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ABSTRAKT

Univerzita Karlova
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmaceutické technologie

Autorka: Ivana PetraSova
Nazev prace: Formulace PLGA nanocastic s vankomycinem pro lokdlni 1écbu
muskuloskeletalnich infekci I

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

Pro 1é¢bu muskuloskeletalnich infekci je vyZzadovéna ptitomnost vysoké koncentrace antibiotik
v misté¢ infekce. Vysoké davky peroralné podavanych lé¢iv vSak zplsobuji riziko zvySené
systémové toxicity a zdvaznych nezaddoucich ucinki. Cilena doprava 1é¢iv, v soucasnosti jedna
z hlavnich oblasti farmaceutického vyzkumu, ptedstavuje vhodnou alternativu 1écby

bez nadbytecného zatizeni organismu.

Tato diplomové prace se zaméfuje na piipravu terapeutického systému pro lokalni 1écbu
muskuloskeletalnich infekci ve formé polymernich nanocastic obsahujicich antibiotikum
vankomycin. Z divodu inkorporace hydrofilni antimikrobidlni latky do nanocastic byla
pro jejich piipravu pouzita suspenzné-emulzni metoda. K piipravé nanocastic byly pouZity
rizné koncentrace stabilizatoru polyvinylalkoholu a hydrofobniho polymeru poly(D,L-laktid-
ko-glycolid) vétveného na tripentaerythritolu. V rdmci vyzkumu byla sledovéna velikost
nanocastic, polydisperzita, zeta potencial, enkapsula¢ni G€innost stanovena piimou i nepiimou
metodou, disoluéni profil antibiotika, diferencidlni skenovaci kalorimetrie a skenovaci
elektronova mikroskopie. Podafilo se pfipravit stabilni nanocéstice bez vznikajicich aglomerati
v rozmezi velikosti pfiblizné 330 az 740 nm. Problémem vSak byla Spatnd enkapsulacni
ucinnost, kterd umoznila zachytit nejvyse 50,9 % léCiva. Byl prokazan sféricky tvar nanocastic
pomoci skenovaci elektronové mikroskopie. Pribéh liberace vykazoval na zacatku vysoky

burst-efekt. Nasledné doba liberace probihala do 3. dne, kdy se uvolnilo pfiblizné 80 % léciva.

Klicova slova: Vankomycin, PLGA, nanocastice, velikost nanocastic, polydisperzita,

uvoliovani 1é¢iva.
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The treatment of musculoskeletal infections requires the presence of high antibiotics
concentration at the infection site. However, high doses of orally administered drugs cause
the risk of increased systemic toxicity and serious adverse effects. Targeted drug delivery,
currently one of the main areas of pharmaceutical research, represents a suitable option

of a treatment without excessive burden on the organism.

This diploma thesis focuses on the formulation of a therapeutic system for the local treatment
of musculoskeletal infections in the form of polymer nanoparticles containing the antibiotic
vancomycin. Due to the need of incorporation of a hydrophilic antimicrobial substance
into them, the suspension-emulsion method of their preparation was used. Different
concentrations of polyvinyl alcohol stabilizer and tripentaerythritol branched hydrophobic
polymer poly(D,L-lactide-co-glycolide) were used for the preparation. Within the study the size
of nanoparticles, polydispersity, zeta potential, encapsulation efficiency determined by direct
and indirect methods, and dissolution profile of the antibiotic, differential scanning calorimetry
and scanning electron microscopy, were monitored. Preparation of nanoparticles without
forming agglomerates in a size range from approximately 330 to 740 nm was achieved.
However, the problem was the poor encapsulation efficiency enabling to capture no more
than 50.9 % of the drug. The spherical shape of the nanoparticles was shown by scanning
electron microscopy. The course of the liberation showed a high burst-effect at the beginning.
Subsequently, the release period continued until day 3, when approximately 80 % of the drug

was released.

Key words: Vancomycin, PLGA, nanoparticles size, polydispersity, drug release.



ZADANI

Zadanim diplomové prace byla piiprava PLGA nanocastic s vankomycinem, jejich

charakterizace, stanoveni enkapsulacni uc¢innosti a studium liberace vankomycinu.
Zadani prace Ize konkretizovat do nasledujicich dil¢ich kroku:

1. Pfiprava nanocastic enkapsulovanych vankomycinem za pouziti vétveného polyesteru
kyseliny mlé¢né a glykolové.

2. Charakterizace nanocastic (velikost, zeta potencial, polydisperzita, DSC, SEM).

3. Stanoveni enkapsula¢ni u¢innosti.

4. Disoluce vankomycinu z nanocastic.



UVOD

Nespecifické a zavadéjici ptriznaky muskuloskeletalnich infekci (MI) jsou castou piic¢inou
pozd¢ stanovené diagnozy. Postihuje tak mnoho lidi, ktefi na nasledky destrukce kosti
nebo kloubti trpi chronickou bolesti a celkovym zhorSenim kvality zivota. Lécba chronické
bolesti systémovymi antibiotiky je omezena z diivodu jejich dostupnosti do mista infekce.
Proto byva doplnéna chirurgickym zékrokem pro lokalni podavani antimikrobidlnich latek
na specidlnich nosicich. Lokélni 1é¢ba zamezuje piredevsim vysoké zatézi organismu plynouci
ze systémoveé podavanych antibiotik a sniZzuje Sancina rozvoj bakteridlni rezistence.
Pro inkorporaci antibiotik je mozno pouzit celou fadu nosicl, zejména polymernich,
a formulovat aplika¢ni formy, napt. nanocastice. Takové terapeutické systémy mohou zajistit
fizené uvolnovani antibiotik a snizit toxicitu lé¢iva. Uvoliovani 1é¢iv z polymernich nanocastic
zajistuje vetsi predvidatelnost véetné pozadované kinetiky uvolfovani u¢inné latky.
V zavislosti na vlastnostech inkorporovaného antibiotika je mozné vyuzit nékolik zptsobt
ptipravy polymernich nanocéstic vcetné metody suspenzné-emulzni, coz je predmétem této
diplomové prace. Experiment navazuje na diplomové prace Hamplové [1], Bieleszové [2]
a Holase [3]. Zaroven souvisi s diplomovou praci Ptaickové [4], ve které jsou studovany

polymerni nanocéstice s vankomycinem ptipravované dvojité-emulzni metodou.



SEZNAM ZKRATEK

AIBG
ALBC
ATB
CL
DCM
DLS
DMAB
EE
HAP
LC

MI
MRSA
NC
PBS
PC
PCL
PDI
PDLLA
PEG
PLA
PLGA
PM
PMMA
P-TCP
PVA
SLN

TEM

VAN
7P

antibiotiky impregnovany kostni §tép

kostni cement s antibiotiky

antibiotika

kaprolakton

dichlormethan

dynamicky rozptyl svétla
didodecyldimethylamoniumbromid
encapsulation efficiency (enkapsulacni Gi¢innost)
hydroxyapatit

loading capacity (mnozstvi 1é¢iva v nanocasticich; kapacita polymeru pro 1é¢ivo)
muskuloskeletalni infekce
methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus
nanocastice

phosphate buffered saline — fosfatovy pufr
fosfatidylcholin

poly(e-kapronolakton)

polydispersity index (index polydisperzity)
kyselina poly-DL-mlécna

polyethylenglykol

poly(D,L-laktid) (kyselina polymlécna)
poly(D,L-laktid-co-glycolid)

polymerni micely

polymethylmethakrylat

P-trikalciumfosfat

poly(vinylalkohol)

pevné lipidové nanocastice

tripentaerythritol

transmisni elektronova mikroskopie

teplota skelného prechodu (°C)

vankomycin

zeta potencial



1 TEORETICKA CAST

1.1 Muskuloskeletalni infekce

Muskuloskeletalni infekce je napadeni sval, kosti nebo kloubti bakteriemi. Stanoveni diagnézy
je velmi naro¢né, a proto doba od nastupu atypickych a Casto zavadéjicich priznaka do urceni
diagnozy trva ptiblizné rok [5, 6]. Tim, Ze je diagnoza opozdénd, dochazi k destrukei kosti nebo
kloubti, trvalé invalidité a Spatné kvalité zivota. VétSinou se jednd o chronickou mono— nebo
oligoartritidu [6]. Mezi muskuloskeletalni infekce mizeme zatadit tenosynovitidu, septickou

artritidu, osteomyelitidu, spondylitidu a dalsi.

Tenosynovitida je velmi bolestivy kloubni problém zptisobeny jak fyzickou aktivitou,
tak revmatoidni artritidou, diabetem, dnou, sklerodermii, kapavkou nebo infekci. Poskozenim

funkce synovidlniho obalu nedochazi k tvorbé synovidlni tekutiny, ktera zvlhéuje $lachu [7, 8].

Vznik septické artritidy neboli zanétu kloubniho prostoru, miize byt zplusoben nejen
traumatem ¢i chirurgickym zékrokem, ale vliv mize mit také imunosuprese pfi terapii
autoimunitnich onemocnéni [9]. Bakteridlni replikace a nasledny zanétlivy proces v kloubu
mohou vést k jeho rychlé lokalni destrukci, kterd mnohdy byva spojena se systémovou infekci
[10]. K nejcastéjsSim patogentim se fadi Staphylococcus aureus, podilejici se na vzniku infek¢ni
artritidy, nebo Streptococcus pyogenes, ktery je spojovany predevSim s autoimunitnimi
poruchami, chronickymi koZnimi infekcemi a traumaty. Nemoc postihuje pfedevS§im déti
a star$i osoby, pficemZ muzi byvaji postizeni Castéji nez Zeny [11].

Osteomyelitida je zanétlive infekEni onemocnéni kosti, které vede k nekrdze a kostni destrukcei
[12]. Vlivem riznych faktorti dochazi béhem infekce ke ztraté kosti [13]. Zanét byva nejcastéji
vyvolan bakterii Staphylococcus aureus ptimou (oteviend zlomenina, operace), nebo krevni

cestou z jiného loziska v téle [14].

Spondylitida je infekéni onemocnéni obratlového téla, meziobratlové ploténky
nebo paraspinalnich tkani. Na zéklad¢ mikrobidlni etiologie se déli na pyogenni spondylitidu,
ktera vznik4 hematogennim $ifenim bakterii a pfedstavuje neurologicky a Zivot ohroZujici stav,
tuberkuldézni a plisiovou spondylitidu [15]. Nejcastéj§im mistem infekce je bederni patef,
pficemz distribuce etiologickych mikroorganismii se 1iSi podle oblasti obratle [15, 16].
Nejcastéji jde o druh Staphylococcus aureus, vyskytujici se ve vSech oblastech patete [15].

Ackoli ditvod neni znam, postizeni se tyka dvakrat ¢astéji muza nez Zen [16].
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1.1.1 Lécéba muskuloskeletalnich infekci

Lécba muskuloskeletalnich infekci spociva v systémové 1€¢bé antibiotiky anebo v lokalnim
podavanim 1ékt. Typ antimikrobidlnich 1é¢iv se urcuje podle vysledki odebranych vzorka
z kultiva¢nich médii. V ptipadé nemozné izolace ptivodce patogenil z mista infekce je vyuzita
empirickd terapie, kterd pokryva riizné mikroorganismy. Peroralni antimikrobidlni latky jsou
ucinné pii eradikaci akutnich infekci za predpokladu jejich vysoké biologické dostupnosti,
velmi dobrého priniku do kosti a dlouhého poloc¢asu eliminace. Uvolnénim proteolytickych
enzymil a toxickych volnych radikalti zptisobujicich zanét a ptipadnou destrukci okolnich tkani
vsak dochazi k omezenému prutoku krve do oblasti infekce a pozd¢ji prechazi do chronické
formy. Spatna vaskularizace oblasti miize navic vést k tvorbé sekvestra, ktery vznika
disledkem kostni destrukce a predstavuje tak prekazku pro prinik antimikrobidlnich latek.
Proto je pouziti systémovych antibiotik u chronické 1é¢by velmi omezené. Jejich pouziti
u chronickych infekei je také nevyhodné i z hlediska dlouhodobé 1é¢by, kdy se zvysuje Sance
na rozvoj bakteridlni rezistence a vyskyt vedlejsich ucinkt. Lécebny cyklus chronickych infekci
zacind intravendznim podénim antimikrobiélnich latek po dobu 2 az 6 tydnt. Poté se piechazi
na peroralni 1écbu antibakteridlnimi latkami, kterd mulze trvat az 6 mésici [17]. K jednim
z Casto pouzivanych antibiotik u 1é¢by muskuloskeletdlnich infekei je vankomycin

a gentamicin.

Vankomycin

0
SN o) NH, O
-~ N N
g H/YH
o]
HO”
Cl
/\ /0

N
0
0
X
Ho™ [ !

Registraéni ¢islo CAS: 1404-90-6
Molarni hmotnost: 1449,3 g/mol
Vazba na bilkoviny: 30-55 % [18]

Sumarni vzorec: CssH75sC12NoO24

Teplota tani: 190 °C [19]

Obr. 1: Strukturni vzorec gentamicinu [20].

Vankomycin (Obr. 1) je glykopeptidové antibiotikum U¢inné proti vétSiné grampozitivnich

patogentt  vyskytujicich se u muskuloskeletalnich infekci, vcetné methicilin-
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rezistentniho Staphylococcus aureus (MRSA) [20]. Byl objeven v roce 1952 E. C. Kornfieldem
a byl indikovan k 1é¢b¢é zvlasté zavaznych infekci (meticilin-rezistentniho S. aureus). Po vice
nez 30 letech uspésné aplikace a 1écby vsak doSlo k nadmémému uzivani a tim spojeného
narustu vyskytu rezistence u nékterych enterokokl (Enterococcus faecium a Enterococcus
faecalis). V souCasné dob¢ je pouzivan pouze u zdvaznych, zivot ohrozujicich infekci, u kterych

1é¢ba jinymi, méné toxickymi antibiotiky selhala [21].

Z chemického hlediska se jedna o heptapeptid s navazanou cukernou slozkou. Mechanismus
ucinku vankomycinu spociva v inhibici tvorby bunééné stény bakterii. Navazanim na koncovy
D-alanyl-D-alanin muramylpentapeptidu brani prodluzovani fetézce peptidoglykanu a blokuje
zesiténi pricnych vazeb, které jsou nezbytné pro spravnou syntézu bunécné stény [22,23]. Bylo
prokézano, ze plocha pod koncentracni kiivkou (AUC) délena MIC (AUC/MIC) je nejlepsim
prediktorem baktericidni aktivity vankomycinu proti Staphylococcus aureus citlivym

na meticilin. Jako optimalni pomér se povazuje AUC/MIC > 400 za 24 hodin [24].

Vankomycin je hydrofilni 1é¢ivo (log P —3,1) [25]. Vzhledem k jeho hydrofilni povaze
lze ocekavat témer uplné vylouceni moci, kdy 80-90 % léku ziistava v nezménéné podobé.
V zavislosti na zdravotnim stavu a véku pacienta je biologicky polocas zpravidla 6 az 12 hodin,
pfi¢emz pfi insuficienci ledvin miZe byt prodlouzen aZ na 7 dni [26]. Uzky terapeuticky index
vankomycinu vykazuje nutnost terapeutického monitorovani plazmatické koncentrace tohoto
léciva a pravidelnou kontrolu funkéniho stavu ledvin. K nejvyznamnéj$im neZzadoucim
ucinkiim vankomycinu se fadi nefrotoxicita a ototoxicita [22, 25]. Vankomycin zvySuje G¢inek
depolarizujicich i nedepolarizujicich perifernich myorelaxancii a warfarinu [22]. Biologicka
dostupnost po peroralnim podéni je dosti omezena, a proto je za hlavni cestu podani povaZzovana
intravenozni infuze [25]. Velmi dobfe tak pronika do tkani a sekretd, ale koncentrace

vankomycinu v centralnim nervovém systému jsou velmi nizké [22].
Gentamicin

OH Registraéni ¢islo CAS: 1403-66-3
0 CH3 Molarni hmotnost: 477,596 g/mol
HsC H,N 477,59 ¢

l;lN HO O Vazba na bilkoviny: 0-30 % [27]
H,C HO NH,
0 0 Sumarni vzorec: C21H43N507
HoN NH;
Teplota tani: 105 °C [28]

Obr. 2: Strukturni vzorec gentamicinu [29].
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Gentamicin (Obr. 2) byl objeven a izolovan v roce 1963 z Micromonospora purpurea [29].
Jednd se o aminoglykosidové baktericidni antibiotikum se Sirokym spektrem uc€inku.
Je indikovan k 1é¢bé nékolika infekci a zanétl, vcéetné infekci kosti a kloubu, které jsou
zpusobeny gramnegativnimi, nebo nékterymi grampozitivnimi bakteriem [22]. Zvlast’ uzitecny
je pro lécbu tézkych gramnegativnich infekci vcetné infekci zplsobenych Pseudomonas

aeruginosa [27].

Z chemického hlediska se jedna o trisacharidy obsahujici atypické aminocukry. Mechanismus
u¢inku aminoglykosidi spociva v inhibici proteosyntézy vazbou na 30S podjednotku
bakterialnich ribosomi. Antimikrobidlni u¢inek gentamicinu je zavisly na koncentraci.
Aminoglykosidy zaroven vykazuji i postantibioticky tc¢inek neboli zpomaleni ristu bakterii
1 pfi poklesu plazmatické koncentrace pod MIC [30]. Za vyhodné se povazuje jeho synergické
pusobeni s betalaktamovymi antibiotiky, nebot’ mlze pfispét nejen pro lécbu komplexnich
infekci, ale 1 k optimalizaci davky a sniZzeni nezddoucich U¢inkd.

wev

zahrnuji zvyseni plazmatického kreatininu a mocoviny, zatimco piiznaky ototoxicity zahrnuji
problémy s rovnovahou, nevolnost, tinnitus a ztratu sluchu [27]. Riziko obou toxicit vyznamnég
koreluje s délkou I1éEby, nikoli s vysokymi koncentracemi [30]. Pacient je z davodu
nepiedvidatelnosti ototoxicity sledovan, nebot’” zminény nezadouci ucinek zlistava Casto jako
trvaly nasledek 1é¢by [27]. Doba 1é€by gentamicinem by proto neméla presahnout 5 dni, a to

1 z divodu malého distribu¢niho objemu 1éc¢iva [30].

Gentamicin je polarni, hydrofilni 1é¢ivo, stzkym terapeutickym indexem [22]. Uvodni
doporucend davka je 7 mg-kg™!, po které by mélo nasledovat terapeutické monitorovani 1é¢iva
pro optimalizaci davkovaciho intervalu [31]. V organismu nedochazi k jeho biotransformaci
a vyluc€uje se tedy v nezménéné formée ledvinami [22]. Elimina¢ni polocas 1é¢iva u zdravych
jedincii je 2 az 3 hodiny a zvySuje se s klesajici funkci ledvin [30]. Gentamicin zvySuje Gc¢inek
depolarizujicich 1 nedepolarizujicich perifernich myorelaxancii a mlZe sniZovat
az antagonizovat uCinek inhibitorti acetylcholinesterdzy. Aplikuje se nitrosvalove, pifipadné
nitrozilni infuzi. Dobfe pronika do tkéni a sekretil, ale terapeutickych hodnot v CNS dosahuje
pouze pii meningitidé [22].

Lokalni aplikace antimikrobidlnich latek vyuZziva specidlnich nosi¢li, umoziujicich jejich
proniknuti do kostnich tkani a zvySeni koncentrace v misté¢ infekce, pfi€emz se vyhybaji

systétmovym vedlejSim ucinkiim a toxicité. V soucasné dob¢ je mnoho dostupnych systému
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urcenych k 1é¢bé muskuloskeletalnich infekci. Mohou byt nedegradabilni nebo degradabilni
a né¢které mohou také poskytovat mechanickou oporu dlouhym kostem béhem procesu hojeni

[17]. V nasledujici kapitole jsou uvedeny ptiklady takovych systémd.

1.2 Terapeutické systémy pro lokalni 1éCbu muskuloskeletalnich

infekci

Za zlaty standard lokalni [éCby v ortopedické chirurgii je povazovan kostni cement s antibiotiky
(ALBC). Antibiotika (ATB) jsou uvoliovany z raznych akrylatovych kostnich cementi, jako
jsou napt. Simplex-P nebo Palacos [32]. Rychlost uvoliiovani zavisi na porozit¢, homogenité
a viskozité¢ cementu, poméru povrchu k objemu, a hlavné na celkovém mnozstvi ptitomnych
antibiotik. ATB vhodné k impregnaci cementu musi byt termalné i chemicky stabilni, dostupné
v praskové formé, baktericidni a Sirokospektré [33]. Podle velikosti davky a typu antibiotika
pritomného v kompositu se odviji jejich indikace. Nizkd davka je predevSim urcena
k profylaktické terapii, kdezto vysoké davky, kde pomér je alespon 3,6 g antibiotika na 40 g
akrylového cementu, jsou zddouci pro ucinnou kinetiku eluce a dosazeni ustdlenych
terapeutickych hladin. K 1é¢bé protetickych kloubnich infekci se vyuZzivaji rizné tvarované
ALBC vlozky. Zékladnim piedpokladem pro pouziti takovych distancnich vlozek je nejen
dodévani antibiotik, ale také zachovani délky a tvaru efektivniho kloubniho prostoru. Distan¢ni
vlozky ve tvaru kuli¢ek jsou vyuzivany predevSim pii 1écb€ osteomyelitidy k vyplnéni
prazdného prostoru, kdy aplikace obvykle nevyZzaduje pouZiti specifickych tvarQ
nebo strukturalnich poZadavkl [32]. NejrozsifenéjSim biologicky neodbouratelnym materidlem
jsou kuli€ky z polymethylmethakrylatu PMMA. Zajistuji kontrolovanou supresi infekce
avyznamny pokles vyskytu rekurentnich infekci [17]. Nejvétsi nevyhodou
nebiodegradovatelnych systému je nutnost sekundéarnich chirurgickych zakrokt k odstranéni
ciziho materidlu, ke kterému obvykle dochazi po 4 tydnech, jakmile ustane eluce antibiotika
[32, 34]. Vyhodna neni ani jejich ptiprava, kdy produkované teplo béhem procesu polymerace
ovliviiuje stabilitu vétSiny antimikrobidlnich latek [17]. Z PMMA kulic¢ek je uvolnéno pouze
25 % antibakterialni latky, zatimco v biodegradabilnim systému muze byt vétSina eluovana
[35]. Navic bakterie jsou schopny adherovat, nebo dokonce kolonizovat cement naplnény
nebo pretrvavajicich infekci [36]. Kulicky pfi 1é€bée infikované endoprotézy kycle nebo kolena
jsou pouzivany jen zfidka, nebot’ po 4 az 6 tydnech se kuli¢ky obklopi silnou jizvou. Schopnost

identifikovat a odstranit kulicky tak mize byt extrémné obtizné [32].
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Vyhodou biodegradabilnich systému je jejich postupné odbourdvani na metabolizovatelné
degradacni produkty, kdy postupnym nahrazovanim systému vznikéa nova kostni tkan [32, 37].
Tim dochazi k obnoveni normalnich kostnich funkci [37]. K Casto pouzivanym biologicky
rozlozitelnym materialim v mnoha systémech pro lokalni dodéani 1éCiv, se fadi kostni Stép,

keramika a casticové systémy [17].

1.2.1 Kostni $tépy

Antibiotiky impregnovany kostni §tép (AIBG) vyuzivany pii 1€cb¢ kosti a kloubti mtuze byt
autologni (kost od darce je transportovana na jiné misto u stejného déarce) nebo alogenni (kost
od darce je transportovana do jiného piijemce). Implantuje se do oblasti kostniho defektu
a muze byt impregnovan riiznymi antibiotiky v zavislosti na profilu citlivosti piivodce infekce.
Impregnace antibiotiky probihd nejcastéji bud’ manualnim misenim kostniho S$tépu
s antibiotikem ve formé prasku, nebo impregnaci roztokem antibiotik. Antibiotikum
se adsorbuje na povrchy kosti a poskytuje tak vysoké a ucinné koncentrace k eradikaci infekce
[17, 36]. Koncentrace uvolnénych antibiotik z kostnich §tépti dokonce prevysuji koncentrace
antibiotik uvolnénych z jinych lokalnich nosict. Soucasné vSak vyssi koncentrace antibiotik
muze byt spojena stoxickym ucinkem na builky, jako je snizena schopnost replikace
osteoblastli nebo dokonce bunééna smrt [36]. Idedlni kostni $tép by mél vykazovat

osteoindukci, osteokondukce a osteogenezi [13].

1.2.2 Keramika

Ackoli keramické nosice 1€¢iv maji omezené pouziti z diivodu kiehkosti, mizou byt uzitecné
zejména pii fixaci nebo ndhrad€ tvrdych pojivovych tkani vcetné kosti [37]. K ndhradé
a zvétSeni kostni tkdné€ se vyuziva keramika ze soli fosforecnanu véapenatého, jako jsou
piredev§sim hydroxyapatit (HAP), ktery pifedstavuje hlavni slozku anorganické faze kosti,
nebo P-trikalciumfosfat (P-TCP) [38]. Povlak z hydroxyapatitu je navic vhodny k zajisténi
fixace ortopedického kovového implantatu [37]. Jedna se tedy o nejrozsifenéjsi biokeramiku
na bazi fosforeCnanu vapenatého. Aby materidly fosfore¢nanu vépenatého byly bioaktivni
(tvorily ptimé chemické vazby s kosti nebo s mékkou tkani) a navazaly se na zivou Kkost,
je nutné na jejich povrchu vytvofit nerozpustnou kostni vrstvu apatitu. Tato vrstva vznika
z iontl pfitomnych v télnich tekutinach. Naslednymi interakcemi na povrchu materialu dojde
k resorpci apatitu a tvorbé kosti [38]. M&kka tkan nebo kostni defekt se tak mlize pomalu plnit

tkani bez potieby rekonstrukce [39]. Na rozdil od kostnich minerdlnich krystali maji
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biomaterialy fosforeCnanu vapenatého maly povrch a silné krystalické vazby. Na zakladé
biologickych parametri a slozeni samotnych krystalli, vcéetné sil vyvinutych vazeb,
se bioresorbovatelnost fosforecnanu véapenatého odlisnd [38]. U materidlii sintrovanych
pii ultra vysokych teplotach, pomahajicich ptfedevsim zvysit jejich pevnost, mohou pfitomna
1é¢iva ztratit svou biologickou aktivitu. Hydroxyapatit je tak soucCasné neresorbovatelny,
nebo jen velmi pomalu vstiebatelny. Naproti tomu materidly sintrované pii nizsi teploté
(900 °C) jsou resorbovatelné [38, 40]. Pokud je tento materidl impregnovan antibiotiky, mtize
byt Gcinnou alternativou k polymethylmethakrylatu a intraven6zné podavanym antibiotikiim
[39]. Zavérem lze tedy fici, ze keramika s fosforeCnanem vapenatym vykazuje netoxicitu

pro tkang, bioresorpci a osteoinduktivni vlastnosti [38].

1.2.3 Cdsticové systémy

V porovnani s implantaty nabizeji injektovatelné ¢asticové systémy snadnéjsi zptisob aplikace
do postizené oblasti. Casticové systémy jsou ve formé& nano&astic a mikro&astic [17].
Nanocastice, jako dorucovaci systémy pro antibiotika o velikosti stovek nanometrti, jsou
vyznamnym technologickym a lékatskym pralomem [41]. Vyuzitim polymernich materialt

se 1écivo stabilizuje na povrchu ¢astic.
Polymerni nanocastice

Postupnou degradaci polymeru je zajiSténo fizené a prodlouzené uvolilovani antibiotika,
zalozené na kinetice prvniho fadu [42]. Polymerni nosi¢e musi byt biologicky odbouratelné,
netoxické a neimunogenni véetné jejich degradacnich produktt. Dale by polymerni nanocastice
mély vykazovat vhodné vlastnosti pro cilové dodavani l1éCiv. Proto existuje pouze omezeny
pocet polymert splitujicich tyto pozadavky [43]. Polymery lze rozdé¢lit na ptirodni (produkty
na bazi proteinl) a syntetické [32]. Mezi pouzivané ptfirodni polymery patii chitosan, Zelatina,
alginat sodny, albumin nebo kolagen [44, 45]. Syntetické polymery si svou oblibu ziskaly
diky rychlosti degradace, pfedvidatelnosti, mechanickym vlastnostem, ¢i zlepSené kinetice
uvoliovani 1é€iva. V zavislosti na molarni hmotnosti polymeru umoziuji profily fizeného
uvoliiovani v fadu tydnti az mésici [32, 45]. K syntetickym polymeriim je navic mozné ptidat
dalsi latky, jako jsou napt. ristové faktory, které se podileji na procesu regenerace kosti [32].

Mezi Casto pouzivané syntetické polymery se fadi napft. [45]:
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Polyethylenglykol (PEG), ktery je vyhodny ptfedevsim z divodu dobré hydrofility, flexibility,
odolnosti vii¢i imunologickému rozpoznani, biokompatibility a nevytvareni kombinaci

s proteiny.

Kyselina polymlécna (PLA), ktera ve vodném prostiedi hydrolyzuje a nasledné se metabolizuje
na vodu a oxid uhlicity, byla z hlediska vhodné biologické rozlozitelnosti a dobré bezpecnosti
schvalena Utadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv pro pouziti v tkaiovém inzenyrstvi, lékatskych

materialech a nosi¢ich 1éku [46].

Poly(kaprolakton) (PCL) je semikrystalicky, hydrofobni polymer s relativné polarni esterovou
skupinou. Syntetizuje se vétSinou z monomert kaprolaktonu (CL) metodou polymerace.
Vzhledem k vysokému stupni krystalinity a hydrofobni povaze vykazuje pomérné pomalou

degradaci [47].

Polyester PLGA je kopolymer kyseliny mlé¢né a kyseliny glykolové, kdy syntéza probiha
nahodnou kopolymeraci téchto dvou monomeri. Béhem procesu polymerace dochazi
k postupnému spojeni pomoci esterovych vazeb a vzniku PLGA [48]. Rychlost degradace
polymeru PLGA je krom& molekulové hmotnosti rovnéz ovlivnéna pomérem laktidu
a glykolidu [45]. Kyselina glykolové je oproti mlééné hydrofilngjsi, a proto maji polymery
s vy$§im obsahem glykolidu krat§i dobu rozkladu s vyjimkou ptipadu poméru glykolové
a mlécné kyseliny 50:50, u kterého se uvadi, ze ma nejrychlejsi degradaci [48, 49]. Naopak
polymery s vyS§im obsahem kyseliny mlééné jsou hydrofobnéjsi, absorbuji méné vody
a rozkladaji se pozvoln¢j$im zpisobem, c¢ehoz lze vyuzit pro fizené a trvalé uvoliiovani 1éCiva
v rozmezi tydni az mésicti [48]. V piipad¢, ze vlivem hydrolyzy esterovych vazeb a nasledného
vzniku ptivodnich monomert (kyseliny mlééné a glykolové) dojde ke snizeni mistniho pH,
muze nastat problém. V diisledku kyselého prostfedi mize totiz vzniknout zanétliva reakce,
snizit se U¢inek poddvanych antibiotik, a také se urychlit proces hydrolytické eroze polymeru,
¢imz se ovlivni uvoliovani 1é¢iv [45]. Rychlost biodegradace, ¢i bobtnani nebo mechanicka
pevnost polymeru byva ovlivnéna taktéz fyzikalnimi vlastnostmi (index polydisperzity, teplota
skelného prechodu (Tg) astupen krystalinity) [48]. PGA v zavislosti na My je vysoce
krystalicka molekula s vysokym bodem tani (225-230 °C) a nizkou rozpustnosti v organickych
rozpousStédlech. PLA je naopak chirdlni molekula a ve své racemické smési je amorfni,
konkrétné v kyselin€ poly-DL-mlééné (PDLLA). Zde plati, Ze ¢im vice bude L-enantiomeru,
tim vyS$i bude stupen krystalinity. Termindly fet¢ézce PLGA mohou byt ponechany

jako karboxylova skupina, ktera se vyuziva pfi esterifika¢nich reakcich ke spojeni s jinymi
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slouceninami (malé, makromolekuly nebo polymery), nebo mohou byt zakoncena esterifikaci

(s alkyl nebo methylestery), ¢imz jsou stabiln€jsi a maji nizsi rychlost degradace [49].
Lipozomy

Lipozomy jsou malé sférické vezikuly sestavajici z lipidové dvojvrstvy tvoiené pfirodnimi,
nebo syntetickymi lipidy a vnitinim kompartmentem s 1é¢ivem (Obr. 3). Nejcasteji pouzivanym
lipidem je fosfatidylcholin (PC), pficemz zaclenénim cholesterolu do ptipravku se membrana
stabilizuje [41]. Struktura lipozomu umoznuje zaclenéni jak hydrofilnich, tak hydrofobnich
1é¢iv. Hydrofilni 1é¢iva maji tendenci byt zachycena v jadru, zatimco hydrofobni
jsou zachycovana v lipidovych dvojvrstvach [50]. Lipozomy také mohou zvysit rozpustnost
1é¢iv a podpoftit fuzi s biologickymi membranami, coz vede k uvolnéni a zachyceni 1éCiv
do cilového mista. Lipozomy snizuji toxicitu léc¢iva, zvySuji jeho stabilitu a zajistuji
prodlouzené uvoliiovani a tim 1 U¢inek léciva. Bylo vyvinuto n€kolik systémil zaloZenych
na liposomech pro rtizné aplikace, pro sniZeni toxicity antibiotik a uplatnily se téz v technologii

vakcin [41].

Hydrofobni ocas Hydrofilni hlava

f,f?’;
Vodné jadro )

Obr. 3: Struktura lipozomu [50].
Pevné lipidové nanocastice (SLN)

SLN jsou sloZeny zpevné lipidové matrice naplnéné lécivy a stabilizované povrchové
aktivnimi latkami. Lipofilni ¢ast SLN v lipidové matrici poskytuje ochranu chemicky labilnim
1ékiim. Tento systém si ziskal pozornost pfedevSim diky vynikajici biologické dostupnosti
dodavanych 1é¢iv a vysoké biokompatibilité [S1]. Poskytuji cilené dodavani 1éCiv s vynikajici
fyzikalni stabilitou a dobrym profilem uvoliiovéani [52]. Jejich mala velikost a velkéd plocha
povrchu umoznuje pomoci ligandii, protilatek ¢i funkénich skupin zacilit na specificka mista
nebo buiiky v téle [53]. Rizené uvoliiovéani 1é¢iva je dosazeno pevnymi lipidy, ve kterych je
mobilita 1€¢iva podstatn€ nizsi nez u kapalnych olejua [54]. SLN byly vyvinuty jako alternativa
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koloidnich systémii pro dodavani 1é¢iv (emulze, lipozomy, nanoemulze, polymerni nanoc¢astice
aniozomy) k pfekonani problémi, jako je unik 1€kt a ndhlé uvolnéni. SLN jsou idedlnimi nosici
pro lipofilni 1éky, protoZe jsou tvofeny pevnymi lipidy. Naopak molekuly rozpustné ve vodé
postradaji afinitu k lipidové matrici, a proto maji silnou tendenci rozdélovat se do vnéjsi vodné
faze béhem procesu piipravy. Vyvoj SLN jako nosi¢e pro molekuly rozpustné ve vodé¢ je proto
stale tézce dosazitelnym cilem [55]. Zakladni metodou pro vyrobu SLN je vysokotlaka
homogenizace [56]. Pro inkorporaci hydrofilnich 1é¢iv do SLN se bézné pouzivaji metody

zalozené na dvojité emulzi a mikroemulzi [55].
Nanoemulze

Nanoemulze jsou heterogenni systémy obsahujici rozptylené kapiCky oleje stabilizované
povrchové aktivnimi latky ve vodném médiu [41]. Velikosti kapicek nanoemulze jsou typicky
v rozmezi 20 az 200 nm a vykazuji nizkou polydisperzitu [57]. Z termodynamického hlediska
jsou jako bézné emulze v nerovnovazném stavu. Avsak kinetika destabilizace nanoemulzi je
tak pomala (fadové mésice), nebot’ vliv jejich velmi malé velikosti brani flokulaci kapicek
a koalescenci, ze jsou povazovany za kineticky stabilni [58]. Velky povrch kapicek spojeny
sjejich malou velikosti casto vede kvysoké reaktivit¢ s biologickymi butikami
a makromolekulami, ¢imz je dosazeno vyssi biologické dostupnosti nez u konvencnich emulzi
[59]. Procesy piipravy nanoemulzi se d€li na vysokoenergetické (zahrnuji pouziti specifickych
zafizeni, jako jsou vysokotlaké homogenizatory nebo sonifikatory) a nizkoenergetické metody

(metoda spontanni emulgace a teplotni metoda fazové inverze) [60].
Micelarni systémy

Polymerni micely (PM) vznikaji samovolnym sestavenim amfifilnich blokovych kopolymert
ve vodném prostiedi [61]. Blokové kopolymery jsou makromolekuly slozené ze dvou
nebo vice chemicky odlisSnych polymerdi spojenych kovalentnimi vazbami. Monomerni
jednotky téchto polymert jsou sestaveny do bloki v linearnim usporadani [62]. Struktura micel
predstavuje c¢astici s hydrofobnim jadrem, oddélenym od wvnéjStho vodniho prostredi
hydrofilnimi sloZkami tvofici plast. Hydrofobni jadro téchto micel umoziuje zapouzdieni
nékolika malo terapeutickych latek rozpustnych ve vodé. Distribuce velikosti ¢astic PM
je typicky vrozsahu 10 az 100 nm [61]. V zavislosti na hydrofobnich a hydrofilnich
segmentech a typu rozpoustédla mohou vznikat micely rizné morfologie (kuli¢ky, tubuly nebo
inverzni micely) [63]. Mezi dal$i vyhody lze zahrnout také vysokou stabilitu a schopnost

kumulace v patologickych oblastech s narusenou vaskulaturou. Upravou povrchu micel
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ruznymi ligandy mohou specificky cilit na nemocné tkdné a bunky [64]. Micely se pfipravuji
riznymi metodami, jako je fedéni, lyofilizace, odpateni rozpoustédla, dialyza a emulznimi
technikami typu olej ve vodé [63]. V poslednich dvou desetiletich byly aktivné studovany
piedevsim polymerni micely jako novy typ systému nosici léCiv, zejména pro cileni

protirakovinnych 1é¢iv na pevné nadory [65].
Nanosuspenze

Nanosuspenze jsou submikronové koloidni disperze nanocastic 1é¢iva stabilizované povrchové
aktivnimi latkami, polymery nebo smésmi obou latek [66, 67]. Umoznuji tak podani vysokych
davek léc¢iva, vykazuji nizky vyskyt vedlejSich ucinkli pomocnych latek (pfedevsim nosicl)
a nevyzaduji vysoké naklady [67]. Nanosuspenze méni také farmakokinetiku 1éCiva a tim
zlepsuji jeho bezpe€nost a ucinnost, coz je vyhodné pro molekuly se Spatnou rozpustnosti,
Spatnou permeabilitou nebo obojim [66]. Vzhledem k submikronové velikosti nanoc¢éstic
a odlisnym fyzikalné-chemickym vlastnostem maji potencialni schopnost intravendzné dodavat
1é¢iva Spatné rozpustna ve vodé a lipidech bez jakékoli blokady krevnich kapilar [66, 68].
V disledku zvySené rozpustnosti se zvySuje rychlost uvoliovani G¢inné latky a rychleji je
dosazeno maximalni hladiny v plazmé [66]. Diky zna¢nému zvySeni biologické dostupnosti,
adaptability pro povrchovou modifikaci a mukoadhezi pro cileni 1é¢iva, vyznamné rozsitily
rozsah této nové formulacni strategie [68]. Aplika¢ni cesta nanosuspenzi miize byt oralni, o¢ni,
topickd, bukélni, nazélni a transdermalni [68]. Ke klicovym faktorim pro GspéSnou vyrobu
se fadi resuspendovatelnost bez agregace a stabilizace v roztoku i v pevném stavu [68].
Ptipravu nanosuspenzi lze uskutecnit pouZzitim konvenc¢nich zafizeni pro redukci velikosti
(mokry mlyn, vysokotlaky homogenizator) a formula¢nimi pfistupy (odpafovani emulzniho
rozpoustédla, emulgace taveniny a superkritickych kapalin, srdzeni, difuze rozpoustédla) [68,

69].

Nevyhodou nanosuspenzi je jejich fyzikalni nestabilita v disledku nukleace a rlstu castic,
kdy nasledné¢ mtze dojit napt. k agregaci nebo sedimentaci dispergovanych nanoc¢astic béhem
skladovani. Z malych rozpusténych ¢astic se zatnou tvofit vétsi, aby dosahly termodynamicky
stabilnéjsi stav. Prave velky povrch nanocastic a vysoka povrchova energie vede k aglomeraci
a rastu krystal, zndmé jako Ostwaldovo zrani. Proto se do nanocastic ptidavaji vhodné
stabilizatory nebo polymery, které¢ se adsorbuji na povrch nanosuspenzi 1éciva [70]. DalSim

feSenim pro zlepSeni stability, zeyména pii dlouhodobém skladovéni, je proces lyofilizace [71].
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1.3 Metody pripravy PLGA nanocastic

Nanocastice PLGA lze syntetizovat bud’ technikou bottom-up nebo technikou top-down. Prvni
zminéna technika znamend pfipravu nanocastic polymeraci jednotek monomeri. K této
technice se fadi metody emulzni polymerace, mezifazova polymerace a sraZeci polymerace.
Technika top-down zahrnuje metodu odpafovani rozpoustédla, nanoprecipitaci, emulzné-
difuzni metodu, vysolovani, nebo dialyzu, kdy nanocastice jsou syntetizovany z pfedem
vytvoteného polymeru. Pro nepfetrzité Usili o zlepSeni velikosti nanocéstic, snizeni PDI, lepsi
zachyceni aktivnich latek (hydrofilni a hydrofobni) a snizeni potencidlni toxicity riznych
slozek byly vyvinuty nové metody zalozené¢ na mirnych modifikacich standardnich metod
a aplikaci novych syntéznich krokil pfi tvorbé nanocastic PLGA, jako je napf. suchd metoda
pro vodu v oleji [72]. Volba konkrétniho zptisobu zapouzdreni je urCovana predev§im tivahami

o rozpustnosti 1éCiva a molekularni stabilité [73].

1.3.1 Odparovani rozpoustédla

Metoda je zalozena na emulgaci organického roztoku polymeru ve vodné fazi s naslednym

odpatenim organického rozpoustédla (Obr. 4) [72].
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Emulze O/V Odpaiovani rozpoustédla

Obr. 4: Priprava nanocdstic metodou odparovani rozpoustédla [74].

Polymer (PLGA) se rozpusti v organickém rozpoustédle nemisitelném s vodou
(napf. chloroform, ethylacetat) za vzniku roztoku, ve kterém se rozpusti nebo disperguje 1é¢ivo
[75, 76]. Vznikla organicka faze (O) je pomoci vysokorychlostni homogenizace
nebo ultrazvuku emulgovéna do kontinudlni vodné fize (V) obsahujici tenzid
(napf. polyvinylacetat; PVA), aby vyslednd emulze O/V byla stabilni [75, 77]. Organické

polarni rozpoustédlo se v poslednim kroku odpafuje z vodné faze kontinudlnim michanim

21



na elektromagnetické michacce piipokojové teploté, nebot miize zplsobit problémy
souvisejici s toxicitou a ohrozit zivotni prostiedi. Vlivem michani a ubyvani rozpoustédla se
z polymeru formuji nanocastice. Nakonec se nanocastice suspendované v kontinudlni fazi
promyji a vysusi [75, 77]. Metoda je vhodna piedevsim pro 1éCiva lipofilni, nebot” hydrofilni
1é¢iva ve zvySené mite unikaji z vnitini faze do vnéjsi vodné faze a obsah 1é¢iva v nanocasticich
se tak snizuje [75].

Zapouzdieni hydrofilnich 1é¢iv je dosazeno pouzitim dvojitych emulzi nebo inverznich
miniemulznich systému [78]. Metody dvojitého odpatfovani emulze-rozpoustédlo maji navic
vysokou ucinnost enkapsulace jak hydrofilnich, tak hydrofobnich 1é¢iv [79]. Dvojité emulze
se pripravuji pfidanim primarni emulze V/O do vnéj$i faze za vzniku systému V/O/V
nebo V/O/0. V ptipadé V/O/V pusobi prostiedni organicka faze jako bariéra proti tiniku 1é¢iva
z vnitini vodné faze do vnéjsi vodné faze. Systém V/O/O vyuziva lipofilni latku jako vné&jsi
kontinudlni fazi a hydrofilni 1é¢ivo pak nema tendenci unikat do vnéjsi kontinudlni faze [75].
Za ucelem zvysSeni stability emulzi jsou ve vétSin€é pripadi do formulace ptidavany
stabilizatory, které mohou rovnéz ovlivnit nejen fyzikaln¢ chemické vlastnosti vzniklych ¢astic
(velikost, hodnoty zeta potencialu), ale 1 rychlost uvoliiovani 1é¢iva, biodistribuci, mukoadhezi
a bunécnou absorpci v zavislosti na typu a koncentraci pouzité¢ho stabilizatoru [80]. Dalsi
technikou pro zachyceni hydrofilnich 1é¢iv je metoda dvojité emulze pevna latka v oleji ve vodé
(S/O/V). Pro zachyceni pevnych ¢astic je 1é¢ivo nejdiive rozpusténo v organické fazi za vzniku
disperze pevna latka-organickd faze (S/O). Naslednym pfidanim do vodné faze vznika
sekundarni emulze (S/O/V). SniZzena konformacni mobilita pevnych castic zachovava jejich
biologickou aktivitu a vyssi stabilitu ve srovnani se strukturdlnimi zménami u ¢astic ve formé

roztoku. Tato metoda umoziuje u€inné zachytit citlivé materidly s menSim poskozenim [81].

1.3.2 Nanoprecipitace

Metoda je typicky pouzivand pro zachycovani hydrofobnich 1éCiv diky misitelnosti
rozpoustédla s vodnou fazi (Obr. 5) [72, 82]. Pii této metod¢ se nevyzaduji vysokosmykové

homogenizac¢ni techniky ani ultracentrifugace [49].
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Obr. 5: Priprava nanocastic metodou nanoprecipitace [74].

Polymer se nejdiive rozpusti v polarnim rozpoustédle misitelném s vodou (aceton, acetonitril,
ethanol, methanol), a poté se pfida a rozpusti 1é¢ivo. Tento organicky roztok se vstiikuje
(. pridava po kapkach) do vodné faze béhem magnetického michani. Tvorba nanoc¢astic
probihd okamzité rychlou difuzi rozpoustédla. Nakonec se rozpoustédlo a urcity podil vody
za snizeného tlaku odstrani a upravi na poZzadovany objem suspenze [72, 83]. Do vodné faze
se muzou ptidat stabilizatory (povrchové aktivni latky), ackoli pro samotnou tvorbu nanocastic

neni tato podminka nutna. Za velkou nevyhodu této metody je povazovana nizkd uc¢innost

enkapsulace hydrofilnich slou¢enin [49].

1.3.3 Emulzné difuzni metody

Tato metoda pro enkapsulaci 1éCiv z jiz predptipraveného polymeru spociva v rozpusténi
polymeru v organické fazi castecné misitelné s vodou (napt. benzylalkohol, propylenkarbonat,

ethylacetat) (Obr. 6).
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Obr. 6: Priprava nanocastic metodou emulzni difuze [74].
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Organicka faze je za stalého michani emulgovana s vodnym roztokem obsahujicim stabilizator
(povrchové aktivni latka, napf. aniontovy dodecylsulfdit sodny (SDS), neiontovy
polyvinylalkohol (PVA) nebo kationtovy didodecyldimethylamoniumbromid (DMAB)).
Ptfidanim dostatecného mnozstvi vody dojde k diftizi organického rozpoustédla a vzniku
polymernich nanocastic. Mezi parametry ovlivitujici velikost nanocastic se fadi pomeér
kopolymeru PLGA, koncentrace polymeru, povaha rozpoustédla, molekulovd hmotnost
povrchové aktivniho polymeru, viskozita, fdzové poméry, rychlost michani, povaha

rozpoustédla, teplota a pritok piidané vody [72].

1.3.4 Vysolovani

Tato metoda spo€ivd v rozpusténi léCiva a polymeru (PLGA) v poldrnim rozpoustédle
misitelném s vodou (aceton, tetrahydrofuran), pfedstavujicim organickou fazi (Obr. 7) [44, 72].

Vodny roztok Roztok polymeru v
surfaktantu a elektrolytu organickém rozpoustédle

-

\Einulga::e/

Y

oo Emulze O/V

l Zfedéni vodou

L Nanocastice

Obr. 7: Priprava nanocastic metodou vysolovani [74].

Organickd faze je nasledné emulgovdna ve vodné fazi obsahujici emulgator
(polyvinylpyrrolidon, hydroxyethylceluldza) a vysolovaci ¢inidlo [72]. Vysolovacim ¢inidlem
jsou nejcastéji elektrolyty (napt. chlorid sodny, octan hotecnaty, chlorid vépenaty),
nebo neelektrolyty se silnym vysolovacim potencidlem (napi. sacharéza) [44, 72].
Kvili pfitomnosti vysokych koncentraci soli, nerozpustnych v organické fazi, nedochézi

k difuzi rozpoustédla. Vznikla emulze O/V je za mirného michdni zfedéna dostateCnym
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objemem vody nebo vodného roztoku, ¢imz se snizi iontova sila a dojde k migraci organického
rozpoustédla do vodné faze s naslednym vznikem nanocéstic. Kone¢nym krokem je CiSténi

pomoci filtrace s pfiénym tokem nebo centrifugace, aby se odstranilo vysolovaci ¢inidlo [72].

1.3.5 Dialyza

Dialyza je jednoducha a G¢inna metoda pro ptipravu malych nanoc¢astic (lipozomy, polymerni

micely). Postup vyroby nanocastic je zobrazen na Obr. 8.

Polymer/Iééivo
+
organické
rozpoustédlo
misitelné s vodou qrp

i

Dialyza Nano&astice
Preliti do dialyzacéni
membrany

Obr. 8: Priprava nanocdstic metodou dialyzy [84].

Polymer (PLGA) a lé¢ivo se rozpusti v organickém rozpoustédle (napt. dimethylformamid).
Vznikly roztok se pielije do dialyzacni membrany a umisti do michajici se vnéjsi vodné faze.
Naslednou difuzi molekul rozpoustédla z membrany do vnéj$i vodné faze dojde k jejich
vysrazeni a tvorbé sférickych nanocastic [85]. Mechanismus vzniku polymernich nanocastic
dialyza¢ni metodou neni v soucasnosti zcela objasnén. Pfedpoklada se, Ze by mohl byt zalozen

na podobném mechanismu jako je u nanoprecipitace navrzené Fessi et al. [44].

1.4 Hodnoceni nanocastic

Fyzikéaln¢-chemické vlastnosti pripravenych polymernich nanoc¢éstic riznymi metodami
se mohou od sebe vzijemné liSit. Mize se jednat naptiklad o slozeni, velikost, tvar
nebo povrchové vlastnosti. Vzhledem k pouZitelnosti polymernich nanocastic je dulezita jejich
charakterizace, zjistitelnd riznymi technikami, kterd umoznuje posoudit jejich ucinnost,

zdravotni a bezpecnostni rizika [77].
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1.4.1 Stanoveni velikosti

Velikost hraje u nanocastic dilezitou roli, nebot’ ma vliv na prichod bunéénou membranou,
reguluje cirkulaci v krevnim fecisti a penetraci fyziologickymi bariérami, a dokonce muze
ovlivnit imunitni odpovéd’. Tvar nanomaterialti ma klicovou roli v jejich biodistribuci, bunééné
absorpci, cileném dodavani 1éCiv a retenci v tkanich a organech. Tvar i velikost nanomateriala
lze soucasn¢ urcit metodami elektronové mikroskopie, do kterych se ftadi skenovaci

elektronovou mikroskopie (SEM) a transmisni elektronovou mikroskopie (TEM).

SEM je metoda povrchového zobrazovani, pii které dopadajici elektronovy paprsek skenuje
povrch vzorku. Interakci mezi vzorkem a elektronovymi paprsky dojde k emisi elektrond, které
jsou zachyceny detektorem pievadéjicim signaly na vysledny obraz [86]. Celkem se rozliSuji
Ctyfi skupiny emitovanych elektrontl, z nichZ nejbéznéjsi je detekce elektronti sekundarnich

s rozliSovaci schopnosti 5—15 nm [87].

TEM je metoda zalozena na priniku elektronového paprsku do krystalického vzorku. Elektrony
vstupuji nejdiive do kondenzorové cocky, kterd je soustfedi do fizeného priméru
a konvergence. Dopadajici elektronovy paprsek pronikd vzorkem a elektrony s nim interagujici
jsou pfeménény na elektrony nerozptylené, elasticky rozptylené, nebo neelasticky rozptylené
[86, 87]. Paprsek po pruchodu vzorkem je zachycen ¢ockou objektivu, kterd jej prendsi
do ¢oCky projektoru. Z objektivu projektoru je detekovan detektorem, ktery poskytuje
zobrazeni [86]. TEM poskytuje piimé obrazy a chemické informace o nanomateridlech

v prostorovém rozliSeni az na uroven atomdrnich rozmért (<1 nm) [87].

Velikost koloidnich disperzi 1ze charakterizovat pomoci techniky dynamického rozptylu svétla
(DLS). DLS vyuziva osvétleni suspenze ¢astic nebo molekul podstupujicich Browniiv pohyb
laserovym paprskem. Dochdzi k casové zavislému kolisani intenzity rozptyleného svétla, které
se analyzuje pomoci vhodného detektoru [88]. Cim rychleji se &astice pohybuji, tim rychleji se
intenzita rozptyleného svétla meni, pficemz vétsi Castice vykazuji pomalej§i Browniv pohyb
nez mensi [89]. Nasledné je detekovana funkce signalu. Méfenim rychlosti Brownova pohybu
je ziskdn translaéni difzni koeficient (D). Tento diftizni koeficient Ize pievést
na hydrodynamicky priamér (Dy) pomoci Stokes-Einsteinovy rovnice [88]:

_ kBT (1)
31D’

H

kde kg je Boltzmannova konstanta, T je teplota a 1 je viskozita disperzantu. K vyhodam této

metody lze zahrnout rychly a jednoduchy pribéh méteni (do 10 min) vyzadujici jen velmi malé
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mnozstvi vzorku. Kriticky krok nastava u Cisténi a plnéni méticich kyvet vzorkem, kde miize
dojit k naruSeni nebo prekryti signdlu analytu zdavodu pfitomného prachu
nebo mikrobublinek. Filtrace vSech pouzivanych kapalin a dikladné cisténi kyvet, pipet

a stfikacek, je proto nezbytna [89].

Stupent distribuce velikosti Castic pritomnych v dané suspenzi je stanovovan indexem
polydisperzity (PDI) [90]. Jedna se o bezrozmérné ¢islo nabyvajicich hodnot v rozmezi 0-1,
pricemz za bezpecné, stabilni a i¢inné nanonosice jsou povazovany homogenni disperze urcité

velikosti s hodnotami blizicimi se nule [91].

1.4.2 Stanoveni povrchového naboje

K povrchovym vlastnostem nanocéstic se fadi mj. jejich povrchovy ndboj, ktery ovliviiuje jejich
penetraci  fyziologickymi bariérami, stabilitu disperzi, nebo agregaci ¢i kumulaci
nanomateriall, a také ma potencialni ti¢inek vazby na receptor [87]. Obecné je povrchovy naboj
ziskan pomoci méfeni zeta potencialu, které je zalozeno na principech rozptylu svétla [87, 92].
Castice s povrchovym nabojem je obklopena Sternovou vrstvou, kterd je tvofena tdsné
spojenymi ionty s opa¢nym nabojem, nez jaky je na povrchu Céstice. Za touto vrstvou se
nachazi difizni vrstva, kterd mé ionty volné seskupené. Asi ve stifedu této vrstvy se nachazi
hranice, znama jako kluzna rovina, odd€lujici ionty pohybujici se spolu s ¢astici od iontii, které
zustavaji na misté. Potencidl v této kluzné roviné je nazyvan zeta potencial [92]. Nanocastice
s hodnotami zeta potencidlu mezi -10 a +10 mV jsou povazovany za piiblizné neutralni,
zatimco hodnoty vétsi neZ +30 mV nebo mensi neZ -30 mV vykazuji siln€ aniontové nebo silné
kationtové nanocastice [93]. Zeta potencial zavisi na fadé parametrii, vcetné teploty, pH,
vodivosti (iontova sila) a rozpoustédla (viskozita). Malé zmény v kterémkoli z téchto parametra

mohou mit potencialné dramatické uc¢inky na hodnoty zeta potencialu [92].

1.4.3 Stanoveni struktury

Konec¢na struktura nanomaterialt zavisi na pouZitych slozkéach, koncentracich reakénich slozek,
reak¢nich teplotach a podminkach rozpoustédla pouZitych pii jejich syntéze. ZvySenim teploty
materidl zisk4 dostatek energie a dochazi k reorganizaci struktury. Zménu materialovych
pfechodl (napft. tani, krystalizace, skelny pfechod) lze méfit pomoci diferencialni skenovaci
kalorimetrie (DSC), kdy néslednd analyza DSC meéfeni mlze urcit strukturu a stabilitu
zkoumaného materidlu [87]. DSC umoziuje detekci fazovych piechodli (pfeména hmoty

z jedné faze do druhé) v Sirokém rozmezi teplot (-90 az 550 °C). Fazové ptechody se klasifikuji
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jako termodynamické prechody 1. a 2. fadu. Pokud k fazovému ptechodu nedochazi, dodavany
tepelny tok je stejny, méii se nulovy signal. U termodynamické premény 1. fadu nastava
nespojita (skokovd) zména termodynamickych vlastnosti systému (objem, entalpie, entropie).
V takovém piipadé dojde ke zméene tepelného toku, jelikoz dochazi k pohlceni (endotermni déj)
nebo uvolnéni (exotermni d¢j) latentniho tepla béhem izotermickych zmén hmoty.
U termodynamické premény 2. fadu se méni termodynamické vlastnosti spojité (zlomove)
a nespojité se meéni tepelnd kapacita, izotermicka stlacitelnost a koeficient tepelné roztaznosti.
V polymernich systémech se jako pfechod druhého tadu definuje teplota skelného prechodu
(Tg) [94]. Ty je teplota, pii které material v pevném skupenstvi méni svou konformaci v obou
smérech mezi pryzovym a sklovitym stavem [94]. Tim, Ze je nizsi neZ teplota tani (Tm), vyuziva
se hlavné u materialii vyzadujicich pfili§ vysoké teploty, u kterych se stanoveni Ty, neprovadi

[95].

Princip metody tedy spocivd ve zméné rozdilu dodavaného tepelného toku do zkoumaného
areferentniho vzorku ve stejném teplotnim nastaveni. Referencni vzorek se voli tak,
aby v rozmezi teplot, kde ptredpokladame fazovy ptrechod ve vzorku zkoumaném, nevykazoval
zadnou zménu. V moment¢, kdy dochdzi k fazovému piechodu u zkoumaného vzorku, se méni
1 tepelny tok, aby se zajistila stejnd teplota mezi zkoumanym vzorkem a referenci [96].
Exotermické dé&je (napft. krystalizace, kondenzace, desublimace) se projevi naristem signalu
(vyssi tepelny tok do reference), naopak endotermické déje (napf. tani, var, sublimace)

poklesem signdlu (mensi tepleny tok do reference).

1.4.4 Stabilizace a hodnoceni stability

Farmaceuticka stabilita nano 1€k se tyka zachovani stejnych vlastnosti po ur¢itou dobu poté,
co je léCivo vyrobeno. MiiZze byt ovlivnéna jednim nebo vice faktory, jako je napf. teplota,
vlhkost, rozpoustédla, pH, enzymaticka degradace, nebo pfitomnost pomocnych latek [87].
Ke stabilizaci koloidnich systémi, v¢etné nanosuspenzi, se pouzivaji vhodné stabilizatory,
které poskytuji stéricky nebo elektrostaticky stabilizaéni ucinek [70]. Elektrostatické
odpuzovani, citlivé na pfidany elektrolyt, nastane prostfednictvim iontovych povrchoveé
aktivnich latek. Oproti tomu neiontové povrchové aktivni latky a polymery stabilizuji
prostiednictvim stérického odpuzovani, které je citlivé na zmény v rozpustnosti a molarni

hmotnosti vrstvy adsorbované polymerem [70, 97]. Mezi stabilizatory bézné pouzivané

ke stabilizaci nanosuspenzi patii polymery (napi. polyvinylalkoholy, povidon, hypromelosa

a hyprolosa, polyethylenglykoly). Obecné je stérickd stabilizace polymerniho typu vhodna
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pro zajisténi  stability 1éCiva béhem zpracovani, protoze na rozdil od béznych
nizkomolekuldrnich povrchové aktivnich latek obvykle neposkozuje krystalovou strukturu
Castic 1éciva [70].

Stabilita disperze je urCovana zeta potencialem, kdy hodnoty vyssi jak 30 mV vykazuji
elektrostaticky stabilni disperze. Nizka hodnota zeta potencialu (mensi nez 30 mV) indikuje

stav sméefujici k flokulaci nebo aglomeraci. Tepelnou stabilitu 1ze naopak hodnotit nékolika

tepelnymi technikami, mezi které patii DSC [87].

29



2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Materialy

Cisténa voda, Farmaceuticka fakulta Hradec Kralové, Ceska republika

Dichlormethan &isty, Penta, Ceska republika

Ethylester kyseliny octové, Penta, Ceska republika

Fosfatovy pufr pH 7,4 tablety, Sigma-Aldrich, Ceska republika

Chloroform, Penta, Ceska republika

Poly(D,L-laktid-ko-glycolid) vétveny na tripentaerythritolu, Farmaceuticka fakulta Hradec
Kralové, Ceska republika

Poly(vinylalkohol), Sigma-Aldrich, Ceska republika

Vancomycin Kabi 500 mg, Fresenius Kabi, Ceska republika

2.2 Pomiicky

Dialyza¢ni membrana, Merck Darmstadt, Némecko

Pipety s nastavitelnym objemem Research Eppendorf, Némecko

Polykarbonétova kapilarni kyveta DTS1060 (Malvern panalytical, Velka Britanie)
Polystyrenova jednorazova kyveta DTS0012 (Malvern panalytical, Velka Britanie)

Sklenéna kyveta, Hellma Analytics, Némecko

2.3 Pristroje

Analytické vahy Ohaus Discovery, Ohaus, Svycarsko

Centrifuga MPW-260R, MPW Med. Instruments, VarSava, Polsko

DSC 200F3Maia, Netzsch, Némecko

Hlinikové kelimky Netzsch 100 DSC, Netzsch-Geratebau GmhH, Selb, Némecko
Horkovzdus$na suSarna, Memmert, Némecko

Magneticka michacka, IKA — WERKERT, Némecko

Ru¢ni lis pro uzavieni hlinikovych kelimkt, Netzsch-Geratebau GmhH, Selb, Némecko
Spektrofotometr Specord 205, Analytic Jena, Némecko

Ttepaci vodni ldzen Julabo SW22, Némecko

Ultrazvukovy homogenizator SONOPULS HD 2070, Bandelin, Némecko

Viéhy Kern 440-53N, Kern, Némecko

Zetasizer Nano ZS90 Malvern Panalytical, Velka Britanie
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2.4 Postup pripravy nanocastic suspenzné-emulzni metodou

Nanocastice byly pfipraveny suspenzné-emulzni metodou. LéCivo v pevném stavu (S) bylo
suspendovano v organické fazi (O), tvofené polymerem PLGA/T rozpusténym
v dichlormethanu (DCM), za vzniku primarni disperze (S/O). Primarni disperze byla
po kapkach pfidéna do roztoku PVA ve vod¢ na injekci, piedstavujici vodnou fazi (V),
za vzniku sekundarni disperze (S/O/V). Nasledovalo 2hodinové odpatovani dichlormethanu

na magnetické michacce pii pokojové teploté, kdy byla ziskdna nanosuspenze.

Na analytickych vahach bylo navazeno dané mnozstvi PLGA/T (Tab. 1) a v kadince rozpusténo
v 1,5 ml dichlormethanu za vzniku organické faze (O) o koncentracich 0,5%, 1%, 2%, 3,3%,
nebo 4%. Kroztoku polymeru bylo pfidano hydrofilni 1é€ivo vankomycin, navazené
na analytickych vahach (Tab. 1). Pro dispergaci pevné latky do organické faze byl pouzit
ultrazvuk nastaveny na 3 min a 40 % cyklu. Kadinka byla postavena na led a sonda ultrazvuku
byla ponofena do roztoku tak, aby se nedotykala stén kadinky. Byla tak ziskana primarni

disperze (S/0O).

Vodna faze (V) byla ptipravena rozpusténim daného mnozstvi PVA ve vod¢ na injekce (Tab. 1)
do pozadované koncentrace (0,25%, 1%, 1,5%, 2%, nebo 3%) michanim na magnetické
michaéce po dobu 1 hodiny pfi teploté 50 °C. Do vodné faze byla po kapkdch piiddvana
primarni disperze za soucasné sonifikace na ledu ultrazvukem nastavenym na dobu 3 min,
s amplitudou 40 % a vykonem 70 %. Nov¢ vytvoiena sekundarni disperze (S/O/V) byla

michéna 2 hodiny na michacce pti 500 ot/min, aby doslo k odpateni dichlormethanu.

Tab.1: Komponenty pouzité pro formulaci nanocastic a jejich testované koncentrace.

Slozka MnozZstvi pouZité pii suspenzné-emulzni metod€ [mg]
VAN 3 5

PVA 75 112 150 225 450 600
PLGA/T 7,5 15 30 50 60 150

2.5 Meéreni velikosti, polydisperzity a zeta potencialu

Meéfteni velikosti nanocastic, polydisperzity a zeta potencidlu bylo provedeno ihned po ptipraveé
nanosuspenze na piistroji Zetasizer Nano ZS 90. Pfistroj byl aktivovan 30 minut pfed méfenim

z diivodu kalibrace na pozadovanou teplotu. Injekéni stiikackou byl ze stfedu kadinky odebran
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vzorek nanosusoenze a umistén do kyvety. Kazdy parametr byl zméften tiikrat. Byl vypocitan

pramér ze tii méfeni a smérodatna odchylka priimeéru.

2.6 Kalibrac¢ni primky

Pro spektrofotometrické stanoveni vankomycinu byla sestrojena kalibracni pfimka a zjisténa
rovnice linearni regrese. Byl piipraven roztok vankomycinu ve vod¢, ve fosfatovém pufru
pH 7.4 a ve 2% roztoku PVA. Z téchto zasobnich roztokli byly pfipraveny roztoky rtiznych
koncentraci a byla méfena jejich absorbance pfi vlnové délce 280 nm proti vod¢ (Tab. 2)
¢i proti pufru (Tab. 4), nebo pii 281 nm proti roztoku PVA (Tab. 3). Byly sestrojeny kalibra¢ni
piimky (Obr. 9 a Obr. 10). Pro vyhodnoceni disoluce byla pouzita kalibracni piimka

vankomycinu v pufru (Obr. 11).

Tab. 2: Absorbance roztokii vankomycinu ve vodé pri vinove délce 280 nm.

c [mg/ml] 0,08 0,17 0,34 0,50 0,67
A 03755 |0,7218 |1,4149 |2,1077 |2,8041
3,0
.'.
y =4,1393x + 0,0278 :
23 R2=0,9998
o 20 ..
(&)
[y
8 .
5 L5 Ry
(%))
o)
< 1,0
o
0,5 L
o
0,0
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8

Koncentrace [mg/ml]

Obr. 9: Kalibracni primka vankomycinu ve vode.

Tab. 3: Absorbance roztokii vankomycinu ve 2% roztoku PVA pri vinové délce 281 nm.

¢ [mg/ml]

0,05

0,075 0,1 0,15 0,25

A

0,2082

0,3541 |0,4503 |0,6807 |1,1335
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Obr. 10: Kalibracni primka vankomycinu ve 2% roztoku PVA.

Tab. 4: Absorbance roztoku vankomycinu v pufru pri vinové délce 280 nm.

¢ [mg/ml] 0,1 0,2 0,25 0,3 0,4
A 0,4588 0,8674 1,0932 1,2917 1,7291
2,0
y =4,2353x + 0,0292 ®
R?=0,9997
1,5
3 .
% o
2 10 e
2 e
0
< .
0,5 o
0,0
0 0,1 0,2 0,3 0,4

Koncentrace [mg/ml]

Obr. 11: Kalibracni primka vankomycinu v pufru.
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2.7 Stanoveni enkapsula¢ni ucinnosti

2.7.1 Nepiima metoda

Ptipravend nanosuspenze byla rozd€lena do 4 centrifugacnich zkumavek. Ty byly vlozeny
do centrifugy nastavené na 15000 ot/min, dobu 20 min a teplotu 4 °C. Za ucelem vypoctu
enkapsulacni G¢innosti byl po skonceni centrifugace supernatant zvazen a byl odvozen jeho
objem. Supernatant byl pfed méfenim natedén v poméru 1:2 nebo 1:2,5 2% roztokem PVA,
aby spliioval rozsah citlivosti UV absorbance 0,2—0,8. Stanoveni vankomycinu v supernatantu

bylo provedeno méfenim absorbance pii 281 nm proti 2% roztoku PVA.

2.7.2 Prima metoda

Pfipravené nanosuspenze byly vloZzeny do centrifugy a odstfed'ovany podle centrifugace 1
(Tab. 5). U 1% roztoku PVA byl navic sediment mezi jednotlivymi centrifugacemi vzdy
proplachovéan 1 ml vody pro injekci. Sedimenty byly suseny v horkovzdusné susarné 1 hodinu
pfi teplot¢ 25 °C. Poté byly kvysuSenym sedimentim pfidany 2 ml chloroformu,
aby se hydrofobni polymer rozpustil a ultrazvukem (10 s, amplituda 40 %) byly castice
sedimentu redispergovany. Nasledn¢ bylo ptidano 6 ml vody za icelem rozpusténi hydrofilniho
1é¢iva a vysrazeni rozpusténého polymeru. Vznikla disperze byla uzaviena do lékovky
s michadlem a vloZena na 24 hodin na michacku. Aby doslo k oddé€leni vodné (horni vrstva)
a organické faze (spodni vrstva), nechala se po 24hodinovém michani lékovka stat asi 30 min
mimo michacku. Pipetou byly odebrany 4 ml vodné faze s vankomycinem a byly rozdéleny
do 4 centrifugacnich zkumavek a vlozeny do centrifugy. Soucasn¢ byla I€kovka zpét doplnéna
4 ml vody a vlozena na michacku na 30 min. Nové vzniklé disperze byly opakované
odstied’ovany podle centrifugaci 2—4 (Tab. 5) pii teploté 4 °C, pfi€emz po kazdé centrifugaci
byla odebrana horni vrstva, u niz bylo zjiStovano zbylé mnozstvi vankomycinu pomoci
spektrofotometru pii absorbanci 280 nm. Pro vypocet byla pouZita rovnice kalibra¢ni pfimky

vankomycinu ve vodé (Obr. 9).
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Tab. 5: Podminky centrifugaci sekundarnich disperzi pred pridanim chloroformu
(Centrifugace 1) a po pridani chloroformu (Centrifugace 2—4).

) 1% disperze 0,25% a 2% disperze
Centrifugace i . i : . i
RPM ot/min | Cas [min] | RPM ot/min | Cas [min]
3000
6000
1 15 15000 20
12000
15000
2-4 15000 30 10000 15

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

EE = ¢ .100
= o100, @

kde m, je mnozstvi vankomycinu stanovené¢ho v nanocasticich [mg] a m; je mnozstvi

vankomycinu pouzitého pfi ptipravé [mg].

2.8 DSC

Byla provedena termickd analyza vankomycinu, PLGA/T polymeru a nanocastic.
Do hlinikovych kelimkti byly na analytickych vahidch navazeny vzorky vankomycinu
pro méfeni DSC v rozmezi 5-10 mg, které byly poté slisovany. Pfesnd hmotnost 1éCiva byla
zjisténa odectenim piedem zvazeného prazdného kelimku od celkové hmotnosti kelimku
po slisovani. Kelimky se vzorky byly pinzetou umistény do pfistroje a méteny proti prazdnému
kelimku ptedstavujici referencni vzorek. V pocitaovém programu byly nastaveny parametry
meéteni, jako byla hmotnost 1é¢iva a hmotnost kelimku. Teplotni rezim (ohfev, izoterma,
chlazeni) (Obr. 12) byl upraven podle teploty tani 1é¢iva vyhledané v literatufe a nastaven tak,
aby se zahtivalo na teplotu vyssi, nez je teplota tani. Ze ziskanych termogramt byla zjiSténa
teplota tani vankomycinu z prvniho ohfevu, teplota skelného ptfechodu polymeru v inflexnim

bod¢ na kiivce druhého ohfevu. Byl vyhodnocen DSC sken nanocastic.
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Taotal Selection | Dynamic | Heating | Cooling | Isothermal
Wir*% 1 Dynamic -20,0°C  -10.0 Kmin
V] o

&=y 2 Isothermal  -20.0 °C S min
[¥]

@ 3 Dynamic 60,0 =2 1000 Kfmin
[¥]

==y 4 Isothermal 60,0 =2 5 rnin
[¥]

—P"ﬁ 5 Dwnamic -20,0°C  -20.0 K min
—®y & Isothermal  -20.0 °C S min
[¥]

7 Dynamic 60.0=C 10,0 K/min
[v]

==y 5 Isothermal 60,0 =2 5 rnin
[¥]

%, 9 Dynamic 20.0%C  -10.0 Kfmin
[¥]

=y 10 Isothermal 20,0 °C S min
[¥]

(a) Polymer

Tokal Selection | Dynamic | Heating | Cooling | Isothermal
[w]i '\ 1 Dwnamic -20,0°C  -10,0 Kjmin
—+=y  Z Isothermal  -20.0°C S mir
—* ' 3 Dwnannic 250,02 10.0 Efmin
—+=s 4 Isothermal  250.0°C 5 min
— "‘ S [wnamic -20,0°C  -20.0 Kfmin
—+=h 6 Isothermal  -20.0°C S rhin
—* ' 7 Dvwnamic 250,00 10.0 Efmin
—+=y 8 Isothermal  250.0°C 5 mir
—* ‘i 9 Dwnanic 20.0°C  -10.0 Kfmin
—+&ly 10 Isothermal — 20.0°C S min

(b) Vankomycin, polymerni nanocdstice

Obr. 12: Teplotni rezimy DSC.

2.9 SEM

Metodou skenovaci elektronové mikroskopie byl studovan tvar a morfologie nanocastic. Byly
piipraveny nanocastice tvorené 450 mg PV A rozpusSténym v 22,5 ml vody na injekci a 150 mg
PLGA/T ve 4,5 ml dichlormethanu. Vzorky ve formé precisténé nanosuspenze byly pfedany
Mgr. Janu Loskotovi, Ph.D. (Univerzita Hradec Kralové, Ptirodovédecka fakulta, katedry
fyziky) pro hodnoceni rastrovym elektronovym mikroskopem FlexSEM 1000 (Hitachi,
Japonsko) vreZimu sekundarnich elektroni v urychlovacim napéti 15 kV. Vzorky byly
pied méfenim umistény na uhlikovou adhezivni pasku, vysuSeny pii laboratorni teploté

a upraveny nanesenim 8 nm vrstvy zlata.
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2.10 Disoluce vankomycinu

Pro disolucni testy byly pouzity nanocastice pfipravené rozpusténim 450 mg PVA ve vodé
na injekci o objemu 22,5 ml a rozpusténim 150 mg PLGA/T ve 4,5 ml dichlormethanu. Ziskané
nanosuspenze byly centrifugovany nejdiive pii 5 000 ot/min a poté pii 15 000 ot/min po dobu
20 minut a teploté 4 °C. Byl odstranén supernatant a sedimenty byly vysuSeny v horkovzdusné
susarné. K ziskanym sedimentiim byly pfidany 2 ml ¢isténé vody a nasledovala homogenizace
pomoci ultrazvuku (30 s). Byly odpipetovany 2 ml promyté a redispergované nanosuspenze
do polopropustné dialyzacni membrany, kterd byla na obou koncich uzaviena. Dialyzaéni
membrany se vzorky byly vlozeny do vialek a byly pfidany 4 ml disolu¢niho média. Jako
disolu¢ni medium byl pouzit fosfatovy pufr pH 7,4 (PBS 7,4), ptedem zahtaty na 37 °C.
Disoluce probihala v tfepaci vodni 1azni pii 37 °C a frekvenci 80 kmiti/min. V danych ¢asovych
intervalech (3, 6, 12, 24, 36, 48, 72, 96 a 120 hodin) bylo disolu¢ni médium odebrano a nasledné
byly do kazdé vialky opét piidany 4 ml disolu¢niho média z ditvodu zachovani sink podminek.
Vankomycin byl stanoven spektrofotometrickym méfenim absorbance pii 280 nm
proti fosfatovému pufru pH 7,4. Kazdy vzorek byl prométen tiikrat. MnoZzstvi uvolnéného
vankomycinu bylo vypocteno na zéklad¢ rovnice kalibra¢ni ptimky (Obr. 11) a stanovené

enkapsula¢ni G¢innosti.
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3 VYSLEDKY

3.1 Velikost, polydisperzita a zeta potencial nanocastic

Tab. 6: Charakteristiky nanocdstic (2% PVA a 5 mg VAN) — vliv koncentrace PLGA/T.

PLGA/T [%] Velikost [nm] Polydisperzita ZP [mV]
521,6 0,294 -1,020
0,5 511,0 0,273 -0,501
512,8 0,282 -0,563

pramér + SD 515,13 +3,275 0,283 +0,006 -0,695 + 0,164
443,9 0,111 -0,610
1 442,4 0,157 -0,428
438,9 0,144 -0,418

promér+SD | 441,73+1,481 0,137+0,014 -0,485 + 0,004
569,5 0,244 -1,320
2 573,4 0,225 -1,710
563,9 0,244 -1,200

pramér + SD 568,93 +2,757 0,238+0,006 -1,410+0,208
534,8 0,131 -0,313
4 522,6 0,167 -0,416
522,5 0,158 -0,422

primér + SD 526,63 +4,083 0,152+0,011 -0,384+0,002
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Tab. 7: Charakteristiky nanocastic (3,3% PLGA/T a 2% PVA) — vliv mnozstvi VAN.

VAN [mg] Velikost [nm] Polydisperzita ZP [mV]
528,8 0,164 -0,186
10 531,9 0,175 -0,318
523,6 0,184 -0,274

pramér + SD 528,10+2,421 0,174+0,006 -0,259 + 0,039
542,2 0,162 -0,091
15 547,9 0,148 -0,108
537,2 0,131 -0,052

primér + SD 542,43 +3,091 0,147 +0,009 -0,084+0,017
511,9 0,105 -0,017
20 506,1 0,09 -0,031
500,2 0,128 -0,155

pramér + SD 506,07 £3,378 0,108 £+0,011  -0,068 + 0,044
527,1 0,17 -0,108
25 512,7 0,214 -0,111
514,9 0,144 0,040

primér + SD 518,23 +4,479 0,176 £0,020  -0,060 £ 0,050
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Tab. 8: Charakteristiky nanocastic (3,3% PLGA/T a 5 mg vankomycinu) — vliv koncentrace
PVA.

PVA [%] Velikost [nm] Polydisperzita
335,5 0,089
1,0 336,9 0,102
334,5 0,118

pramér + SD 335,63+0,696 0,103 £ 0,008

434,0 0,138
1,5 430,0 0,16
420,2 0,159

pramér £ SD 428,10+4,100 0,152 +0,007

497,5 0,093

501,3 0,123

492,4 0,18
2,0

563,4 0,117

553,9 0,135

549,7 0,134

pramér £ SD 526,37 +13,278 0,130+0,012

741,2 0,164
3,0 721,4 0,202
742,8 0,116

primér + SD 735,10+6,882 0,161 +0,025
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4

3.2 Enkapsulacni ucinnost

Tab. 9: Enkapsulacni ucinnost vypoctena neprimou metodou.

PVA [%] PLGA/T [%] EE [%]
2 1 37,66
2 2 39,18
2 4 50,89

Tab. 10: Enkapsulacni ucinnost vypoctena primou metodou.

PVA [%]

PLGA/T [%]

Pouzité mnozstvi

VAN [mg]

MnoZstvi [mg]

> [mg]

EE [%]

0,25

1,0

0,015
0,005
0,000

0,02

0,71

1,00

3,3

0,040
0,020
0,000

0,06

1,14

2,00

3,3

0,110
0,060
0,050

0,22

4,40
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3.3 DSC

Lowia Tm %_3.8 °'C
10
F o)
=
£
@)
W
SNTY
=0.5 1
B s o 2. chiev
0 50 100 150 200
Teplota [°C]
Obr. 13: DSC sken vankomycin-hydrochloridu.
WES
04
" ______..--"/4:
02 ﬁ T: 26,6 °C
0.1
"o
£
=00
)
R
a
02
.3
04
< &
-0 -10 b 10 20 30 40 50 &0
Teplota [°C]

Obr. 14: DSC sken PLGA/T.
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Obr. 15: DSC sken PLGA/T nanocastic pripravenych suspenzné-emulzni metodou.
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Obr. 16: Snimky PLGA/T nanocastic ze skenovactho elektronového mikroskopu. Zvétseni

20000 (@) a 30000 (b).
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3.5 Liberace vankomycinu z nanocastic

Tab. 11 a—c: Mnozstvi vankomycinu uvolnéného z PLGA/T nanocastic

a) vzorek 1
cas c Vankomycin Vankomycin Vankomycin
[hod] [mg/ml] [mg] [%] [kumulativni %]

3 0,8498 0,1937 1,16 29,65 29,65

6 0,4736  0,1049 0,24 6,18 35,83

12 0,4294  0,0945 0,36 9,11 44,94

24 0,6376  0,1436 0,67 17,17 62,11

36 0,5168 0,1151 0,40 10,29 72,40

48 0,3838 0,0837 0,27 6,94 79,34

72 0,4405 0,0971 0,42 10,59 89,93

96 0,3711  0,0807 0,29 7,40 97,33

120 0,2194  0,0449 0,11 2,75 100,08

b) vzorek 2
cas A c Vankomycin Vankomycin Vankomycin
[hod] [mg/ml] [mg] [%] [kumulativni %]

3 0,8585  0,1958 1,17 29,97 29,97

6 0,4733  0,1048 0,24 6,06 36,03

12 0,4291 0,0944 0,36 9,10 45,13

24 0,6434  0,1450 0,68 17,38 62,51

36 0,5169  0,1152 0,40 10,23 72,74

48 0,3836  0,0837 0,27 6,93 79,67

72 0,4415  0,0973 0,42 10,63 90,30

96 0,3711  0,0807 0,29 7,39 97,69

120 0,2195 0,0449 0,11 2,76 100,45
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¢) vzorek 3

cas c Vankomycin Vankomycin Vankomycin
[hod] [mg/ml] [mg] [%] [kumulativni %]

3 0,8597 0,1961 1,18 30,01 30,01
6 0,4730 0,1048 0,24 6,03 36,04

12 0,4292  0,0945 0,36 9,11 45,15

24 0,6419 0,1447 0,68 17,32 62,47

36 0,5169  0,1152 0,40 10,24 72,71

48 0,3835  0,0837 0,27 6,93 79,64

72 0,4416 0,0974 0,42 10,63 90,27

96 0,3705 0,0806 0,29 7,37 97,64

120 0,2199  0,0450 0,11 2,78 100,42
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4 DISKUZE

Pro pfipravu nanocastic s vankomycinem byla pouzita metoda suspenzné-emulzni
(viz podkap. 1.3.1) popsana v literatuie jako vhodna metoda pro enkapsulaci hydrofilnich 1éCiv
[81]. Tato metoda se fadi k metodam dvojitého odpatfovani rozpoustédla spadajici mezi
techniky fop-down. Je vyuzivana k piekonani urcitych problému jako je napft. nizkd Gc¢innost
enkapsulace, nebo vysoky burst pii uvoliiovani Ié¢iva, které obvykle nastavaji pii enkapsulaci
hydrofilnich 1é¢iv metodou dvojité emulze V/O/V. Byl testovan vliv formulacnich faktort
na velikost, polydisperzitu, zeta potencidl, termické charakteristiky a morfologii nanocastic
a vliv na enkapsula¢ni u¢innost a liberaci vankomycinu z nanocastic (jednotlivé charakteristiky
NC viz kap. 1.4). Pro formulaci nanoéastic byl zvolen polymer PLGA rozvétveny
na tripentaerythritolu v riznych koncentracich. Charakteristiky polymeru jsou uvedeny

v Tab. 12 [98].

Tab. 12: Ciselné (M,) a hmotnostni (M) priméry molarni hmotnosti, hmotnostni primeér

vnitini viskozity [n]w, vétvici pomeér g'(M,,) a teplota skelného prechodu (Tg).

Polymer M, [g/mol] | M, [g/mol] | [#7]w [mL/g] g'[My] T, [°C]

PLGA/T 5300 17 400 7,7 0,43 26,6

Molarni hmotnost pouzitétho PLGA ovliviiuje uvolnéni aktivni latky z aplikac¢nich systémd.
Polymer PLGA byl syntetizovan stupnovou kopolymeraci bez pouziti katalyzatord
ze smé&si kyseliny glykolové a kyseliny D,L-mlé¢né v poméru 50:50 a 3% tripentaerythritolu

jako vétviciho ¢inidla [99].

Zvolenym rozpoustédlem pro polymer PLGA/T byl dichlormethan. Jeho nevyhodou, stejné
jako ostatnich organickych rozpoustédel, je nevyhovujici toxikologicky profil. Soucasti vodné
faze byl zvolen neiontovy stabilizator PVA s vysokou molarni hmotnosti, ktery stéricky zvysuje
stabilitu vnitini emulze zvySenim viskozity vodného roztoku. Molekulovd hmotnost
a koncentrace polymeru pozitivné koreluje s viskozitou organické faze, ktera nasledné koreluje
s konstantou diftuze 1é¢iva [100]. Prave tyto charakteristiky (vysokd molarni hmotnost a zvySena
viskozita vodné faze) zvysuji enkapsulaci hydrofilniho 1é¢iva do nanocastic [101]. Ve studii
Chaisri a kol. (2011) vedlo zvySeni koncentrace PLGA v dichlormethanu z 10% na 15%
ke zvySeni EE gentamicinu ze 17 % na 68 % [100]. Kli¢ovym faktorem ovlivitujici velikost
nanocastic je povazovana koncentrace PVA ve vnéjSi vodné fazi [102]. V piedloZené

diplomov¢ praci byl PVA pouzit v koncentracich 1%, 1,5%, 2% a 3%.
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4.1 Velikost, polydisperzita a zeta potencial nanocastic

Byl studovan vliv koncentrace polymeru PLGA/T, stabilizatoru PVA a mnozstvi vankomycinu
na velikost a zeta potencial nanocastic. Velikost nanocastic byva doplnéna bezrozmérnou
hodnotou polydisperzity, pfi¢emz soustavy s hodnotami niz§imi nez 0,2 lze povazovat
za monodisperzni [103]. Zeta potencial souvisi se stabilitou nanoc¢astic. Nanoc¢astice se zeta
potencialem nad + 30 mV jsou stabilni, protoze povrchovy ndboj zabraiuje agregaci Castic
elektrostatickym odpuzovanim. Nameétené hodnoty velikosti, PDI a zeta potencialu jsou
uvedeny v Tab. 6-8. Na Obr. 17 je porovnana velikost nanocastic pii pouziti rizné koncentrace
polymeru PLGA/T. Zvyseni koncentrace polymeru vede ke zvyseni viskozity organické faze.
Tim se zvy$i odpor proti smykovému napéti, kterym je homogenizovana primarni disperze
a ve vysledku to vede ke zvétSeni velikosti nanocastic. Byla proto o¢ekavana rostouci velikost
castic s rostouci koncentraci polymeru. AvSak nejvétsi velikost byla naméfena u Castic
tvofenych 2% PLGA/T a naopak nejmensi hodnotu vykazovaly ¢astice u 1% PLGA/T. Velikost
nanocastic byla v rozmezi piiblizné€ 440 az 570 nm. Nanocastice nevykazovaly vzdy optimalni
hodnoty PDI. Nejvyssi polydisperzitu mély nanocastice tvorené 0,5% PLGA/T. Primérna
hodnota PDI byla 0,203.
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Obr. 17: Zavislost velikosti nanocastic na koncentraci PLGA/T.

Na Obr. 18 je znazornén vliv koncentrace PLGA/T na zeta potencial. U vSech formulaci byl
zjistén zaporny naboj, ktery je zplsoben ionizaci koncovych skupin vétveného PLGA/T

polymeru. Byly naméfeny velmi nizké hodnoty zeta potencialu, protoZe v pribéhu suspenzné-
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emulzni metody pfipravy nanocastic byl jako stabilizator pouzit PVA, ktery nanocastice
stabilizuje stéricky, nikoli elektrostaticky. Nejvys$si namétfend hodnota zeta potencidlu byla
1,41 mV u 2% PLGA/T. Zjisténé hodnoty PDI a rovnéz SEM snimky nanocastic potvrzuji
relativné dostatecnou stabilitu piipravenych nanocastic. DalSi moznost, jak nanocastice

stabilizovat, je uchovavani nanocastic v lyofilizovaném stavu [102].
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Obr. 18: Zavislost zeta potencidalu na koncentraci PLGA/T v pritomnosti 2% PVA.

Na Obr. 19 je porovnana velikost nanoc¢astic pii pouziti riznych navéazek vankomycinu.
V literatufe jsou prezentovany obé¢ alternativy, a sice Ze se zvySujicim se obsahem
1é¢iva se velikost nanocastic zvySuje [104]. Pifi srovnani PLGA nanocastic s léCivem
a bez lé¢iva bylo zjisténo, Ze inkorporaci indometacinu nebo ketoprofenu nebyla velikost ¢astic

vyznamn¢ ovlivnéna [105].

V nasem piipadé byla nejvétsi velikost naméfena u nanoc¢astic s navazkou vankomycinu 15 mg
a nejmensi u nanocastic s 20 mg vankomycinu. Rozdil mezi nejnizsi a nejvyssi velikosti ¢inil
pouze 36,36 nm ve srovnani se studii F. Madani, kde rozdil mezi nejmensi a nejvétsi velikosti
nanocastic, obsahujici 1é¢ivo v rozmezi navazek 1 az 6 mg, €inil 152 nm [104]. Primérna

hodnota PDI u disperzi tvofenymi 3,3% PLGA/T a 2% PVA vysla 0,151.
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Obr. 19: Zavislost velikosti nanocastic na mnozstvi vankomycinu
pri pouziti 3,3% PLGA/T a 2% PVA.

Na Obr. 20 je vidét vliv zvySujiciho se mnozstvi 1é¢iva na pokles hodnot zeta potenciélu.
V disledku interakce zaporné ionizovanych skupin polymeru a 1éCiva s kladnym nébojem
na povrchu ¢astic, byl tento jev v souladu s o¢ekdvanim. Jak bylo zminéno vyse, velmi nizké
hodnoty zeta potencidlu souvisi se stérickou stabilizaci PVA, kdy tak mtze dojit k maskovani

zeta potencialu. Proto pfipravené nanocastice nelze jednoznaéné povazovat za nestabilni.

02 |
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Obr. 20: Zavislost zeta potencialu na mnoZstvi vankomycinu
v pritomnosti 3,3% PLGA/T a 2% PVA.
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Na Obr. 21 je vidét vliv koncentrace PVA na velikost nanocastic. Na zéklad¢ studii byla
predpokladana rostouci velikost nanocastic s rostouci koncentraci PVA [104]. V nasi studii byl
vliv PVA v souladu s o¢ekavanim, pfi¢emz velikost nanoc¢astic se zvysila z hodnoty 335 nm

na 735 nm. Primérna hodnota PDI vysla 0,137.
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Obr. 21: Zavislost velikosti nanocastic na koncentraci PVA v pritomnosti 3,3% PLGA/T.
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4.2 Enkapsulacni ucinnost

Enkapsulaéni ucinnost je procento 1é¢ivé latky v nanocasticich z celkové pouzitého mnozstvi
1é¢iva pfi pripravé [106]. Inkorporace vankomycinu do nanocastic byva zpravidla obtizna kvili
jeho vysoké hydrofilni povaze. Pro stanoveni EE se obecné pouZivaji dv€é metody. Metoda
ptima, kdy se EE vypocita méfenim koncentrace 1é€iva zachyceného v nanocasticich, a metoda
nepifimd, ktera je stanovena vypoctem koncentrace nezapouzdiené¢ho léCiva ve vodné fazi
(supernatantu). Pro méteni EE jsou stejné¢ pouZitelné obé metody. Na zakladé vysledka
pfedchozich studii nepfedstavuje vypocitand hodnota EE vzdy pfesné procento zachycené
drogy [107]. Obecn¢ EE stanovena nepiimou metodou vykazuje vyssi podil inkorporované
1écivé latky nez u stanoveni EE pifimo v Casticich. Enkapsulacni ucinnost byla stanovena
u nanocastic pfipravenych zriznych pomérti koncentraci PLGA/T a PVA. Hodnoty jsou

uvedeny v Tab. 9 a 10.

Na Obr. 22 je porovnana ucinnost enkapsulace stanovena piimou a nepifimou metodou a vliv
mnozstvi pouzit¢ho polymeru a stabilizitoru. EE stanovend pfimou metodou je v rozmezi
0,7 az 4,4 %. EE stanovena nepiimou metodou je vyrazné vyssi, a to v rozmezi 37,7 az 50,9 %.
Byl zjistén vliv mnozstvi polymeru PLGA/T a stabilizatoru PVA pouzitého pfi suspenzné-
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emulzni metod¢ ptipravy nanoc¢astic na enkapsulacni ucinnost. Mnozstvi zachycené 1€¢ivé latky
bylo nejvyssi u nanocastic tvofenych 4% PLGA/T a 2% PVA stanovené nepiimou metodou.
Ve srovnani se studii D. Masella, kde byla porovnavana EE stanovend pfimou a nepiimou
metodou, vykazovaly vysledky stanovené nepiimou metodou téméi stejné, nebo vyssi hodnoty
EE [108]. Srovnatelné vysledky enkapsulace vankomycinu stanovené nepfimou metodou byly
zjistény ve studii P. Zakeri-Milani, kde u¢innost zachyceni se pohybovala mezi 38,4 % a 78,6 %
[102]. Nizka ucinnost enkapsulace mize byt zptisobena rozpustnosti dan¢ho 1é¢iva ve vode,
coz potvrzuje studie enkapsulacni ucinnosti ketoprofenu (40,2 £ 0,3 %) a indometacinu
(65,2+0,6 %) do PLGA nanocastic. Hor$i enkapsulace ketoprofenu je dana jeho vyssi
rozpustnosti ve vod¢, zatimco indometacin béhem pfipravy nanocastic vykazuje mensi tinik

do vodné faze, z ¢ehoz vyplyva vyssi enkapsulacni ucinnost [82].
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Obr. 22: Zavislost enkapsulacni ucinnosti EE (%) primou metodou (Zluté sloupce) a neprimou
metodou (Sedé sloupce) na koncentraci polymeru PLGA/T a stabilizatoru PVA.

4.3 DSC

DSC je metoda termické analyzy zabyvajici se studiem tepelnych fyzikalnich dé&ja
v materiadlech (princip metody viz podkap. 1.4.3). Ptipravu vzorkd a postup prace shrnuje

kap. 2.8.

Na zakladé¢ namétenych DSC kiivek byly vyhodnoceny termofyzikalni vlastnosti vzorkd,
v nasSem piipadé teplota tani vankomycinu a teplota skelného ptfechodu polymeru PLGA/T

s inkorporovanym léc¢ivem a bez 1é€iva.
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Na zakladé Obr. 13, z DSC kiivky odpovidajici prvnimu ohfevu, byla odectena teplota tani

vankomycinu a vysla 93,8 °C. Naslednym ochlazenim nedoslo k opétovné krystalizaci 1é¢iva.

Na Obr. 14 je zobrazen termogram polymeru PLGA/T. Jelikoz na DSC kiivce nebyl naméien
zadny pik (skokova zména termodynamickych veli¢in), jedna se o amorfni polymer. Teplota
skelné¢ho prechodu PLGA/T vyhodnocend v inflexnim bod¢ druhého ohfevu vysla 26,6 °C.
Nésledné byl proveden sken nanocastic PLGA/T s vankomycinem (Obr. 15) pfipravenych
suspenzné-emulzni metodou. Na DSC kiivce prvniho ohfevu neni patrny pik krystalické faze
vankomycinu, ale byl zjistén jeden skelny piechod pii teplote 16,6 °C, ¢emuz odpovida amortni
faze 1éciva. V druhém ohfevu je zaznamendna Ty 25,7 °C, coz je teplota pfiblizné
o jeden stupeit niz$i nez teplota skelného piechodu samotného polymeru PLGA/T.
Vankomycin v nanocasticich piisobi mirné plastifikacné. Lze predpokladat, ze pifi vySSim

obsahu vankomycinu v nanocasticich bude plastifika¢ni Gi¢inek vyssi.

Zjisténé vysledky koresponduji se studii, ve které byly porovnany termalni charakteristiky
PLGA nanocastic s ketoprofenem s nanocasticemi bez 1éCiva, s fyzikdlni smési PLGA
a ketoprofenu a s PLGA polymerem. Ty nanocastic s ketoprofenem byla nizsi nez T, nanoc¢astic
PLGA bez lé¢iva a Ty fyzikalni smési polymeru a 1é€iva. V kiivce DSC ¢astic PLGA s obsahem
ketoprofenu nebyl pozorovan zaddny pik tani 1é¢iva, coz naznacuje, ze 1é¢ivo bylo pfitomno
v nekrystalickém stavu [109]. PLGA nanocastice bez 1é¢iva mély T, nizsi nez Cisty polymer
PLGA, coz je zpiisobeno vyrobnim procesem. DSC kiivka fyzikalni smési PLGA a ketoprofenu
vykazovala pik krystalické faze ketoprofenu [110]. Podobny, ale mirné nizsi posun Tg byl také

pozorovan u nanocastic obsahujicich indometacin [105].

Ze studii prezentovanych v literatufe 1 z vysledki pfedloZzeného experimentu vyplyva,
ze jak vyrobni proces, tak dispergované 1écivo mohou ovlivnit konformaci molekularnich

fetézcl polymeru a vést ke sniZeni teploty skelného ptechodu.

44 SEM

Morfologie studovanych nanocastic byla ovéfena pomoci skenovaci elektronové mikroskopie
v rezimu sekundarnich elektrontt (SE). Snimky prokézaly sféricky tvar (Obr. 16). Pomoci
softwarového vyhodnoceni byla rovnéz ovéfena velikost konkrétnich jednotlivych nanocastic,

ktera do znané miry korelovala s vysledky zjisténymi metodou dynamického rozptylu svétla.

SEM analyza je diilezitou metodou charakterizace nanoc¢astic. Vysoce monodisperzni PLGA

nanocastice byly prezentovany na SEM snimcich nanoc¢éstic pfipravenych systémem Fluidic
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NanoPrecipitation System (FNPS). Primér PLGA nanocastic 1ze fidit pritokovymi rychlostmi
a koncentracemi PLGA [111]. SEM a TEM snimky nanocastic PLGA vyrobenych
mikrokanalovou emulgaci v interdigitalnim mikromixéru demonstruji vliv rtznych
formulacnich podminek, zejména doby a intenzity homogenizace a teploty, na morfologii

nanocastic [112].

4.5 Liberace vankomycinu z nanocastic

Z divodu hydrofilni povahy vankomycinu dochézi ihned po kontaktu s vodnym prostfedim
k jeho diftzi. Cilem této diplomové préace bylo zajistit prodlouzené uvoliiovani antibiotika jeho
inkorporaci do polymeru PLGA/T a formulaci nanocéstic. Jako hlavni faktor ovliviujici
rychlost uvolilovani 1é€iva z polymernich nanocastic je velikost ¢astic. Nanocastice maji velky
povrch, na kterém se mize nachazet urcité mnozstvi 1é¢iva, které se mize okamzité¢ uvolnit
[113]. Problémy souvisejici s malou velikosti nanocastic (agregace a burst-efekt) je nutné

nejdiive pfekonat, aby byly vhodné pro klinické pouziti.

Pro disolucni testy byly vybrany nanocéstice, pfi jejichz piipravé byly pouzity 2% PVA,
3,3% PLGA a 5 mg vankomycinu. Tyto nanocastice mély velikost 526 nm, PDI 0,10
a EE 4,40 %.

Pribéh liberace vankomycinu z nanocastic je zobrazen na Obr. 23. U vSech tii vzorkl byl
disolu¢ni profil vankomycinu téméf shodny. Liberace vankomycinu v pocate¢ni fazi
vykazovala burst-efekt, kdy se za 3 hodiny z nanocastic uvolnilo necelych 30 %. B&éhem
prvniho dne bylo uvolnéno ptiblizné 62 % enkapsulované¢ho vankomycinu. Dale nasledovalo
pomalejsi exponencidlni uvolfiovani zbylého 1é¢iva. Zpozdéné exponencialni uvoliovani je
zpisobeno diflizi rozpusSténého léCiva v polymernich nanocasticich do disoluéniho

média. Do 3. dne se uvolnilo témeér 80 % 1éCiva.

Vysoky burst-efekt zaznamenany pii uvoliiovani vankomycinu byl zkoumén v nékolika
studiich a byl vysvétlen vlivem rozpustnosti lé¢iva na prib&h uvoliovani. Liberace
haloperidolu (Cs = 0,13 mg/ml ve vod¢) z pelet tvofenych PLGA (50:50; Mw 63 000) vykézala
burst-efekt ve vysi 1 %, zatimco u rozpustnéjSiho ibuprofenu (Cs = 0,47 mg/ml ve vod¢) byl
burst-efekt ve vysi 10 % [114]. Nanocastice obsahujici etoprofen a indometacin vykazovaly
24hodinovy burst-efekt ve vysi 42,2 % resp. 26,3 % [105]. Ve vodé rozpustny gentamicin
(50 mg/ml) béhem 24 hodin vykazoval téméf 50% burst-efekt z PLGA nanocéstic [115].
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Rozpustnost vankomycinu ve vodé je mnohonasobné vyssi (>100 mg/ml), a tim Ize vysvétlit

zjistény vysoky burst-efekt z PLGA/T nanocastic [105].
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Obr. 23: Prubeh liberace vankomycinu z PLGA/T nanocastic.
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5 ZAVER

Polymerni nanocastice PLGA/T s hydrofilnim 1é¢ivem vankomycin byly formulovany
suspenzné-emulzni metodou. Byl studovan vliv koncentrace polymeru PLGA/T, stabilizatoru
PVA a mnozstvi vankomycinu na velikost a zeta potencidl nanocastic. Velikost pfipravenych
nanocastic byla spektrofotometricky zjisténa v rozmezi 330 az 740 nm. Rozdilnd koncentrace
PVA, ve funkci stabilizdtoru sekundarni disperze, méla vliv na velikost piipravenych

nanocastic, zatimco rizné mnozstvi pouzitého 1é¢iva velikost vyznamné neovlivnilo.

U pripravenych nanocastic byl naméfen zaporny ndboj, souvisejici s ionizaci koncovych skupin
vétveného PLGA/T polymeru. Naméfené hodnoty zeta potencidlu byly ovlivnény stérickou
stabilizaci neionogenniho stabilizdtoru PVA. Na zdklad€ polydisperzity stanovené pomoci

Zetasizeru lze vétSinu pripravenych nanocastic povazovat za monodisperzni.

Nizkd enkapsula¢ni ucinnost (EE) byla zplsobenda hydrofilni povahou vankomycinu,
kdy béhem ptipravy nanocastic velka ¢ast IéCiva unikla do vodné faze. Nejvyssi EE byla 50,9 %
u nanocastic tvorenych 4% PLGA/T a 2% PVA. Byl zjistén vliv mnozstvi polymeru PLGA/T
a stabilizatoru PVA na EE. Pfitomnost vankomycinu rozpusténého v polymernich

nanocasticich byla prokazana DSC métenim. Snimky SEM potvrdily sféricky tvar nanocastic.

Béhem prvniho dne liberace vankomycinu doSlo k burst-efektu, pficemz se z polymernich
nanocastic uvolnilo pfiblizné 60 % lé¢iva. Uvoliovani nasledné probihalo do 3. dne, kdy se

témet 80 % vankomycinu uvolnilo.

V dalsich experimentech by bylo pfinosné zaméfit se na nizkou u€innost enkapsulace, naptiklad
pouzitim kombinace polymernich nosicli, zménou stabilizatori nebo méné rozpustné formy

[é¢iva.
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