximum posunuto o zhruba 8 nm oproti tomuto udaji. Také v tomto

ptipad¢ mohla byt odchylka zpiisobena pouzitim jiného rozpoustédla.
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Obr. 18 Absorbéni spektrum roztoku B-estradiolu ve vodé

Béhem méteni absorbeniho spektra B-estradiolu byla jeho koncentrace v méfeném roztoku
7,2 mg/ml, stejn¢ jako u predchozich latek. Jak mizeme vidét na Obr. 18, maximum, které
neni pfili§ vyrazné, se nachazi pfi 280 nm vlnové délky. Tato hodnota se shoduje
s hodnotou uvadénou vyrobcem. Nizka hodnota absorbance pfi této vinové délce miize byt

ovlivnéna nizkou rozpustnosti estradiolu ve vodé.

Tab. 3 Hodnoty rozpustnosti ve vodé a absorbéni maxima pouzitych bioaktivnich latek

udavané vyrobcem

Bioaktivni latka | Rozpustnost v H,O [mg/l] | Amax [NM]
Hydrocortison 320 (pii 25°C) 242
Cortison 21-acetat 27,8 (pti 25°C) 240
Progesteron 8,81 (pii 25°C) 240
Estradiol 3,9 (p1i 27°C) 280

Ke stanoveni koncentrace piislusné biologicky aktivni latky bylo zapotiebi sestrojit kalib-
racni zavislosti roztoki téchto latek. Pro sestrojeni pozadovanych kalibrac¢nich ptimek byly
pfipraveny kalibra¢ni roztoky biologicky aktivni latky v organickém rozpoustédle, které
bylo pouzito pii pfipravé ¢astic, aby nedochazelo ke zkresleni vyslednych tdaji o enkap-

sulovaném mnozstvi dané latky v ¢asticich.
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Tab. 4 Absorbance jednotlivych kalibrac¢nich roztokl pouzitych bioaktivnich latek

Hydrocortison | Cortison 21-acetat Progesteron B- Estradiol
c[mg/ml] | A[1] | c[mg/ml] | A[1] [ c[mg/ml] | A[1] | c[mg/ml] | A[1]
1 0,1221 1 0,0704 1 0,0434 10 0,0707
10 0,4188 10 0,2733 10 0,3539 50 0,3136
20 0,815 50 0,8783 25 0,8451 100 0,6383
25 0,9909
1
0,8 -
06
=, y =0,0366x + 0,0739
<04 | R? = 0,9986
0,2 r
O 1 1 1 1 1
0 5 10 15 20 25 30
c [mg/I]
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A[1]

0,4

0,2

Obr. 19 Kalibraé¢ni zavislost pro hydrocortison (Amax = 242 nm)

y =0,0161x + 0,0805
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Obr. 20 Kalibra¢ni zavislost cortisonu 21-acetat (Amax = 240 nm)
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Obr. 21 Kalibra¢ni zavislost pro progesteron (Amax = 240 nm)
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Obr. 22 Kalibraéni zavislost pro estradiol (Amax = 280 nm)

8.2.1 Enkapsulace steroidnich latek do ¢astic PEG-PLA 11

Nejprve byl sledovan vliv polarity danych bioaktivnich latek na jejich uc¢innost enkapsula-
ce do ¢astic PEG-PLA 11 (Obr. 23). Castice pouzité pro enkapsulaci byly v tomto piipadé
pfipraveny bez pouziti stabilizatoru emulze. Obsah biologicky aktivni latky ve vzorku byl
nasledné vypocten z pfislusné kalibracni kiivky (Obr. 19 -Obr. 22). Na zakladé namére-

nych dat mGzeme, vzhledem Kk polaritam latek uvadénych vyrobcem (Tab. 3), fici, zZe
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s klesajici hodnotou rozpustnosti danych latek ve vodé roste ucinnost jejich enkapsulace
(Obr. 23).

100
90 -  mHydrocortison
80 I  mCortison 21-acetat
70 L M Progesteron
60 L M Estradiol
§' 50 F
a0 b
30
20 -
10 +
0 .

Obr. 23 Graf zavislosti u¢innosti enkapsulace na polarité enkapsulované latky
Skute¢né enkapsulované mnozstvi jednotlivych latek v§ak bylo malé, jak znazoriuje Obr.

24, coz mohlo byt ovlivnéno prave zptisobem piipravy castic.

8

7 ¢ mHydrocortison
6 |  mCortison 21-acetat
5 | 1 Progesteron
< M Estradiol
S -
-
(%]
3 -
2 -
1 .
0 . . .

Obr. 24 Mnozstvi enkapsulované latky (SL) v ¢asticich PEG-PLA I.
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Castice PEG-PLA piipravené bez pouziti stabilizatoru jsou podle vysledki této asti prace
schopny enkapsulovat latky steroidni povahy s rtiznou polaritou, avSak enkapsulované

mnozstvi latky je malé (Obr. 24).

8.2.2 Enkapsulace steroidnich latek do smési ¢astic PLA a PEG-PLA

Pro moznost piipadného testovani kontrolovaného uvolilovani enkapsulovanych latek
Z Castic je potieba dosdhnout vyssiho obsahu danych latek enkapsulovanych v ¢ésticich.
Bioaktivni latky byly tedy enkapsulovany do smési ¢astic z PLA a PEG-PLA Il s pouzitim
0,5% roztoku PVA jako stabilizatoru emulze. Obsah PLA ve smésich byl 25, 50, 75 a
100%.

Tab. 5 Hodnoty velikosti Castic a distribuce velikosti pro ¢astice ze smési polymert, méte-

no pomoci Z-sizeru

Hydrocortison | Cortison 21-acetat Progesteron Estradiol

d(nm) | PDI | d(nm) | PDI | d(nm)| PDI [ d(m) | PoI

623,7 0,407 @ 1005,0 0,810 606,2 0,430 569,0 0,465
100% PLA 642,6 0,425 942,1 0,648 578,7 0,468 576,7 0,554

673,8 0,423 89,1 0,795 604,1 0,428 5855 0,453
624,4 0,410 14190 0,581 525,00 0,527 451,6 0,486
626,8 0,450 1136,0 0,707 4844 0,604 4446 0,462
6459 0,423 11130 0,825 5182 0,437 4354 0,458
594,2 0,699 826,5 0,903 578,1 0,498 700,7 0,774
564,7 0,634 818,1 0,890 560,2 0,672 800,1 0,548
584,5 0,734 729,0 0,789 578,8 0,709 7952 0,534
739,6 0,764  819,7 0,770 688,1 0,548 700,3 0,689
806,6 0,561 1040,0 0,747 6954 0,574 680,5 0,586
731,6 0,754 8248 0,808 656,3 0,778 7079 0,577

75% PLA + 25%
PEG-PLA

50% PLA + 50%
PEG-PLA

25% PLA+75%
PEG-PLA

Prvni z fady enkapsulovanych biologicky aktivnich latek byl hydrocortison. Vzhledem
k jeho dobré rozpustnosti ve vodé (viz. Tab. 3) byly vzorky obsahujici tuto steroidni latku
promyvany pied vymraZzenim pouze 2x 20 ml destilované vody. Toto stacilo pro odstranéni
prebyteéného hydrocortisonu, ktery se neenkapsuloval do pfipravenych ¢&astic. Uéinnost
enkapsulace pro jednotlivé procentualni obsahy polymert znazoriiuje Obr. 25. Muzeme
vidét, Ze vzhledem k nepoldrnimu charakteru PLA nabyvé G¢innost enkapsulace pomérné
nizkych hodnot. Se zvySujicim se obsahem PEG-PLA II ve smési Gi¢innost enkapsulace

roste, ovSem v piipadé, kdy ve smési pfevazuji ¢astice PEG-PLA II G€innost enkapsulace
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klesla po 5%. Pfi¢ina tohoto poklesu uc¢innosti enkapsulace (EE) ndm neni znama a mohla

by byt predmétem dalsiho studia.

30

25

15
10
|
. | | m

100% PLA 25% PEG- 50% PEG- 75% PEG-
PLA+75% PLA PLA+50% PLA PLA+25% PLA
Procentualni zastoupeni polymert ve smési

EE [%]

Obr. 25 Zavislost G¢innosti enkapsulace hydrocortisonu na procentualnim zastou-

peni polymerti ve smési

V piipadé druhém, byl enkapsulovanou latkou cortison 21-acetat. V tomto ptipadé bylo
dosazeno podstatné vyssich hodnot EE (Obr. 26), ale je potieba upozornit na to, Ze pfipra-
vené Castice byly vétSich rozmérh a piipravené systémy byly vysoce polydisperzniho cha-
rakteru (Tab. 5). Bylo by tedy vhodné dukladngji prostudovat vlastnosti této biologicky
aktivni latky, jestli nevykazuje naptiklad povrchovou aktivitu a zjistit tak, pro¢ se nepoda-

filo pfipravit ¢astice pozadovanych alespon submikro-rozmeéru.
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100% PLA 25% PEG- 50% PEG- 75% PEG-
PLA+75% PLA PLA+50% PLA PLA+25% PLA

Procentualni zastoupeni polymerua ve smési

Obr. 26 Zavislost u¢innosti enkapsulace cortisonu 21-acetat na procentualnim zastoupeni

polymerti ve smési

Tteti latkou pouzitou k enkapsulaci do pfipravenych ¢astic ze smési polymert PLA s PEG-
PLA Il byl progesteron. Velikost pfipravenych ¢astic se pohybovala kolem 600 nm a index
polydisperzity (PDI) kolem hodnoty 0,5 (Tab. 5). Pfi¢inou poklesu EE s rostoucim obsa-
hem PEG-PLA II ve smési mize byt polarnéjsi charakter PEG-PLA oproti ¢asticim PLA,

které jsou nepolarni a jsou tedy vhodné&jsi pro enkapsulaci mén¢ polarnich latek (Obr. 27).
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80

100% PLA 25% PEG- 50% PEG- 75% PEG-
PLA+75% PLA PLA+50% PLA PLA+25% PLA

Procentualni zastoupeni polymerd ve smési

Obr. 27 Zavislost u¢innosti enkapsulace progesteronu na procentualnim zastoupeni poly-

meru ve smeési

Nejméné polarni latkou pouzitou pro enkapsulaci v této praci byl B-estradiol (Estradiol).
Postup ptipravy Castic byl totozny s predchozimi biologicky aktivnimi latkami uvedenymi
V této praci. Suspenze Castic pfed vymraZenim byla promyta 2x 20 ml destilované vody a
nasledné pak jesté 2x 30 ml 30% CH3;OH, aby doslo k rozpusténi a vymyti neenkapsulova-
né latky. S rostoucim obsahem PEG-PLA Il ve smési klesala uc¢innost enkapsulace této
latky (Obr. 28), coz bylo opét zpusobeno vlivem polarity enkapsulované latky a také po-

lymerni matrice.
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Obr. 28 Zavislost u¢innosti enkapsulace estradiolu na procentualnim zastoupeni polymeri

ve smeési

Srovname-li u¢innost enkapsulace vSech ¢tyi latek (Obr. 29), mizeme fici, ze s klesajicim
obsahem PLA ve smési klesa ucinnost enkapsulace, vyjimkou je enkapsulace Hydrocorti-
sonu, tedy nejvice polarni latky pouzité pro enkapsulaci, kdy dochazi ke zvySovani ucin-
nosti enkapsulace s klesajicim obsahem castic PLA ve smési. Anomalni hodnoty v této
fad¢ latek s riznou polaritou vykazuje cortison 21-acetat u kterého se nam nepodatilo pfi-

pravit ¢astice s tizkou distribuci velikosti, ani ¢astice dostate¢né malych rozméru.
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Obr. 29 Souhrnny graf zavislosti EE na procentualnim zastoupeni polymera ve smési

Na zakladé vyslednych hodnot znazornénych graficky na Obr. 29 mtzeme fici, ze ¢astice
PLA jsou vhodnéjsi pro enkapsulaci méné polarnich latek a zaroven tedy mizeme potvrdit
polarni charakter PEG fetézce, ktery zabudovanim do kopolymeru s PLA zvySuje mozZnost

enkapsulace latek s vyssi polaritou.
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Obr. 30 Zavislost mnozstvi enkapsulované latky (SL) na poméru polymeri ve smési

Zamétime-li se na mnozstvi latek uzaviené v ¢asticich, vidime (Obr. 30) ze pouzitim stabi-
lizatoru emulze, kterym byl roztok PVA, doslo ke zvySeni enkapsulovaného mnozstvi
V porovnani s ¢asticemi, které byly pfipraveny bez pouziti stabilizatoru (Obr. 24), coz je
vhodné pro piipadné dalsi studium, napiiklad kontrolovaného uvoliovani biologicky ak-

tivnich latek z takovychto Castic.
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ZAVER

Existuje celd fada polymernich materiali, které jsou vhodné pro vyuziti ve farmaceutickém
pramyslu jako nosice 1é¢iv. Nami studované polymerni ¢astice PEG-PLA jsou obecné
vhodnymi matricovymi systémy a to vzhledem k amfifilni povaze blokového kopolymeru
PEG-PLA. Diky PEG pfitomnému v tomto kopolymeru se ¢astice PEG-PLA stavaji odol-
nymi proti detekci imunitnim systémem a muze tedy dochézet k tzv. cilenému terapeutic-
kému tcinku 1é¢iva obsazeného v téchto matricovych systémech. Timto je snizovana dav-
ka 1éc¢iva potiebna k dosazeni pozadovaného t¢inku a mohou byt také omezeny nezadouci
Gginky aktivni slozky 1éku. Castice tohoto charakteru jsou schopny kontrolovaného uvol-
fovani latek v nich obsazenych, coz ma také velky vyznam, at’ uz ve farmaceutickém pra-
myslu, pokud jsou enkapsulovany 1éc¢ivé latky, nebo tfeba v zemédélstvi, kde diky této

vlastnosti miize dochézet k dlouhodobéjsimu ucinku napt. herbicidnich latek.

Stejné jako je cela fada materialti vhodnych pro toto vyuziti, existuji taktéz rozmanité zpi-
soby pfipravy téchto matricovych systémi, které jsou kratce rozebrany v teoretické casti

této prace.

Prakticka ¢ast se v prvnim kroku vénuje ptipravé ¢astic PEG-PLA metodou emulgace
S odpafenim rozpoustédla bez pouZiti stabilizatoru emulze a optimalizaci pfipravného pro-
cesu sledovanim vlivu zmén procesnich a formulacnich parametri na velikost pfiprave-
nych ¢astic a distribuci jejich velikosti. Na zéklad¢ ziskanych vysledki miZeme fici, Ze
¢astice z kopolymerniho materialu PEG-PLA |. je mozné pfipravit bez pouziti povrchoveé
aktivni latky jako stabilizatoru emulzniho systému. Touto metodou pfipravy lze ziskat ¢as-
tice dostate¢né malych rozmérl pro pouziti v mediciné. ZvySenim koncentrace polymeru
byly ziskdny mensi Castice s tizkou distribuci velikosti. Mensi rozméry pfipravenych ¢astic
byly pozorovany také pifi pouZiti niz§tho poméru organické a vodné faze. Ukézalo se, Ze
vyznamnym krokem piipravného procesu metodou emulgace s odpafenim rozpoustédla je

pouziti ultrasonikace, ktera vyznamné ovlivituje vyslednou velikost pfipravovanych ¢éstic.

Dale byla studovana schopnost enkapsulace vybranych biologicky aktivnich latek s rtiznou
polaritou (hydrocortison, cortison 21-acetat, progesteron a B-estradiol) pravé do pfiprave-
nych submikro-Castic bez pouziti stabilizatoru emulze, kde jsme na zédkladé naméfenych
dat dospéli k zavéru, ze Ucinnost enkapsulace dané bioaktivni latky se zvySuje s klesajici

polaritou této enkapsulované latky. V tomto ptipadé vSak bylo skutecné enkapsulované
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mnozstvi v ¢asticich velmi malé, coz by nebylo vyhovujici pro ptipadné sledovani kontro-

lovaného uvoliiovani biologicky aktivnich latek z téchto kopolymernich ¢astic.

Za ucelem zvySeni mnozstvi enkapsulované latky bylo v posledni ¢asti prace vyuzito
Kk piipravé castic smési PLA a PEG-PLA 1l s pfedpokladem, Ze obsah PLA v systému by
m¢él zvysit mnozstvi enkapsulované latky. Tento ptedpoklad byl splnén pro progesteron a
B-estradiol, které jsou ve vodé malo rozpustné. U hydrocortisonu doslo k opa¢nému ovliv-
néni, tzn., Ze s rostoucim obsahem ¢astic PLA ve smési klesala ucinnost jeho enkapsulace,
coz je v souladu s vyssi hydrofilitou této latky. Cortison 21-acetat vykazoval z neznamych
davodu ve vsech krocich ptipravy anomalni chovani. Nepodatilo se ptipravit ¢astice dosta-
te¢n¢ malych rozmérh a ptipravené systémy castic byly vysoce polydisperzniho charakte-

ru.

Pfi pripravé ¢astic pomoci metody emulgace s odpafenim rozpoustédla S pouzitim surfak-
tantu jako stabilizatoru emulze se podafilo dosahnout vyssiho enkapsulovaného mnozstvi
danych biologicky aktivnich latek. S rostoucim obsahem PLA ¢éstic ve smési ve vetsSing
pfipadd vzristala i1 Gi¢innost enkapsulace steroidnich latek s vyjimkou hydorcortisonu ja-

kozto nejvice polarni latky pouzité pro enkapsulaci do ¢astic PEG-PLA v ramci této prace.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

EE Uginnost enkapsulace

PCL Polykaprolakton

PCL-PEG Kopolymer polykaprolaktonu s poly(ethylen glykolem)
PEG Poly(ethylen glykol)

PEG-PLA  Kopolymer kyseliny polymlééné s poly(ethylen glykolem)

PHB Polyhydroxybutyrat

PICBA Poly(isobutylkyanoakrylat)
PIHCA Poly(isohexylkyanoakrylat)
PLA Kyselina polymlécna

PLGA Poly(laktid-glykolova kyselina)

PLGA-PEG Kopolymer kyseliny poly-laktid glykolové s poly(ethylen glykolem)

PMMA Polymethyl metakrylat
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