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2. ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Prahe, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra farmaceutickej technologie

Skolitel: PharmDr. Ondtej Holas, PhD.

Poslucha¢: Ingrid Svehlikova

Nazov diplomovej prace: Lyofilizacia polymérnych nanomateridlov

Lyofilizacia je Siroko vyuzivana metoda susSenia s rozsiahlymi moznost'ami
aplikacie pri priprave liekov. Jej vyznam vo farmacii rastie, pretoze patri k dolezitym
metddam stabilizdcie aktivnych latok, hlavne proteinov. Detailné porozumenie
vlastnosti lieCiva a fyzikalno — chemickych javov jednotlivych faz lyofilizacie je
zakladny predpoklad pre vyhotovenie bezpecného, uG€inného a stabilné¢ho lieku.
Biomedicinske nanocastice ako nosice lieciv patria k liekovym formam, u ktorych je

lyofilizacia takisto vyuzivana.

Vykonana bola séria lyofiliza¢nych experimentov s pouzitim trehalozy,
manitolu, dextranu a xylitolu ako kryo a lyoprotektantu. Posudzovanymi parametrami
boli velkost’ Castic, PDI, vzhlad a rekonStitucia lyofilizatu. Hodnotili sa vlastnosti
nanodastic pripravenych nanoprecipitaciou z polyméru PLGA. Dalej boli realizované
experimenty s cielom overit metdodu hlbokého zmrazenia ako alternativhu metodu
k lyofilizacii pre dlhodobé skladovanie nanocastic. Nanocastice boli uchovavané v 5%
roztokoch trehaldzy, manitolu, dextranu a xylitolu, pri teplote - 70°C. Stabilita bola
hodnotend na zaklade zmien vo velkosti nanocastic a PDI po dobu 4 mesiacov.
Diplomovéa praca zahffia disolu¢né testy, v ktorych bol pouzity kurkumin ako
modelové liecivo. Vyhodnocovany bol vplyv lyofilizicie a zmrazenia nanocastic
na percento uvol'nené¢ho kurkuminu.

Dopracovali sme sa k vysledkom, Ze najvhodnej$i excipient z hl'adiska
vhodnosti pre lyofilizaciu, uvol'nenie u¢innej latky z nanocastic a k udrzaniu stability

pri hlbokom zmrazeni je trehaldza. Najviac sa osved¢ilo pouzitie 5% roztoku.

Krucové slova: PLGA, nanocastice, lyofilizécia, stabilita, dialyza



3. ABSTRACT

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Pharmaceutical Technology

Consultant: PharmDr. Ondrej Holas, PhD.

Student: Ingrid Svehlikova

Title od thesis: Lyophilization of polymeric nanoparticles

Lyophilization is a widely used drying method with extensive application
possibilities in the drug preparation. Its importance in pharmacy is growing because it
is one of the important methods of stabilizing active substances, especially proteins. A
detailed understanding of the properties of the drug and the physicochemical
phenomena of the individual phases of lyophilization is a basic prerequisite for the
preparation of a safe, effective and stable drug. Biomedical nanoparticles as drug

carriers are the type of the dosage forms in which lyophilization is also used.

A series of lyophilization experiments were performed using trehalose,
mannitol, dextran and xylitol as cryo and lyoprotectant. The parameters assessed were
particle size, PDI, appearance and lyophilisate reconstitution. The properties of
nanoparticles prepared by nanoprecipitation from PLGA polymer were evaluated.
Furthermore, experiments were performed to validate the deep-freezing method as
an alternative method to lyophilization for long-term storage of nanoparticles.
The nanoparticles were stored in 5% solutions of trehalose, mannitol, dextran and
xylitol at -70 © C. Stability was assessed based on changes in nanoparticle size and PDI
over 4 months. The diploma thesis includes dissolution tests in which curcumin was
used as a model drug. The effect of lyophilization and freezing of nanoparticles on the
percentage of released curcumin was evaluated.

We have come to the conclusion that the most suitable excipient in terms
of suitability for lyophilization, release of the active substance from nanoparticles and
for maintaining stability during deep freezing in trehalose. The use of a 5% solution

proved to be the most effective.

Keywords: PLGA, nanoparticles, lyophilization, stability, dialysis



4. UVOD A CIEL PRACE

Nanocastice, a na nich zalozené liekové formy, st dynamicky sa rozvijajiicim
nastrojom pre cielenu distribuciu lieCiv. Pre pripravu nanocastic sa vel'mi casto
vyuzivaju biodegradovatelné polyestery ako napr. PLGA. Tieto materialy vSak
vo vodnom prostredi bobtnaj, eroduju a inkorporované lieivo z nich unika. Aby bola
zarucena stabilita tychto liekovych foriem a zabranilo sa vySSie zmienenym
neziadicim javom, ponuka sa lyofilizdcia ako optimalne rieSenie. VAacSina
publikovanych prac sa vSak obmedzuje len na konStatovanie, ze Castice boli
lyofilizované bez toho, aby boli poskytnuté Citatel'ovi d’alSie detaily. Prace, kde tieto
informécie poskytnuté su, vyuzivaju pre svoje experimenty komorové lyofilizatory
s temperovanymi policami a cely lyofilizacny cyklus trva, je Casovo i energeticky
narocny.

Ugelom prace bolo navrhnut’ robustny protokol a taku kombinaciu pomocnych
latok pre lyofilizaciu nanocastic, aby boli ¢astice pouziteI'né pre d’alSie experimenty.
V experimentoch bol pouzity relativne jednoduchy lyofilizdtor bez temperovanych
polic, s cielom maximalne zjednodusit’ ndroky na pripravu. Porovnéaval sa vplyv
koncentracie Styroch Struktarotvornych latok — manitolu, trehal6zy, dextranu, xylitolu
aich kombindciu na vzhlad findlneho kolaca. Posudzovanymi parametrami boli
taktiez vel'kost’ Castic, PDI a rekonstitacia lyofilizatu.

Dal3ou napliiou prace bola stabilitna skuska.



5. TEORETICKA CAST
5.1 Lyofilizacny proces

Lyofilizacia, taktiez suSenie mrazom, je proces odstranenia vody zo vzorky
vyuzivany najmd na stabilizdciu liecivych pripravkov, ktoré podliehaji nestabilite
vo vodnom prostredi.’ 2 Svoje uplatnenie dlhodobo nachadza i v potravinarskom
priemysle. Lyofilizdcia nabera na vyzname kvoli narastu pouZzivania terapeutickych
biologickych liekov na baze rekombinantnych proteinov. Globalne s prave proteiny
nichylné na degradaciu a stratu aktivity pre ich zloZitost' §truktary.? Pri priprave
modernych liekov sa pouzite lyofilizdcie neobmedzuje len na terapeutické proteiny
¢i peptidy. Lyofilizdcia sa vyuziva pri priprave a stabilizacii vakcin, inhalacnych
praskov,  pristabilizdcii  mikro  ananocasticovych  systémov  ardznych
farmaceutickych pripravkov, ktoré pozostdvaju zvirov & horménov.> 2
Vo farmaceutickej technologii naSiel tento postup uplatnenie ipri priprave
orodispergovatelnych tabliet, napr. s obsahom antibiotik, nesteroidnych antiflogistik,
antihypertenziv, antimigrenik, antihistaminim, antipsychotik i antidepresiv.> 4 Tymto
technologickym postupom stcasne ulah¢ime manipuléciu s vyslednym produktom,
umoZnime nastavenie jednoduchiich skladovacich podmienok a predizime

pouzitel'nost takto upravenych materialov.!

Lyofiliza¢ny cyklus méZeme rozdelit’ do troch hlavnych krokov:
= zmrazenie,
" primarne susenie,

» sekundarne susenie.’

Uvodna faza je zmrazenie, pri ktorej sa kvapalna matrica zmrazi do pevnej
fazy, aby sa mohli realizovat’ nasledujuce kroky lyofilizacie. V priebehu primarneho
suSenia dochddza k odstrdneniu vody sublimaciou Tadu v prostredi vékua.
Po ukonceni primarneho suSenia plynule nadvdzuje sekundarne suSenie, kedy je
odstrafiovana zbytkova voda.! 3>

Tento proces je relativne ¢asovo ndroény a ekonomicky nakladny.> ¢ Hoci je

ucelom lyofilizacie zlepsit’ stabilitu, niektoré formulédcie mézu byt nestabilné behom



nasledujucich udalosti - vyskyt chladného Soku v priebehu ochladzovania, formovania
kryokoncentrovanej fazy pri tvorbe l'adu. V pripade proteinovych materidlov méze
vysokd teplota dosky behom sekundarneho suSenia viest k denaturacii bielkovin.'
Preto pre dosiahnutie efektivnej lyofilizacie je potrebné dokladne poznat’ tepelno-
fyzikalne vlastnosti materidlu. Tieto charakteristiky su nevyhnutné pre zachovanie
biologickej aktivity, funkcie a Struktury latok." > Tked je lyofilizacia robustnou
technikou, dokonca aj trividlne zmeny v procese, ako je zmena typu vialiek alebo
zasobnikov, mdézu zmenit tento postup v neprijatelny a neefektivny. Spravne
nastavené podmienky lyofilizacie zabezpecuju ziskanie vysledného kolaca s dobrou
vizualnou strankou, s pozadovanou rychlostou rekonstiticie a s nizkym obsahom
zvySkovej vlhkosti. Pokial’ by pozadované podmienky neboli nastavené korektne,
moze dojst vplyvom namadhania k poSkodeniu, az kolapsu lyofilizatu a tym

k znehodnoteniu vysledného produktu.'

Pre vykonanie optimalneho cyklu lyofilizacie je zdsadné zhodnotit’” kritické
parametre formulacie. Medzi tieto vlastnosti patri teplota sklovitého prechodu (Ty),
eutekticka teplota (Tey) a teplota kolapsu (Te).!

Terminom T sa oznacuje tepelny prechod, pri ktorom sa pevny, neohybny a
sklovity systém meni na viskdznu tekutinu. Jedna sa o tepelne vratny prechod. Pod Ty
je materidl povazovany za kineticky zmrznuty a molekularne pohyby st vel'mi
obmedzené. Pri teplotach nad Ty latky nadobudaji kaucukovy charakter, su pruzné
a elastické.’

V pripade, Ze rozpustena latka v priebehu mrazenia roztoku krystalizuje,
pri Tew dochadza k vzniku rovnovazneho stavu medzi pevnym skupenstvom vody,
vykrystalizovanou latkou a jej roztokom. Pod Teu uZ nie je pritomnd ziadna kvapalina
a dochadza ku kompletnému stuhnutiu vietkych zloZiek systému.?

T je na druhej strane teplota, pri ktorej prekroceni dochéddza k makroskopicke;j
zmene §truktiry a zriteniu lyofilizatu.! 2 U amorfnych lie¢iv je oby&ajne o niekol’ko
stuphov vys$§ia, nez Te.> V pripade krystalizujucich latok sa rovna Teu..? Kolaps
usuSene] Struktiry moZeme vizudlne urcit rozpoznanim morfologickych zmien
na sublima¢nom cele vzorky prostrednictvom Specialneho mikroskopu. Presiahnutie

Tc nepredstavuje rizikd len pred vzhlad kolaca, ale aj pre d’alSie atributy kvality
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produktu.’ Nedostatoénd porozita lyofilizaitu moZe spdsobit’ predizenie doby
rekonstiticie.! Strata porozity vedie i k spomaleniu sekundarneho susenia a moze
taktiez negativne vplyvat’ na stabilitu proteinov pri ich skladovani. A to v dosledku
vysSieho percenta zostatkovej vlhkosti, nez je ziaduce. Spomalenie sublimacie
a primarneho suSenia je taktiez dosledok zmien viskozneho toku, zvysenia hustoty,

pripadne vzniku dier v $truktare kola¢a.’

5.1.1 Zmrazenie

V procese lyofilizacie je zmrazovanie formulacie jednym z kritickych krokov.
Vzniknuta mikrostruktira definuje kvalitu a vlastnosti vysledného produktu.
Ajvelkost atvar kryStalov maju vplyv na rychlost' ¢i efektivitu primarneho
a sekundarneho susenia.>’

Cista voda sa postupne premiefia v krystaly Padu. Cim dlhsie proces zmrazenia
prebieha, tym zamfza ¢oraz vicsie mnozstvo vody.? Rozpustené latky sa koncentruju
v priestoroch medzi vzniknutymi kry$talmi I'adu.? Kvapalna fiza sa nasledne stiva
viac koncentrovana a jej viskozita sa zvySuje obmedzenim d’alSej krystalizacie. Takto
vysoko koncentrovand a viskozna kvapalina sa formuje v amorfnt, kryStalicka
alebo spojenti  amorfno-krystalicki fazu.> Pre tspeSny priebeh lyofilizicie je
nevyhnutné zmrazit' formulaciu v zavislosti od jej charakteru pod Teu alebo Tsg.
Po ukoncCeni prvej fazy lyofilizacného cyklu a dosiahnuti pozadovanej teploty je
nevyhnutné, aby rozpuStadlo irozpustené latky (lieCivo a excipienty) boli Uplne
zmrazené. Prevazna Cast’ vody je vo forme l'adu separovana od rozpustenych latok,
ktoré vykrystalizovali alebo vytvorili amorfné sklo.?> Velkost' a tvar krystilov I'adu
ovplyviiuje rychlost zmrazovania. Rychle zmrazenie vedie k vzniku velkého
mnozstva malych l'adovych krystalov. Dosledkom je vznik velkého odporu pre tok
vodnych péar pocas sublimicie atym dojde k spomaleniu priméarneho suienia.®
Na druhej strane vicsia povrchova plocha zvysuje rychlost’, efektivitu sekundarneho

susenia a umoziuje rychlu rekonstiticiu pred pouzitim.?
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5.1.2 Primarne suSenie

Faza primarneho susenia zahriiuje sublimaciu zamrznutého l'adu.? Zvy¢ajne sa
jedna o najdlh$iu fazu lyofilizacného procesu, ktora Castokrat trva niekolko dni,
v zavislosti na velkosti vzorky. Preto optimalizicia, pripadne skratenie dizky
primarneho susenia maj nesmierny ekonomicky dopad na cenu finalneho produktu.?

K dosiahnutiu tohto ciela je nevyhnutné, aby bol spravne nastaveny tlak
ateplota, pri ktorych nastdva premena vody ztuhého skupenstva na plynné
(sublimacia)."? Gradientom procesu je rozdiel tlaku vodnych par medzi sublimaénym
rozhranim a kondenzatorom. Niz$i tlak, nez je tlak par nad l'adom pri danej teplote
dosiahneme prostrednictvom vakuovej pumpy.? Tlak v lyofilizaénej komore méze
ovplyvnit’ priamo i nepriamo rychlost’ sublimacie. Konzekvencia prili$ vysokého tlaku
je znizenie intenzity subliméacie zmensenim tlakového gradientu medzi sublima¢nym
rozhranim a komorou.” Pokial’ by tlak v komore bol vyssi, neZ tlak par nad ladom
pri urcitej teplote produktu, k sublimacii by vobec nedoslo. Naopak privelmi nizky
tlak negativne ovplyviiuje prestup tepla do formulacie.> Optimalny tlak sa prevazne
pohybuje v rozpiti 0,067-0,267 mBarr.” Sucasne je pre vznik sublimécie potrebné
dodavat’ energiu do produktu, a to pomocou regulacie teploty dosiek lyofilizatora.
Sublimécia vodnych par zacina u hladiny zamrznutého roztoku, kde sa postupne tvori
vrstva vysuSeného produktu. Vzniknutd vodnd para sa zachytdva na kondenzatore.
Pojem sublimac¢né rozhranie oznacuje ti Cast’ formulacie, kde sa stretdva uz vysuSena
¢ast produktu so stdle zamrznutou.?

K poslednému kroku lyofilizacie mdZeme prejst, az ked’ bude zamrznuta voda
uplne odstranend. Pri neukoncenej sublimicii by mohla relativne vysoké teplota
v priebehu sekundarneho susenia sposobit’ kolaps Struktury, pripadne roztopenie
lyofilizovaného roztoku. Zakladnym indik4torom ukoncenia primarneho suSenia je

vyrovnanie teploty dosiek s teplotou produktu.?

5.1.3 Sekundarne suSenie
V priebehu sekundarneho suSenia dochadza k elimindcii viazanej vody
desorpciou, ktord v priebehu primarneho suSenia nesublimovala.! 2 Lyofilizat

spravidla obsahuje eSte 5-20% zostatkovej vlhkosti. Cielom posledného kroku
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lyofilizacie je znizenie tejto vlhkosti na percento, ktoré zabezpec¢i dostatocnu stabilitu
lie¢iva a formuldcie.?

Rychlost’” desorpcie je pomerne pomald, a preto pre jej efektivny priebeh je
potrebna zvysena teplota.!s 2 Produkt je takto vystaveny teplotnému stresu, ¢o treba
mat’ na paméti hlavne pri suSeni termolabilnych lieciv. Celkovy ¢as sekundarneho
susenia zavisi od pozadovanej zostatkovej vlhkosti v lyofilizate.> Optimélna vlhkost

u farmaceutickych vyrobkov by sa mala pohybovat’ okolo 1%.!

5.2 Charakteristika produktu lyofilizacie

Je vel'mi dolezité charakterizovat’ parametre findlneho produktu lyofilizacie.
Tieto charakteristiky ndm pomahaju overit spravnost nastavenia podmienok
lyofilizaéného cyklu a optimalizovania formulécie. Medzi najddlezitejSie atributy
kvality patria makroskopické vlastnosti findlneho kolaca, rekonstitucny ¢as, zbytkova
vlhkost a ¢&irost’ rekonstituovaného roztoku.! 3

Vizudlna stranka findlneho kolda¢a mozZe alebo 1 nemusi byt rozhodujuca
z hl'adiska kvality a bezpe&nosti produktu.!® V idedlnom pripade by mal mat’ vysledny
produkt po lyofiliz4cii totozny objem ako pdvodna zamrznutd hmota." * 1° TaktieZ by
mal mat pravidelnu, celistva Struktiru a jednotnt farbu.! 10

Rekonstituény ¢as udava dobu, za ktoru sa produkt lyofilizacie rehydratuje.
Vseobecne sa vysledny lyofilizat rehydratuje bezprostredne po pridani rovnakého
objemu vody, ktory bol odstraneny pri lyofilizacii. V niektorych pripadoch to vSak
neplati. Cas rekonstitiicie mozeme ovplyvnit' trepanim, virenim alebo dokonca i
ultrazvukom. Tymito spdsobmi zaistime rychlejie a Giplné resuspendovanie. '

Neadekvatne nastavené lyofilizacné podmienky, pripadne nespravne zvolené
pomocné latky sa mézu odzrkadlit’ znehodnotenim vysledného kolaca. NajcastejSie sa
jedné o neidealny vzhlad koldca — nejednotnost’ a nepravidelnost’. Tieto poskodenia
mdzeme klasifikovat’ na zadvazné, ktoré majl vplyv na bezpecnost’ pacienta a ucinnost’
produktu, a na menej vyznamné, ktoré si prijatelné a nevplyvaju na bezpecnost
a u¢innost’.!°

NajcastejSim  poSkodenim je kolaps lyofilizatu, pri ktorom dochadza

k naruSeniu mikroStruktiry. K jeho vzniku dochddza pocas primarneho alebo
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sekundérneho susenia, ak teplota produktu prekroci teplotu skleného prechodu. Okrem
straty elegancie moze mat zrutenie kolaca za nasledok znizenie Specifického povrchu
(SSA) vysledného produktu. Pokles SSA sa modze prejavit zvySenim vlhkosti
v produkte a prediZenim &asu rekonstitucie.'” Kolaps lyofilizaéného kolada vyrazne
nevplyva na kvalitu, ale moze dojst’ k predizeniu rekonstituéného ¢asu a spominana
zvy$ena rezidualna vlhkost ma negativny vplyv na stabilitu produktu. !> 10-11

Dal§im typom znehodnotenia produktu je tzv. meltback. Jednd sa o uréitt
formu kolapsu, pri ktorej dochadza k roztaveniu matrice v priebehu lyofilizacie.
Susenie sa realizuje skor z kvapalnej formy ako subliméciou. Produkt, u ktorého
nastane meltback, nie je akceptovatelny aje vysledkom nevhodne nastaveného
lyofiliza¢ného cyklu.!'”

Ako uz bolo uvedené, lyofilizat by mal mat’ v idedlnom pripade konzistentnu
Strukturu, ale nie vzdy to tak je. Textira kolaca je zvycCajne na dne a na povrchu vel'mi
jemno zrnita, ale v strede ma hruby zrnity vzhlad. Pri¢inou vel'mi hrubej Struktary
porov v stredovej Casti je samotny priebeh zmrazenia. K zmrazeniu dochddza najskor
na dne vialky, potom sa vytvoreny l'ad zdvihne k hornej Casti a nasleduje d’alSie
zmrazenie na dne. Zmena textiry obvykle vedie k poklesu SSA, ale bez znameho
nepriaznivého vplyvu na kvalitu produktu.'”

Lyofilizacny kola¢ niekedy migruje smerom k vrchnej casti vialky pocas
suSenia mrazom, vtedy hovorime o tzv. zdvihnuti kolaca. Lyofilizat je ihned’ po suSeni
mrazom neporuseny. Proces zdvihania nastdva v priebehu primarneho suSenia, kedy
sa kola¢ mierne oddel'uje od steny vialky a dojde k vytvoreniu cesty pre prienik vodnej
pary, ktord nasledne vytlaca kola¢ zo spodnej Casti. Pokial’ kola¢ zostane aj pocas
normalne] manipuldcie nadvihnuty blizko pri  zatke vialky, povaZuje sa
za neakceptovatel'ny, pretoZe predstavuje vyzvu z hladiska rekonstitiicie produktu. '

Nielen migracia lyofilizatu nie je prijatelnd, ale taktieZ aj Sikmy, nakloneny
kolac¢ nepredstavuje pripustny vzhl'ad finalneho produktu. Vznika, ak sa vialka neulozi
spravne, celou plochou na rovnu dosku lyofilizatora. Nésledkom toho moéze dojst’
k vzostupu zvyskovej vlhkosti a ovplyvneniu stability a aktivity produktu.'®

Medzi problematické javy z hladiska vizudlnej stranky findlneho produktu

mozeme zaradit’ aj popraskanie lyofilizatu, pripadne Ubytok objemu a penovitu
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Struktiru lyofilizaéného kolaca.!® Vietky tieto poskodenia st prijatelné a nemaju
vplyv na kvalitu produktu.!®!!

Pritomnost’ bubliniek v lyofilizovanom kolé&¢i predstavuje d’alsi typ nevhodnej
vizualnej stranky lyofilizatu. PocCas pripravy materialu na lyofilizaciu je roztok
nasyteny vzduchom a v priebehu zmrazenia dochddza k vzniku vzduchovych bublin
v zmrznutom koncentrate. Vplyvom kolapsu, alebo teploty topenia eutektickej zmesi
dochadza k rozsireniu vzduchovych bublin, ktoré nasledne vystupia na povrch. Pokial’
su bubliny dostato¢ne stabilné a vydrzia cely lyofilizacny cyklus, buda pritomné
i v kone¢nom produkte. Takyto produkt sa povazuje za neakceptovatelny.'°

Problémom je aj pritomnost’ kvapdcok a produktu na vnuatornych stenédch
liekovky. Pri€¢inou vzniku tychto Skvin moze byt chybny proces plnenia. Taktiez
d’alSou moznost'ou by mohlo byt mieSanie vialky po naplneni alebo pred mrazenim.
Lyofilizovany produkt na stenach vialky moéze, alebo nemusi vplyvat na kvalitu

produktu. Zalezi na stabilite a vlastnostiach pouzitej G¢innej latky. Pokial’ je zdroj

kvapdcok neznamy, vialky by mali byt odmietnuté.'”

5.3 Typy lyofilizatorov

Pre zrealizovanie lyofilizicie je nevyhnutny lyofilizator. Medzi hlavné
komponenty lyofilizacného zariadenia patri suSiaca komora, kondenzator, chladiaci,
vakuovy ariadiaci systém. Komory mézu mat’ vzhl'ad rozdelovaca s pripojenymi
bankami, alebo sa m6Ze jednat’ o vacsiu komoru so systémom polic, na ktoré sa da
vyrobok umiestnit’ a vytemperovat' na pozadovanu teplotu. Utelom kondenzatora je
zachytit pary, ktoré sa z produktu sublimuju. Kondenzator sa udrzuje na nizsej teplote
vzhl'adom na l'ad produktu, dochaddza ku kondenzécii par a v kondenzétore sa opat’
menia na pevnu formu. Sublimovany I'ad sa hromadi v kondenzatore a na konci cyklu
sa manudlne odstrani. Chladiaci systém chladi kondenzator a musi byt schopny
udrZiavat’ teplotu podstatne nizsiu pod teplotu produktu. Vakuovy systém pozostava
z Cerpadla pripojeného k vzduchotesnému kondenzatoru a pripojenej komore
produktu. Za tlohu mé udrZiavat vakuum v priebehu celého lyofilizaéného cyklu.
Riadiace systémy sa mozu liSit’ a obvykle zahrituji schopnost’ snimat’ teplotu a tlak.
Tie pokrocilé umoznuju programovanie kompletného ,receptu” lyofilizacie

a moznost’ monitorovania procesu.'% !?
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Vyber lyofilizatora zavisi od charakteristik produktu. Nutné je zobrat’ do Givahy
typ a tvar suSen¢ho produktu, a taktiez jeho findlne pouzitie. Medzi d’alSie faktory
ovplyviiujuce volbu lyofilizatora je prispdsobenie sa mnozstvu, ktoré sa ma ususit’

v kazdej 3arzi a celkovy objem l'adu, ktory sa ma skondenzovat’.!?

Rozlisujeme 4 hlavné kategorie lyofilizatorov:
= Jaboratérne,

= pilotné,

* produkéné,

» potravinarske.!* 14

Laboratérne lyofilizatory st urené v prvom rade pre jednoduché suSenie
produktu do 1-2kg. Ich pouzitie nie je prili§ vhodné na vyrobu, pretoze nespliuju
poziadavky napr. na zaznamenanie vyroby Sarze alebo moznosti validacie. Ich
uplatnenie je predovietkym v laboratériu pri spracovavani mensich vzoriek.!'*

Ak je potrebné mysliet’ na optimaliziciu procesu lyofilizacie pred uvedenim
produktu do vyroby, je vhodné pouzit pilotny lyofilizator. Jedna sa o vécSie
zariadenie, ktoré je ale adekvatne pre mensiu vyrobu.'*

Produkéné lyofilizatory su uréené vyhradne na vyrobu a navrhované
na zékazku podla poziadaviek zakaznika.!* Usposobené st na opakované
spracovavanie velkého mnozstva vzoriek (viac ako 100 kg roztokov, suspenzii).
Ked’Ze su to systémy stavané na mieru uzivatela, je mozné lyofilizovat z vialiek, ale
aj inych nadob. Jedna sa o stavebnicovy systém, kedy je myslené aj na pripadné
nasledné zmeny. Samozrejmostou je aj stlad so Standardami farmaceutickych
a potravinarskych vyrob, teda i pracou v sterilnom prostredi a umoznenie vykondvania
pravidelne;j sterilizdcie vlastného zariadenia. '°

Pristroje urcené¢ pre ne-vedecké tucely, pripadne jednoduché vedecké
lyofilizacie sa oznaCujli ako potravinarske lyofilizatory. Neponukaji moZzZnost’
validécie, optimalizécie procesu, zdznamové programy, ale ich vyhodou je obrovska
kapacita za zlomok ceny. VyuZzivaji sa napr. pri lyofilizacii potravin, kvetin, kavy,

archeologickych nalezov, knih, ktoré boli postihnuté povodiiami.'*
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5.4 Lyofilizdacia nanocastic

Lyofilizdcia nanocastic je =zlozity proces, ktory si vyzaduje dosledné
preskiimanie formulécie a podmienok procesu. Mnoho parametrov méze ovplyvnit,
pripadne rozhodnut’ o uspechu lyofilizacie, napriklad typ polyméru, typ a koncentracia
povrchovo aktivnej latky, kryo a lyoprotektantu.’

Proces lyofilizacie je zasadny pre zlepSenie dlhodobej stability nanocastic.'
Velky ohlas ma vyuzitie nanocastic v oblasti cielenej distribucie lieciv. Tieto systémy
mozeme vSeobecne pouzit k dosiahnutiu cielenej bunecnej i tkanivovej distribucii
lieciva, k zlepSeniu biologickej dostupnosti lieciva po oralnej aplikdcii, k udrzaniu
ucinku lieciva v cielovom tkanive a taktiezZ u menej stabilnych lieciv, ktoré je vhodné
solubilizovat’ tesne pred intravaskularnym podanim.* ©

K priprave nanocastic sa vyuzivaju polyméry, ktoré moézu byt biologicky
odburatel'né, ako napr. kyselina polymiecna (PLA), kyselina polyglykolova (PGA) a
ich kopolymer (PLGA), alebo nebiodegradovatelné polyméry, ako su napr.
polyakrylaty, polystyrény. Najviac vyuzivané v oblasti cielenej distribucie su
polyestery, kvoli dobrej biokompatibilite a biologickej rozloziteI'nosti. Hlavna
nevyhoda, ktord obmedzuje pouzitie je ich fyzikdlna nestabilita. Mo6ze dojst’ k
agregdcii, fuzii nanocastic, er6zii a napicaniu. Medzi d’alSie obmedzenia, ktoré treba
zohl'adnit’ je pripadna hydrolyza polymérnych materidlov, unik lieiva z nanocastic
a chemicka reaktivita lie¢iva v priebehu skladovania. Kvoli problémom so stabilitou,
s ktorou sa stretdvame v kvapalnej forme, si nanocCastice prevazne skladované
v dehydratovanom stave. Technika lyofilizacie sa ukazuje ako jedna z najvhodnejSich

metdd, ktord zabezpedi podmienky pre dosiahnutie dlhodobej stability produktu.? ¢ 16

17

5.4.1 Pomocné latky pouzivané pri lyofilizacii nanocastic

Lyofilizacné podmienky - zmrazenie a vysuSanie, ktorymi je formulécia vystavena
v priebehu lyofilizacného cyklu, moézu vytvorit' stres, ktory ma Skodlivy vplyv
na stabilitu nanocastic. K minimalizicii stresu a zachovaniu fyzikalno-chemickych
vlastnosti nanocéstic sa vyuziva rada pomocnych latok, zktorych vécSina je
multifunkénych. Preto k vykonaniu uspeSnej lyofilizdcie st povazované

za nenahraditel'nt st¢ast nanodasticovej formulacie.! 1°
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5.4.1.1 Kryo- a lyoprotektanty

Kryo- a lyoprotektanty su latky, ktoré obmedzujii vznik nebezpecnych
fyzikélnych interakcii v priebehu lyofilizacie. Jedna sa o pomocné latky, ktoré sa
pridavaju do suspenzie nanocastic pred lyofilizaciou.'

Kryoprotektanty chrania nanocastice pred stresom sposobenym zmrazenim.
Ochranny mechanizmus kryoprotektantov spoc¢iva vo vytvoreni ochrannej matrix,
v ktorej st ulozené nanoCastice. Amorfna matrica tvori vodikové vizby
s nanocCasticami, ktoré podsobia ako nahrazka vody a inhibuju destruktivny uc¢inok
krystalov ladu.!'® Takymto spdsobom vieme zabranit aj ich agregacii. Vieobecne je
zname, ze vitrifikuju pri Specifickej teplote sklovitého prechodu T, . Prvi krok
lyofilizacie, zmrazenie, je potrebné uskutocnit’ pod Tg" u amorfnej formulécie, aby sa
zabezpegilo uplné stuhnutie formulacie, alebo pod Tey u krystalickej formulacie.!

Najviac preferované su chemicky inertné cukry. Doéleziti ulohu zohravaju
v terapeutickej sfére, kedy proteiny st Casto enkapsulované do nanocastic, pretoze
v priebehu lyofilizacie a skladovania by mohlo dgjst’ k inaktivéacii proteinového
lieCiva. NajCastejSie vyuzivana je trehaldza, glukoza, sachardza a manitol. Taktiez
svoje uplatnenie tu nasli aj polyméry.! 1°

Najviac vyuZzivand je trehaloza, ktord ma oproti ostatnym cukrom urcité
vyhody. Absencia vnutornych vodikovych vizieb, ktorda umoziuje flexibilnejSiu
tvorbu vodikovych mostikov s nanocasticami v priebehu lyofilizdcie, menSia
hygroskopickost, vy$Sia Ty  anizka chemicka aktivita. Stabilizacny efekt cukrov
priamo suvisi aj s ich koncentréaciou.'

Odstranovanie ladu anezamrznutej vody moéze mat negativny dopad
na stabilitu nanocastic, takZe lyoprotektanty moézu byt pouzité ik zabraneniu
namahania nanocastic vplyvom suSenia. Stabilizdcia nanocastic pomocou
lyoprotektantov, spociva vo vytvoreni vodikovych vézieb s polarnymi skupinami
nanocastice na jej povrchu v poslednom kroku susSenia. Amorfny stav nanonacastic
a lyoprotektantu umoziiuje medzi nimi vytvorit maximalnu védzbu H-védzieb.
Krystalizacia lyoprotektantu brani tvorbe takejto vodikovej vézby. Koncentracia
nanocastic moze tieZ ovplyvnit vysledok lyofilizacie. Preukazany lyoprotektivny efekt

bol pri pouziti vy$Sej koncentracie nanogastic.'
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5.4.1.2 Surfaktanty

Surfaktanty (tenzidy) st latky casto pouzivané k stabilizdcii nanocastic
a k zabraneniu ich agregacii. Mechanizmus ucinku spoc¢iva v znizeni medzifazového
napditia v roztoku lieCiva a znizenie jeho adsorpcie na krystaly l'adu, ¢im dojde aj
k zniZeniu strat lie¢iva." > Svoje uplatnenie tu nasiel polyvinylalkohol (PVA), ktory
zabezpecuje produkciu stabilnych nanocastic malej velkosti s obmedzenou
distribuciou. Nie vSetky surfaktanty maju stabilizacny efekt na nanocastice v priebehu
lyofilizacie. V pripade nanocastic pripravenych z poly(mliecnej kyseliny)
stabilizovanych poloxamery to neplati, pretoze dosledkom zvySenia rozpustnosti
povrchovo aktivnej latky vo vodnom roztoku kontinualnej fazy pocas zmrazovania
dochadza k agregacii nanocastic. Taktiez proces lyofilizacie méze ovplyvnit’ i lieivo
vol'ne pritomné vo formulacii. Pritomnost’ vol'ného lieCiva moze znizit’ zeta potencial
nanodastic, ¢o vedie znovu k ich agregacii.!

Ukazalo sa, zZe Cistenim disperzie nanocastic z prebytku povrchovo aktivnej
latky pred lyofilizdciou ma pozitivny vplyv na vysledok procesu. Predpoklada sa,
ze poloxamér interaguje s ochrannymi pomocnymi latkami, ¢im sa zniZi ich ochranny

mechanizmus vo¢i nanoc¢asticiam. !¢

5.4.1.3 Struktiirotvorné litky

Struktirotvorné latky st pomocné latky, ktoré tvoria objem a zabezpeduju
mechanickt pevnost’ lyofilizatu. Vd’aka tymto latkam mdzeme predchadzat’ kolapsu
lyofilizatu, avSak dolezité je pouzit’ spravnu koncentraciu Strukturotvornych latok.
NajcastejSie sa pouziva v zmesi manitol a glycin, ale m6Zu sa pouZit' i samostatne.
Pokial’ sa pouzije jedna zloZka v koncentracii nad 75% mdze dojst’ ku krysStalizacii
atento jav je neziaduci. Pri aplikécii glycinu je nutné pocitat’ s jeho kyslym pH
a moznostou interakcie s redukujucimi cukrami. Najvhodnejsie rozpétie pH pre vznik
elegantnej Struktiry lyofilizaéného kolaca je 5-7. Laktoza je taktiez vyuzivana ako
Struktarotvorna latka, ale jej pouzitie obmedzuje nizka T (-31°C) a reaktivita

s aminmi, pretoZe sa jednd o redukujtici cukor.> 18- 19 20
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5.5 Operacné postupy vyuZivané pri priprave nanocastic

5.5.1 Nanoprecipitacia

Nanoprecipitacia sa zaraduje medzi najjednoduchs$i postup pripravy
nanocastic. Ide o neemulzni metddu, ktord si vyzaduje pouzitie dvoch vzajomne
mieSatel'nych rozpustadiel, pricom polymér je rozpustny len v jednom z nich. Ako
polymérne rozpustadlo sa pouzivaju napriklad aceton, etanol alebo isopropylalkohol.
Ako rozpustadlo, v ktorom polymér nie je rozpustny, sa najcastejSie pouziva voda.
Liecivo a polymér sa najprv rozpustia v organickom rozpustadle. Takto pripraveny
roztok sa za stdleho mieSania prida naraz do vodného roztoku surfaktantu. V tomto
okamihu ddjde k okamzitému utvoreniu koloidnej suspenzie s nanocasticami. Je to
dosledok rychleho difundovania polymérneho rozpustadla do vodnej fazy, ktoré je

nakoniec odstranené odparovanim alebo centrifugiciou.?! 2% 2

5.5.2 Centrifugacia

Centrifugéicia je pre jej rychlost’ ajednoduchost jedna znajdolezitejSich
purifikacnych a separacnych metdd. Sluzi k separacii heterogénnych zmesi na zaklade
velkosti a hustoty &astic.>* Podstatou celého procesu je rozdielne sedimentacné
chovanie cCastic. Kazda ¢astica ma rozdielnu sedimentacnu rychlost’ podl'a jej tvaru,
velkosti a hustoty.?® Existuje niekol’ko druhov centrifugaénych metdéd — napriklad
ultracentrifugéicia, centrifugdcia podl'a hustotného gradientu alebo diferencidlna
centrifugicia.?* 2

V tejto diplomove;j praci bola pouzita metdda ultracentrifugacie, ktord spociva
v centrifugacii pri velmi vysokych rychlostiach. Nanocastice su purifikované

v niekol’kych etapach a po kazdom cykle sa odstrdni supernatant, ktory obsahuje

disperga¢né médium a necistoty. Supernatant je vzdy nahradeny novym médiom.?’

5.5.3 Metoda dynamického rozptylu svetla

Metdda dynamického rozptylu svetla, taktiez znama ako fotdonova korelacna
spektroskopia, sa vyuZziva k stanoveniu velkosti a distribucie Castic v kvapalnom
médiu. Intenzita rozptyleného svetla sa detekuje pod urcitym uhlom pomocou lucu

monochromatického svetla, ktory sa odrdza od pohybujucej sa &astice. Castice su
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v neustdlom pohybe a vykazuju Brownov pohyb. Ide o pohyb spdsobeny tepelnou
energiou, ktord vznika v dosledku interakcie medzi nanocasticami a rozpustadlom.

Vysledna intenzita rozptyleného svetla zavisi na velkosti, tvare cCastice a indexe
28 29

>

lomu.
Vyhody tejto metddy spocivaji v jednoduchosti, rychlosti a neinvazivnom
postupe. TaktieZ meranie poskytuje vysoké rozliSenie, az do niekol’ko nanometrov,

za potreby malého mnoZstva kvapalného média.?®
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6. EXPERIMENTALNA CAST

6.1 PouZité suroviny

PLGA 5/5, Purasorb® PDLG 5002A (Corbion, Amsterdam, Holandsko)
Aceton (Penta s.r.0., Chrudim, CR)

Cistena voda (Faf UK)

Cholat sodny (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Nemecko)
Poloxamer 407, Pluronic® F-127 (Merck, Praha, CR)

Kurkumin (Merck, Praha, CR)

Dextran (Merck, Praha, CR)

Xylitol (Merck, Praha, CR)

Trehaloza (Merck, Praha, CR)

Manitol (Merck, Praha, CR)

Polysorbét 20, Tween® 20 (Merck Praha, CR)

6.2 PouZité pristroje
Analytické vahy Ohaus Discovery (Ohaus, Greifensee, Svajéiarsko), max. 210g,
d=0,1mg

Viéhy Kren 440-53N (Kren, Balingen, Nemecko), max. 400g, d=0,01g
Pipety Finnpipette F2, Thermo Fisher Scientific (Thermo Fisher Scientific, USA)

Multifunkéna chladena centrifuga MPW 260R, MPW Medical Instruments (VarSava,
Pol’sko)

Zetasizer Nano ZS 90 (Malvern Panalytical, Malvern, Spojené Kralovstvo)

Mraziak Vestfrost BSFS 290 (Dansko)
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Lyofilizator FreeZone 1L Labconco (U.S., Kanada), -50°C

Magneticka miesacka IKA-WERKE RT 5 power, (IKA, Staufen, Nemecko) 100-
10000t./min

Spektrofotometer Specord 205, Analytik Jena (Jena, Nemecko)

Trepaci vodny kupel’ GFL 1083, GFL (Burgwedel, Nemecko)

6.3 PouZité metody

6.3.1 Priprava nanocastic

Nanocastice  vyuzité v experimentoch boli pripravované metodou

nanoprecipitacie, vid’ kapitola 5.5.1.

POSTUP:

1.

Priprava vodnej faze

Vodna faza bola tvorena 10ml, 20ml, alebo 50ml vodného roztoku stabilizatora.
Ako stabilizatory boli pouzité Cholat sodny a Pluronic F127 v koncentracii 0,1%
(m/V). Vodna faza bola pripravend navazenim konkrétneho stabilizatora a jeho
naslednym rozpustenim v ¢istej vode. RozpusStanie prebiehalo za stdleho mieSania

na magnetickej mieSacke (300 ot/min).

. Priprava organickej faze

Organickd faza zahfnala polymér PLGA 5/5, aceton ako organické rozpustadlo
polyméru a modelové lieCivo kurkumin v koncentracii 25 pg/ml tam, kde

bol pouzity. Koncentracia PLGA bola 30 mg/ml.

. Organickd faza bola prostrednictvom automatickej pipety kontinudlne a rézne

pridana k vodnej fdze za vzniku surovej nanosuspenzie. Tento postup prebiehal

za staleho mieSania na magnetickej mieSacke.

. Vzniknut4 nanosuspenzia bola ponechand na magnetickej miesacke cca 120 minut,

kedy dochadzalo k odstraneniu aceténu.

Nasledne bola pripravena nanosuspenzia purifikovana pomocou centrifugacie.
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6.3.2 Centrifugacia

Pripravend nanosuspenzia bola rovnomerne rozdelend do 2ml
mikroskimaviek typu eppendorf a centrifugovana 3 x 15 minut pri 8 500 otackach.
Centrifugacia je povazovana za purifikacnu a separacnti metddu, vid’ kapitola 5.5.2.
Teplota, pri ktorej boli nanocastice centrifugované bola 4°C. Po kazdom cykle bol
z mikroskiimavky odobrany supernatant. Nanocastice v pelete boli redispergované
v redispergacnom médiu.

Nanocastice pripravené z 0,1% roztoku Cholatu sodného boli redispergované
vtom istom roztoku stabilizdtora, ako bol pouziti pri priprave. Nanocastice
stabilizované Pluronicom v koncentracii 0,1% boli redispergované v €istej vode. Po
tretom cykle centrifugdcie bol odobrany supernatant ananocastice boli
redispergované v roztokoch  kryoprotektantov  a lyoprotektantov o rdéznych
koncentréciach.

Po ukonceni treticho cyklu a odstraneni supernatantu bola vzdy odobrana jedna
mikroskiimavka pre meranie na Zetasizeri. Nanocastice boli redispergované v Cistej

vode a nasledne sa zmerala vel'kost Castic a polydisperzita (PDI).

6.3.3 Lyofilizacia

Po centrifugacii boli vzorky redispergovanych nanocastic v 2 ml roztoku
kryoprotektantu, alebo lyoprotektantu o réznych koncentracidch umiestené
do mraznic¢ky. Zmrazenie prebiehalo po dobu 24 hodin pri teplote -60°C.

Pred lyofilizaciou boli mikroskimavky typu eppendorf pootvarané. Otvorena
cast’ eppendorfky bola prekrytd sterilnou buni¢inou a po obvode zagumickovana.
Takto pripravené mikroskimavky boli opdt’ umiestnené do mraznicky po dobu
2 hodin.

Pred lyofilizaciou bol lyofilizator zapnuty aspont 30 minuat. V priebehu tohto
kroku sa kondenzator vytemperoval na poZadovant teplotu -50°C.

Potom boli zmrazené vzorky vybrané z mraznicky, a v mraziacom boxe
premiestnené do lyofilizatora. Potom bol tlak v lyofilizatore znizeny na hodnotu
0,8 mBarr. Lyofilizacia prebiehala po dobu 48 hodin. Ako kontrola boli pouzité

nativne nanocastice, ich vel'kost’ a PDI po centrifugacii.
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6.3.4 Charakterizacia nanocastic na Zetasizeri

Po ukonceni lyofilizacie boli zlyofilizované vzorky vybrané. Zhodnotila sa
vizualna stranka findlneho koléaca, taktiez schopnost’ rekonstitiicie po pridani 2 ml
Cistej destilovanej vody. Prijatel'nd doba pre rekonstitiiciu st 3 minuty. Na zaver bola
pomocou merania na Zetasizeri zhodnotena vel'kost’ ¢astic a PDIL.

Pomocou pristroja Zetasizer boli zistované parametre nanocastic — vel'kost’
Castic a PDI. Priprava vzoriek spocivala v nariedeni purifikovanej suspenzie
nanocastic 1:5 cistenou vodou, alebo rekonstituovaného lyofilizatu v rovnakom
pomere. Meranie na Zetasizeri prebiehalo v 2,5 ml plastovych kyvetich metédou

dynamického rozptylu svetla pri 25°C, vid’ kapitola 5.5.3.

6.3.5 Metodika stanovenia stability nanocastic

V deii pripravy boli u vzoriek, pred centrifugaciou i po nej, zmerané sledované
parametre na Zetasizeri. Vzorky boli hodnotené z hl'adiska velkosti Castic a PDIL
Po 3. centrifugacii a odobrani supernatantu boli nanocastice redispergované
2 ml roztoku kryoprotektantu a Cistenej vody, v pomere 1:1. Prehl'ad pripravenych

vzoriek zobrazuje Tabul'ka 1. Ako kontrola boli pouzité vzorky 4 a 8, pozri Tab. 1.

Tab. 1: Prehlad vzoriek pouzitych v stabilitnej Studii

Skupina vzoriek Nanocastice Redisperga¢né médium
1. 5% Trehaloza
2. 5% Manitol
PLGA 5/5 + 0,1% Cholat sodny
3. 5% Trehal6za + 5% Manitol
4. Voda
5. 5% Trehaloza
6. 5% Manitol
PLGA 5/5 + 0,1% Pluronic
7. 5% Trehal6za + 5% Manitol
8. Voda
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Takto pripravené vzorky boli umiestnené do mraznicky o teplote -70 °C a ich
stabilita bola sledovana po dobu 16 tyzdnov. Sledované parametre boli hodnotené
najprv kazdy tyzden, potom kazdé 2 tyzdne. V deii merania boli vzorky vybrané
z mrazniCky. Rozpustanie prebiehalo pri laboratornej teplote a meranie na Zetasizeri
sa uskutoc¢nilo podla postupu uvedeného v stati 6.3.4 Charakterizdcia nanocastic

na Zetasizeri.

6.3.6 Disolucia

Pre tento experiment boli nanocastice pripravené z PLGA 5/5A a kurkuminu.
Pre pripravu nanocastic bol pouzity 0,1% roztok cholatu sodného a navazka
kurkuminu predstavovala 0,10 mg. Castice boli zhotovené podla protokolu
popisaného v kapitolach 6.3.1 a 6.3.2. Ako kontrolnad vzorka boli pouzité nativne
nanocastice, pozri Tab. 2 vzorka 1. Takto pripravené vzorky boli prenesené

do mraznicky a nésledne presli procesom lyofilizacie.

Tab. 2: Prehlad zakladnych parametrov vzoriek pre disolucny experiment

Sposob upravy
Vzorka Nanocastice Pomocna latka
vzorky
1. - Chladnic¢ka
2. 5% Manitol
PLGA 5/5 + Kurkumin +
3. 5% Dextran Lyofilizacia
0,1% Cholat sodny
4. 5% Trehaloza
5. 5% Trehaloza Zmrazenie

Findlny lyofilizat sme resuspendovali v 2 ml Cistenej vody a zcentrifugovali
1 x 15 minat pri 8 500 otackach a teplote 4°C. Totozna centrifugécia bola vykonana aj
pri Cisto zmrazenej vzorke nanocastic s trehaldzou. I v tomto pripade bol odobrany
supernatant. Sedimet bol roztrepany v 2ml 1% roztoku Tweenu 20. Cely obsah
eppendorfky bol premiestneny do dialyzacnej membrany (MWCO 6000 — 8000 g/mol)
o dizke 10 cm, ktora sa zalepila akrylatovym lepidlom. Dialyzaénd membréana bola
vlozena do liekovky, ktora obsahovala 10 ml disoluéného média (1% vodny roztok
Tweenu 20). Naplnené liekovky boli umiestnené do vodného kupel'a o teplote 37°C.

Z disolu¢ného média boli odobrané 2 ml k spektrofotometrickému stanoveniu
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kurkuminu v urcitych ¢asovych intervaloch (30 minut, 1 hodina, 2 hodiny, 4 hodiny,
6 hodin, 12 hodin, 24 hodin, 30,5 hodin a 48 hodin). Pri kazdom odbere bolo celé
disolu¢né médium vymenené za nové.

Odobrané vzorky sa premerali na spektrofotometri pri 425 nm, proti 1%
roztoku Polysorbatu 20. Pomocou rovnice kalibra¢nej priamky, pozri Graf 1, bolo

stanovené mnozstvo uvol’neného kurkuminu v odobranom médiu.

Rovnica: Rovnica kalibra¢nej priamky kurkuminu v 1% roztoku Polysorbatu 20
y =0,0905x + 0,017,

kde y je namerana absorbancia a x koncentracia enkapsulovaného kurkuminu v ug/m

Kalibra¢na priamka kurkuminu v 1 % roztoku
Polysorbatu 20

[

)
08 y=0,0905x+0,017 ...
© R?=0,9978 ...
S TUITLS
§06 [ e
8 e
204 e
= e
< 0,2 L.
0@
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¢ kurkuminu (ug/ml)
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Graf 1: Kalibracna priamka kurkuminu v 1% roztoku Polysorbatu 20 merana

pri 425 nm
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7. VYSLEDKY A DISKUSIA

7.1 LyofilizaCny experiment

V lyofilizacnej stadii bolo hodnotenych 48 vzoriek. Na pripravu vSetkych
nanocastic sa pouzil 0,3% roztok polyméru PLGA 5/5 A. U 24 vzoriek bol ako
surfaktant pouzity 0,1% roztok Cholatu sodného a u d’alSich 24 0,1% roztok Pluronicu
F127. Sledovanymi parametrami boli u kazdej vzorky — velkost’ nanocastic, PDI

a zavereCna vizualna stranka lyofilizatu.

SkuSanymi pomocnymi, Struktarotvornymi latkami pre lyofilizat boli manitol,
trehaloza, dextran a xylitol. Jedna sa o latky, ktoré mozu tvorit’ ¢iastocne krystalicka
alebo amorfnu Struktiru. Funkcnost’ tychto pomocnych latok zavisi od ich fyzikalne;j
formy pri lyofilizécii, a aj pri naslednom skladovani produktu. Manitol je latka, ktora
v procese zmrazenia 'ahko krystalizuje, zatial’ ¢o trehaldza je neredukujici disacharid
s vysokou teplotou Ty a ma tendenciu zachovat' si amorfnil $truktiru.>® Dextran je
dolezity stabilizator z hl'adiska lyofilizacie. Jeho vyhoda spociva v znizeni Casu
primarneho suSenia o viac ako 60%. Hodnoty T, vSak zavisia od molekulovej
hmotnosti dextranu.’!

Rozhodujucim faktorom pre zabezpecenie stability je aj pomer medzi
stabilizujucimi latkami a lieCivom, pretoze priliS vysoky mnozstvo cukrov zniZuje
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7.1.1 Lyofiliza¢ny experiment — surfaktant 0,1% Cholat sodny

V tomto experimente boli nanocastice pripravené z PLGA 5/5 aroztoku
Cholatu sodného. Tabulka 3 zobrazuje priemerné velkosti nanocastic a PDI
po lyofilizacii u vzoriek s 1%, 2%, 5% a 10% manitolom, trehaldézou, dextrdnom
a xylitolom. Taktiez uvadza vplyv kombinacie 1% a 2% manitolu s 1%, 2%, 5% a 10%

trehal6zou na vel’kost’ a PDI.
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Tab. 3: Prehlad priemernych hodnot velkosti nanocastic a PDI, vratane SD, po

lyofilizacii u vzoriek pripravovanych z PLGA 5/5 a roztoku Cholatu sodného

PLGA 5/5A +0,1% CHOLAT SODNY

Roztok Struktirotvornych litok V‘[’:;'I‘n"]“’ SD PDI SD

Kontrola 146,3 0,104

1% MANITOL 212,92 2,539619| 0,1978 0,0144
2% MANITOL 173,57| 10,46626| 0,1493| 0,041553
5% MANITOL 170,5| 2,635147| 0,1507| 0,021961
10% MANITOL 4255 138,6707| 0,415| 0,139234
1% TREHALOZA 146,47 2,56177 0,14| 0,03764
2% TREHALOZA 155,77| 2,407211| 0,1677| 0,019674
5% TREHALOZA 141,38 0,897589| 0,0912| 0,019823
10% TREHALOZA 153,85| 3,272155| 0,1427| 0,039124
1% MANITOL + 1% TREHALOZA 187,3| 23,03896| 02198 0,023727
1% MANITOL + 2% TREHALOZA 170,48 | 3,423698| 0,179| 0,022109
1% MANITOL + 5% TREHALOZA 160,62| 1,074089| 0,2836| 0,009065
1% MANITOL + 10% TREHALOZA | 15523| 1,999667| 0,1363| 0,038396
2% MANITOL + 1% TREHALOZA 217,2| 2,698889| 0.2186| 0,011039
2% MANITOL + 2% TREHALOZA 280,3| 55,72234| 0,369 0,118016
2% MANITOL + 5% TREHALOZA 202,4| 19,7932| 02838 0,068309
2% MANITOL + 10% TREHALOZA 163,4| 1,140175| 0,1258| 0,017069
Kontrola 131,8 0,073

1% DEXTRAN 222,93 | 15,26469| 0,3052| 0,01473
2% DEXTRAN 148,33 | 1,492202| 0,1403| 0,010501
5% DEXTRAN 161,48 2,906143| 0,1783| 0,011075
10% DEXTRAN 176,67 2,319195| 0,2082| 0,009261
1% XYLITOL 3492  2526,67 1 0
2% XYLITOL 4916 | 1749.766| 0,8873| 0,186749
5% XYLITOL 139,45| 0,889382| 0,1058| 0,018082
10% XYLITOL 167,58 36,16647| 0,1845| 0,122681

7.1.1.1 Lyofilizacny experiment s manitolom

Velkost’ nanocastic sa pohybovala od 170,5 nm do 425,5 nm. Hodnoty PDI
boli od 0,1493 do 0,415. Najpriaznivejsi vplyv na vel’kost’ i PDI mali roztoky s 2%
a 5% manitolom, pozri Graf 2. Zanevhodné sa ukdzalo pouZzitie 10% manitolu
s hodnotou velkosti nanocastic 425,5 nm a PDI 0,415. Predpokladanym doévodom

takéhoto spravania je schopnost’ manitolu tvorit’ krysStalicka Struktiru, ktord viedla

k poskodeniu nanocastic.

29




Velkost a PDI nanocastic po lyofilizacii
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Graf 2: Vplyv koncentracie roztoku manitolu na velkost’ a PDI nanocastic
pripravenych z PLGA 5/5 a 0,1% Cholétu sodného, ako kontrola boli pouzité nativne

nanocastice, ich vel'kost a PDI po centrifugécii

Vizudlne stranka lyofilizacného koldca je zobrazena na Obr. 1. Vietky 4
koncentracie manitolu docielili kompaktny vzhlad lyofilizatu, ktory sa dal I'ahko
vybrat’ zo skimavky. Finalny kol&¢ bol biely, nepriehl'adny a redispergacia vo vode

prijatel'na.

PLGAS5/5A_0,1%CholNa+Manitol

Obr. 1: Lyofilizat — PLGA + CholNa + Manitol

7.1.1.2 Lyofilizacny experiment s trehalozou
Hodnoty velkosti nanocastic sa pohybovali od 141,38 do 153,8 nm. Povodna

velkost” bola 146,3 nm, z ¢oho vyplyva, Ze u 1% trehal6zy nenastala zmena, Comu
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zodpoveda 1 PDI. U 5% trehaldézy nastalo mierne zmenSenie nanocastic. PDI sa
pohybovala od 0,0912 do 0,1677. Ako vel'mi pozitivne a prinosné zistenie moézeme
usudit,, Ze Ziadna hodnota PDI nepresiahla 0,2. Namerané¢ hodnoty velkosti a PDI

zobrazuje Graf 3. Z grafu je zjavna korelacia PDI a velkosti, o poukazuje na tvorbu

agregatov.
Velkost a PDI nanocastic po lyofilizacii
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Graf 3: Vplyv koncentracie roztoku trehal6zy na velkost’ a PDI nanocastic
pripravenych z PLGA 5/5 a 0,1% Cholatu sodného, ako kontrola boli pouZité nativne

nanocastice, ich vel'kost a PDI po centrifugécii

Pouzitie trehalézy ako lyoprotektantu a Struktirotvornej latky neviedlo
k vyhovujicemu vzhladu lyofilizatu, pozri Obr. 2. Vysledny kola¢ bol skolabovany
amal nevhodnu Struktiru. Trehaléza vSak mala priaznivy vplyv na vysledky

velkostnej stability a PDI. Redispergéacia dobra, do 3 mintt.
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PLGA5/5A_0,1%CholNa+Trehalosa

Obr. 2: Lyofilizat — PLGA + CholNa + Trehal6za

7.1.1.3 LyofilizaCny experiment s kombindciou manitolu a trehalozy

Pri kombinacii 1% manitolu, pri réznych koncentraciach trehalozy, velkost’
nanocastic nadobudala hodnot od 155,23 do 187,3 nm, pri pouziti 2% manitolu
s rovnakymi koncentraciami trehalozy od 163,4 do 280,3 nm. Graf 4 zndzornuje
velkost’ Castic a PDI. Z grafu vyplyva, Ze najvhodnej$ia kombindcia je u 1% manitolu
a 2% manitolu v kombindacii s 10% trehaldzou, s ¢im koreluje 1 hodnota PDI, ktora je

v oboch pripadoch pod 0,2.
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Velkost a PDI nanocastic po lyofilizacii
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Graf 4: Vplyv koncentracie roztoku manitolu a trehaldézy na velkost a PDI
nanocastic pripravenych z PLGA 5/5 a 0,1% Cholatu sodného, ako kontrola boli

pouzité nativne nanocastice, ich vel’kost’ a PDI po centrifugacii

Najvhodnejsia Struktara lyofilizatu bola docielend pouZzitim kombinacie
2% manitolu s 2% a 1% trehaldézou. Vysledné lyofilizacné kolaCe st zobrazené
naObr. 3 a4. Struktira kold¢a bola kompaktni, mierne porézna a dobre
redispergovatelna. PouZitie 2% manitolu s 5% a 10% trehalézou nezabezpecilo
vhodnt vizudlnu stranku lyofilizatu, rovnako ako kombinacia 1% manitolu

s trehalozou. Struktary boli vel'mi porézne a stratili svoj objem.

PLGA5/5A_0,1%CholNa PLGAS/5A_0,1%CholNa
Trehalosa+Manitol Trehalosa+Manitol

Obr. 3 a 4: Lyofilizat — PLGA + CholNa + Manitol a Trehaldza
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7.1.1.4 Lyofilizacny experiment s dextranom

Maximalnu hodnotu velkosti i PDI dosiahla vzorka s 1% dextranom, Co
poukazuje nanedostatoéni ochranu pred poskodenim v procese mrazenia
a lyofilizacie. Hodnota velkosti ¢inila 222,93 nm a PDI 0,3052. Z Grafu 5 vyplyva, Ze

dextran poskytuje vac¢Siu mieru ochrany vo vysSich koncentraciach.

Velkost a PDI nanocastic po lyofilizacii
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Graf 5: Vplyv koncentracie roztoku dextranu na vel'kost’ a PDI nanocastic
pripravenych z PLGA 5/5 a 0,1% Cholatu sodného, ako kontrola boli pouZité nativne

nanocastice, ich vel'kost a PDI po centrifugécii

Vizudlna stranka findlnych kolacov je zndzornena na Obr. 5. Kompaktnu,
nepriehladn Strukturu mali vzorky s 10% a 5% dextranom. V koncentracii 2% a 1%

roztoku bola Struktira neprijatel'nd. Rekonstitucia vo vode bola dobra.

PLGASL/5A_0,1%CholNa+Dextran

Obr. 5: Lyofilizat — PLGA + CholNa + Dextran
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7.1.1.5 Lyofilizacny experiment so xylitolom

Roztok xylitolu v koncentracii 1% a2% nie je vhodny k pouzitiu ako
lyoprotektivna latka. Hodnoty velkosti nanocastic po lyofilizacii dosahovali az
3492 nm a 4916 nm, ¢omu zodpovedaju i hodnoty PDI 1 a 0,8873. Jednoznacne
mdzeme zhodnotit, Ze doslo k masivnej agregacii nanocastic. Graf 6 sleduje vplyv
koncentracie roztoku na velkost’ a PDI. 5% xylitol sa ukéazal ako najvhodnejsi, jeho

hodnoty velkosti nanocastic ¢inili 139,45 nm a PDI 0,1058. Tieto hodnoty vyhovuju

poziadavkam na vel'kost’ nanocastic (100-200 nm) aj na PDI (0,1-0,2).
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Graf 6: Vplyv koncentracie roztoku xylitolu na vel'kost” a PDI nanocastic

pripravenych z PLGA 5/5 a 0,1% Cholatu sodného, ako kontrola boli pouZzité nativne

Velkost a PDI nanocastic po lyofilizacii
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nanocastice, ich vel'kost a PDI po centrifugécii

Z Obr. 6 vyplyva, ze 10%, 5%, 2% a 1% roztoky xylitolu poskytli vizualne
nevyhovujtci lyofilizat. Struktira bola nekompaktna a lyofilizaény kola¢ stratil svoj

objem. Redispergécia bola dobré, avSak u 1% a 2% roztoku zostali viditeI'né Castice.
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PLGAS5/5A_0,1%CholNa+Xylitol

Obr. 6: Lyofilizat — PLGA + CholNa + Xylitol
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7.1.2 Lyofiliza¢ny experiment — surfaktant 0,1% Pluronic

V tejto casti lyofilizanej S$tadii boli nanocastice pripravené z PLGA 5/5
aroztoku Pluronicu. Tabulka 4 zachytava priemerné velkosti nanocastic a PDI
po lyofilizacii u vzoriek s 1%, 2%, 5% a 10% manitolom, trehal6zou, dextranom
a xylitolom. Taktiez zobrazuje vplyv kombinécie 1% a 2% manitolu s 1%, 2%, 5%

a 10% trehalozou na velkost’ a PDI nanocastic.

Tab. 4: Prehlad priemernych hodnot velkosti nanocastic a PDI, vratane SD, po

lyofilizacii u vzoriek pripravovanych z PLGAS5/5 a roztoku Pluronicu

PLGA 5/5A +0,1% PLURONIC

Roztok Struktiarotvornych latok VT::II;O]St’ SD PDI SD

Kontrola 179 0,072

1% MANITOL 306,08 7,757169| 0,3002] 0,054146
2% MANITOL 287,53 14,79536| 0,3017| 0,031747
5% MANITOL 323,82 11,46864 0,301] 0,086753
10% MANITOL 557,33 143,3094| 0,5352] 0,071832
1% TREHALOZA 332,15| 83,11784 0,413] 0,066618
2% TREHALOZA 363,18 182,294 0,4668| 0,134938
5% TREHALOZA 306,8| 111,6225 0,385] 0,086753
10% TREHALOZA 360,17 94,56652| 0,4142] 0,072563
Kontrola 183.5 0,088

1% MANITOL + 1% TREHALOZA 368,55| 24,71637| 0,5735] 0,063752
1% MANITOL + 2% TREHALOZA 388,62 89,56141| 0,4852] 0,019385
1% MANITOL + 5% TREHALOZA 284,05 33,62206( 0,4356| 0,057874
1% MANITOL + 10% TREHALOZA 304,16 59,16745 0,426 0,071969
2% MANITOL + 1% TREHALOZA 436,02 25,64967| 0,5372| 0,057548
2% MANITOL + 2% TREHALOZA 403,52 83,40399| 0,4792( 0,070783
2% MANITOL + 5% TREHALOZA 282,42 30,88122 0,377 0,01997
2% MANITOL + 10% TREHALOZA 278,23 41,31066| 0,3793| 0,037998

Kontrola 179 0,072

1% DEXTRAN 2715 9494377 0,6617| 0,319271
2% DEXTRAN 1203 116,7229| 0,6107| 0,112044
5% DEXTRAN 227,87 9,148479( 0,2793| 0,051972
10% DEXTRAN 215,53 2,833843| 0,1422] 0,029862
1% XYLITOL 245,68 91,4798 | 0,3132]| 0,139457
2% XYLITOL 188,38 7,150501| 0,2397| 0,036768
5% XYLITOL 347,63 | 52,67116| 0,5053 0,11863
10% XYLITOL 560,78 136,0619| 0,5733| 0,119453
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7.1.2.1 Lyofilizaény experiment s manitolom

V tomto pripade hodnoty velkosti dosahovali az od 287,53 do 557,33 nm.
Jedna sa o vel'mi nepriaznivé hodnoty vel'kosti nanocastic. Taktiez aj PDI nadobudala
pomerne vysoké hodnoty, od 0,3002 do 0,5352. Mdzeme usudit, ze vysledky
experimentu su pri pouziti Pluronicu nevyhovujuce, v porovnani s nameranymi
hodnotami u roztoku cholatu sodného. Prehlad vplyvu koncentracie roztoku manitolu
na velkost’ a PDI zobrazuje Graf 7. Z grafu vyplyva, Ze vysoké koncentracie manitolu

nemaji ochranny vplyv na nanocastice, dochadza k ich agregacii.
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Graf 7: Vplyv koncentracie roztoku manitolu na vel'kost’ a PDI nanocastic
pripravenych z PLGA 5/5 a 0,1% Pluronicu, ako kontrola boli pouZité nativne

nanocastice, ich vel'kost’ a PDI po centrifugécii

Rovnako ako u nanocastic pripravenych z PLGA 5/5 a 0,1% roztoku Cholatu
sodného, bol vysledny lyofilizat elegantného vzhl'adu pri vSetkych koncentraciach
manitolu, pozri Obr. 7. Findlny kold¢ bol kompaktny, nepriehladny a dobre
redispergovatelny vo vode. Vynimkou bol 10% roztok manitolu, ktorého

rekonstitlicia sa vykonala za pomoci ultrazvukového kupelu.
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PLGASL/5A_0,1 %PluronictManitol

Obr. 7: Lyofilizat - PLGA + Pluronic + Manitol

7.1.2.2 Lyofilizacny experiment s trehalozou

Z Grafu 8 vyplyva, ze velkosti i1 PDI pri pouZiti roztoku trehaldézy nie st
vyhovujice. Hodnota velkosti nanocastic sa pohybovala od 306,8 do 363,18 nm.
Minimum PDI dosahovalo 0,385, maximum 0,4668. Tieto vysledky poukazuju na
znanl agregaciu nanocastic, ktord je pravdepodobne spdsobend vySSou

rozpustnostou poloxaméru vo vode pri nizkych teplotach.
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Graf 8: Vplyv koncentracie roztoku trehaldzy na velkost’ a PDI nanocastic
pripravenych z PLGA 5/5 a 0,1% Pluronicu, ako kontrola boli pouzité nativne

nanocastice, ich vel'kost’ a PDI po centrifugacii

Na Obréazku 8 st znazornené vysledné kolage, ktorych vizualna stranka nespliia
kritéria pre spravny vzhlad lyofilizatu. Struktira je nekompaktnd, porézna a kolad

stratil svoj objem. Redispergécia bola prijatel'na.
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PLGAS/5A_0,1%Pluronic+Trehalos

Obr. 8: Lyofilizat — PLGA + Pluronic + Trehal6za

7.1.2.3 Lyofilizacny experiment s kombindciou manitolu a trehaldzy

Kombinacia 1% a 2% roztoku manitolu s trehal6zou, obdobne ako pouzitie
jednozlozkového roztoku manitolu alebo trehal6zy, poukdzalo, ze nemaju dostatocne
ochranny uc¢inok na nanocastice pripravené z PLGA 5/5 aroztoku Pluronicu.
Namerané hodnoty velkosti a PDI zobrazuje Graf 9. Rozmedzie hodn6t vel'kosti sa

pohybovalo od 278,3 do 436,02 nm, PDI od 0,377 do 0,5735.
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Graf 9: Vplyv koncentracie roztoku manitolu a trehal6zy na vel'’kost’ a PDI
nanocastic pripravenych z PLGA 5/5 a 0,1% Pluronicu, ako kontrola boli pouzité

nativne nanocastice, ich vel'kost’ a PDI po centrifugécii

Obrazok 9 a 10 zobrazuje vplyv koncentracie roztoku Struktirotvornych latok

na finalny vzhl'ad lyofilizatu. Z obrazkov vyplyva, ze so vzrastajuicou koncentraciou
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roztoku trehalozy sa Struktura lyofilizacného kola¢u zhorSuje. Vyhovujicu vizualnu
stranku mali vzorky mixu 1% a 2% manitolu s 1% a 2% trehaldzou, avSak vzorka
s kombinaciou 1% manitolu a 2% trehaldozy bola menej kompaktnd a poréznejsia.
Redispergacia bola v norme, no negativum bola mierna sedimentdcia pritomnych

nanocastic.

PLGAS5/5A_0,1%Plurcnic

Trehalosd+Manitol PLGA5/5A_0,1%Pluronic

Trehalosa+Manitol

Obr. 9 a 10: Lyofilizat — PLGA + Pluronic + Manitol a Trehaldza

7.1.2.4 Lyofilizacny experiment s dextranom

Roztok 1% a 2% dextranu sa ukazal ako nevhodny, pozri Graf 10. Velkost
nanocastic dosahovala hodnoty 2715 nm a 1203 nm, PDI 0,6617 a 0,6107. U 5%
a 10% dextranu velkost nadobudala o nieco pozitivnejsie vysledky, 227,87 nm a
215,53 nm. PDI bola 0,2793 a 0,1422. Mozno usudit, Ze sa jedna o najprijatelnejSie
hodnoty nanocastic, ktoré¢ su stabilizované poloxamérom, ¢o ukazuje na dobri

protektivnu vlastnost’ dextranu.
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Velkost a PDI nanocastic po lyofilizacii
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Graf 10: Vplyv koncentrécie roztoku dextranu na vel'kost’ a PDI nanocastic
pripravenych z PLGA 5/5 a 0,1% Pluronicu, ako kontrola boli pouzité nativne

nanocastice, ich vel'kost a PDI po centrifugécii

Lyofilizacné kolace u vzoriek s dextranom boli kompaktné, lahko sa
oddelovali od stran skumavky, pozri Obr. 11. Problémom bola ich redispergacia

vo vode. U 1% a 2% roztoku dextranu zostavali vidite'né Castice.

PLGAS5/5A_0,1%Pluronic+Dextran

Obr. 11: Lyofilizat — PLGA + Pluronic + Dextran

7.1.2.5 Lyofilizacny experiment so xylitolom

Koncentrécia roztoku xylitolu mé presne opacny vplyv na velkost a PDI, ako
predchadzajice pouzitie dextranu. Zavislost' koncentracie velkosti a PDI zobrazuje
Graf 11. Ako najviac vyhovujuci sa javi roztok 2% xylitolu, ¢o je uplny protiklad

v porovnani s nanocasticami stabilizovanymi Cholatom sodnym. Velkost nanocastic
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po lyofilizacii predstavovala hodnotu 188,38 nm a PDI 0,2397. Maximalnu velkost’,
560,78 nm, nadobudol roztok 10% xylitolu. V tomto pripade bola PDI 0,5733.
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Graf 11: Vplyv koncentracie roztoku xylitolu na vel'kost’ a PDI nanocastic
pripravenych z PLGA 5/5 a 0,1% Pluronicu, ako kontrola boli pouzité nativne

nanocastice, ich vel'kost’ a PDI po centrifugécii

Vizudlnu stranku lyofilizatu zobrazuje Obr. 12. Rovnako ako u nanocastic
pripravenych z PLGA 5/5 a 0,1% roztoku Choléatu sodného, je Struktura finalneho

kola¢a nevyhovujica. Rekonstiticia si vyzadovala pouzitie va¢Siecho mnozstva vody.

PLGAS/5A_0,1%Pluronic+Xylitol

Obr. 12: Lyofilizat — PLGA + Pluronic + Xylitol
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7.1.3 Zhrnutie lyofiliza¢ného exprimentu

Z vyssie uvedené¢ho vyplyva niekol’ko poznatkov. Pri  porovnani
lyoprotektantov z hl'adiska vlastnosti vysledného produktu sa ako najlepSie
lyoprotektanty javia trehaldoza a dextran. Velkosti Ccastic rekonstituovanych
po lyofilizécii sa vyznamne neliSila od tych, ktoré boli hodnotené ihned’ po priprave.
Z hl'adiska schopnosti plnit’ funkciu i Struktarotvornej latky nemozno hodnotit’
trehalozu ako perspektivnu latku, a to ani v kombinacii s manitolom, ktory bol ako
Struktirotvorna latka vel'mi dobry.

Dalsim vystupom experimentu je to, Ze ¢astice stabilizované poloxamérom su
nachylnejSie k poskodeniu v priebehu procesu lyofilizacie. Parametre castic
stabilizovanych poloxamérom boli vyznamne horSie, nez u Castic stabilizovanych
Cholatom sodnym. Toto platilo pre vsSetky lyoprotektanty s vynimkou trehaldzy
a dextranu, a i pre tieto dve pomocné latky boli vysledky nanocastic stabilizovanych
poloxamérom horSie, hoci boli prijatelné. Vysvetlenie sa pontka v rozdielnej
povrchovej aktivite poloxaméru v zévislosti na teplote. Pre Poloxamér 407 totiz plati,
Ze rozpustnost’ stipa a schopnost’ viazat' sa k povrchom klesa s tim, ako sa teplota
sustavy znizuje. Niz$ia miera ochrany povrchu Castic vedie k va¢Sej miere poskodenia

pri mrazeni a lyofilizcii.'¢
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7.2 Stabilita nanocastic

V studii sa hodnotilo 6 rozlicnych vzoriek. Vsetky suspenzie nanocastic sa
pripravili z 0,3% roztoku polyméru PLGA 5/5 a uchovavali v mraznicke pri teplote
cca- 70°C. V priebehu Styroch mesiacov sa u kazdej vzorky merala velkost’ Castic

a PDI. V d’alSej Casti st popisané jednotlivé vzorky.

7.2.1 Stabilita nanocastic pripravenych z PLGA 5/5 a 0,1% roztoku
Cholatu sodného

Hodnotené vzorky boli tvorené nanocasticami z PLGA 5/5 v roztokoch
kryoprotektantov — 5% trehal6zy, 5% manitolu a mixu 5% trehal6zy a 5% manitolu.
Nanocastice boli centrifugované a redispergované 0,1% roztokom Cholatu sodného.

Tabul’ka 5 zhfnia hodnoty velkosti nanocastic a PDI.

Tab. 5: Prehlad velkosti nanocastic a PDI pripravenych z PLGA 5/5 a 0,1% roztoku

Cholatu sodného v zavislosti na tyzdni pri stabilitnej Studii

Stabilita nanocastic pripravenych z PLGA 5/5 a 0,1% roztoku Cholatu sodného
5% TRH 5% MAN 5% TRH + 5% MAN
Tyzden | VePkost’ Velkost’ Velkost’
PDI PDI PDI
[nm] [nm] [nm]
0 155 0,116 155 0,116 155 0,166
1 219,7 0,263 2273 0,221 167 0,124
2 149,7 0,085 2233 0,248 167,2 0,123
3 149,1 0,083 190,2 0,165 165,3 0,125
4 156,7 0,085 2229 0,224 179,1 0,187
6 156,2 0,087 194,4 0,146 173,2 0,13
8 148,5 0,063 2335 0,261 1934 0,153
12 156 0,071 208,2 0,178 201,5 0,155
16 152,3 0,084 189,2 0,174 195,2 0,167

cvwe

hodnota vel'kosti predstavovala 233,5 nm u 5% manitolu. Vzorky, v ktorych bol ako
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kryoprotektant pouzitd 5% trehaldza sa prakticky nezmenili. Hodnoty velkosti st
zobrazené¢ v Grafe 12, pozri nizSie. U 5% manitolu nastalo zvicSenie velkosti
nanocastic, ktoré vykazovalo miernu variabilitu. Rozmedzie hodnét ¢inilo 78,5 nm.
Pri kombinacii 5% trehalozy a 5% manitolu vel'’kost’ nanoc€astic mierne rastla s casom
skladovania, aich rozsah predstavoval 46,5 nm. Minimalna hodnota tejto vzorky

vykazovala 155 nm, maximalna dosahovala 201,5 nm.
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Graf 12: Vyvoj velkosti nanocCastic pripravenych z PLGA 5/5 a 0,1% roztoku
Cholatu sodného pri stabilitnej $tadii, kontrola zobrazuje nanocastice skladované

v Cistej vode

PDI u vzorky s 5% trehal6zou sa pohybovala od 0,06 do 0,085, ¢o poukazuje
na zachovanie monodisperzného systému po celt dobu experimentu. Mdzeme
konStatovat’, Ze sa jedna o vel'mi priazdnivé vysledky. Rovnako ako velkost’ 1 PDI
ukazuje na to, Ze pri uchovavani nanocastic pri zniZenej teplote v roztoku 5% trehalozy
dochadza iba k zanedbatelnym zmenam. Graf 13 zobrazuje vyvoj PDI v priebehu
experimentu. U 5% manitolu PDI predstavovala hodnoty od 0,146 do 0,261.
Rozmedzie predstavuje 0,115, z coho vyplyva, ze dochadzalo k zmenam v PDI.
MoZnym zdoévodnenim modze byt kryStalickd povaha manitolu, ktora vedie
k naruSeniu Struktiry Castic pri porcese mrazenia a nasledné agregacia. Pri kombindacii
5% trehalozy a 5% manitolu PDI dosahovala hodnoty od 0,123 do 0,187, rozmedzie
teda bolo 0,064. Tieto hodnoty st prijatelné, no horSie v porovnani s trehalozou.

Vzorky boli monodisperzné pocas Styroch mesiacov.
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Graf 13: Vyvoj PDI nanocastic pripravenych z PLGA 5/5 a 0,1% roztoku Cholatu
sodného pri stabilitnej $tadii, kontrola zobrazuje nanocastice skladované v Cistej

vode
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7.2.2 Stabilita nanocastic pripravenych z PLGA 5/5 a 0,1% roztoku

Pluronicu

Vzorky nanocastic boli taktiez uchovavané v totoznych roztokoch
kryoprotektantov. Rozdiel bol v pouziti redispergacného média - 0,1% roztoku

Pluronicu. Tabul’ka 6 zobrazuje hodnoty vel'kosti nanocastic a PDI.

Tab. 6: Prehlad velkosti nanocastic a PDI pripravenych z PLGA 5/5 a 0,1% roztoku

Pluronicu v zavislosti na tyzdni pri stabilitnej Studii

Stabilita nanocastic pripravenych z PLGA 5/5 a 0,1% roztoku Pluronicu
5% TRH 5% MAN 5% TRH + 5% MAN

Velkost’ PDI Velkost’ PDI Velkost’ PDI
[nm] [nm] [nm]

0 167 0,059 167 0,059 167 0,059

1 170,1 0,049 412,7 0,422 186,2 0,107

2 184,5 0,15 396,3 0,504 2432 0,277

3 175 0,045 416,7 0,52 192,5 0,096

4 174,3 0,046 4314 0,482 208.,9 0,187

6 167,7 0,058 4527 0,493 200,8 0,173

8 177,4 0,083 4774 0,567 213,3 0,17

12 | 174,7 0,063 469,8 0,689 3143 0,23

16| 177,3 0,087 455,7 0,477 277,7 0,23

U vzorky s 5% trehal6zou velkost” dosahovala hodnoty od 167 do 184,5 nm.
Rozdiel maxima aminima ¢inil 17,5 nm, ¢o je zanedbatelnd hodnota, ktora
je pravdepodobne spdsobena variabilitou merania. Mdzeme konStatovat’, Ze Castice
zostali po celi dobu stabilné. Namerané hodnoty st zobrazené v Grafe 14. Rovnako
ako u nanocastic pripravenych z PLGA 5/5 a 0,1% roztoku Cholatu sodného, ktoré
boli uchovéavané tiez v 5% roztoku trehaldzy, nebol zisteny vyrazny vzrast ani pokles
vel'kosti. Opét’ teda nedochddzalo k negativnemu vplyvu po vystaveni stresového

faktora — zmrazenie, comu odpovedaji 1 hodnoty PDI, vid’ polydisperzita. Pri vzorke
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s 5% manitolom nastal rapidny vzrast velkosti uz po prvom tyzdni skladovania.
Predpokladame, Ze poskodenie nanocastic nastalo uz v procese zmrazenia a manitol
nema dostato¢ne ochranny ucinok voci takémuto stresoru. Maximalna hodnota
vel'kosti nanocastic nadobudala 477,4 nm a minimélna bola pévodna vel'kost, 167 nm.
Rozmedzie hodnot vykazovalo az 310,4 nm. Tento vysledok koreluje is vyvojom
PDI, vid’ polydisperzita. Vzorky, kde bol pouzity mix 5% trehaldzy a 5% manitolu,
vykazovali mierny vzrast a variabilitu vel'kosti po dobu 8 tyzdiov. V 12 a 16 tyzden
dosahovali vel’kost’ az 314,3 nm a 277,7 nm. Mo6Zeme usudit’, Ze sa jedna o negativny

vplyv manitolu, ktory sa javi ako latka nevhodna pre tento typ skladovania nanocastic.
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Graf 14: Vyvoj velkosti nanocastic pripravenych z PLGA 5/5 a 0,1% roztoku
Pluronicu pri stabilitnej $tiidii, kontrola zobrazuje nanocastice skladované v Cistej

vode

PDI u vzorky s 5% trehal6zou dosahovala hodn6t od 0,045 do 0,15, rozmedzie
ich hodnét &inilo 0,105. Trehaléza spiiia pozadované kritéria na hodnotu velkosti
nanocastic 1 PDI. Graf 15 zachytava vyvoj PDI v priebehu experimentu. Z grafu vSak
vyplyva, Zze PDI stagnuje a vzorky boli po celt dobu hodnotenia monodisperzné,
1 napriek jednej vychylenej hodnote. PDI je velmi premenliva veli¢ina a mézeme
predpokladat’, Ze sa jedna o chybu merania. Minimum PDI u vzorky s 5% manitolom
¢inilo 0,056, ¢o bola pociatocna polydisperzita nanocastic, a maximum 0,689. Rozsah
PDI bol az 0,633. Pri kombinacii 5% trehaldzy a 5% manitolu PDI nadobudala hodnot
od 0,056 do 0,277, rozsah hodndt ¢inil 0,221.
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Stabilita PDI nanocastic
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Graf 15: Vyvoj PDI nanocastic pripravenych z PLGA 5/5 a 0,1% roztoku Pluronicu

pri stabilitnej $tudii, kontrola zobrazuje nanocastice skladované v Cistej vode

7.2.3 Zhrnutie stabilitného experimentu

Nanocastice uchovavané v 5% roztoku trehal6zy sa javili ako najstabilnejSie.
Z nameranych dat vyplyva, ze trehaldéza je vyrazne najlepSim kryoprotektantom.
Medzi pouzitymi surfaktantmi neboli signifikantné rozdiely a sledované parametre
u nanocastic vykazovali len malé zmeny, ktoré moéZeme pokladat’ za zanedbatelné.

Najvicsie zmeny v priebehu stabilitnej skusky nastali u vzoriek, kde bol ako
kryoprotektant pouzity manitol. V pripade nanocastic, pripravenych z PLGA 5/5
a 0,1% roztoku Pluronicu, namerané hodnoty vychadzali horSie. PDI 1 vel'kost’ Castic
vykazovali vyrazne vys$i rozsah, nez unanocastic zPLGA 5/5 a0,1% roztoku
Cholatu sodného. Manitol neposkytuje dostatocni ochranu nanocasticiam voci stresu,
ktory je sposobeny zmrazenim. Zdévodnenim modze byt krystalickd povaha manitolu,
ktora vedie k naruSeniu Struktary Castic pri procese mrazenia a ich nasledné agregacia.

Kombinécia 5% trehalozy a 5% manitolu sa neosvedcila. Predpokladanym
dovodom nepriaznivych vysledkov je pouZitie manitolu, ktory sa javi ako nevhodny
kryoprotektant.

Do6vodom nevhodnych vysledkov castic stabilizovanych poloxamérom
je proces lyofilizacie, pretoze pri mrazeni k rapidnym zmendm nedochédza. Tento

vplyv vysvetlit nevieme, avSak pozorovali sme ho.
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7.3 Disolucny experiment

Disolu¢ny test bol vykonany s jednym modelovym lie¢ivom, kurkuminom.
Na pripravu nanocastic sa znovu pouzil 0,3% roztok polyméru PLGA 5/5 a 0,1%
roztok Cholatu sodného. V disolucne;j stadii sa hodnotili 4 rozli¢ne spracované vzorky,

u ktorych sa sledovalo uvol'movanie kurkuminu v priebehu 48 hodin.

Tabulka 7 zobrazuje percentudlne mnozstvo uvolneného kurkuminu.
Z lyofilizovanych nanocastic s 5% manitolom sa uvolnilo 93,8% kurkuminu, s 5%
dextranom 96,5% kurkuminu a s 5% trehal6zou sa uvolnilo 41,0%. U nanocastic,

ktoré boli zmrazené a rozmrazené dosiahlo uvol'nenie kurkuminu len 19,6%.

Tab. 7: Disolucia kurkuminu z lyofilizovanych nanocastic a z nanocastic po zmrazeni

a rozmrazeni

Kontrola | Lyofilizacia | Lyofilizacia | Lyofilizacia | Zmrazené
s 5% s 5% s 5% a rozmrazené
Manitolom | Dextranom | Trehalozou | nanocastice
Cas
% uvol’'neného kurkuminu
[hod]
0 0 0 0 0 0
0,5 5.9 15.6 15,0 11,5 3.5
1 11,7 26,1 22,1 16,3 4.8
2 16,6 34,9 479 19,5 6,7
4 21,3 50,1 54,8 31,6 7,7
6 26,8 64,7 61.2 31,8 10,7
12 32,8 75,5 66,1 35,0 12,9
24 38,5 90,9 85,9 38,0 15,1
30,5 452 93,8 96,5 38,3 16,5
48 52,1 93,8 96,5 41,0 19,6
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Priebeh celej disolucie zobrazuje Graf 16. Ako najvhodnejsi excipientom sa
ukéazalo pouzitie trehaldozy v koncentracii 5%. Disolucia kurkuminu bola takmer
totoznd s kontrolnou vzorkou. Pouzitie 5% roztokov dextranu a manitolu sa
neosvedcilo. Vysvetelnim pre uvolnenie dvojnasobne vacsieho mnozstva kurkuminu
je krystalicka vlastnost’ manitolu, ktora pravdepodobne narusila Struktiuru nanocastic.
U vzoky, pri ktorej sme skimali vlyv zmrazenia na mnozstvo uvol'neného kurkuminu
z nanocCastice, sme dospeli k neocakdvanému vysledku. Mnozstvo uvolneného
modelového lieiva bolo nizke v porovnani s nativnimi nanocasticami. Zdvovodnenim

moze byt pripadna chyba meriania, no presné vysvetlenie si vyzaduje d’al§i vyskum.
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Graf 16: Disolu¢na krivka zobrazujuca vplyv lyofilizacie a zmrazenia na disoliiciu

kurkuminu z nanocastic v 1% Polysorbate 20, kontrola zobrazuje nativne nanocastice
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8. ZAVER

Pozorovany a porovndvany bol vplyv koncentracie Styroch Struktarotvornych
latok — manitolu, trehaldzy, dextranu a xylitolu, na vzhlad findlneho lyofilizatu,
s cielom najst’ ich optimalnu koncentraciu a kombinaciu. Nanocastice boli pripravené
metoédou nanoprecipitacie z linedrneho polyméru PLGA 5/5. Ako surfaktanty boli
pouzit¢ 0,1% roztoky Cholatu sodného a Pluronicu. Vzorky boli posudzované
z hl'adiska velkosti Castic, PDI, vzhl'adu a rekonstiticie lyofilizatu.

Ako vhodny surfaktant pre lyofilizaciu sa osved¢il Cholat sodny. Pluronic sa
ukazoval skor ako nevhodny. Mechanizmus poskodenia nanocastic, navodenie vyssej
polydisperzity atvorby agregatov u lyofilizovanych vzorieck po priprave
s poloxamérom nie je presne znamy. Vyzadoval by si d’alSie experimenty, ¢o je
nad ramec tejto diplomovej prace. Ako najvhodnejSie lyoprotektivum sa javi
trehaldza, u nanocastic pripravenych z PLGA 5/5 a Cholatu sodného. Hodnoty
vel'kosti nanocastic sa pohybovali od 141,38 do 153,8 nm a PDI nepresiahla 0,2.
Pomerne prijatelné hodnoty vysli u 5% a 10% dextranu.

Vysledky stabilitného experimentu poukazuju, ze proces lyofilizacie nie je
nutny k stabilizacii nanocastic. Dostatoc¢nu stabilitu nanocastic zabezpecime ich
hlbokym zmrazenim v 5% roztoku trehaldzy.

Skuskou disolucie kurkuminu, ako modelového lieciva, sme prisli k vysledku,
Ze najvhodnej$im excipientom je trehal6za.

V zévere mdézeme konStatovat, ze pouzitie trehaldézy v koncentracii 5% sa
u vSetkych experimentoch, ktoré st zahrnuté v tejto diplomovej préaci javi ako

najvhodnejsie.
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9. ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK
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