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2 ABSTRAKT

Univerzita Karlova
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmaceutické technologie

Autorka: Karolina Hamplova
Nazev prace: Polymerni nanocastice s rifampicinem

Skolitelka: ~ PharmDr. Eva Snejdrova, Ph.D.

Cilem prace bylo piipravit nanocastice (NP) s rifampicinem nanoprecipitacni metodou za
vyuZiti polyesterii kyseliny mlécné a glykolové linearni nebo vétvené struktury. NP byly
charakterizovany velikosti, polydisperzitou, zeta potencidlem a skenovaci elektronovou
mikroskopii. Byla stanovena enkapsulacni ucinnosti (EE), kapacita polymeru pro 1é¢ivo
(LC) a disoluéni profil rifampicinu. NP byly stabilizovany lyofilizaci, byla testovana
ucinnost kryoprotektiv a charakterizovany NP po rekonstituci. Velikost nanoc¢astic 1ze
modifikovat celou fadou formulacnich faktori, ale zdsadni vliv ma koncentrace polymeru
ve vnitini fazi a molarni hmotnost polymeru. Prekvapivé perspektivni pro formulaci
nanocastic s rifampicinem nanoprecipitacni metodou se ukazal polymer PLGA 70:30. Pro
stérickou stabilizaci nanocéstic se za danych formulac¢nich podminek ukézal jako
nejucinnéjsi 0,5% roztok poloxameru, pro elektrostatickou stabilizaci 0,01% roztok
didodecyldimethylamonium bromidu. Skenovaci elektronova mikroskopie prokazala
sféricky tvar nanocastic. Softwaroveé stanovena velikost NP potvrdila vysledky ziskané
metodou dynamického rozptylu svétla. Doba liberace rifampicinu z polyesterovych
nanocastic byla 7 dnli. Po pétihodinovém burst efektu ve vysi 25 % probihala liberace do

Sestého dne linearni kinetikou.

Klic¢ova slova: rifampicin, polymerni nanocastice, PLGA, zeta potencial, polydisperzita,

enkapsula¢ni uc¢innost, SEM, lyofilizace, kryoprotektiva.
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The aim of the work was to formulate nanoparticles (NPs) with rifampicin by
nanoprecipitation using polyesters of lactic acid and glycolic acid of linear or branched
architecture. NPs were characterized by size, polydispersity, zeta potential, and scanning
electron microscopy (SEM).

Encapsulation efficacy (EE), loading capacity (LC), and dissolution profile of rifampicin
were determined. NPs were stabilized by lyophilization, the effectiveness of
cryoprotectants was tested and NPs were characterized after reconstitution. Although the
size of the NP can be modified by a number of formulation factors, the concentration of
the polymer in the internal phase and the molar weight of the polymer play a crucial role.
Surprisingly promising for the formulation of nanoparticles with rifampicin by the
nanoprecipitation method was the polymer PLGA 70:30. A 0.5% poloxamer solution was
the most effective for steric stabilization of nanoparticles under given formulation
conditions, and a 0.01% solution of didodecyldimethylammonium bromide was the most
effective for electrostatic stabilization. SEM demonstrated the spherical shape of the
nanoparticles and the software-determined size of the NPs confirmed the results obtained
by the dynamic light scattering method. The time of rifampicin release from polyester
nanoparticles was 7 days. After a five-hour burst effect of 25 %, liberation was performed

by linear kinetics until day 6.

Key words: rifampicin, polymer nanoparticles, PLGA, zeta potential, polydispersity,

encapsulation efficiency, SEM, lyophilization, cryoprotectants.



4 ZADANI

r

Zadanim diplomové préce byla pfiprava nanocéstic s rifampicinem, jejich charakterizace,

stanoveni enkapsulacni Gc¢innosti, mnozstvi 1é¢iva v nanocasticich a studium liberace

rifampicinu.

Zadani préce lze konkretizovat do nasledujicich dil¢ich kroku:

U

Ptiprava nanocastic enkapsulovanych rifampicinem za pouziti polyestert
kyseliny mlé¢né a glykolové linedrni nebo vétvené struktury.

Charakterizace nanocastic (velikost, zeta potencial, polydisperzita).

Stanoveni enkapsula¢ni u¢innosti a mnozstvi rifampicinu v nanocasticich.
Ptiprava nanosuspenzi pro mikroskopické hodnoceni nanocéstic s rifampicinem.
Testovani  kryoprotektantl  pro  stabilizaci  nanosuspenze lyofilizaci
a charakterizace nanocastic po redispergaci.

Disoluce rifampicinu z nanocastic.



5 UVOD

Tuberkuléza (TBC) je stale jednou z hlavnich pficin amrti dospélych a déti na celém
svete. Je zpusobena Mycobacterium tuberculosis, bakterii, ktera vétSinou infikuje plice,
ale miize postihnout rovnéz slezinu, mozek, ledviny a dalsi organy v celém téle. I kdyz
ucinnd farmakoterapie tuberkulozy existuje, vazné vedlejsi ucinky a vysoké davky léciv
znaén¢ zatézuji organizmus. Lékem prvni volby je rifampicin, a to diky své jedinecné
schopnosti rychle zabijet bakterie TBC. Lécba je vSak komplikovéana nizkou a variabilni
biologickou dostupnosti rifampicinu, kratkym biologickym polocasem a vyvolanou
tézkou hepatotoxicitou. Jednim z cili 1é€by TBC je proto formulace biokompatibilniho,
biodegradovatelného terapeutického systému, ktery zajisti cilenou distribuci a fizené
uvolnovani inkorporovanych 1é¢iv. Takovym systémem mohou byt dostatecné stabilni
PLGA nanocastice s inkorporovanym rifampicinem vhodnych vlastnosti, zejména
s optimalni velikosti a s dostate¢nou kapacitou pro 1é¢ivo.

V piedlozené diplomové praci byly nanoprecipitacni metodou pfipraveny nanocastice
s rifampicinem. PouZity byly linedrni PLGA s niZz8i molarni hmotnosti nebo vétvenou
strukturou, syntetizované na Katedfe farmaceutické technologie Farmaceutické fakulty
UK. Byl studovén vliv formula¢nich faktorti na charakteristiky nanoc¢éstic. Experiment
tematicky navazuje na fadu kvalifikacnich praci, realizovanych na zminéném pracovisti,
metodicky pak zejména na diplomové prace Balciarové! a Magka.? Nové se predlozena
prace zabyva disoluci rifampicinu z nanocéstic, stabilizaci nanocastic lyofilizaci
a pouzitim kryoprotektiv, charakterizaci rekonstituovanych lyofilizath a charakterizaci

morfologie nanocastic skenovaci elektronovou mikroskopii.
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7 TEORETICKA CAST

7.1 Enkapsulace léCivych latek do nanocastic

Enkapsulace je technologickd metoda, pii které jsou 1écivé latky (API) v pevné, tekuté
nebo plynné form¢ inkorporovany do polymeru, obaleny polymernim filmem, ptipadné
adsorbovany na povrch polymeru za vzniku ¢astic fddoveé o velikosti mikrometri nebo
nanometri. Divodli pro enkapsulaci je celad fada, zejména stabilizace 1éCivych latek,
pasivni nebo aktivni cileni do ur¢itého mista v organizmu, modifikace liberace
enkapsulovaného 1é¢iva aj.>*

Technologie vyroby nanocastic (NP) Ize rozd¢€lit na metody fop-down, pii kterych
mechanickym zpiisobem (napt. mletim, vysokotlakou homogenizaci) dochézi k redukci
velikosti tuhych ¢astic na urovein nanometri. Dale na metody bottom-up, pti kterych po
dostatecném piesyceni roztoku dochdzi ke vzniku drobnych pevnych ¢astic z kapalné
faze.’ V literatuie jsou bottom-up metody prezentované jako vhodné a validované pro
primyslové pouziti, znacny problém vSak predstavuje tendence k vyssi polydisperzité
a neefektivita pro pfipravu nanocastic mensich nez 50 nm. Botfom-up metody umoziuji
fizenou pfipravu castic pozadovanych rozméri diky relativné snadno ovlivnitelnym
formulacnim faktorim. Efektivita metody bottom-up je vyrazné ovlivnéna hydrofilitou,
resp. lipofilitou enkapsulované latky.°

Jednou z prvnich metod vyvinutych pro enkapsulaci 1é¢iv byla nanoprecipita¢ni metoda
patentovana Fessi et al. Principem metody je depozice polymerniho nosi¢e na
mezipovrchovém rozhrani pti ptfechodu rozpoustédla z vnitini organické faze do vnéjsi
vodné faze. Metoda je relativné jednoduchéd a piivodné byla vyvinuta pro enkapsulaci
hydrofobnich 1é¢ivych latek.” Piivodni koncept nanoprecipitaéni metody prosel vyvojem
a doznal celou fadu modifikaci.®

Pfi nanoprecipitacni metodé¢ se polymerni nosi¢ a léCivo rozpusti v organickém
rozpoustédle, které je misitelné s vodou (methanol, ethanol, aceton, dimethylsulfoxid,
dichlormethan). Nasledn¢ se tento roztok ptida do vodné faze. Nastane rychlad spontanni
difuze organického rozpoustédla do vodné faze. Tim, jak se zméni podminky pro
rozpusténi polymeru a 1é¢iva, dochazi k okamzité precipitaci za vzniku nanocastic. Do
vodné faze se Casto pridavaji tenzidy, i kdyZ pro samotnou tvorbu nanocéstic to neni
nezbytné. Pokud zistanou zachovdny podminky pro rozpustnost polymeru a lé¢iva

a podminka misitelnosti fazi, mohou byt organickd i1 vodna faze tvofeny smési
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rozpoustédel. Kvalita findlniho produktu je dédna formula¢nimi faktory pfipravy, a to
zejména vlastnostmi a koncentraci polymeru, pomérem organické a vodné faze,

zplisobem smiseni fazi (,,one pot* nebo ,,drop-wise*) nebo rychlosti michani.’
7.2  Stabilita nanoc¢astic

Ve vodném médiu dochézi k projeviim nestability nanocastic. Fyzikalni nestabilita se
projevuje zejména agregaci a fuzi ¢astic, chemicka nestabilita degradaci polymeru nebo

tnikem 1é¢iva z nanocastic. '°

7.2.1 Fyzikalni stabilita

V kapalném médiu vykazuji nanocéstice Browndv pohyb. Difunduji z oblasti vyssi
koncentrace do oblasti s niz$i koncentraci do doby, dokud se koncentrace nevyrovnaji.
Browntiv pohyb ptisobi proti gravitatnim sildm, které zptisobuji sedimentaci nanocastic.
Teoreticky neni pro tvorbu stabilni nanosuspenze precipitacni metodou pouziti
stabilizatorli nutné, pfesto se v praxi stabilizatory pouzivaji.

Stabilizace mtize byt stéricka, elektrostaticka (Obr. 1), nebo se vyuziva obou mechanizmi
soucCasn¢. Polymery bez ionogennich skupin mohou stabilizovat NP pouze stéricky.
Polyelektrolyty stabilizuji NP jak stéricky, tak elektrostaticky. Elektrostaticka stabilizace
je zaloZena na piitomnosti kyselych a bazickych ionogennich skupin. Pokud jsou
disociovany, vytvari elektrostatické pole indukujici repulsi nanocastic, a tim se zamezi
agregaci. Moznost stabilizace obéma zminénymi mechanizmy pfedstavuje hlavni vyhodu
pouziti polyelektrolyti jako stabilizatorG. Pfidani dal$i slozky do stabilizované
nanosuspenze muze vést k destabilizaci z divodu piemisténi Casti sférické vrstvy
stabilizujiciho surfaktantu. Tento proces byl zaznamenan napf. u PLA nanocéstic

s inkorporovanym a povrchové adsorbovanym nifedipinem.'!
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Obr.1: Schéma stérické (A) a elektrostatické (B) stabilizace nanodastic '?

QU

(A) (B)

Polyvinylalkohol (PVA) byl pouzit jako stabilizator pfi piiprave nanocastic griseofulvinu
metodou interakce mezi rozpoustédlem a antisolventem.!* Bylo zji§téno, Ze urcité
mnozstvi PVA zlstava adsorbovano na povrchu nanocéstic i po opakovaném promyvani
nanosuspenze. Takto povrchové modifikované Castice se vyhybaji mononuklearnimu
fagocytarnimu systému a doba cirkulace v krvi je delsi. '

V experimentu byly nanoprecipitaéni metodu piipraveny PLGA nanocastice
s inkorporovanym resveratrolem a quercetinem. Jako stabilizatory byly pouzity D-a-
tokoferyl polyethylen glykol sukcinat a folat-modifikovany distearoylfosfatidyl
etanolamin-polyethylen glykol. Modelovymi 1éCivymi latkami byly resveratrol
a quercetin.'> PLGA s rliznym pomérem glykolidu a laktidu byly pouzity pro formulaci
nanocastic s inzulinem. K rozpusténi PLGA byl pouzit dichloromethan a ve funkci
stabilizatort byly pouzity tfi rdzné povrchové aktivni latky (PVA, poloxamer
a polysorbat 80) v koncentraci 1 % nebo 2 %.'¢ Chitosanové nano¢astice byly pfipraveny
iontovou gelaci pomoci tripolyfosfatu jako zesitujiciho cinidla. K pfipravené

nanosuspenzi byla piidina kyselina hyaluronova a alginat sodny.!”

7.2.2 Chemicka stabilita

Chemicka stabilita polymernich nanocastic zavisi zejména na typu a molarni hmotnosti
polymerniho nosi¢e, na teplot¢, na pH média. Nanocastice tvofené hydrolyticky
degradovatelnymi polymery degraduji ve vodném prostiedi 1 pti nizké teploté a fizené
hodnoté¢ pH. Stabilita polyesterovych nanocéstic roste v potfadi PLGAS50:50 —
PLGA75:25 — PLA/PCL50:50. '®

Zasadni vliv na dlouhodobou stabilitu nanocastic ma teplota skladovani. Polyesterové

nanocastice uchovavané 350 dni pfi 4 °C vykazovaly pouze malé zmény v molarni
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hmotnosti polymeru i velikosti nanocastic. Pii 25 °C byly detekovany zmény v molarni
hmotnosti polymeru jiz po 4 mésicich, pti 37 °C byla degradace polyesterti rychla. Pro
zachovani pozadovanych vlastnosti je doporuceno skladovat nanoc¢astic tvofené derivaty
PLGA pii 4 °C." Pfitomnost aniontovych povrchové aktivnich latek v disperzi zptisobuje
rychlejsi degradaci PLA nanocastic. V kyselém prostiedi dochézi k nahodnému stépeni
polymerniho fetézce uvnitf ndhodného klubka, coz vede ktvorbé nerozpustnych
oligomeri a nizké produkci volnych karboxylovych skupin. Naopak v zdsaditém
prostiedi prevlada ndhodné §té€peni esterové vazby na konci polymernich fetézct a tvorbé
rozpustnych derivati.*°

Pti studiu stability polymernich nanocastic je dulezité analyzovat nejen velikost Castic
a molarni hmotnost polymeru, ale také eventudlni tnik 1é¢iva z nosi¢e béhem skladovani.
Dulezitou roli v tom hraje chemickd stabilita 1é¢iv inkorporovanych v nanocasticich.
Pokud Ié¢ivo ve vodném prostiedi degraduje, doba kontaktu nanocastic s vodou ovlivni
mnozstvi 1é¢iva inkorporovaného v nanoéasticich. Rada cytotoxickych 1é&iv je citliva na
svétlo. Inkorporaci do nanocastic je eliminovana svétlem indukovana degradace.’!
Béhem enkapsulace hydrofobniho 1é¢iva dochézi ve vodné fazi k jeho precipitaci a tvorbé
nanokrystalli, které jsou mohou byt chybné interpretovany jako nanocastice. Pii

skladovani mtize dojit k ristu nanokrystalt.??
7.3 Lyofilizace nanocastic

NejcCastéji pouzivand metoda, kterd umoziuje prevést nanosuspenzi do pevného
skupenstvi, je lyofilizace. * Lyofilizace neboli sueni mrazem je proces relativné pomaly,
energeticky a ekonomicky naro¢ny, ale Siroce pouZzivany pro suseni, formulaci tuhych
¢astic, stabilizaci riznych farmaceutickych produkti jako vakcin, proteini, peptidd,
koloidnich nosict, lipozomt, nano€astic, nanoemulzi. Lyofilizace spo¢iva v odstranéni
vody ze zmrzlého materidlu sublimaci s naslednou desorpci vody v podminkéch vakua.
Tento proces generuje béhem jednotlivych kroka fadu stresovych faktorti. Proto se

k nanosuspenzi ptidavaji latky, které je pred témito faktory chrani.?*
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Mezi zékladni pozadavky na lyofilizaty patii: *°

e rychlé rekonstituce (redispergace)
e zachovani fyzikalné-chemickych vlastnosti
e obsah zbytkové vlhkost niz8i nez 2 %

e dlouhodoba stabilita lyofilizovaného produktu

7.3.1 Proces lyofilizace

Proces lyofilizace probihd ve tfech fazich: zmrazeni, primarni suseni a sekundarni
suseni.?6 V prvni fazi se vlhky materidl zmrazi pod teplotu, pti které nemiize existovat
v kapalném skupenstvi. Pfi tuhnuti vody muze dojit k mikroskopickému poskozeni
materidlu. Proto je nutné tuto fazi provadét velmi opatrné. Obvykle se material zmrazi na
teplotu mezi -20 °C a -50 °C. Béhem zmrazeni se formuluji krystaly ledu a zvySuje se
koncentrace suspenze. Rostouci viskozita suspenze zpusobi inhibici dalsi krystalizace.
Malé procento vody ziistava ve visk6zni kapaling v nezmrzlé formé jako vazana voda.*
V momentu krystalizace ledu dochazi k mechanickému stresu, ktery vede k destabilizaci
nanocastic. Dulezitd je rychlost mrazeni. Obecné pomalé mrazeni vytvaii velké
nejednotné ledoveé krystaly, zatimco rychlé mrazeni tvoii malé ledové krystaly, které tvori
rozsahlou ledovou plochu.

V priibéhu druhé faze lyofilizace, priméarniho suSeni, je udrZzovan v lyofilizatoru tlak
niZsi, neZ je tlak vodni pary v trojném bodu (610,5 Pa). Vedenim nebo zatfenim, proudéni
se prakticky neuplatiiuje, je dodano tolik tepla, aby led mohl zagit sublimovat. Takto se
z materidlu odstrani asi 95 % vody. Pti sublimaci nesmi dojit k naruSeni suSené¢ho
materialu. Teplota béhem primarniho suSeni musi byt pod teplotou kolapsu (7¢) vzorku.
Priméarni sublimace je nejdelsi faze v procesu lyofilizace. Urceni konce primarniho suSeni
je zasadni pro pochopeni celého procesu susenti a pro kvalitu vysledného produktu. *’
Sekundarni suSeni zahrnuje odstranéni vdzané vody, které se drzi na povrchu pevnych
latek diky adsorpci. Jedna se o vodu, kterd se neodd¢lila jako led béhem zmrazeni
a nesublimovala. Teplota v susici komofte se zvysi, nékdy az nad 0 °C, coz narusi vazby
mezi vodou a pevnym materidlem. Tlak se obvykle jesté vice snizi, az na zlomky Pascalu.
Délku sekundéarniho suSeni urcuje pozadavek na zbytkovy obsah vlhkosti produktu. Po
sekundarnim suSeni v materialu ziistava okolo 1 az 4 % vody. Vysoky obsah zbytkové
vlhkosti by mohl zplsobit krystalizaci kryoprotektanti béhem skladovani, a tim

destabilizaci nano¢astice.**
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7.3.2 Funkce kryoprotektantii a lyoprotektantii

Lyofilizace mize vyvolat mnoho stresovych faktorti negativné ovliviujicich stabilitu
nanocastic. Behem zmrazeni dochazi v lyofilizovaném materialu k fazové separaci na led
a koncentrovany roztok. Koncertovand faze se skladd z nanocastic a dalSich slozek
ptipravku jako jsou povrchové aktivni latky, pufry a neenkapsulované 1écivo. Tato
vysokd koncentrace ¢asticového systému muiize vyvolat agregaci a v nékterych ptipadech
nevratnou fuzi nanocastic. Krystalizace ledu mtize mechanicky plsobit na nanocastice
a vést k jejich destrukci.

Z téchto diivodl se k suspenzi nanocastic pred zacatkem lyofilizace ptidavaji pomocné
latky, které chrani produkt v prubéhu fdze mrazeni (kryoprotektanty) nebo v pritbéhu
suSeni (lyoprotektanty). Tyto latky zvySuji stabilitu nanocastic, brani agregaci a usnadiiuji
rekonstituci lyofilizatu. Kryoprotektanty chrani produkt pted mechanickym plisobenim
ledovych krystali. V pribéhu lyofilizace je sublimaci odstranéna voda ve form¢ ledu,
nezmrzla voda ziistava adsorbovand na pevné fazi a mize destabilizovat nechranéné
nanocastice. Tomu mohou zabranit pomocné latky slouzici jako lyoprotektanty.
Predpoklada se Ze, mechanismus jejich uc¢inku spociva v tvorbé vodikovych vazeb mezi
lyoprotektantem a polarni skupinou na povrchu nanocéstic. Krystalizace lyoprotektantu

t.2* Lyoprotektanty nemusi ¢inné stabilizovat

muze tvorbu vodikovych vazeb omezi
nanocastice béhem zmrazeni, stejné tak kryoprotektanty nemusi stabilizovat nanocastice
béhem suSeni. V pfipadé, Ze stabilizator neplni zaroveil funkci lyoprotektantu

a kryoprotektantu, je nutné pii lyofilizaci pouzit dva stabilizatory.?

Ve funkci kryoprotektiv a lyoprotektiv se vyuZzivaji tyto pomocné latky:

e sacharidy

e glycin: ucinny kryoprotektant, ale nevykazuje lyoprotektivni u¢inky, vyuziva
se pfedevsim v kombinaci se sacharidy

e polymery: polyvinylpyrrolidon, albuminu z hovéziho séra (BSA)

e glycerol

e tenzidy: PEG, PEI, polyethylenglycollaurylether, polysorbat 80

e soli: KCl, NaCl, MgS0O4, Na;SO4, CH;COONa
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Jedny z nejucinnéjSich stabilizatort, které vétSinou plni funkci kryoprotektiva
1 lyoprotektiva, jsou obecné sacharidy: glukosa, trehalosa, sacharosa, maltosa, laktosa,
mannitol, inositol, hydroxypropyl-P-cyklodextrin, polyethylenglykol. Pouzivaji se jak
samostatné, tak v kombinaci, napt. komplex glukosa/mannitol, glukosa/PEG.?® Trehalosa
ma ve srovnanim s ostatnimi cukry fadu vyhod jako je mensi hydroskopicnost,
flexibilnéjsi tvorba vodikovych vazeb s nanoc¢ésticemi beéhem lyofilizace, nizkd chemicka
reaktivita, vys$§i teplota skelného piechodu (Tg).%

Sacharidy maji vyznamny vliv i na stabilitu lyofilizovanych nanocastic b&éhem
dlouhodobého skladovéani. Jejich stabiliza¢ni Gcinek zavisi pfedev§im na jejich
koncentraci.’® Se zvySujici se koncentraci sachariddi stabilita nanocastic roste’!, ale
mohou mit i destabiliza¢ni vliv. Pti vyS$i koncentraci mohou ztratit G€innost vlivem
vysrazeni nebo krystalizace pfi zmrazeni.*?

Mechanismu stabilizace nanocastic kryoprotektanty béhem kroku zmrazeni muze byt
vysvétlen hypotézou o izolaci ¢astic. Cukry izoluji jednotlivé ¢astice v nezmrzlé frakei,
¢imz zabrani agregaci béhem zmrazovani.>* Uginnost nékterych kryoprotenktantl je
zavisla na zplisobu zmrazeni. Nebyly zjiStény vyznamné rozdily ve velikosti PCL
nanocastic pripravenych s kryoprotektivem a bez kryoprotektiva pii rychlém zmrazeni.
PCL nanocastice mohou byt lyofilizovany bez kryoprotektantu jen pokud je stabilizator,
v této studii PVA v koncentraci 5 %, pouZit v dostate¢né koncentraci. Pokud se PVA
nepouzije, ptidavek kryoprotektantu je nezbytny. Typ pouZzitého kryoprotektantu mél
prakticky zanedbatelné ucinky na velikost a rehydrataci lyofilizovanych nano¢astic.>*
Pro stabilizaci nanoc¢éstic s monensinem byl pouzit mannitol v koncentraci 2,4 %. Pti
rychlém zmrazeni nanosuspenze byla zjiSt€éna mensi zména velikosti nanocastic po
lyofilizaci (26,1 %) nez pii pomalém zmrazovéani (57,3 %). Pokud je k suspenzi
nanocastic pridana trehalosa, riizny zpiisob zmrazeni nema na velikost nanocastic vliv.
Rozdil v uc¢inku téchto kryoprotektanti na zménu velikosti nanoc¢astic po lyofilizaci mize
byt vysvétlen schopnosti mannitolu pfi pomalém zmrazeni krystalizovat. Naopak rychlé
zmrazeni mize produkovat vice amorfniho mannitolu, ktery je schopen nanocastice 1épe
chrénit.

Nanoprecipitacni metodu byly pfipraveny PLGA nanocastice s inkorporovanym
resveratrolem a quercetinem. Byly testovany Ctyii kryoprotektanty: mannitol, trehalosa,
laktosa a sacharosa v koncentracich 1 %, 3 %, 5 %, 7 %, 10 %. Vysledné lyofilizaty byly
redispergovany piidanim 10 ml destilované vody.'"> Byly hodnoceny tcinky péti

kryoprotektantd na stabilitu PLGA nanocastic s inkorporovanym inzulinem. PouZité
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kryoprotektanty byly trehalosa, sacharosa, fruktosa, glukosa a sorbitol v koncentraci
10 %.'° Chitosanové nano¢astice byly pfipraveny iontovou gelaci pomoci tripolyfosfatu
jako zesit'ujiciho ¢inidla. K pfipravené nanosuspenzi byla piidana kyselina hyaluronova
a alginat sodny. Jako kryoprotektanty byly pouzity glukosa, sacharosa, trehalosa,
mannitol, PEG 2000 a PEG 10 000 v koncentracich 5 %, 10 %, 20 % a 50 %. Lyofilizat
byl redispergovan deionizovanou vodou.!”

Lecitino-chitosanové nanocastice s melatoninem byly pted lyofilizaci stabilizovany
trehalosou nebo glukosou v koncentracich 1 %, 2,5 %, 5 % a 10 %. Na redispergaci
lyofilizdtu byla pouzita deionizovand voda. Nebyly zjiStény vyznamné rozdily ve
velikosti ¢astic, polydisperzité, zeta potencialu nebo obsahu melatoninu pied lyofilizaci,
bezprostiedné po lyofilizaénim procesu a po 7 mésicich skladovani pti 4 ° C.¢

Tab. 1 ukazuje nékteré ptiklady uspeSného pouziti kombinace polymerniho nosice,

stabilizatoru a kryoprotektantu pti formulaci nanocastic a jejich stabilizaci lyofilizaci.

Tab. 1: Vliv stabilizatora na zménu velikosti nano&astic *

gg‘?[t(:'g?'y NP Polymer Stabilizator Kryo/lyoprotektant | S,/S;
nanoprecipitace PCL poloxamer glukosa/sacharosa 1,2
10%
nanoprecipitace  PCL, PLGA poloxamer glukosa/sacharosa 1,5
20%
vysolovani PLA, PLA/PEO PVA trehalosa 1
pomér Tr:NP
1:1;2,5:1
dvojitd emulzni MPEO/PLA PVA Sacharosa 1
0,5-8%
mikroemulzni emulgujici cetrimonium laktosa/sacharosa 1
cetostearylalkohol ~ bromid 1-5%
emulzné PCL/dextran cholat sodny (0,1%)  glukosa 5% 1
evaporacni poloxamer (1%)
PVA (1%)
polymerace poly(methyliden dextran 1% dextran 1% 1,07
malonat)
taveni trikaprin polysorbat 80 sacharosa 5% 1,45
vajeény
fosfatidylcholin
S2/S1 pomér velikosti NP po a pied lyofilizaci
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7.4 Hodnoceni lyofilizovanych nanoc¢astic

Kritickd analyza kvality lyofilizdtu obecné zahrnuje makroskopické a mikroskopické
hodnoceni, hodnoceni objemu, hodnoceni doby redispergace, termickou analyzu
lyofilizatu, méteni velikosti redispergovanych nanocéstic a stanoveni polydisperzity,

stanoveni zeta potencialu a mnozstvi 1éCivé latky v nanocésticich (loading capacity LC).

7.4.1 Mikroskopické hodnoceni
Pro mikroskopické hodnoceni nanocéstic se pouziva nékolik technik s moznosti rizné

vysokého rozlisen:

e transmisni elektronova mikroskopie (TEM)

e kryo-transmisni elektronova mikroskopie (kryo-TEM)
e mikroskopie atomdarnich sil (AFM)

e rastrovaci (skenovaci) elektronova mikroskopie (SEM)

e enviromentalni rastrovaci elektronova mikroskopie (ESEM)

Elektronové mikroskopy umoziiuji ptimy zptisob pozorovani mikrostruktury nanocastic.
Ukazuji zachovavani integrity nanocastic nebo rizné zmény v morfologii nanocastic.
Jednou z hlavnich charakteristik mikroskopl je mezni rozliSovaci schopnost, jez je
umérna vinové délce pouZzitého zareni. Elektronové zafeni s podstatné krat§i vlnovou
délkou (~0,01-0,001 nm), nez ma viditelné svétlo (400-700 nm), umozituje dosdhnout
mnohem vysS§iho rozliSeni. Typicka velikost objektii, které 1ze pomoci elektronovych

mikroskopti sledovat je zndzornéna na Obr. 2.3

Obr. 2: Typickd velikost objektd, které lze pozorovat elektronovym mikroskopem

a srovnani s rozsahem svételného mikroskopu 3’
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Elektronové mikroskopy se daji zjednodusené rozdélit do dvou kategorii, pro které se
vzilo oznaceni fadkovaci elektronové mikroskopy neboli SEM (scanning electron
microscope) atransmisni elektronové mikroskopy, oznacované zkratkou TEM
(transmission electron microscope). TEM se vyuzivaji pro zobrazeni a analyzu povrchli
témet libovolné velkych vzorkd, je-li dostatecné velkd vakuova komora pro jejich
umisténi. Nachazeji vyuziti pfi pozorovani a analyze vnitini struktury vzorku a pro
zobrazeni jednotlivych atomi. *® Nutnou podminkou pro pouziti TEM je, Ze vzorek musi
byt dostatecné tenky (10-500 nm), aby jim svazek elektronti prosel. Zjednodusené Ize fici,
ziskanych snimk.

SEM byla pouZita k pozorovani mikrostruktury lyofilizovaného PVP a sacharosy.
Obr. 3A ukazuje otvory ve struktufe sacharosy, vytvorené v pribéhu lyofilizace, které
indukovaly kolaps suseného produktu, zatimco PVP vytvofil pii suseni intaktni plochy,

které stabilizovaly strukturu lyofilizatu (Obr. 3B).%*

Obr. 3: Makrostruktura a mikrostruktura lyofilizatu: kolaps pfi stabilizaci sacharosou (A),
) 24

strukturovany lyofilizat pfi stabilizaci PVP (B
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PLGA nanocastice s inzulinem byly vizualizovany bezprostfedné po pfipravé a po
lyofilizaci bez kryoprotektiv a po lyofilizaci pomoci kryoprotektantti. SEM snimky jsou

uvedeny na Obr. 4.6

Obr. 4: SEM snimky PLGA nanog&astic s inzulinem po lyofilizaci s kryoprotektantem:'®
10% trehalosy (A); 10% sachaosy (B); 10% glukosy (C); 10% fruktosy (D); 10% sorbitolu (E)

ESEM nabizi moznost ménit hydrataci vzorku postupnym snizovanim tlaku a teploty
v komote. Tato technika méa navic schopnost zobrazovat hydratované systémy bez
pfedchozi upravy vzorku. ESEM je povaZovéana za techniku vhodnou pro pozorovani
lyofilizovanych nanocastic v hydratované form&. Vyhodou ESEM oproti SEM je
moznost pozorovani koloidnich c¢astic s minimalni chybou, hydratovanych vzorka
v jejich nativnim stavu bez nutnosti slozité ptipravy vzorku k méteni. Metodou ESEM
byly pozorovany c¢isténé redispergované lyofilizaty nanotobolek stabilizované
cyklodextrinem.?*

TEM umoZiiuje pozorovani lyofilizovanych nanocéstic po zfedéni vzorku. Metoda byla
pouzita k charakterizaci lyofilizovanych nanotobolek tvofenych PCL s inkorporovanym

itrakonazolem, stabilizovanych PVP ve funkci kryoprotektantu. Polymerni PCL vrstva
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kolem hydrofobniho jadra tobolky byla neporusena. Amorfni PVP film byl dobfe patrny
na vnéjsim povrchu nanoéastic. 3

AFM byla pouzita pro charakterizaci kationicky modifikovanych kiemicitych nanoc¢astic
lyofilizovanych s 5 % trehalosy ve funkci kryoprotektiva. Z AFM obrazku bylo zjisténo,
ze trehalosa tvofila matrici, ve které byly nanocéstice interdispergovany. Hodnoceni

¢inidla vétsi nez 5%.3?

7.4.2 Termickd analyza

Lyofilizat musi byt uchovavan pii nizsi teploté, nez je teplota skelného piechodu
jednotlivych slozek, aby se zabranilo kolapsu nebo destabilizaci nanocastic v disledku
krystalizace lyoprotektantu. Teplota skelného pirechodu miize byt stanovena diferencni
skenovaci kalorimetrii (DSC).

Tato technika byla pouZita pro studium interakce mezi lyoprotektantem a nanocasticemi.
U tuhych lipidovych nanotobolek poukéazala na komplexaci mezi lecitinem tvoticim obal
nanotobolek a trehalosou.** Metodou DSC lze zjistit fyzikalni stavu lécivé latky
v nanocasticich. Byla provedena termickd analyza PLGA nanocastic s cisplatinou.
Na termogramu PLGA byla detegovana teplota skelného ptechodu pfi teploté 51 °C, ale
tento prechod nebyl pozorovan ve formulacich nanocastic s obsahem léciva. Pti 281 °C
byl zjistén exotermicky pik samotného 1é€iva. Nepfitomnost tohoto piku v nanocasticich

s cisplatinou naznacuje, Ze 1é¢ivo je molekularné dispergovano v amorfni formé.*!

7.4.3 Doba redispergace

Doba redispergace je dulezitym ukazatelem kvality lyofilizatu. Optimalné se
lyofilizovany produkt rehydratuje ihned po pfidani vody. Dlouha doba rekonstrukce mtlize
znacit jeho kolaps. K opétovné redisperagaci I1ze pouzit nékolik metod jako rucni tfepani,
michani, vifeni a sonifikaci ultrazvukem. Po redispergaci muze byt velikosti ¢astic
méiena fotonovou korelaéni spektroskopii nebo jinou vhodnou technikou. Vyjadiuje se
pomeér velikosti nanocastic po lyofilizaci a pted lyofilizaci, ktery by mél byt v idealnim
ptipadé roven jedné. Pokud nedojde ke zméné€ hodnoty indexu polydisperzity (PDI), byl

proces lyofilizace Gisp&sny.>*
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7.4.4 Zeta potencidl

Zmény povrchu nanocastic po lyofilizaci a interakce s kryoprotektivy lze detegovat
méfenim zeta potencidlu. U polykaprolaktonovych nanocastic s enkapsulovanym
itrakonazolem, stabilizovanych 10 % sacharosy ve funkci kryoprotektiva, byla zjisténa
zména zeta potencialu po lyofilizaci z -40,9 mV na -20,4 mV.*> Autofi to vysvétlili
maskovanim povrchu nanosfér v disledku tvorby vodikovych vazeb mezi OH skupinami
kryoprotektivniho ¢inidla a povrchu nanosfér. Po lyofilizaci se snizil negativni povrchovy
naboj, ktery poukazuje na preskupeni povrchové aktivnich latek (poloxamer) na povrchu

nanosfér, coz vedlo k mozné desorpci intrakonazolovych molekul.'®

7.5 Nanocastice s rifampicinem

V ramci experimentalni ¢asti predlozené diplomové prace byly pfipraveny nanocastice
tvofené PLGA riizné molarni hmotnosti a konstituce s inkorporovanym rifampicinem.
V priibéhu nanoprecipitaéni metody byl pouzit dimethylsulfoxid jako rozpoustédlo
polymerti a 1éCiva, poloxamer 407 a didodecyldimethylamonium bromid pro stérickou,
resp. elektrostatickou stabilizaci nanocastic. Tyto slozky jsou charakterizovany

v nasledujicich kapitolach.

7.5.1 Rifampicin

Obr.5: Strukturni vzorec rifampicinu 4

Registracni ¢islo CAS: 13292-46-1
Molarni hmotnost: 822,94 g/mol
Bod tani: 183 °C

Vazba na bilkoviny: 80%

Sumarni vzorec: CasHssN4O12

Rifampicin (Obr.5)* patii do skupiny ansamycinovych antibiotik. Je to polosynteticky
derivat, ktery byl uveden na trh jiz v roce 1952. Z chemického hlediska patii do skupiny
makrocyklickych laktamt. Pro rifampicin je typické oranZzovo-hnédé az ¢erveno-hnédé

zbarveni diky pfitomnosti konjugované¢ho systému dvojnych vazeb aromatické Casti
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molekuly. * Rifampicin m4 $iroké spektrum Gi¢inku, plisobi na grampozitivni i negativni
bakterie, chlamydie, anaeroby a rickettsie. Brani syntéze RNA inhibici DNA-dependentni
RNA polymerasy mykobakterii.*> Rifampicin vykazuje vysokou Wu¢innost proti
Mycobakterium tuberculosis, Mycobakterium kansasii, Mycobakterium marinum
a Mycobacterium leprae. Rifampicin je induktor izoenzymu CYP3A4, ovliviluje
metabolismus 1é¢iv, které jsou metabolizovany touto cestou.*® Eliminaéni polodas je
2,5 hodiny a je vylucovani ledvinami a stolici. Rifampicin se absorbuje do 2 hodin
s ptibliznou plazmatickou koncentraci 10 pg/ml po standartni jednorazové davee 600 mg.

Ptehled 1écivych piipravkl s rifampicinem uvadi Tab. 2.

Tab. 2: Légivé piipravky s rifampicinem 4’

NAZEV OBSAHLL |LEKOVA FORMA
Rifadin 150; 300 mg | tobolky
Rifadin IV 600 mg /10 ml | praSek pro ptipravu infuze

150; 300 mg | tobolky

Rifampin
600 mg /10 ml | prasek pro pfipravu infuze
Benemicin 150; 300 mg | tobolky
Eremflat® 300; 600 mg | prasek pro piipravu infuze
IsonaRif
1k
rifampicin/isoniazid 300/150 mg | 000K
Rifamate
tobolk
rifampicin/isoniazid 300/150 mg obolky
Rifat
ratet tablety

rifampicin/isoniazid/pyrazinamid | 120/50/300 mg

D Registrovany 1é&ivy piipravek v CR ) ,
2 Specificky 1é¢ebny program povoleny MZ CR na zakladé SUKL
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Rifampicin je amfoterni slouc¢enina s pKal 1,7 (4-hydroxylova skupina) a pKa2 7,9 (3-
piperazinovy dusik). Je hydrofilni (Log P 3,179) s nizkou rozpustnosti a vysokou
permeabilitou.*® Chemicka stabilita rifampicinu a jeho rozpustnost je zavisla na pH, coz
prispiva k jeho nizké biologické dostupnosti a $patnym terapeutickym vysledktim.*
Rifampicin existuje ve vodnych roztocich jako zwitterion s isoelektrickym bodem 4,8.
Pti zasaditych hodnotach pH se zwitteriontové Cinidlo chova primarné jako kyselina,
zatimco pii kyselych hodnotach pH se chova jako baze. Rozpustnost rifampicinu pii
37 °C v rtiznych pufrovanych médiich o rizném pH uvadi Tab. 3

Je znamo, Ze rifampicin tvoii v rozpusténém stavu fadu degradacnich produkti. Mezi
dva hlavni produkty rozkladu fadime: 3-fyromylrifamicyn SV (RSV) a rifampicin chinon
(RQU) vytvorené hydrolyzou a oxidaci. RSV je nerozpustny a ma Spatnou absorpci.
Vykazuje vysokou antimikrobidlni aktivitu in vitro, bohuzel tuto aktivitu nevykazuje in
vivo. RQU, ktery se tvofi v alkalickém prostiedi za pfitomnosti kysliku, je neaktivni, ale
jeho volné hydroxylové skupiny jsou nezbytné pro vazbu l1é¢iva na bakterie. Tieti produkt
rozkladu 25-desacelytrifampicin (DAR) se tvofi v alkalickém prostfedi bez pfitomnosti

kysliku a je acetylovan na produkty se zanedbatelnou antimikrobni aktivitu. 3!

Tab. 3: Literarni data rozpustnosti rifampicinu pti 37 °C !

pH Médium Rozpustnost (mg/ml)
1,0 HCI, NacCl, H,O 127,21
1,5 HCI, kyselina citronova, NaOH 42,68
20 ’ NaCl, H.O ’ ’ 19,21
2,5 ’ 3,19
3:3 NaCl, Na,HPO4, H,O 8:2:
;Z: roztok HCI 11215,;1504
3,0 1,15
4,0 citratovy pufr 0,99
4,5 1,25
5,2 1,53
6,0 1,65
6,8 fostatovy pufr 2,54
7,4 3,35
8,0 5,44
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7.5.2 PLGA

Pro pfipravu nanocastic s rifampicinem nanoprecipitani metodou byly pouzity
polyestery kyseliny mlécné a glykolové sriznou konstituci polymerniho fetézce,
pomérem monomerd a molarni hmotnosti (Tab. 4). Jedna se o biodegradovatelné,
biokompatibilni homopolymery nebo kopolymery odvozené od a-hydroxykyselin,
kyseliny mlécné (LA) a glykolové (GA). Maji Siroké vyuziti nejen v chirurgii, ortopedii,
tkanovém inZenyrstvi a pii formulaci 1éCivych pripravkld, ale také pii vyrobé
biodegradabilnich pfedmétt s ekologickym akcentem.

Linearni polyestery sniz§i molarni hmotnosti a vétvené polyestery estery byly
syntetizovany stupiiovou kopolymeraci ze smési kyseliny glykolové a kyseliny DL-
mlécné v poméru 50:50 nebo 70:30, popt. doplnéné tripentaerythritolem (T) ve funkci
vétviciho monomeru.>? Oznageni 3T znamend, Ze v reakéni smési byla koncentrace
tripentaerythritolu 3 %. Polyester 3T ma koncové esterové skupiny, coz se projevi vyssi
hydrofobicitou a odolnosti vic¢i hydrolytické degradaci oproti vétvenym polyesterim
stejné molarni hmotnosti s koncovymi karboxyly. Ve srovnani s linedrnimi polyestery
s vysokou molarni hmotnosti maji tyto struktury lepsi zpracovatelnost diky nizsi viskozité
v tavening ¢&i v roztoku.”> Kontinualni prib&h degradace mechanismem hydrolyzy
esterovych vazeb vyznamné ovlivituje kinetiku uvolilovani inkorporovanych 1éCivych
latek. Dulezitym charakteristikami je pomér LA a GA, molarni hmotnost (Mw, My),
stupen vétveni, krystalinita a teplota skelného prechodu (Tab. 4).

Resomer® je obchodni nazev pro PLGA polymery firmy Evonik. Rada RG je platforma
biologicky vstiebatelnych pomocnych latek na bazi PLGA pro fizené uvoliovani 1éCiv,
s vlastnostmi vhodnymi pro parenterdlni aplikaci. Jednd se o amorfni polymery
s koncovymi esterovymi nebo karboxylovymi skupinami. Standardni molarni poméry LA
a GA zahrnuji 50:50, 65:35, 75:25 a 85:15. Doba degradace je 18 mé&sich a vice. Vnitini
viskozita se mize pohybovat od 0,09 do 1,7 mL/g a molarni hmotnost mezi 7 000
a 240 000 g/mol. Vlastnosti polymeru v¢etné krystalinity 1ze snadno modifikovat tak, aby

odpovidaly specifickym pozadavkiim na sloZeni a profil uvoliiovani.>
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Tab. 4: Charakteristiky polyesterii pouZzitych pro piipravu nanocastic s rifampicinem

Oznaceni M, (g/mol) M,, (g/mol) [7]w (mL/g) | g’ (Mw) | Tg (°C)
3T 5300 17 400 7,7 0,43 27,6
PLGA 70:30 2 500 3300 6,5 1,0 25,7
PLGA 50:50 5400 7500 12,2 1,0 38,4
Resomer® .

RG 503 55 - 24 000 - 38 000 0,32-0,44 1,0 42-46

M, (g/mol)  Ciselné stfedni molarni hmotnost

M, (g/mol)  hmotnostni priimér vnitini viskozity a vétvici pomér g”

[7]w(mL/g)  vnitini viskozita

g'(My) vétvici pomér dany vnitini viskozitou vétveného a linedrniho polymeru
shodné moléarni hmotnosti

Ty (°C) teplota skelné¢ho prechodu

*

viskozita 0,1 % roztoku v chloroformu (Ubbelohdeho viskozimetr)

7.5.3 Dimethylsulfoxid

Dimethylsulfoxid (DMSO) je nepolarni protické rozpoustédlo. Je monografovan v CL
(Dimethylis sulfoxidum, synonymum. Dimethylsulfoxidum). Jedna se o bezbarvou
kapalinu nebo bezbarvé krystaly. DMSO je hygroskopicky, misitelny s vodou, s lihem

96% a s etherem.

Obr. 6: Dimethylsulfoxid >

Bod varu: 189 °C
(I:I) Hustota: 1,1 g/cm?
_ S - Vzorec: C2HsOS
H3C CHs; Bod tani: 19 °C
Molarni hmotnost: 78,13 g/mol
Identifikator [IUPAC: Dimethyl sulfoxide
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DMSO zvySuje penetraci a permeaci hydrofilnich i lipofilnich 1é¢ivych latek do kuze.
V praxi se pouziva napt. roztok diklofenaku sodného k topické aplikaci, schvaleny v USA
k 1€¢b¢ osteoartrozy, nebo idoxuridinovy roztok schvaleny v Evropé pro 1é€bu Herpes
zoster. V literatufe je popsdn mechanismus pisobeni DMSO jako urychlovace
transdermalni penetrace a prezentovany studie G¢innosti a bezpeénosti.>’>%>

DMSO je pouzivan pfi ptipravé polymernich nanocastic jako organicka faze, ve které se
rozpusti polymer a l1éciva latka. V literatufe je popsana celd fada studii, ve kterych byl
DMSO pouzit. Byl studovan vliv pouzitého rozpoustédla na fyzikdlné chemické
vlastnosti PLGA nanocéstic s norfloxacinem. Pouzité rozpoustédlo ma vliv zejména na

velikost nanocéastic a obsah 1é¢iva. Velikost PLGA nanocéstic pfipravenych

z dimethylacetamidu, dimethylformamidu a dimethylsulfoxidu byla mensi nez pii pouZiti

cvwr

a acetonu (7,73 % resp. 8,4 %).%°

Pevné lipidové nanocastice (SLN) s doxorubicinem byly pfipraveny emulzni metodou za
evaporace rozpoustédla. Jako lipidové jadro byl pouZit glycerylkaprat a jako obal curdlan,
ve vod¢ nerozpustny linedrni beta-1,3-glukan, vysokomolekuldrni polymer glukosy.
DMSO byl pouzit k rozpusténi lipida a 1é¢iva. Byl studovan vliv formulaénich faktorti na

charakteristiky SLN s cilem sniZit velikost nano¢astic a zvysit enkapsula¢ni u¢innost.®!

7.5.4 Poloxamer 407

Obr. 7: Chemicka struktura poloxameru

CHs
0O O
H 0 OH
X y ¥4

Poloxamery jsou syntetické neiontové blokové kopolymery ethylenoxidu
a propylenoxidu obecného vzorce HO(C2H40)x (C3HeO)y (C2H40). H (Obr. 7, Tab. 5).

Jsou monografovany v CL (Poloxamera, Poloxamery).®?
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Tab. 5: Typy poloxamert ©2

Typ |Oxyethy-| Oxypro- | Obsah Pramérnd
poloxa- | lenové | pylenové | oxyethy- relativni
meru |jednotky| jednotky lenu molekulovi

a b (%) hmotnost

124 1015 18-23 |44 8-48.6| 2090-2360

188 75-85 25-30 |[79,9-83,7| 7680-9510

237 6068 3540 |70,5-74,3| 6840-8830

338 | 137-146| 42-47 |B1.4-84.9|12 700-17 400

407 95-105 | 5460 |71,5-749| 9840-14 600

Polyoxyethylenovy segment je hydrofilni, zatimco polyoxypropylenovy segment
hydrofobni. Fyzikdlni a povrchové aktivni vlastnosti poloxamerii se 1iSi v Sirokém
rozmezi a komeréné dostupna je celd fada riznych typl. Poloxamery obsahuji méné nez
0,5 % vody a jsou hygroskopické pouze pii relativni vlhkosti vyssi nez 80 %. Hodnota
pH 10% (w/v) vodného roztoku je 5,0 az 7,0. Mohou obsahovat vhodnou antioxida¢ni
piisadu.

Poloxamery se pouzivaji jako emulgatory v intravendznich emulzich, solubilizaéni
a stabiliza¢ni Cinidla napft. pro udrZeni transparentnosti tinktur a sirupti, jako smacedla,
zaklady termoreverzibilnich gell, zaklady masti, ¢ipkd, pii vyrobé tablet jako pojiva
a materialy pro potahovani tablet.

Pluronic® je registrovana ochranna znamka spole¢nosti BASF pro poloxamery. My je
12 600 g/mol. Pluronic® F-127 tvoii gely nad 10 ° C pfi pouziti v koncentracich 18-50 %.
Po ochlazeni pod 10 °C se opét zkapalni. Gely zlstavaji stabilni i béhem sterilizace
v autoklavu.
Metodou taveni byly pfipraveny pevné disperze tvofené poloxamerem 188
s inkorporovanym antihypertenzivem karvedilolem s cilem zvySit jeho rozpustnost
a biologickou dostupnost po peroralni aplikaci. Poloxamer 188 byl roztaven pii 60 ° C,
bylo piidano lécCivo, disperze byla ochlazena na laboratorni teplotu a poté rozemleta
a piesata pies sito 425 pm.%

Byly pfipraveny nanocastice s kurkuminem, ve kterych byl pouzit chitosan a poloxamer
407 jako nosice pro targeting kurkuminu do rakovinnych buné&k.®* Pluronic® F-127 byl
pouZzit pro vyvoj in situ gelového systému pro fizené uvoliiovani a zlepSenou ucinnost
protinddorového 1é¢iva paklitaxel, ktery je v termoreverzibilnim gelu inkorporovan ve

formé& lipozomi.®> Nanoé¢astice oxidu Zeleza a molekuly hydrofobniho lé¢iva byly
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inkorporovany do termoreverzibilni matrice slozené z poloxameru 407 a PVA za pouziti
miniemulzniho procesu. Pfidani PVA vyznamné ptispélo ke stabilité termoreverzibilni
nano-nosici PVA-F127 a snizilo unik lé¢iva, protoze poskytuje vodikové vazby pro
reakci se segmenty PEO v obalu castice. Na Obr. 8 je zndzornéna struktura takto
stabilizovanych nano&astic.®

Pluronic® F-127 byl pouzit v predlozené diplomové praci pro stérickou stabilizaci

nanocastic s rifampicinem.

Obr. 8: Schéma struktury nanotobolky oxidu Zeleza stabilizované poloxamerem 407

(b)

® PEG chains
® Avoid phagocyte uptake
@ Steric stabilization

Pluronic F127 +—
Organic hydrophilic shell

PVA+F127

Qil drug diffusion barrier
Hydrogen bonding shell
Temperature sensitive
Biocompatible

Rapidly response by stimuli

Fe;04nanoparticles

L IR

Ethosuximide

7.5.5 Didodecyldimethylammonium bromide
Didodecyldimethylamonium bromid (DDAB) je kationtova povrchové aktivni latka se

dvéma fetézci (Obr. 9).%7

Obr. 9: Didodecyldimethylammonium bromid ¢’

C|3H2(CH2)1OCH3
H3C—|T|+—CH3 Br_
CHy(CHz)10CH3

Byly ptipraveny fluorescencné¢ znacené PLGA nanocastice, stabilizované DDAB,
modifikované pomoci dvou hydrofilnich polymert, PVA a PEG s cilem zvysit vstup NP

do epitelidlnich bun&k GIT a sniZit cytotoxicitu inkorporovanych 1é¢iv.%®
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DDAB je pouzivan pro efektivni targeting 1¢¢iv do sav€ich bunck. Byl zjisténo, ze DDAB
je silnym induktorem bunécné smrti v Siroké Skale nadorovych bunéénych linii.

Na Obr. 10 je schematicky znazornéna stabilizace PLGA  nanocastic
didodecyldimethylamoniumbromidem a vstup nano¢astic do nadorovych bunék.*

V ptedlozené praci byl DDAB pouzit pro elektrostatickou stabilizaci PLGA nanocastic

s rifampicinem.

Obr. 10: Schematické znazornéni vstupu PLGA nanocastice stabilizovanych

didodecyldimethylamoniumbromidem (DMAB) do bungk

Cytotoxicity Cellular Uptake
0°0 Qo
%0 0 &0
o
o o/ g»

<
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8 EXPERIMENTALNI CAST

8.1 Pristroje

Analytické digitalni vahy, Kern Abs, max. 220 g, d= 0,1 mg
Biologicky termostat BT 50, Labo MS

Centrifuga Fisher Scientific Micro Z

Digitalni vahy, Kern 440 — 53, max. 6000 g, d=1g
Horkovzdu$na su$arna, Memmert

Lyofilizator Freeze-Dryer Beta 1-8 LSCPlus, Martin Christ Gefriertrocknungsanlag
Magnetickd michacka, IKA — WERKERT, 100 — 1000 ot/min
Mraznicka Vestfrost BSFS 290

pH meter Hanna Instruments HI221

Spektrofotometr Specord 205, Analytic Jena

Ttepaci vodni lazen Julabo SW, ILABO

Ultrazvuk Sonorex super 10 P, Bandelin

Zetasizer ZS 90 Malvern Instruments

8.2 Pomiicky

Automaticka pipeta, Merck

Dialyza¢ni membréana 23 mm, MWCO 6 000 — 8 000, Fisher Scientific

Kapilarni kyveta DTS 1060, Malvern

Kyveta UV High Precision Cell 6030 Hellmy Analytics

Membranovy filtr PP stiikackovy velikost port 0,45 mm, VWR International s.r.o.
Pipety s nastavitelnym objemem Research, Eppendorf

Sklenéna kyveta, Hellma Analytics
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8.3 Chemické slouceniny

Acetonitril, Sigma-Aldrich

Cisténa voda, Farmaceuticka fakulta Hradec Kralové

Didodecyldimethylamonium bromid, Sigma-Aldrich

Dimethylsulfoxid, Penta

PBS pH 7.4 tablety, Merck

Hydrogenfosfore¢nan disodny dihydrat, Dr. Kulich Pharma s.r.o

Kyselina citronova monohydrat, Dr. Kulich Pharma s.r.o. HK

Poloxamer 407 (Pluronic® F-127), Merck

Poly(D,L-laktid-co-glycolid) 50:50, Farmaceuticka fakulta Hradec Kralové
Poly(D,L-laktid-co-glycolid) 70:30, Farmaceuticka fakulta Hradec Kralové
Poly(D,L-laktid-co-glycolid) vétveny na tripentaerythritolu, Farmaceuticka fakulta
Hradec Kralové

Resomer® RG 503, Poly(D,L-lactide-co-glycolide) lactide:glycolide 50:50, ester
terminated, My, 24 000-38 000, Merck

Rifampicin, Sigma-Aldrich

34



8.4 Priprava nanocastic

Nanocéstice byly pfipravené nanoprecipitacni metodou. Polymerni nosi¢ a 1é¢ivo byly

rozpustény v DMSO (vnitini faze). Byl pfipraven pufr nebo roztok tenzidu (vné&jsi faze).

Vnitini faze byla pfidana do faze vnéjsi, doslo k precipitaci, a tim vzniku nanosuspenze.

8.4.1 Priprava vnitini faze

Vnitini faze byla tvofena roztokem polymeru a rifampicinu v DMSO. Polymery pouzité
k tvorbé nanocéstic a jejich charakteristiky uvadi Tab. 4. RozpusSténim polymeru
v DMSO pfi teploté 50 °C a michdni na elektromagnetick¢é michacce byly pfipraveny
10% zéasobni roztoky. V Case ptipravy byly nafedény DMSO na koncentraci 3 % nebo
5 %. V téchto roztocich byly rozpustény 2,0 mg rifampicinu.

8.4.2 Piiprava vnéjsi faze

Vnéjsi faze byla tvotfena pufrem, nebo vodnym roztokem tenzidu. Pouzitymi pufry byl
fostatovy pufr (PBS) pH 7,4 nebo fosfat citratovy pufr pH 5,0. PBS pH 7.4 byl ptipraven
rozpusténim jedné tablety pro ptipravu pufru ve 200 ml deionizované vody pii 25 °C.
Fosfat citratovy pufr pH 5,0 byl pfipraven smisenim 49 ml 0,1M roztoku monohydratu
kyseliny citrénové a 51 ml 0,2M roztoku hydrogenfosfore¢nanu disodného dihydratu.”
Ve funkci tenzidu byly pouzity poloxamer 407 - Pluronic® F-127, BASF (F127) nebo
didodecyldimethylamonium bromid (DDAB). Byl pfipraven 0,1% roztok DDAB a v Case
potieby popt. nafedén na koncentraci 0,01 %. Byl pfipraven 2% roztok F127 a v Case

potieby popf. nafedén na koncentrace 1 % a 0,5 %.

8.4.3 Nanoprecipitace

Na analytickych vahach byl navazen rifampicin v mnozstvi 2 mg a byl pfenesen do
kadinky na 10 ml. Nasledn¢ byl napipetovan 1 ml roztoku polymeru v DMSO o dané
koncentraci. Smés byla ponechdna v klidu po dobu 15 minut pfi laboratorni teploté.
Do 50 ml kadinky bylo napipetovano 10 ml vnéjsi fdze a kddinka byla umisténa
na magnetickou michacku. Do 10,0 ml vné¢j$i faze byla za stdlého michani a laboratorni
teploty pfidana vnitini faze metodou drop wise nebo metodou one pot v mnozstvi obvykle
1 ml, popt. 2 ml. Nanosuspenze byla michdna po dobu 15 minut a poté byla pfipravena

k méfeni.
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8.5 Méreni velikosti, polydisperzity a zeta potencialu

Meéfieni probihalo na pfistroji Zetasizer Nano ZS. Pfistroj byl zapnuty 30 minut pred
zaCatkem méfeni, aby byl zkalibrovan na teplotu 25 °C. Nanosuspenze byly méieny
bezprostfedné¢ po pripravé. Vzorek byl odebran injekéni stfikackou vzdy ze stiedu
kadinky z divodu zamezeni negativhimu ovlivnéni naméfenych vysledki bublinami
¢i prachovymi ¢asticemi, vyskytujicimi se na povrchu vzorku a byl pfenesen do kyvety.
K méfeni velikosti nanocastic byly pouzity jednorazové kyvety
z polymethylmethakrylatu. K meéfeni zeta potencidlu byly pouzity slozené kapilarni
kyvety DTS 1060. Vzorky byly méteny ve tiech cyklech, kazdy cyklus predstavoval deset

méfeni. Byl vypoc€itan prumér ze tifi méteni a smérodatnd odchylka.
8.6 Kalibraéni primka

Pro spektrofotometrické stanoveni rifampicinu byla sestrojena kalibraéni kiivka a zjiSténa
rovnice linedrni regrese. Byly pfipraveny roztoky rifampicinu v acetonitrilu (ACN) a PBS
pH 7,4. Na analytickych vahach bylo navazeno dané mnozstvi rifampicinu. Nasledn¢ byl
rifampicin dan do odmérné banky na 100 ml a bylo pfidano asi polovicni mnoZzstvi
rozpoustédla. Po rozpusténi rifampicinu bylo doplnéno rozpoustédlo po rysku. Z toho
roztoku byly pfipraveny roztoky o niZSich koncentracich a byla méfena jejich absorbance
pii vinové délce 475 nm proti ACN (Tab. 6) nebo PBS (Tab.7). Na zaklad¢ ziskanych
hodnot absorbance byly sestrojeny kalibraéni pifimky (Obr. 11 a 12).

Tab. 6: Absorbance roztokt rifampicinu v ACN pfii vinové délce 475 nm

¢ (mg/100 ml) 10,0 7,5 2,5 1,25 0,625 0,3125 0,1562

A 1,5831 1,2081 0,4426 0,2485 0,1533 0,1057 0,0811
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Obr. 11: Kalibra¢ni pfimka rifampicinu v ACN
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Tab. 7: Absorbance roztoki rifampicinu v PBS 7.4 pfi vlnové délce 475 nm
c
(mg/100 ml) 20 15,0 10,0 7,5 2,5 1,25 0,625
A 2,8442  2,2922  1,6957 1,0947 0,3457 0,1723  0,0765
Obr. 12: Kalibra¢ni pfimka rifampicinu v PBS 7,4
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8.7 Stanoveni enkapsula¢ni ucinnosti

Do 12 uzaviratelnych vialek byly odpipetovany 2,0 ml nanosuspenze a vialky byly
umistény do centrifugy. Centrifugace byla nastavena na 10 000 ot/min a dobu 20 minut.
Po skonceni centrifugace byl odpipetovan supernatant a ctyrikrat ziedén ACN. Sediment
zbyly ve vialce byl rozpustén v 1,5 ml ACN. Byla méfena absorbance takto ptipravenych

vzorktl pti 475 nm proti ACN.

Enkapsulaéni u¢innost EE [%] byla vypoctena podle vzorce:

EE = =€ x 100 (1)

mg

Byl vypocten procentudlni podil 1é€iva v nanocasticich (loading capacity) podle vzorce:

LC = =& x 100 2)

mp

EE  enkapsula¢ni uc¢innost [%]

LC  loading capacity — procentudlni podil 1é¢iva v nanocasticich [%]
me mnozstvi rifampicinu stanoveného v nanocasticich [mg]

my mnoZstvi rifampicinu pouZitého pfti ptipraveé [mg]

my hmotnost nanocastic [mg]
8.8 Disoluce rifampicinu z nanocastic

Do dialyza¢ni membrany z regenerované celulosy priméru 23 mm, MWCO 6000 az 8000
byly odpipetovany 3,0 ml nanosuspenze. Konce membran byly zavazany, vzorky byly
vloZeny do vialek a bylo pfidano 15 ml disolu¢niho média (PBS 7,4), které¢ bylo pfedem
zahtaté na 37 °C (Obr. 13). Vialky byly umistény do tfepaci vodni lazn¢ 37°C. Amplituda
ttepani bylal5 mm, frekvence tfepani 70/min.

Ve stanovenych €asovych intervalech (2 hod, 5 hod, 1 den, 2 dny, 3 dny, 4 dny, 6 dnt,
7 dntt) byly odebrany 3 ml disoluéniho média a stanoveno mnozstvi uvolnéného
rifampicinu. Do vialky byly pfidany 3 ml disolu¢niho média, aby byly zachovany sink
podminky.
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Obr. 13: Vialka s nanosuspenzi v dialyza¢ni membrang

Mnozstvi uvolnéného rifampicinu bylo stanoveno spektrofotometricky méfenim
absorbance pti 475 nm proti PBS 7,4. Kazdy vzorek se proméfil v jednom cyklu celkem
ttikrat. Mnozstvi uvolnéného rifampicinu bylo vypocteno na zékladé rovnice kalibraéni

pfimky a stanovené enkapsulacni u€¢innosti:

o = la-by/al

EE )
m mnozstvi rifampicinu [mg/15 ml]
A absorbance rifampicinu pfi Amax475 nm
a, b realna ¢isla z rovnice kalibra¢ni ptimky (viz. Obr. 12)
EE enkapsulacni uc¢innost [%]
Vypocet mnozstvi rifampicinu uvolnéného v procentech:
__ (cx100)

Cy, = m—e “)
Cy  procentualni podil uvolnéného rifampicinu [%]
c koncentrace rifampicinu [mg/15 ml]
Me mnozstvi rifampicinu enkapsulovaného v nanocasticich [mg]
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8.9 Priprava nanocastic pro SEM a lyofilizaci

Byly pfipraveny nanocastice tvorené polyesterem 3T, pouzitym pfi ptipravé NP ve formée
5% roztoku v DMSO. Vn¢jsi fazi byl pii nanoprecipitatni metodé pufr PBS 7,4. Do
dvanacti vialek bylo napipetovano po 2 ml nanosuspenze. Centrifugace prob¢hla pii
10 000 ot/min po dobu 20 minut. Po centrifugaci byl odstranén supernatant a sediment
byl rozdélen na dvé Casti — vzorek pro skenovaci elektronovou mikroskopii (SEM)
a vzorek pro lyofilizaci.

Vzorek pro SEM byl pfedan k hodnoceni morfologie nanocastic, kterd byla realizovana
ve spolupraci s Mgr. Janem Loskotem, Ph.D. z katedry fyziky Ptirodovédecké fakulty
UHK.

Ke vzorku pro lyofilizaci byla pfidana kryoprotektivni latka, kterou byl 20% roztok
trehalosy nebo 20% mannitolu. Bylo napipetovano vzdy 0,6 ml roztoku kryoprotektiva
a vialky byly diikladné protfepany. Vzorky byly aplikovany do blistru a pfipraveny na
lyofilizaci. Lyofilizace byla realizovana v rdmci experimentalni ¢asti diplomové prace
Elisky Macéakové.”! Vzorky byly v mrazicim boxu po dobu 24 hodin pfi -30 °C. Po
zmrazeni byly co nejrychleji pfeneseny do komory lyofilizatoru. V lyofilizatoru byl
nastavena teplota desek na - 16 °C. Teplota kondenzarotu byla nastavena na - 56 °C a tlak
v komote byl nastaven na 30 Pa. Teplota v pribéhu priméarniho a sekundarniho suSeni
postupné stoupala az ke konecné teploté 18 °C. Lyofilizace probihala po dobu 24 hodin.
Po ukoncenti lyofilizace byly vzorky umistény do nadoby s vysouSedlem.

Lyofilizované nano¢astice byly redispergovany v 0,5% roztoku poloxameru 407; v 0,01%
roztoku DDAB nebo v PBS pH 7.4 a prefiltroviny pfes stfikackovy filtr
s polypropylenovou membranou o velikost port 0,45 um. Byla zmétena velikost ¢astic,
polydisperzita a zeta potencidl a byla vypoctena hodnota S2/S1 jako podil velikosti
nanocastic po lyofilizaci (S2) a pfed lyofilizaci (S1).
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9 VYSLEDKY

9.1 Velikost nanocastic, zeta potencial, polydisperzita

Tab. 8: VIiv koncentrace polymeru ve vnitini fazi a vliv pH vnéjsi faze na charakteristiky

nanocastic tvofenych polymerem 3T

v

Velikosti ¢astic ZP
Vnitini faze | Vné&jsi faze PDI
[nm] [mV]
277,2 -25.9 0,013
pH 5,0 2383 -25,5 0,045
236,9 -25,0 0,067
pramér + SD 237,5+0,7 -25,5+0,4 0,042 £0,027
3% 3T
197,9 -31,6 0,060
pH 7.4 198,6 -33,4 0,067
201,5 -36,0 0,086
pramér + SD 1993+ 1,9 -33,7+£2,2 0,071 £0,013
251,8 -21,9 0,028
pH 5,0 252,6 -24.2 0,010
2544 -23,0 0,069
primér + SD 2529+ 1,3 23,1+ 1,1 0,036 + 0,030
5% 3T
329,2 -47,9 0,276
pH 7,4 328,9 -54,0 0,301
323,7 -53,4 0,238
primér + SD 327,5+3,1 S51,8+34 0,272+ 0,032
pH 5.0 Vzorek aglomeroval
10% 3T
pH 7,4 Vzorek aglomeroval

41




Tab. 1: Vliv koncentrace poloxameru 407 (F127) na charakteristiky nanoc¢astic tvotenych

polymerem 3T

Velikosti ¢astic 7P
Vnitini faze | Vn&jsi faze PDI
[nm] [mV]
278.5 2,93 0,073
F127 0,5% 280,2 2,96 0,056
280,6 2,71 0,066
pramér + SD 2798 £ 1,1 2,87+0,14 0,065 £+ 0,009
292.4 2,30 0,052
F127 1% 296,4 2,09 0,081
289,1 1,64 0,134
pramér + SD 292,6 £3,6 2,01 £0,34 0,089 + 0,042
5% 3T
2979 1,85 0,102
F127 1%
304,2 1,24 0,098
,,one pot*
300,8 1,28 0,077
pramér + SD 301,0+3,1 1,46 + 0,34 0,092 £0,013
382.6 -0,29 0,101
F127 2% 379,5 -0,25 0,112
383,8 -0,24 0,134
pramér = SD 381,7+1,8 -0,26 + 0,03 0,114+ 0,017
4527 0,63 0,174
F127 2% 4443 0,42 0,124
10% 3T
4493 0,21 0,129
pramér = SD | 448,8 £4,225 0,42 +£0,212 0,142 + 0,028
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Tab. 2: Vliv koncentrace tenzidu na charakteristiky nanocastic tvoienych polymerem 3T

Velikosti ¢astic 7P
Vnitini faze Vnéjsi faze PDI
[nm] [mV]
336,3 13,9 0,176
5% 3T DDAB 0,01% 3355 15,9 0,118
2 ml 332,77 14,9 0,158
pramér + SD 334,8 £ 1,890 149+1,0 0,151 +£0,030
233,6 29,4 0,081
DDAB 0,01% 235,0 29.9 0,097
2324 31,9 0,122
pramér + SD 233,7+ 1,301 304+1,3 0,100 £ 0,021
2652 14,1 0,077
DDAB 0,01%
F127 0,1% 261,4 13,5 0,135
264,8 13,7 0,089
5% 3T pramér + SD 263,8+2,1 13,8 £0,3 0,100 £ 0,031
1 ml 358.5 2,83 0,098
DDAB 0,005% 362,3 2,05 0,073
F127 1%
363,2 2,15 0,064
prumér = SD 361,3+2,5 2,34 +0,42 0,078 £ 0,018
320,1 4,79 0,075
DDAB 0,005% 316,9 4,30 0,023
F127 0,5%
318.,8 391 0,093
pramér = SD 318,6 £ 1,6 4,33 +0,44 0,064 £ 0,036
10% 3T DDAB 0,01% Vzorek aglomeroval
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Tab. 11: Vliv formulacnich faktor na charakteristiky nanocastic tvofenych PLGA

Velikosti Castic 7P
Vnitini faze Vnéjsi faze PDI
[nm] [mV]
144,8 -28,8 0,090
pH 5.0 146,2 -30,1 0.078
145,8 -31,6 0,098
primér = SD 145,6 £ 0,7 -302+14 0,089 £ 0,010
3% PLGA
137,0 -20,2 0,078
pH 7,4 137,4 -22,6 0,091
136,1 -23.5 0,057
primér = SD 136,8 £ 0,7 -22,0+1,7 0,075 £ 0,017
160,3 -22,2 0,074
pH 5,0 160,2 -24,2 0,074
160,3 =227 0,055
primér = SD 160,3 + 0,05 -23,0+£2,10 0,068 £ 0,011
286,1 -41,7 0,214
5% PLGA pH 7,4 291,7 -46,3 0,202
288,6 -48,8 0,169
pramér + SD 288,8 £2.,8 -45,6 £+ 3,60 0,195 +0,023
F127 1% Vzorek aglomeroval
0
FI271 A) Vzorek aglomeroval
,,one pot
DDAB 0,01% Vzorek aglomeroval
pH 7,4 Vzorek aglomeroval
10% PLGA
DDAB 0,01% Vzorek aglomeroval
329,8 -1,01 0,114
5% PLGA F127 1% 3264 -1,05 0,097
70:30 322,8 -1,32 0,141
prumér + SD 326,3 £ 3,50 -1,13+0,17 0,117 +0,022

44




Tab. 12: Vliv formula¢nich faktort na charakteristiky nanoc¢astic tvofenych Resomerem

®

Vnitini faze | Vng&jsi faze Velikosti Eastic & PDI
[nm] [mV]
pH 5,0 Vzorek aglomeroval
pH 7,4 Vzorek aglomeroval
DDAB 0,01% Vzorek aglomeroval
Resomer 276,8 -0,89 0,103
F127 1% 266,7 -0,88 0,141
271,4 -0,73 0,052
pramér + SD 276,8 -0,89 0,103
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4

9.2 Enkapsulacni ucinnost a mnozZstvi 1é¢iva v nanocasticich

v

Tab. 13: Vliv koncentrace a typu polymeru a pH vnéjsi faze na EE a LC

Vnitini fize  Vnéjsi faze EE [%] LC [%]
pH 5,0 16,61 2,93
3% 3T
pH 7,4 16,87 2,98
pH 5,0 30,52 5,26
5% 3T
pH 7,4 40,72 7,45
pH 5.0 18,11 3,19
3% PLGA
pH 7,4 19,80 3,47
pH 5,0 36,81 6,27
5% PLGA
pH 7,4 52,92 8,93

Tab. 14: Vliv koncentrace F127 ve vnéjsi tazi na EE a LC

Vnitini faze Vnéjsi faze EE [%] LC [%]
F127 0,5% 28,51 4,93
500 3T F127 1% ,,0ne pot “ 5,20 0,94
F127 1% 7,82 1,40
F127 2% 6,05 1,09
5% PLGA70:30  F-127 1% 52,65 8,74
5% Resomer F-127 1% 16,03 2,83
10% 3T F127 2% 6,36 1,14
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Tab. 15: Vliv kombinace tenzidi ve vnéjsi fazi na EE a LC

Vnitini faze Vnéjsi faze EE [%] LC [%]
1 ml 5,07 0,91
5% 3T DDAB 0,01%
2 ml 23,73 4,14
5% 3T Iml  DDABO0,01% F1270,1% 28,76 4,97
DDAB 0,005%
5% 3T 1 ml 6,50 1,17
F127 0,5%
DDAB 0,005%
5% 3T 1 ml 6,01 1,08
F127 1%
DDAB 0,005%
10%3T  1ml 6,36 1,14
F127 1%
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9.3 Liberace rifampicinu z nanocastic

Tab. 16 a-c: Mnozstvi rifampicinu uvolnéného z polymeru 3T do PBS 7,4

a) vzorek 1
Cas [h] A [m;l(:)/gml] RIFA [%] [kigj;)]
2 0,123 6,335 15,034 15,14
5 0,075 3,893 9,239 24,38
24 0,093 5,187 12,309 36,69
48 0,084 5,044 11,968 48,65
72 0,084 4,592 10,898 59,55
96 0,087 4,719 11,198 70,75
144 0,104 5,580 13,242 83,99
b) vzorek 2
Cas [h] A [mﬁ%?mu RIFA [7] [kﬁ%
2 0,115 5918 14,045 14,15
5 0,074 3,856 9,150 23,30
24 0,090 4,640 11,011 34,31
48 0,078 4,058 9,629 43,94
72 0,080 4,146 9,840 53,78
96 0,082 4,247 10,079 63,86
144 0,090 4,678 11,101 74,96
c¢) vzorek 3
Cas [h] A [mﬁfﬁmu RIFA [%] [kljlgll‘?ﬁ]
2 0,132 6,814 16,170 16,27
5 0,077 3,979 9,442 25,71
24 0,089 4,618 10,959 36,67
48 0,077 3,987 9,462 46,14
72 0,082 4,244 10,071 56,21
96 0,087 4,493 10,663 66,87
144 0,113 5,847 13,874 80,74
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9.4 Charakteristiky rekonstituovanych lyofilizati

Tab. 17: Nanocastice rekonstituované 0,01% roztokem DDAB

Velikosti ¢astic 7P
Kryoprotektant o] PDI (V]
151,5 0,299 11,38
20% mannitol 151,2 0,293 11,76
153,9 0,294 11,17
prumér + SD 1522+1,5 0,295 £+ 0,003 11,44 +0,30
253,5 0,214 12,61
20% trehalosa 257,5 0,216 12,53
252,6 0,199 13,09
pramér + SD 254,5+2,6 0,210 £+ 0,009 12,74 + 0,30
Tab. 18: Nanocastice rekonstituované 0,5% F127
Kryoprotektant Velikosti ¢astic DI 7P
[nm] [mV]
144,06 0,474 -11,87
20% mannitol 145,36 0,472 -12,73
145,10 0,483 -12,48
prumér + SD 144,84 + 0,69 0,476 £+ 0,006 -2,36 0,44
170,09 0,483 -11,53
20% trehalosa 173,15 0,434 -11,71
174,04 0,443 -11,22
prumér + SD 172,43 £2,072 0,453 £ 0,026 -11,49 +£ 0,248




Tab. 19: Nanocastice rekonstituované PBS 7,4

Velikosti ¢astic 7P

Kryoprotektant (o] PDI (V]
113,1 0,673 -8,53
20% mannitol 117,2 0,659 -8,66
114,0 0,679 -9,16

prumér + SD 114,8+2,2 0,670 + 0,100 -8,78 £ 0,33
200,3 0,576 4,11
20% trehalosa 199,3 0,576 -4,22
198,2 0,579 -4,83

pramér + SD 199,28 £ 1,0 0,577 + 0,002 -4,39+0,39

50




10 DISKUZE

Nanocastic s rifampicinem byly pfipraveny nanoprecipitacni metodou, kterda je
v literatufe prezentovana jako metoda vhodna pro enkapsulaci hydrofobnich 1é¢iv. Jedna
se 0 bottom-up metodu umoziujici piipravu castic pozadovanych vlastnosti diky relativné
snadno ovlivnitelnym formula¢nim faktortim.>’

Jako rozpoustédlo pro PLGA a rifampicin byl zvolen dimethylsulfoxid, nepolérni
protické rozpoustédlo, které je monografovano v CL. Pouzité rozpoustédlo ma vliv
zejména na velikost nanocastic a mnozstvi 1é¢iva v NP. Pfi pouziti DMSO se ziskaji
mensi NP nez pifi pouziti dimethylacetamidu, dimethylformamidu nebo acetonu.
Enkapsulaéni G¢innost se uvadi nejnizsi pti pouziti DMSO a acetonu.®! Stejné zavéry
pfinesla diplomova prace Jaworského. DMSO se z hlediska velikosti NP jevil jako lepsi
volba nez aceton.”

Pro formulaci NP byly pouzity tii linearni PLGA, li$ici se molarni hmotnosti a pomérem
kyseliny mlécné a kyseliny glykolové. Dale byl pouzit PLGA derivat s vétvenou
strukturou. Tyto polyestery byly syntetizovany stupniovou kopolymeraci bez pouZziti
katalyzatori ze smési kyseliny glykolové a kyseliny DL-mlééné, popt. doplnéné
tripentaerythritolem ve funkci vétvictho monomeru.’> Charakteristiky polyestert
pouzitych pro pfipravu nanocastic s rifampicinem jsou uvedeny v Tab. 4. Byl rovnéz
pouzit komeréné dostupny Resomer® RG 503, ktery ma vy$si molarni hmotnost a vyssi
teplotu skelného piechodu. *°

Pt nanoprecipitaci byly jako vnéjsi vodna faze pouZity pufry pH 5,0 a 7,4 nebo roztoky
tenzidl. Ve funkci tenzidu byly pouzity poloxamer 407 nebo didodecyldimethylamonium
bromid (DDAB). Poloxamer 407 je neiontovy blokovy kopolymer ethylenoxidu
a propylenoxidu. Stabilizuje nanocastice stéricky, tvorbou polymerni vrstvy na povrchu
nanocastic. DDAB je kationtovy tenzid, ktery stabilizuje nanocastice elektrostaticky.
Zvysuje zeta potencial, hodnotu elektrostatického potencialu dvojvrstvy, obklopujici
nanocastice ve vodném prostiedi. Nanocastice se zeta potencidlem mezi -10 a +10 mV se
povazuji za piiblizn€ neutralni, zatimco nanocastice se zeta potencidlem vétSim nez
+30 mV nebo niz§im nez -30 mV se povazuji za siln¢ kationtové a siln€ aniontové.
Obecné absolutni hodnoty zeta potencialu nad 60 mV znamenaji vynikajici stabilitu, pii
hodnotach nad 30 mV jsou NP fyzikaln€ stabilni, hodnoty pod 20 mV ukazuji na

omezenou stabilitu a hodnoty nizsi nez 5 mV jsou dikazem aglomerace.”
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Dal8imi formula¢nimi faktory, jejichZ vliv na kvalitu nanoc¢éstic byl sledovan, byly pomér
vnitini a vn&jsi faze (1:10 popft. 1:5), zplisob ptidani vnitini faze do faze vnéjsi (“drop

wise” nebo “one pot’) a vliv kryoprotektiva (trehalosa nebo mannitol).
10.1 Vliv formulacnich faktorii na velikost a polydisperzitu nanocastic

Velikost a tvar nanocastic ovliviiuji jejich transport v organismu, napt. prichod
kapilarami, proces endocytozy, interakci s bunéénymi strukturami, a tim distribuci 1éCiva
v organizmu a kinetiku uvolnovani. Velikost PLGA nanocastic se v dob¢ od pfipravy do
jejich aplikace méni bobtnanim, degradaci, ale zejména tvorbou shlukli. Zména velikosti
je zavisla ina hodnoté pH prostiedi.”* Velikost NP uréuje jejich cileni v organizmu
(pasivni targeting). Nanocastice do 100 nm (popt. 200 nm) jsou optimalni z hlediska doby
cirkulace a pfestupu pies biologické membrany. Nanocastice vétsi nez 200 nm jsou

(i¢inng fagocytovany a distribuovany zejména do jater a sleziny.”
Byl studovan vliv typu a koncentrace polymeru a pH vnéjsi faze na velikost nanocastic
s rifampicinem. V zavislosti na t€chto formula¢nich faktorech byly ziskdny nanocéstice

v rozmezi ptiblizné 140 nm az 330 nm (Tab. 8-11, Obr. 14).

Obr. 14: Vliv polymeru a pH vnégj$i faze na velikost a polydisperzitu nanocastic

350 0,35
Velikost ¢astic (nm) X PDI
300 0,3
€ X a
£250 0,25 o
0
8 200 x 02
%
S150 0,15
T
>
100 - 0,1
X X X
50y » 0,05
0 0
3% 3T 5%3T 3% 5% 3% 3T 5%3T 3% 5%
PLGA PLGA PLGA PLGA
pH 7.4
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Nanocéstice tvotfené linearnim PLGA 50:50 s My 7 500 g/mol byly mensSi nez
nanocastice tvorené veétvenym polyesterem 3T s Mw 17 400 g/mol. Uplatnil se vliv
molarni hmotnosti jako vyznamnéjsi faktor, nez je vliv konstituce molekuly. Pfi pouziti
3% roztoku polymeru v DMSO byly ziskany mens$i NP nez pti pouziti 5% roztoku, a to
jak u linearniho PLGA, tak u vétveného 3T. Nebyl zjistén vliv pH vnéjsi faze na velikost
nanocastic.

Udaje o velikosti nanocastic by mély byt doplnény hodnotou polydisperzity, ktera
vyjadiuje stupeil nejednotnosti distribuce velikosti ¢astic. Jedna se o bezrozmérnou
veli¢inu s hodnotami od nuly do jedné. Hodnoty PDI niz§i nez 0,05 maji monodisperzni
standardy, hodnoty vyssi nez 0,7 vysoce polydisperzni vzorky. U polymernich NP se za
kvalitni povaZuje soustava s hodnotou nizsi nez 0,2. Nanocastice tvofené PLGA a 3T
v koncentraci 3 % a 5 % vykazovaly optimalni hodnoty PDI pfi pH 5,0 1 7,4. Nejvyssi
PDI mély nanocastice 3T pii 3% koncentraci pti pH 7,4.

Na Obr. 15 je porovnana velikost a PDI nanocastic tvotfenych vétvenym polymerem 3T
(5% roztok v DMSO), stabilizovanych poloxamerem 407 (F127),
didodecyldimethylamonium bromidem (DDAB), nebo jejich kombinaci.

Obr. 15: Vliv tenzidu na velikost a polydisperzitu nanoc¢éstic 3T
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Byly ziskdny NP ptiblizn¢ v rozmezi 230 az 380 nm s polydisperzitou nizsi nez 0,15.
ZvySenim koncentrace F127 ve vnéjsi fazi z 0,5 % na 1 %, ani zménou zptisobu ptidavani
vnitini faze do faze vnéjsi z metody ,,drop wise* na metodu ,,one pot* se velikost NP
vyznamné nezvysila. Pokud se pro stabilizaci pouzil 0,01% roztok DDAB, byla velikost
NP ovlivnéna pomérem vnitini a vnéjsi faze. Pii poméru 1:10 byla velikost NP 234 nm,
pii poméru 1:5 vzrostla velikost na 335 nm. Divodem je zvySeni koncentrace polymeru
a léciva ve vysledné disperzi po smiseni fazi. Soucasné doslo ke snizeni zeta potencidlu
(Obr. 18), coz je dano zménou mezipovrchu. Kombinace neiontového poloxameru

a kationtového DDAB nevedla k ziskani 3T nanocastic vyznamné menSich, ani

vyznamné vétSich nez pfi pouziti tenzidli samostatné.

Na Obr. 16 je porovnana velikost a polydisperzita NP tvofenych linedrnimi derivaty
PLGA. Vliv koncentrace polymeru a molarni hmotnost byl jiz zminén v souvislosti
s Obr. 14. Zajimavy je vysledek méteni velikosti NP tvofenych PLGA 70:30. Tento nosi¢
ma vys§i hydrofobicitu nez PLGA 50:50 diky vyS$Simu podilu kyseliny mlécné.
Predpokladala se mensi velikost NP, ale byly ziskany NP dvojnasobné vétsi (160 nm vs.
326 nm). Validita srovnani je vSak snizena rozdilnym slozenim vnéjsi fazi. Srovnani za
stejnych formula¢nich podminek nemohlo byt provedeno z diivodu aglomerace Castic
PLGA 50:50 v 1% roztoku poloxameru (Tab. 11). Resomer s deklarovanou My, 24 000
az 38000 g/mol byl uspésné¢ pouzit pro formulaci NP stéricky stabilizovanych
poloxamerem, pii pouZiti DDAB a v pufrech pH 5,0 a 7,0 doslo k aglomeraci (Tab. 12).
Polydisperzita NP tvofenych linedrnimi PLGA byla ve vSech piipadech mensi nez 0,17.
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Obr. 16: Vliv formulac¢nich faktort na velikost a polydisperzitu PLGA nanocéstic
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10.2 Vliv formula¢nich faktora na zeta potenciil nano¢astic

Rifampicin existuje ve vodnych roztocich jako zwitterion s pKa 1 = 1,7 (4-hydroxylova
skupina), pKa2 = 7,9 (3-piperazinovy dusik) a isoelektrickym bodem 4,8. Je to hydrofilni
1é¢ivo (log P 3,179) s nizkou rozpustnosti a vysokou permeabilitou.*® Linearni PLGA
disponuji teoreticky stejnym poctem koncovych hydroxylii a karboxyli. Polyester

3T vétveny na tripentaerythritolu obsahuje koncové hydroxylové skupiny, rovnéz tak

Resomer® RG 503.

Na Obr. 17 jsou porovnany hodnoty zeta potencidlu NP s rifampicinem (Tab. 8-11).
PLGA nanocastice s rifampicinem dispergované v pufrech jsou zaporné nabité a jsou
fyzikéalné stabilni. Vys8i absolutni hodnoty zeta potencialu byly dosaZzeny pii pouZiti

veétveného polyesteru a pii pH 7,4. Vliv koncentrace polyesteru na zeta potencial se pii

pH 5,0 a pii pH 7.4 projevil odli$né.
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Obr. 17: Vliv polymeru a pH vnéjsi faze na zeta potencial nanocastic
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Pti pfipravé nanoCastic s rifampicinem nanoprecipitatni metodou byl pouzit
poloxamer 407 a DDAB s cilem stabilizovat NP stéricky, resp. elektrostaticky. Na
hodnotu zeta potencialu se samoziejmé projevila pouze piitomnost kationtového DDAB.
Stabilni NP byly ziskany pouze pti koncentraci DDAB 0,01 % a poméru fazi 1:10. Pokud
se pomér fazi zvysil, vznikly vét§i nanocastice (Obr. 15) a doSlo k poklesu zeta
potencidlu. Jak uz bylo vysvétleno vyse, diivodem je zména koncentrace polymeru
a léciva. Pii kombinaci poloxameru a DDAB nebylo dosaZeno hodnot zeta potencialu

odpovidajici stabilnim nanocasticim.
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Obr. 18: Vliv tenzidu na zeta potencial nanocastic 3T

Zeta potencidl (mV)
-1 9 19 29 39

0.5% F127 j 2,87

1%F127 | | 2,01

1% F127 one pot :| 1,46

2% F127
0.01% DDAB 1:10 30,4
0.01% DDAB 1:5 | 14,9
0.1% F127-0.01% DDAB | 13,8

1% F127-0.005% DDAB | | 2,34

0.5% F127-0.005% DDAB 4,33

10.3 SEM nanocdastic s rifampicinem

Byly pfipraveny nanocéstic pro skenovaci elektronovou mikroskopii, kterd byla
realizovana ve spolupraci s Mgr. Janem Loskotem, Ph.D. z katedry fyziky
Ptirodoveédecké fakulty UHK.

Skenovaci elektronovou mikroskopii byla ovéfena morfologie PLGA nanocastic
s rifampicinem. Snimani v rezimu sekundarnich elektronti (SE) je jevilo vhodnéjsi nez
v rezimu zpétné odrazenych elektronti (BSE). Bylo nutno postupovat obezietné, protoze
vysoka energie paprsku pii vysSich hodnotach urychlovaciho napéti zptsobovala po
urcitém Case destrukci nanocastic.

Snimky prokazaly sféricky tvar nanoc¢éstic (Obr. 19). Pomoci softwarového vyhodnoceni
byla ovéfena velikost nanocastic, kterd do zna¢né miry korelovala s vysledky ziskanymi

metodou dynamického rozptylu svétla.
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Obr. 19: Snimky 3T nanocastic ze skenovaciho elektronového mikroskopu. ZvétSeni
13000% (A) a 40000x (B)

FlexSEM 1000 20.0kV 9.2mm X40.0k SE

r

10.4 Enkapsula¢ni Gac¢innost a mnoZzstvi léCiva v nanocasticich

Enkapsulaéni ucinnost (EE) je procento 1é¢ivé latky zachycené v €asticich z celkového
mnozstvi LL pouZitého pii pfipravé. Tento termin se nepouZzivd pouze v souvislosti
s tobolkami (,,kapsulami®), jak z vyznamu slova vyplyva, ale i pro matricové systémy.
Jedna se tedy o jakysi ,,vytézek* nebo tcinnost metody ptipravy z pohledu 1éCivé latky.
Pokud byly pfi piipravé nanocastic pouzity 2,0 mg rifampicinu a celé toto mnozstvi by
bylo inkorporovano do NP, je enkapsula¢ni uc¢innost 100 %. EE se snizi tinikem léCiva
mimo NP, degradaci léCiva v pribéhu piipravy aj. Vypocet EE by mél vychazet
z mnozstvi 1é¢iva skute¢né inkorporovaného do nosice, nezahrnovat do vypoc¢tu LL mimo
nanocastice.

Podobny vyznam ma parametr loading capacity (LC), proto dochazi Casto k jejich
zaméné. V Cestiné je asi vhodny termin mnoZstvi 1éCiva v nanocasticich nebo kapacita
polymeru pro 1é¢ivo. Jedna se o podil 1é¢ivé latky v nanocasticich k celkovému mnozstvi
nanocastic. Tento parametr je pro kvalitu nanoc¢éstic dtlezitéjsi nez enkapsulacni G¢innost
a uzce souvisi nejen s ddvkovanim lé€iva, ale i s jeho disolu¢nim profilem, degradaci NP
aj.

Byly stanoveny hodnoty EE a LC nanocastic pfipravenych z linearniho polymeru PLGA
50:50 a vétveného polymeru 3T (Tab. 13, Obr. 20).
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Obr. 20: Vliv typu a koncentrace polymeru a hodnoty pH vnéjsi faze na EE a LC
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Enkapsula¢ni Gi¢innost byla v rozmezi 17 % aZ 53 % v zavislosti na typu a koncentraci
polymeru a pH vngjsi faze. Je vidét vyznamny vliv koncentrace polymeru, mén¢ se
uplatnil vliv konstituce polymeru a pH vné&jsi faze. Dle hodnot LC, které byly v rozmezi
3% az 10%, je ziejmé, Ze v nanoCasticich vyrazné pitevazuje polymerni nosic.
Formulaéni faktory ovlivnily hodnoty LC stejné jako v ptipadé¢ EE. Pomér EE/LC je

v uzkém rozmezi hodnot 5,5 az 6.0.

Zajimavy je vliv koncentrace poloxameru na EE a LC nanocastic (Tab. 14, Obr. 21).
koncentrace poloxameru nebo vyssi koncentrace polymeru doslo ke snizeni EE a LC.
Dutivodem je pravdépodobné solubilizace rifampicinu. Vyssi hodnoty EE a LC u polymeru
PLGA 70:30 1ze vysvétlit jeho vyssi hydrofobicitou. Analogické vysledky byly ziskany
pfi stabilizaci NP srifampicinem za pouziti cetrimidu v dfive realizovanych

experimentech.?
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Obr. 21:
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Vliv koncentrace poloxameru 407 na EE a LC

Vliv kombinace neiontového a kationtového tenzidu na EE a LC je na Obr. 22. Vyssi

hodnoty EE a LC byly dosazeny pii pouziti 0,01% roztok DDAB a sou¢asném zvySeni

v

pomeéru vnitini a vnéjsi faze. Rovnéz kombinace DDAB 0,01 % F127 0,1 % vedla k vyssi

EE a LC (Tab. 15).
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Obr. 22: Vliv kombinace poloxameru a DDAB na EE a LC
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10.5 Liberace rifampicinu z nano¢astic

Liberace rifampicinu z polyesterovych nanocastic nebyla v dosud realizovanych
diplomovych a rigoréznich praci studovana.!*’? Pro disolu¢ni testy byly vybrany
nanocastice tvorené vétvenym polyesterem 3T, pouZitym pii nanoprecipitacni metod¢ ve
formé 5% roztoku v DMSO. Stabilizovany byly poloxamerem 407, jehoZ koncentrace ve
vnéjsi tazi byla 0,5 %. Tyto nanoc¢éstice mély velikost 280 nm, hodnota PDI byla 0,065;
EE 28,5 % a LC 4,93 %.
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Prtbéh liberace rifampicinu je zndzornén na Obr. 23. V pocatecni fazi byl patrny relativné
nizky burst efekt, kdy se za 5 hod uvolnilo ptiblizné€ 25 % rifampicinu. Liberacni profil
v pocatecni fazi disoluce je dan rychlou disoluci 1é¢iva vazaného na povrchu nanocastic.
Nésledné¢ az do 6. dne probihala liberace linedrn€ auvolnilo se piiblizné 80 %
enkapsulovaného rifampicinu (Obr. 24). Tato faze zavisi na pribéhu eroze nanocastic
a hydrolytické degradace polyesterového nosice, které¢ jsou ovlivnény velikosti NP,
hodnotou LC, charakteristikami PLGA derivatu a pH prostiedi. Celkova doba liberace
byla 7 dnii (Tab. 16a-c).

Obr. 23: Liberace rifampicinu z nanocastic tvofenych polymerem 3T
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Obr. 24: Linearni regrese disolu¢ni kiivky rifampicinu
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10.6 Charakteristiky rekonstituovanych lyofilizata

Pro stabilizaci nanosuspenze lyofilizaci byly vybrany nanocastice tvofené polyesterem
3T, pouzitym ve form¢ 5% roztoku v DMSO. Vnéjsi fazi byl pfi nanoprecipitacni metodé
pufr PBS 7,4. Nanocastice mély velikost 327 nm, PDI 0,27, zeta potencial -52 mV, EE
53,9% a LC 8,9 % (Tab. 8 a 13). Nanosuspenze byla centrifugovéana a byl ptidan 20%
roztok trehalosy nebo 20% roztok mannitolu ve funkei kryoprotektiva. Lyofilizace byla
realizovana na lyofilizatoru Freeze-Dryer Beta 1-8 LSCPlus ve firm¢ Povodi Labe statni
podnik v sou¢innosti s praci Elisky Macakové.”!

Dulezitym ukazatelem kvality lyofilizatu je doba redispergace. Optimalni je, pokud se
lyofilizat rehydratuje ihned po pfidani vodné faze. Dlouha doba rekonstrukce ukazuje na
kolaps lyofilizatu. Lyofilizované nanocastice byly redispergovany v 0,01% roztoku
DDAB, 0,5% F127 nebo PBS 7.,4. Byla méfena velikost ¢astic, PDI a zeta potencial
(Tab. 17-19, Obr. 25). Po redispergaci byly ziskdny nanocastice o velikosti 115 nm az
255 nm. Byl vyjadien pomér velikosti NP po lyofilizaci (S2) a pied lyofilizaci (S1), ktery
by mél byt videdlnim piipadé roven jedné.?> Této hodnoty bylo dosazeno pouze
rekonstituci lyofilizatu stabilizovaného 20% roztokem trehalosy pomoci 0,01% roztoku
DDAB (S2/S1 = 1,08). V ostatnich ptipadech byly nanocastice po redispergaci vyrazné
mensi, zejména pokud byl ve funkci kryoprotektantu pouzit 20% roztok mannitolu.
Diivodi miize byt celd tada, napt. degradace polymeru, solubilizace, metodika
redispergace, filtrace rekonstituovaného lyofilizatu pfed méfenim na zeta sizeru aj.

V dalSich experimentech bude potieba tyto faktory analyzovat.
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Obr. 25: Velikost nanocastic po rekonstituci lyofilizatu a pomér velikosti nanocastic

po lyofilizaci a pted lyofilizaci (S2/S1)
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Proces lyofilizace 1ze povazovat za uspésny, pokud nedojde ke zméné hodnoty indexu
polydisperzity (PDI
PDI niZ§i nez 0,2. Hodnota PDI pted lyofilizaci byla 0,27, coZ neni ideélni. Po lyofilizaci
byla zjisténa niz$i hodna PDI pouze pokud byl pouzit 20% roztok trehalosy jako
kryoprotektivum a 0,01% roztok DDAB pro rekonstituci. Ptiblizné stejna PDI byla
zjiSténa v piipad¢ stabilizace 20% roztokem mannitolu a redispergace 0,01% roztokem

DDAB. V ostatnich ptipadech byla polydisperzita vyrazné vyssi, v rozmezi 0,45 az 0,69

(Obr. 26).
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Obr. 26: Porovnani hodnot PDI nanocastic pied lyofilizaci a po rekonstituci v roztoku

didodecyldimethylamonium bromidu (DDAB), poloxameru (F127) a pufru pH 7,4
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11 ZAVERY

Velikost nanocastic 1ze modifikovat celou fadou formulacnich faktort, ale zasadni vliv
ma koncentrace polymeru ve vnitini fazi a molarni hmotnost polymeru. Velikost ¢astic
ovlivituje dalsi parametry nanocastic, disolu¢ni profil 1é¢iva a celkovy ucCinek

polymerniho ¢asticového systému.

Ptekvapivé perspektivni pro formulaci nanocastic s rifampicinem nanoprecipitacni
metodou se ukazal polymer PLGA 70:30, a to z divodu relativné nizs§i molarni hmotnosti
a vysSi hydrofobicity v porovnani s ostatnimi testovanymi polymery. Byly ziskany
nanocastice o velikosti 325 nm s vybornou hodnotou polydisperzity (PDI 0,1).

Enkapsula¢ni u¢innost byla 53 % a mnoZzstvi 1é¢iva v nanocasticich 9 %.

Pro stérickou stabilizaci nanocastic se za danych formula¢nich podminek ukézal jako
nejucinnéjsi 0,5% roztok poloxameru 407. Pfi pouziti DDAB pro elektrostatickou
stabilizaci nanocéstic byla u¢innd koncentrace DDAB 0,01 % pii poméru fazi 1:10.

Kombinace poloxameru 407 a DDAB se neosvédcila.

Skenovaci elektronovou mikroskopii byl prokazan sféricky tvar nanocastic. Softwarové
stanovena velikost nano¢astic potvrdila vysledky ziskané metodou dynamického rozptylu

svétla.

Enkapsulaéni Gc¢innost (EE) byla v rozmezi 17 % az 53 %. Je vidét vyznamny vliv
koncentrace polymeru, méné se uplatnil vliv konstituce polymeru a pH vnégjsi faze. Dle
hodnot kapacity polymeru pro 1é¢ivo (LC), které byly v rozmezi 3 % az 10 %, je ziejmé,
Ze v nanocasticich vyrazné€ ptevazuje polymerni nosi¢. Pomér EE/LC je v uzkém rozmezi

hodnot 5,5 az 6.0.

Liberace rifampicinu z vétveného polyesteru 3T probihala po dobu 7 dnil. V pocatecni
fazi byl patrny relativn€ nizky burst efekt, kdy se za 5 hod uvolnilo pfiblizné 25 %
rifampicinu. Nasledné do 6. dne probihala liberace linedrn€ a uvolnilo se pfiblizné 80 %

enkapsulovaného rifampicinu.
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Jako kryoprotektivum pro stabilizaci nanocastic lyofilizaci 1ze doporucit 20% roztok
trehalosy. Po rekonstituci lyofilizovanych nanocastic 0,01% roztokem DDAB byla
ziskéna stabilni nanosuspenze. Pomér velikosti Castic po a pied lyofilizaci byl roven jedné
a polydisperzita byla stejnd jako pied lyofilizaci, coz potvrzuje UspéSnost procesu

lyofilizace.
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