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2 ABSTRAKT

Univerzita Karlova
Farmaceutickd fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmaceutické technologie

Autorka: Lizaveta Laviaha

Nézev prace:  Hydrofobni iontové parovani jako strategie pro zlepSeni enkapsulacni
ucinnosti PLGA nanocastic.

Skolitelka: PharmDr. Eva Snejdrova, Ph.D.

Konzultant: Mgr. Vladislav Frolov

Cilem diplomové prace bylo zvysit enkapsulacni uc€innost (EE) a kapacitu PLGA
nano¢astic (NC) pro hydrofilni antibiotika gentamicin (GEN) a vankomycin (VAN).
Byla zvolena metoda hydrofobniho iontového parovani (HIP) a dokusat sodna sil ve funkci
anionického tenzidu (AOT). Byly pfipraveny PLGA nanocéstice inkorporované
VAN nebo GEN nebo jejich komplexy s AOT optimalizovanymi metodami. Nanoc¢astice
s VAN a GEN byly ptipraveny dvojité-emulzni metodou (V1/O/V2), pro GEN-AOT byla pozita
metoda jednoduché emulgace (O/V) a nanocastice s VAN-AOT byly pfipraveny
suspenzné-emulzni metodou (S/O/V). Byly ziskany stabilni NC o velikosti 108 az 223 nm
s polydisperzitou niz§i nez 0,2. Byl zjistén vliv koncentrace PLGA na velikost NC. Nizky
zeta potencial nanocéstic souvisi se sterickou stabilizaci neionogennim stabilizatorem
Poloxamer 407. Snimky SEM potvrdily sféricky tvar NC. Enkapsulaéni Gi¢innost a kapacita
polymeru pro léCivo (LC) byly stanoveny pfimou metodou. VAN a jeho komplex
byly analyzovany pomoci HPLC, GEN a jeho komplex spektrofotometricky. Enkapsulacni
ucinnost VAN a GEN byla zvySena hydrofobnim iontovym péarovanim, av§ak nejvyssi hodnota
pro VAN-AOT byla pouze 14 % ve srovnani s GEN-AOT, kde EE doséahla az 90 %. V dalSich
experimentech bude nutné se zaméfit na nizkou enkapsuldéni Uc¢innost VAN-AOT,

napiiklad pouZitim jiného surfaktantu nebo jiné metody ptipravy NC.

Klic¢ova slova: polymerni nanocastice, PLGA, vankomycin, gentamicin, hydrofobni iontové

parovani, dokusat sodna siil.



3 ABSTRACT
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Title of thesis:  Hydrophobic ion pairing as a strategy to improve the encapsulation efficiency

of PLGA nanoparticles.
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The aim of this thesis was to increase the encapsulation efficiency (EE) and capacity
of PLGA nanoparticles (NPs) for the hydrophilic antibiotics gentamicin (GEN)
and vancomycin (VAN). The method of hydrophobic ion pairing (HIP) and docusate sodium
as anionic surfactant (AOT) were chosen. PLGA nanoparticles loaded with VAN or GEN,
ortheir AOT complexes were prepared with optimized methods. Nanoparticles
with VAN and GEN were prepared by the double-emulsion method (Wi/O/W2),
for GEN-AOT the single emulsion method (O/W) was used, and nanoparticles
with VAN-AOT were prepared by suspension-emulsion method (S/O/W). Stable NPs
with a size of 108 to 223 nm with a polydispersity lower than 0.2 were obtained. The influence
of PLGA concentration onthe size of NPs was found. The low =zeta potential
of the nanoparticles was related to steric stabilization by the non-ionogenic stabilizer
Poloxamer 407. SEM images confirmed the spherical shape of the NPs. Encapsulation
efficiency and loading capacity (LC) were determined by direct method. VAN and its complex
were analysed by HPLC, GEN and its complex by spectrophotometry. The EE of VAN
and GEN was increased by hydrophobic ion pairing, however, the highest EE value
of VAN-AOT was only 14 % compared to GEN-AOT, where EE reached up to 90 %. In further
experiments, it would be appropriate to focus on the low encapsulation efficiency
of VAN-AOT, for example, by using a different surfactant or a different method of preparation
of the NPs.

Key words: polymeric nanoparticles, PLGA, vancomycin, gentamicin, hydrophobic ion

pairing, docusate sodium.



4 ZADANI

Cilem diplomové prace bylo zvysit enkapsula¢ni Gc¢innost a kapacitu PLGA nanocastic

pro hydrofilni antibiotika — gentamicin a vankomycin.

Zadani prace lze konkretizovat do nasledujicich dil¢ich krokt:

1.

Metodou hydrofobniho iontového péarovani (HIP) pfipravit komplexy vankomycin
hydrochloridu (VAN) a gentamicin sulfatu (GEN) s anionickym surfaktantem
dokusat sodnou soli (AOT).

Formulovat PLGA nanocastice enkapsulované VAN, GEN a jejich hydrofobnimi

komplexy optimalnimi metodami dle charakteru daného léciva.

Charakterizovat velikost, zeta potencidl a polydisperzitu nanocastic metodou

dynamického rozptylu svétla (DLS).

Stanovit enkapsulacni u¢innost a kapacitu PLGA pro inkorporaci 1é€iv pfimou metodou

s vyuzitim HPLC analyzy nebo spektrofotometrie.

Zhodnotit  vliv ~ formulacnich  faktori na  charakteristiky = nanocastic,

enkapsula¢ni ucinnost a kapacitu PLGA pro inkorporaci 1é¢iv.
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5 UVOD

Muskuloskeletalni infekce (MI) jsou v zdvaznym zdravotnim problémem. Soucasnad 1écba
ve vetsSing€ pripadii spocivd v systémovém podavani antibiotik, coz s sebou nese problém
antibiotické rezistence. Takova 1éCba navic nezaruCuje Uplné vyléceni MI z divodu nizké
dostupnosti antibiotika v misté infekce. Proto se systémova 1é¢ba kombinuje s lokalni aplikaci
antimikrobialnich latek inkorporovanych do specialnich nosi¢ii. Metodou volby pro 1é¢bu
MI je v soucasnosti implantace kostniho cementu s antibiotickou naplni (ABLC). Lokalni
podavani 1é¢iv vede ke snizeni rizika vzniku vaznych nezadoucich Gc¢inku, snizi celkovou zatéz
organismu a riziko rozvoje antibiotické rezistence. Pro lokalni podavani antibiotik 1ze vyuzit
fadu polymernich nosic¢t a formulovat terapeutické systémy ve forme nanocastic, které zajisti
prodlouzené uvoliiovani antibiotik a snizi jejich toxicitu.

Pro 1écbu MI se pouzivaji pfedev§im vysoce hydrofilni antibiotika jako vankomycin
hydrochlorid a gentamicin sulfat. Velka hydrofilita téchto latek vede k jejich iniku z nanoc¢éstic
tvotenych hydrofobnim polymerem, a tim 1 k nizké enkapsulaci a velmi rychlému uvoliiovani
lé¢iva z nosice. Pro piekondni téchto problému se velmi slibnou jevi metoda hydrofobniho
iontového parovani (HIP) hydrofilnich antibiotik s anionickym surfaktantem, coz by mélo vést
ke zvySeni enkapsulaéni ucinnosti a prodlouZzenému uvoliiovani antibiotik z nanocastic.
Tato metoda je zadanim predloZené diplomové prace. Prezentovana studie metodicky navazuje

na jiz realizované prace zaméfené na piipravu a hodnoceni PLGA nanoééstic s antibiotiky.'*



6 SEZNAM ZKRATEK

ABLC kostni cement s antibiotickou néplni
AOT dokusat sodna sl

DBM demineralizovand kostni matrix
DCM dichlormethan

DLS dynamicky rozptyl svétla

EE enkapsula¢ni a¢innost

GA kyselina glykolova

GEN gentamicin sulfat

GEN-AOT  komplex gentamicinu se surfaktantem AOT

HIP hydrofobni iontové parovani

HLB hydrofilné-lipofilni rovnovéha

HPLC vysokoucinna kapalinovéa chromatografie
LA kyselina mlé¢na

LC loading capacity (mnozstvi 1é¢iva v NC; kapacita polymeru pro 1é&ivo)
MI muskuloskeletarni infekce

MRSA meticilin-rezistentni Stafylococcus aureus
NC nanocastice

OPA o-oftaldialdehydovy reagent

PCL poly(e-kaprolakton)

PCS fotonova korela¢ni spektroskopie

PDI index polydisperzity

PEG polyethylenglykol

PGA kyselina polyglykolova
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PLA

PLGA-A2

RES

SEM

SLN

TEM

VAN

VAN-AOT

Zp

kyselina polymlécna

kyselina poly(mlécna-ko-glykolova) vétvena na polyakrylatu
retikuloendotelialni systém

skenovaci elektronova mikroskopie

pevné lipidové nanocéstice

transmisni elektronova mikroskopie

vankomycin hydrochlorid

komplex vankomycinu se surfaktantem AOT

zeta potencial
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7 TEORETICKA CAST

7.1 Muskuloskeletalni infekce

Muskuloskeletalnimi infekcemi se rozumi napadeni svalti, kosti nebo kloubti choroboplodnymi
organismy, jejich mnozeni a reakce télesnych tkani na tyto organismy a toxiny, které produkuji.
Muskuloskeletalni infekce se rozlisuji na typické, jejichz ptiivodcem je Staphylococcus aureus,
nebo atypické, které jsou vyvolany nékterymi druhy mykobakterii nebo hub.’ Infekce
se dostava do organismu tifemi zpiisoby: hematogenni cestou, pfimou implantaci nebo souvislé
Siteni. Hematogenni Sifeni je nejCastéjsi pric¢inou muskuloskeletalnich infekci ve vsech
oblastech téla, vCetné patefe. Pfima implantace je pomémé bézna v rlznych oblastech téla
v disledku otevienych operaci a perkutannich vykont. Souvislé Sifeni je charakterizovano

prenosem infekce pfes kuzi nebo ze sousednich tkani.*>

Zvysené riziko vyskytu
muskuloskeletalnich infekci u dospélych jedincii je spojeno s rizikovymi faktory jako je vyssi
vek, diabetes mellitus, revmatoidni artritida, ortopedické operace, kozni infekce a injekéni
uzivani drog.% Diagnostika infekce mize byt klinicky i ¢asové naro¢na. V nékterych piipadech
muize trvat rok nebo i déle, nez se dospéje ke kone¢né diagndze.*” Nespravna nebo opozdéna

diagnoza muze vést k destrukci kosti nebo kloubd, trvalé invalidité a $patné kvalité Zivota.’
7.1.1 Lécba muskuloskeletalnich infekci

Zakladem 1écby muskuloskeletalnich infekci je spravny vybér 1é¢ivé latky a jeji podani
v dostate¢nych koncentracich.® V ptipadé nemoznosti identifikace patogenu je vyuZita
empirickd terapie. Antibioticka terapie byva dlouhodoba a zamétuje se na identifikaci plivodce,
stanoventi citlivosti ke zvolené antibiotické latce a stanoveni baktericidnich hladin. Optimalni
délka antibiotické 1écby neni piesné definovana. Moderni medicina a vyvoj lécebnych
protokolll v dnes$ni dob& umoziuji zkratit dobu 1écby, ale antibioticka terapie kratsi, nez Ctyfi
tydny miize vést k vysoké mife recidivy. Lécba peroralnimi antibiotiky je indikovéana obvykle
po dobu tif mésicti.” Antibiotika pouZivana pro 1é¢bu MI by méla mit vysokou biologickou
dostupnost, dobry prinik do kosti a dlouhy eliminaéni polo&as.”!°1 pres sviij nezpochybnitelny
pfinos ma dlouhodoba antibiotickd 1é€ba své nevyhody, jako je antibioticka rezistence
a zvysené riziko nezadoucich ucinkd, coz vede n€kdy 1 k imrti a rovnéz k vy$$im nakladim
na zdravotni pé¢i.'"!? Casto pouzivanymi antibiotiky v 16¢bé MI jsou vankomycin

a gentamycin.®
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Vankomycin

oH

Registracni ¢islo CAS: 1404-90-6
Molarni hmotnost: 1449,2 g/mol
° Vazba na bilkoviny: 10-50 % '3

Sumarni vzorec: CssH75C12NoO24

NH;

14

Obr. 1: Strukturni vzorec vankomycinu

Vankomycin je tricyklické glykopeptidové antibiotikum piivodné pochézejici z organismu
Streptococcus orientalis (Obr. 1). Z chemického hlediska se jednd o komplexni organickou
molekulu s heptapeptidovou &4sti, kterd tvoii jadro 1é¢iva a je spojena s cukernou slozkou.'

1. Hlavnim zptisobem podani

Vankomycin je hydrofilni 1é¢ivo s hodnotou log P -3,
vankomycinu je intravendzni inflze, protoze pti peroralnim podani mé omezenou biologickou
dostupnost. Vzhledem k hydrofilni povaze se 80-90 % léCiva vylucuje moci v nezménené
form¢. Vankomycin mé uzky terapeuticky index, proto lécba vyzaduje terapeutické
monitorovani.'® Vankomycin ma vynikajici u¢innost proti Staphylococcus aureus véetnd

meticilin-rezistentniho Staphylococcus aureus (MRSA). Je také antibiotikem volby

pii intoleranci jinych antimikrobidlnich latek."

Gentamicin
NH, oH HO \ Registracni ¢islo CAS: 1403-66-3
o 0 NH Molérni hmotnost: 477,6 g/mol
Vazba na bilkoviny: 0-30 % '’
© O—""oH irni vzorec:
N H,N NH, Sumarni vzorec: C21H43N507
N
H

Obr. 2: Strukturni vzorec gentamicinu '®
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Gentamicin je aminoglykosidové antibiotikum, které bylo izolovéano
z organismu Micromonospora purpurea (Obr. 2).!” Po chemické strance se jedna o trisacharid
obsahujici atypické aminocukry.!”!” Gentamicin je hydrofilni 1é¢ivo s log P -4,1.2° Gentamicin
vykazuje baktericidni aktivitu proti aerobnim gramnegativnim bakteriim, ale ma nizkou
aktivitu proti grampozitivnim organismim. Nicméné, muze byt pouzity k 1€cbé

Staphylococcus aureus a MRSA, a¢koli se u nich miize snadno vyvinout rezistence.'’

Gentamicin m4 uzky terapeuticky index, coz je pfedpokladem terapeutického monitorovani.?
Vzhledem k tomu, Ze gentamicin ma minimalni gastrointestinalni absorpci, jeho podavani
se obvykle provadi parenterdlni cestou. Vzhledem ke své hydrofilité se 90 % léciva vylucuje

ledvinami, coZ piimo souvisi s nefrotoxicitou gentamicinu.?!

7.2 Terapeutické systémy pro 1é¢bu muskuloskeletalnich infekci

V soucasné¢ dobé sméfuje lé€ba muskuloskeletalnich infekci k lokdlnim metodam terapie.
Systémové podavani 1éCiv md omezenou schopnost zlepSeni pribéhu muskuloskeletalnich
onemocnéni, protoze vétSina 1éCiv se neuvoliluje trvale nebo se neuvoliiuje na spravné misto.
Naproti tomu lokalni podavani 1é¢iv umoziuje zajistit ucinnéjs$i dodavku vyssich koncentraci
antibiotik do mista infekce a zarovenn minimalizuje rizika spojend se systémovou lécbou.
Vysoké lokalni hladiny antibiotik také usnadnuji doruceni 1é¢iva difuzi do avaskularnich
oblasti ran, které nejsou pro systémova antibiotika dostupna, a tim pfispivaji k efektivnéjSimu
usmrceni bakterii.??

V dnes$ni dobé existuje né€kolik modernich metod 1é€by muskuloskeletalnich infekcei,
které se zamétuji na lokalni podavéani 1€kid. Standardnim piikladem je kostni cement
s antibiotickou naplni (ALBC), ktery je Casto pouzivan v ortopedické chirurgii. Dal§i metody
zahrnuji pfiddvani antibiotik do kostniho $té€pu nebo biopolymerd, pficemz antibiotikum
se adsorbuje na povrch téchto materidli a nasledn& se uvoliiuje do prostiedi rany.”
Nosice pouzivané pro lokalni podavani antibiotik lze klasifikovat na nebiodegradovatelné
(napt. polymethylmetakrylatové kulicky) a biodegradovatelné, kterym se v soucasnosti ddva
piednost. Mezi biodegradovatelné nosice se tadi kostni S§t€py, ndhrady kostnich S§tépt,
materidly na bazi ptfirodnich polymeri a syntetické polymery. Nevyhodou
nebiodegradovatelnych nosici je nutnost jejich chirurgického odstranéni po ukonceni
uvoliiovani antibiotika, které obvykle probiha ¢&tyfi tydny po jejich implantaci.
Biodegradovatelné nosice nevyzaduji sekundarni chirurgické zakroky k odstranéni cizorodého

materialu.?*
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7.2.1 Kostni cement s antibiotickou naplni (ABLC)

Koncepce lokalniho podavani antibiotik inkorporaci gentamicinu do akrylového kostniho
cementu byla predstavena v roce 1970.> Toto depotni podavani antibiotik se pouziva
jako profylakticka a terapeuticka metoda pro 1écbu muskuloskeletalnich infekci. Pro profylaxi
by se m¢l pouzivat kostni cement s nizkou davkou antibiotické néplné (< 1 g antibiotika
na davku cementu) a pro 1é¢bu je indikovana vysoka davka kostniho cementu s antibiotickou
naplni (> 1 g antibiotika na davku cementu).”> Bylo prokazano, Ze pro uéinnou kinetiku
vyluCovani a dosazeni ustdlené terapeutické hladiny antibiotika je zddouci pomér alespon
3,6 g antibiotika na 40 g akrylatového cementu.?® V sou¢asné dobé jsou komeréné dostupné
pouze nizkodavkové systémy s tobramycinem nebo gentamicinem. Kostni cement s vysokou
davkou antibiotika vyzaduje ruéni michéani chirurgem. Jednou z hlavnich nevyhod ALBC je,
ze rezidudlni subinhibi¢ni davky antibiotika v kostnim cementu mohou potencovat recidivu

infekce.?
7.2.2 Kostni §tépy a jejich nahrady

Kostni §tép lze definovat jako jakykoli implantovany material, ktery sim nebo v kombinaci

sjinymi materialy podporuje kostni hojeni.?’

Kostni Stépy lze obecné rozdélit
na autotransplantaty, alotransplantaty, xenotransplantaty, syntetické materialy
a jejich kombinace. Autotransplantatem se oznaCuje kostni tkan odebrand a implantovana
témuZ jedinci. Alograft je tkan, ktera byla odebrana jednomu jedinci a implantovédna jinému
jedinci stejného druhu. Xenotransplantat je kostni tkan odebrand z jednoho druhu
a implantovand do jiného druhu. Kvili silné imunitni reakci se xenotransplantaty pouZivaji
omezené. Syntetickymi materialy se rozumi rizné extrahované nebo syntetizované proteinové
rastové faktory. V soucasné dobé jsou lidské alogenni materidly povaZovany za nejucinngjsi
a nejdostupnéjsi druh kostnich §tépii.?® Antibiotika lze do kostnich $t&pt inkorporovat ve formé
prasku nebo namacenim kostniho §t&pu do roztoku antibiotika.?’

Mezi nejcastéjsi ndhrady kostnich §tépl, pouzivané v klinické praxi, patii siran vapenaty,
hydroxyapatit vapenaty a fosforecnan vapenaty. Lékai musi do téchto materidlti pfimichat
antibiotika pted aplikaci a vytvofit tak lokalni nosi¢ antibiotik. Nej€astéji se v klinické praxi
pouziva mineralni nosi¢ s obsahem 1 g vankomycinu na 25 g siranu vapenatého.?”?* Zahiatim
mineralni soli na teplotu vys$si nez 1000 °C vznika procesem spékani material zvany keramika.
Mezi dal$i ¢asto pouzivané materialy patii bioaktivni skla a demineralizovany kostni matrix.

Bioaktivni sklo pfedstavuje kombinaci materidlu na bazi oxidu kiemicitého s biokompatibilnim
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materidlem, jako je fosforeCnan véapenaty. Vyhodou bioaktivniho skla je rychlejsi piisobeni
na kostni defekt nez pisobeni mineralnich nahrad nebo keramiky. Demineralizovana kostni
matrix (DBM) je alogenni kostni §tép, ktery byl demineralizovdn a chemicky a radiacné

zpracovan. Vyhodou téchto materialii je zajiSténi vysokych lokdlnich koncentraci antibiotik,

rrrrr

7.2.3 Polymery

Polymery pouzivané pii 1ébé MI musi byt biokompatibilni, neimunogenni a netoxické
pro procesy hojeni kosti a mély by byt biologicky odbouratelné.*

Ptirodni polymery maji dobrou biokompatibilitu a osteoindukéni vlastnosti. Do této kategorie
patii kolagen, chitosan, kyselina hyaluronova, alginaty, fibrin a trombin. Nejcastéji
pouzivanym nosi¢em z piirodnich polymeri v klinické praxi je kolagen.

Syntetické polymery vykazuji lepSi farmakokinetické vlastnosti ve srovnani s nosici
z pfirodnich polymer.>° V dne$ni dobé se nejcast&ji pouzivaji kyselina polymlééna (PLA),
kyselina poly(mlécna-ko-glykolova) (PLGA), poly(e-kaprolakton) (PCL)
a polyethylenglykol (PEG).>!#

7.2.4 Casticové systémy pro 1é¢bu muskuloskeletdlnich infekci

Existuje mnoho riznych nanodavkovacich systémi, jako jsou lipozomy, polymerni

nanocastice, pevné lipidové nanoééstice, nanoemulze, micelarni systémy a nanosuspenze.*

Nanocdstice

Nanocastice maji prumér mensi nez 1 um a jako nosiCe antibiotik piedstavuji vyznamny
technologicky a lékatsky prilom (Obr. 3). Pro optimalni terapeuticky ucinek jsou dilezité
vlastnosti nanocastic jako velikost, enkapsula¢ni G¢innost, povrchovy naboj a libera¢ni profil
lé¢iva. Nanocastice jsou vhodné pro intraven6zni podani. Nejmensi kapilary v téle maji
pramér 5-6 um. Velikost castic distribuovanych do krevniho obéhu musi byt vyrazné mensi
nez 5 um, aby v pfipadé¢ vzniku agregiti nezpusobily embolii. Polymerni nanocastice
se pfipravuji z pfirodnich nebo syntetickych polymert. Pfirodni polymery se k tomuto ucelu
denaturovat inkorporované 1éCivo. Podstatné veEtSi pozornost je vénovéana syntetickym
polymerim, zejména kyseling polymlécné (PLA), polyglykoloveé (PGA)
a polymléené-ko-glykolové  (PLGA).>* Produkty jejich hydrolytické biodegradace
jsou kyselina mlé¢nd (LA) a kyselina glykolova (GA), které jsou biologicky inertni
vuci rostoucim buikam a jsou z téla odstranovdny béZnymi metabolickymi cestami.
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Rychlost degradace, a tim 1 uvolfovani inkorporované¢ho I1éCiva, je ovlivnéna molarni

hmotnosti, pomérem LA a GA, vlastnostmi léCiva, findlni aplika¢ni formou a pH v misté

uvoliiovani.3?3¢

Polymeric membrane

Drug-

2
Inner core

Obr. 3: Struktura nanocdstice 3’

Lipozémy jsou sférické vezikuly charakterizované dvojvrstvou fosfolipidl s vnitini hydrofilni
dutinou (Obr. 4).>® Hydrofobni 1é¢iva jsou umistény v membrané dvojvrstvy, zatimco
hydrofilni molekuly jsou zachyceny v dutin€. Tyto nosi¢e umoziluji stabilizaci 1éCiv a jejich
pranik pies membrany, coz umoziuje ucinné doruceni 1é¢iv do cilovych mist s minimalni
toxicitou pro organismus. Vyhody lipozému zahrnuji biokompatibilitu, moZnost inkorporace
velkého mnoZstvi 1é¢iv a moznost modifikace jejich vlastnosti.>* Mezi nevyhody lipozémi
patii nizka stabilita a rychly unik ve vodé rozpustnych 1é¢iv.4°

Hydrohobic tail Hydrophilic head

Aquous cavity

Obr. 4: Struktura lipozému 3%
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Pevné lipidové nanocastice (SLN)

Pevné lipidové nanocastice jsou slozené z pevnych lipidi nebo smési pevnych a kapalnych
lipida.*' Pouziti pevnych lipidGi namisto tekutych je technologicky vyhodngjsi. Lipidové
nanocastice maji obvykle kulovity tvar s primérem v rozmezi 10 az 1000 nm. Maji pevné
lipidové jadro, které je stabilizovano pomoci emulgatori.** Lipidové nanocastice maji mnoho
vyhod, jako je snadna vyroba, biokompatibilita a biologickd odbouratelnost, nizky toxicky
potencidl, moznost fizeného uvoliiovani 1é¢iv, solubilizace 1éCiv a moznost inkorporace
jak hydrofilnich, tak lipofilnich 1é¢iv.*! Lipidové nanocastice vsak maji i své nevyhody,
a to zejména zvétSovani velikosti ¢astic, nepiedvidatelna tendence ke gelaci a vysoky burst,

kdy se velka ¢ast u¢inné latky rychle uvolni béhem nékolika prvnich minut a hodin.*?

Polymerni micely

Polymerni micely jsou slozené z amfifilnich kopolymert, které maji odliSné hydrofobni
a hydrofilni blokové domény.** Ve vodnim prostiedi dochazi k fazovému oddéleni
hydrofobnich a hydrofilnich segmenti a k vytvofeni nanoskopickych supramolekularnich
struktur typu jadro-plast o velikosti 10-200 nm.* Pro tvorbu hydrofilni &4sti micel
se nejCastéji pouziva polyethylenglykol (PEG), pro hydrofobni segmenty se nejcastéji
pouzivaji hydrofobni polyestery, polypeptidy a polyethery.*® Polymerni micely

jsou potencidlnimi nosi¢i pro dodavani nerozpustnych a $patné rozpustnych 1é¢iv.*

7.3 Metody pripravy PLGA nanocastic

Metody piipravy nanocastic lze rozdélit na techniky bottom-up a top-down. Techniky
bottom-up zahrnuji metody jako emulzni nebo mikroemulzni polymerace, mezifazova
polymerace a sraZeci polymerace a jako vychozi bod je vyuzivan monomer. Odpatrovani
rozpoustédla, nanoprecipitace, emulzné-difuzni metoda, vysolovani nebo dialyza jsou techniky
top-down, pii kterych jsou nanogastice formulovany z predem syntetizovaného polymeru.’
Volba metody pfipravy je ovlivnéna povahou enkapsulované lécivé latky. PiedevSim jde
o hydrofilitu nebo naopak o hydrofobicitu. Pro ptfipravu nanocastic s hydrofobnim 1écivem
jemozno pouzit metodu jednoduché emulgace, suspenzné-emulzni metodu, metodu
vysolovani nebo metodu nanoprecipitace. Pro pfipravu nanocéstic s hydrofilnim lé¢ivem

se nejcast&ji pouziva dvojité-emulzni metoda.*®
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7.3.1 Metoda jednoduché emulgace

Metoda jednoduché emulgace je nejcastéjSim postupem pro formulaci polymernich
nanodastic.*” Uspésngjsi je enkapsulace hydrofobnich 1é¢iv, v piipadé hydrofilnich 1é¢iv
je problém s jeho rozpustnosti v organické fazi. Ve vyjimecném piipad¢ mize byt hydrofilni

4 Metoda je zalozena

léciva latka dispergovand v organické fazi ve formé suspenze.
na emulgaci organického roztoku polymeru ve vodni fazi s ndslednym odparenim organického
rozpoustédla (Obr. 5). Rozpusténim polymeru v organickém rozpoustédle se ptipravi
organicka faze (O), ve které se pak rozpusti nebo disperguje 1é¢ivo. Organicka faze (O)
se nasledn¢ pfidd k vodnimu roztoku povrchové aktivni latky (V). Sonifikaci

nebo mikrofluidizaci se provede homogenizace za vzniku emulze O/V. Odpatfovani

organického rozpoustédla vede k vysraZeni polymeru ve formé nano¢astic.’%>!
= =
' SN
Drug + polymer in \:-.__ _— | W
organic solvent
. A | P \N | g @ [ - ..
00|00 0 oo—>.o.0.
’ o B9, o B9, -
Continuous phase LO_O/ \____9__3_/
(aqueous) O/W emulsion  Solvent evaporation Recovery of

Micro/nanoparticles
Obr. 5: Priprava nanocdstic metodou jednoduché emulgace

7.3.2 Dvojité-emulzni metoda

Dvojité-emulzni metoda (Obr. 6) je modifikaci pfedchozi metody a je vhodna pro enkapsulaci
hydrofilnich 1é¢iv.*® Prvnim krokem metody je vytvofeni priméarni emulze typu voda
v oleji (V1/O), kde vnitini vodnou fazi (Vi) je roztok 1é¢ivé latky a vnéjsi fazi (O) je roztok
polymeru v organickém rozpoustédle. Primarni emulze se poté reemulguje ve vnéjsi vodni
fazi (V2), ktera obsahuje roztok vhodné povrchové aktivni latky.>* Dochazi ke vzniku
sekundarni emulze typu voda v oleji ve vode (V1/0/V2). Odpatenim organického rozpoustédla
dojde k tvorb& nanosuspenze.*’ Hlavnim problémem pfi encapsulaci hydrofilni molekuly
jerychla difuze latky do vnéj$i vodni faze béhem sekundarni emulgace. To mlze mit

za nasledek malou u¢innost enkapsulace.*® Unik latky viak lze sniZit pouZitim polymeru
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o vysoké molarni hmotnosti, vysokou koncentraci polymeru a zvySenim viskozity vnitini

Aqueous solutio&

vodni faze.>*

Polymer solution

(W1) I O)
s
Water-in-oil ,—"| * <
(W1/0O) emulsion
:\(/‘Q =" Another aqueous
A solution (W2)
(W1/0/W2) "f Solvent
secondary emulsion extraction/evaporation

Obr. 6: Priprava nanocdstic dvojité-emulzni metodou >°
7.3.3 Suspenzné-emulzni metoda

K ptekonani nevyhod dvojité-emulzni metody byla vyvinuta nova metoda pro enkapsulaci
nekterych hydrofilnich 1éCivych latek, zaloZena na tvorbé disperze tuhé latky v oleji a pak
ve vodé (S/O/V) (Obr. 7). Pii této metodé se ticinna latka (S) suspenduje do roztoku polymeru
v organickém rozpoustédle (O) za vzniku primarni disperze (S/O). Primarni disperze se poté
po kapkach ptidé k roztoku povrchové aktivni latky ve vodé (V) a homogenizaci ultrazvukem
se vytvofi finalni disperze (S/O/V). Po odpatfeni organického rozpoustédla dojde k tvorbé
nanosuspenze.*’ Stabilita disperze S/O/V je ovlivnéna riiznymi faktory, jako je adsorpce
pevnych &astic na rozhrani kapalin.’” Rovnéz pevny stav hydrofilniho 1é¢iva mize vyrazné
napomoci snizit unik 1é¢iva z nanocastic. Metodou S/O/V tak lze vyrazné zvysit enkapsulacni

i¢innost hydrofilnich 1é¢ivych latek.>
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Obr. 7: Priprava nanocdstic suspenzné-emulzni metodou °
7.3.4 Metoda nanoprecipitace

Metoda je zaloZzena na precipitaci polymeru po vytésnéni semipolarniho rozpoustédla
z hydrofobniho roztoku.® Lé&ivo musi byt rozpusténo nebo dispergovano v roztoku polymeru
v organickém rozpoustédle, které je misitelné s vodou. Tato disperze se pak po kapkach pridava
do vodniho roztoku povrchové aktivni latky. Nanocastice se tvoii okamzité rychlou difuzi
rozpoustédla do vn&jsi vodni fize. Nakonec se rozpoustédlo odstrani odparovanim.?’
Tato technika je snadnd, reprodukovatelnd, pouzivd méné toxickd rozpoustéla, ziskané
nanodastice maji Uzkou distribuci velikosti.”® Hlavni nevyhodou je pozadavek

nizké rozpustnosti 1é¢ivé latky ve vodé z diivodu minimalizace ztrat pti difuzi rozpoustédel.*”-%

7.3.5 Metoda vysolovani

Metoda vysolovani spo¢iva nejprve v piipraveé organické faze (O) tvofené roztokem polymeru
v organickém rozpoustédle, které je misitelné s vodou. Vodnou fazi (V) je nasyceny roztok
elektrolytu s povrchové aktivni latkou, pfi¢emz pouzité elektrolyty by nemély byt rozpustné

v organickém rozpoustédle.>?

Nejcastéji se pouzivaji hexahydrat chloridu hotecnatého
nebo tetrahydrat octanu hotfecnatého.’! Za intenzivniho michani se organicka faze emulguje
ve vodni fazi. Do vytvofené emulze O/V se ptidava opét za intenzivniho michani ¢isténa voda,

aby se snizila iontova sily elektrolytu. Souc¢asn¢ dochdzi k migraci organického rozpoustédla
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do vodni faze, coz vede k tvorbé nanogastic.? Poslednim krokem je ¢isténi disperze nanocastic

odstfedénim, aby se odstranilo vysolovaci ¢inidlo.>

7.4 Hydrofobni iontové parovani

Nizké enkapsulacni ti¢innost hydrofilnich 1€¢iv ¢asto brani rozvoji a uplatnéni nanocasticovych
formulaci ve farmacii. Vhodnym feSenim tohoto problému je modifikace léCivych latek
metodou hydrofobniho iontového parovéani. Hydrofobni iontové parovani (HIP) je metoda
piemény ionizovanych hydrofilnich molekul na hydrofobni komplexy prostiednictvim
interakce s povrchové aktivnimi latkami (Obr. 8). Tato technika se pouziva ke zvySeni
rozpustnosti a stabilizaci hydrofilnich sloucenin v organickych rozpoustédlech, ke zvyseni
jejich permeability a k G¢innému zaclenéni hydrofilnich 1é¢iv do hydrofobnich nosict.
Jednim z nejcastéjSich vyuziti hydrofobniho iontového péarovéani je zvySeni enkapsulace
nabitych hydrofilnich 1é¢iv do nanogastic.®> Béhem procesu HIP vznik4 mezi kladné nabitou
molekulou 1é¢iva a zdporné nabitou povrchové aktivni latkou komplex s neutrdlnim nabojem.
To vede k maskovani pfirozeného naboje 1éCiva, a tim ke snizeni jeho rozpustnosti ve vode
a jinych polérnich rozpoustédlech. Hydrofobicita komplexu je zvySena tim, ze hydrofobni
skupiny surfaktantu pokryvaji povrch ptivodni molekuly.** Komplexace latek metodou HIP
je povazovana za pristup cilené terapie. LéCivo je chranéno pted enzymatickou degradaci,
prodlouzi se jeho biologicky polocas, zvysi se biologicka dostupnost a snizi se toxicita.
Lze dosahnout tizeného uvoliovani lé¢iva a vSeobecného zvySeni terapeutické ucinnosti

piipravku.®
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Obr. 8: Princip hydrofobniho iontového parovani

Uvolnovani hydrofobniho komplexu 1é¢iva po jeho zaclenéni do hydrofobniho nosice zavisi
na vysledné mitfe hydrofobnosti komplexu, kterd je dana predev§im vlastnostmi zvolené¢ho
surfaktantu, protoze hydrofobicita surfaktantu dobie koreluje s hydrofobicitou vysledného
komplexu. Aniontové surfaktanty jsou preferovany pied kationtovymi z diivodu toxicity,
proto fada komer¢né¢ dostupnych aniontovych hydrofobnich surfaktantd je vysoka.
Z nich nejvétsi potencidl jako aniontova povrchové aktivni latka vykazuje ve mnoha studiich

dokusat sodna stil (AOT).%

AOT je aniontova povrchové aktivni latka, kterd obsahuje sulfosukcinatovou skupinu,
stabilizovanou sodnym kationtem a dva rozvétvené alkylové fetézce (Obr. 9). AOT vyznamné
zvySuje hydrofobicitu 1é€iv, coz ptispiva k jejich vyssi enkapsulacni ucinnosti v ¢asticovych

systémech. AOT také piisobi jako stericky stabilizator a brani agregaci nanogastic.®
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s;,;o Registracni ¢islo CAS: 577-11-7
o \\ Molarni hmotnost: 444,57 g/mol ¢’
O
Sumarni vzorec: C20H37NaO7S
O
Hydrofilng-lipofilni rovnovaha (HLB): 10 %
0

Obr. 9: Strukturni vzorec dokusdt sodné soli (AOT) %

Pti formulaci PLGA nanocastic s vankomycin hydrochloridem a gentamicin sulfatem
je velkym problémem rychly tnik hydrofilnich antibiotik do vné&j$i vodni faze, coz vede
k nizké enkapsulacni U¢innost a malému obsahu ucinné latky v nanocasticich. Disledkem
je vysoky burst efekt a kratkd doba liberace 1é€iva, protoze tyto latky jsou vysoce hydrofilni
a kvili tomu maji nizkou afinitu k hydrofobnimu PLGA. Nizka EE pfedstavuje obrovské
plytvani antibiotiky, coz je nejen ekonomicky, ale také i ekologicky problém a zvysuje se riziko
rozvoje antibiotické rezistence.””’! Pro piekonani téchto problémé byly formulovany
hydrofobni komplexy VAN a GEN metodou hydrofobniho iontového parovani. Jako surfaktant
byl zvolen dokusat sodna stil (AOT), protoze VAN a GEN maji ve struktuie aminové skupiny,
které 1ze snadno protonovat a se kterymi anionicky AOT reaguje za vzniku komplext
s piiblizné neutrdlnim nabojem. Kone¢ny produkt ma zachované terapeutické vlastnosti,
je hydrofobngjsi a diky tomu ma vys$si afinitu k PLGA a lipidovym nosi¢im, coZz vede

ke zvyseni EE a prodlouzenému uvoliiovani 1é¢iva.®*

7.4.1 Enkapsulace hydrofobnich komplexu do PLGA castic

Byly publikovany studie tykajici se pouziti GEN-AOT pii formulaci PLGA nanocastic
urenych k 1écbé infekci jater a sleziny zpiisobenych bakterii Brucella melitensis.
EE byla témér 100 % a LC az 60 %. Bylo dosazeno prodlouzeného uvoliiovani 1é¢iva
po dobu 70 dnd.”>"3

Kashi a kol. zkoumali rizné metody enkapsulace minocyklinu do PLGA nano¢astic. Ukézalo
se, ze metoda HIP minocyklinu s dextran sulfatem poskytuje nejvyssi hodnoty LC a EE
(1,92 £ 0,19 %, resp. 29,95+2,47 %). Ackoli dosazena EE jes$t¢ nebyla optimalni,
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NC vykazovaly lepsi G¢innost pii inhibici rGstu Aggregatibacter aktinomycetemcomitans
nez ptvodni 1é¢ivo.”

Metodu HIP pouzili k tvorbé komplexu tobramycinu s AOT také Hill a kol. EE pfi formulaci
PLGA NC dosahla hodnoty az 96,8 %, LC byla az 27,4 %. Formulace také zajistila
prodlouzené uvoliovani 1é¢iva po dobu vice nez 12 dnl a aktivitu proti S. aureus stejnou
jako v piipadé pouziti samotného tobramycinu.”

Podobné byl modifikovan minocyklin a vznikly komplex byl enkapsulovan do PLGA NC.
Vysledky ukazaly zvySené hodnoty EE a LC ve srovnani s hydrofilni formou minocyklinu,
kde EE byla 43 % a hodnota LC byla 1,12 %. Také bylo dosaZeno téméf linearniho profilu

uvoliiovani in vitro po dobu 30 dnii s nizkym pocateénim bustem.”®

7.5 Hodnoceni nanocastic

Fyzikéln¢-chemické vlastnosti nanocastic maji obrovsky vliv na jejich terapeutické
a toxikologické ucinky, proto je hodnoceni jejich vlastnosti rozhodujici pro urceni ¢innosti
tvar a povrch nanocastic. Nemén¢ dilezitymi charakteristiky jsou také EE a LC, protoZe této
charakteristiky urcuji mnozstvi 1é€iva v nanocasticich, které pak bude mit terapeuticky ucinek.
K charakterizaci nanoc¢éstic se pouziva fada riznych technik, n¢které vlastnosti 1ze hodnotit
1vice nez jednou metodou. Nékdy standardizované metodiky nebo regulacni protokoly

pro hodnoceni nanogastic zatim chybi.”

7.5.1 Stanoveni velikosti

Velikost nano¢astic je kli¢ovym faktorem, ktery uréuje pronikani NC pres fyziologické bariéry,
lokalizaci v riiznych mistech organizmu a dokonce i jejich vstup do bunék.”” Nanogéstice mensi
neZ 10 nm mohou byt snadno eliminovany fyziologickymi procesy, napft. filtraci ledvinami,
zatimco Castice vEétSi nez 200 nm mohou byt odstranény fagocytujicimi bunkami
v retikuloendotelidlnim systému (RES). Optimélni velikosti pro terapeutickou ucinnost
nanocastic je rozmezi 20-200 nm, protoze tyto nanocastice maji delsi dobu cirkulace
v krevnim fecisti a vykazuji vy$$i miru akumulace pravé proto, Ze nemohou byt rozpoznany
RES a filtrovany ledvinami.”

Jednou z nejcastéjSich technik pouzivanych pro méfeni velikosti nanocastic je laserova
difrakce. Laserové metody rozptylu svétla, jako je dynamicky rozptyl svétla (DLS)
neboli fotonova korelacni spektroskopie (PCS), jsou zaloZzeny na dynamickém rozptylu

laserového paprsku urCité vinové délky (zpravidla v rozmezi 2-500 nm) casticemi
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v kapalném médiu.®® P¥i Brownovu pohybu &astic dochazi u rozptyleného a difraktovaného
laserového paprsku k frekvenénimu posunu, ktery se analyzuje pomoci vhodného detektoru.
Vysledkem tohoto méfeni je hydrodynamicky primér a index polydisperzity.®! Technika
je rychla, relativné snadna a levna, ale mtize poskytnout zkreslené vysledky pti analyze vzorka
s casticemi riznych velikosti. Neschopnost detekovat pfitomnost mensich ¢astic mezi vétsSimi
je zpusobena skutecnosti, Ze intenzita rozptylu zavisi na Sesté mocniné poloméru c¢astice,
takZze vétsi Gastice maji tendenci pokryt signal pFichazejici z ¢astic mensich.®® Dale je také
dilezité dbat na Cistotu kyvet, pipet a stiikacek, protoze prach nebo mikrobubliny zanesené
do vzorku mohou zptisobit zkresleni signalu.®

Index polydisperzity (PDI) vyjadfuje stupeii rozloZeni velikosti nanocastic ve vzorku.®
Jedna se o bezrozmérné ¢islo, které ma hodnoty v rozmezi 0 az 1. Niz$i hodnoty PDI naznacuji
nanocastice s homogennim rozlozenim velikosti. Hodnota PDI 0,1 pfedstavuje monodisperzitu,
hodnoty vétsi nez 0,1 indikuji polydisperzitu vzorku, pficemz hodnoty mezi 0,1 a 0,25 indikuji

uzkou distribuci velikosti ¢astic.3

7.5.2 Hodnoceni stability a stanoveni povrchového naboje

Stabilita nanoc¢astic mize byt ovlivnéna jednim nebo vice faktory, jako je teplota, vlhkost,
kvalita rozpoustédla, pH, velikost Castic, ionizujici a neionizujici zafeni, enzymaticka
degradace, a dokonce i pfitomnost dal$ich pomocnych latek a necistot.®> Zasadnim problémem
souvisejicim se stabilitou je aglomerace a riist ¢astic v nanosuspenzich.

Stabilitu nanosuspenzi lze zvysit pouzitim povrchové aktivnich latek, které potahuji
nanocastice a vedou k elektrostatickému odpuzovani mezi nimi, ¢imZ vyznamné sniZuji

87

aglomeraci cCastic zplusobenou van der Waalsovymi piitazlivymi silami.®” Navzdory

vyznamnym problémim spojenym se screeningem stabilizatorti je jejich pouziti stale
nejb&znéjsim a preferovanym piistupem ke zvyseni stability nanosuspenzi.®®

Stabilita disperznich soustav je také ovlivnéna elektrickymi vlastnostmi dispergovanych ¢astic,
které jsou definovany typem a hustotou distribuce nabitych ¢astic (iontl) na povrchu ¢astice.
Castice ziska naboj po uvedeni do roztoku elektrolytu tim, e dojde k adsorpci iont
na jeji povrch. lonty, které se adsorbuji na povrchu &astice, tvofi Sternovu vrstvu,
zatimco zbyvajici ionty se pfitahuji elektrostatickou silou a tvofi difuzni vrstvu. Difazni vrstva
se pohybuje s Castici a jeji vnéjsi hranice se nazyva kluzné plocha. RozloZeni ionti se méni
se vzdalenosti od povrchu ¢astice a vytvaii elektroneutralni oblast. Zeta potencial () vyjadiuje

rozdil potencidlli mezi kluznym povrchem a elektroneutralni oblasti a slouzi jako méftitko
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povrchového naboje a koloidni stability.®® Suspenze, které maji | {|>30 mV, se obvykle

povazuji za koloidné stabilni.®

7.5.3 Stanoveni tvaru

Tvar nanocastic je bézn¢ charakterizovan pouzitim mikroskopickych technik s vysokym
rozliSenim, jako je transmisni elektronova mikroskopie (TEM) a skenovaci elektronova
mikroskopie (SEM).*

SEM je zalozena na skenovani povrchu vzorku fokusovanym svazkem elektront. Dochézi
k interakci mezi vzorkem a elektronovym paprskem, coz vede k emisi elektroni,
které jsou zachyceny detektorem. Signaly interakci elektronli s atomy ve vzorku poskytuji

1 Pfed vlastni analyzou pomoci SEM vzorky

informace o povrchu a slozeni vzorku.
musi byt adsorbovany na povrch miizky a dokonale vysuSeny, aby bylo mozné je zavést
do prostiedi vysokého vakua. VysuSené vzorky nejsou elektricky vodivé, a proto se musi
pted vlastnim pozorovanim potdhnout tenkou vrstvickou kovu s dobrou elektrickou a tepelnou
vodivosti. Ta zajisti odvod zaporného naboje a tepla, ve které se pfeméni vétSina energie
urychlenych primarnich elektronti. Teplo, které lokaln€ uvoliiuji primérni elektrony ve vzorku,
je velké a projevuje se napt. kontaminaci skenované oblasti, pohybem preparatu pod svazkem
nebo piimo jeho poskozenim. Nejéastéji pouzivanymi kovy jsou hlinik, m&d’ a zlato.*?

Transmisni elektronova mikroskopie (TEM) je technika zobrazovani vnitini struktury pevnych
latek pomoci paprsku elektronti o vysoké energii pfenasenych pevnou latkou. Obraz se vytvari
pfi interakci elektront transmitovanych paprskem prochézejicim vzorkem. TEM poskytuje
piimé obrazy nanocastic v prostorovém rozliSeni az na uroven atomarnich rozméri (<1 nm).”’
Elektronova mikroskopie vSak typicky poskytuje dvojrozmérné obrazy tvaru castice,
coz by ve specifickych ptipadech mohlo vést k chybnym odhadiim morfologie &astice.”

Aby se toto omezeni obeSlo, lze charakterizaci morfologie Ccastic provést pomoci

elektronové tomografie.”

7.5.4 Stanoveni EE a LC v nanocasticich

Piima metoda

Pro stanoveni EE a LC byla v této praci pouzita pifima metoda, ktera spociva ve vypoctu
koncentrace 1é¢iva zachyceného v nanocasticich. U pfimé metody se nanocastice musi nejprve
rozpustit v organickém rozpoustédle (napt. dichlormethan, acetonitril). To zpisobi rozpusténi
polymeru a vysrdzeni latky. Néslednym pifidavkem vodniho média, jako je pufr nebo ¢isténa

voda, dojde k extrakci Ié€iva do tohoto média. Extrahovanou latku 1ze poté stanovit vhodnou

27



metodou.”* Analyza VAN a VAN-AOT byla provedena pomoci HPLC, kterd je zlatym
standardem detekce vankomycinu diky vysoké citlivosti, lepsi specificité, Sirokému linedrnimu
rozsahu detekce a potfebé malého mnozstvi vzorku. Jednd se o separacni a soucasné
analytickou techniku, ktera slouzi k identifikaci a kvantifikaci latky ve vzorku.’® Pro analyzu
GEN a GEN-AOT byla pouzita metoda spektrofotometrie, coz je analyticka metoda pro méieni
koncentrace latky v roztoku na zakladé pohlcovani svétla riznych vinovych délek spektra.
Spektrofotometrie se ukazala jako vhodna metoda pro detekci gentamicinu a jeho komplexu
po derivatizaci vzorkd oftaldialdehydovym reagentem (OPA). Vznikly derivat umoziuje
absorpci v UV oblasti a tim i stanoveni mnozstvi latky ve vzorku.”’

Nepriima metoda

Pfi nepiimé metodé se EE stanovi vypoétem koncentrace neenkapsulovaného 1é¢iva ve vodni
fazi (supernatantu). Obecné plati, ze EE stanovena nepfimou metodou vykazuje vyssi hodnoty

nez EE stanovena piimo v &asticich.”*
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8 EXPERIMENTALNI CAST

8.1 Pristroje

Analytické digitalni vahy, Kern Abs, max. 220 g, d = 0,1 mg
Centrifuga MPW-260R, MPW Med. Instruments

Digitalni vahy, Kern 440-53, max. 6000 g, d=1¢g
Horkovzdu$na susarna, Memmert

HPLC, Agilent 1200

Mraznicka, Vestfrost BSFS 290

pH-metr, Hanna Instruments HI221

Spektrofotometr Specord 205, Analytic Jena

Vakuova susarna BINDER VD3, BINDER Inc.

Zetasizer Nano ZS, Malvern Instruments

Skenovaci elektronovy mikroskop FlexSEM 1000, Hitachi

8.2 Pomiicky

Automaticka pipeta, Merck

Kolona chromatografickd, Restek Ultra 100A, typ stacionarni faze: C18,
¢astic (um): 5, délka x pramér (mm): 150 x 4,6, Agilent 1200

Kyveta UV High Precision Cell 6030, Hellmy Analytics

Pipety s nastavitelnym objemem Research, Eppendorf

Plastové centrifuga¢ni zkumavky, Eppendorf

Sklenéna kyveta, Hellma Analytics

8.3 Chemické slouceniny

2-merkaptoethanol, Fluka

AOT (dokusat sodna stil), Merck

Cisténa voda, Farmaceuticka fakulta Hradec Kralové
Dihydrogenfosfore¢nan draselny, Penta s.r.0.
Dichlormethan, VERKON s.r.o.

Ethyl-acetat, Penta s.t.0.

Gentamicin sulfat, Dr. Kulich Pharma s.r.o.
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Hydroxid sodny, Penta s.r.o.

Chlorid draselny, Penta s.r.o.

Chlorid vapenaty, Penta s.r.o.

Kyselina boritd, Lachema

Kyselina chlorovodikova, Lachema
Kyselina poly(mlécna-ko-glykolovd) vétvena na polyakrylatu (PLGA-A2), Farmaceuticka
fakulta Hradec Kralové

Methanol, Penta s.r.o0.

Octan sodny trihydrat, Lachema
O-ftalaldehyd, Merck

Poloxamer 407 (Pluronic® F-127), Merck
Vankomycin hydrochlorid, Mylan
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8.4 Priprava nanocastic

Nanogastice ~ (NC)  byly  pfipraveny  dvojité-emulzni  metodou  (V1/O/Va),
suspenzné-emulzni metodou (S/O/V) nebo metodou jednoduché emulgace (O/V). Jako ucinné
latky byly pouzity vankomycin hydrochlorid (VAN) a gentamicin sulfat (GEN) nebo jejich
komplexy s dokusat sodnou soli (VAN-AOT a GEN-AOT). VAN a GEN byly pouzity
v metodé Vi/O/V,. Nanocastice s VAN-AOT byly ptipraveny metodou S/O/V, kde vnitini
faze (S) byla suspenze VAN-AOT v roztoku PLGA-A2 v ethyl-acetatu (O). Nanocastice
s GEN-AOT byly pfipraveny metodou O/V, kde vnitini fazi (O) byl roztok GEN-AOT
a PLGA-A2 v ethyl-acetitu. Ve vSech metodach byly pouzity ctyfi razné koncentrace
polymeru v organické fazi (25, 50, 75 nebo 100 mg/ml). Koncentrace surfaktantu ve vnéjsi

vodni fazi byla ve v§ech metodach stejna (viz Tab. 1).

Tab. 1: Metody pripravy nanocdstic

Metoda Vnitini faze Organicka faze (O) Vnéjsi faze (Va)

VAN/GEN PLGA-A2
5 mg/0,2 ml vody (V1) 1 ml ethyl-acetatu

V1/0/V;

PLGA-A2
S/O/V2 | 5mg VAN-AOT (S) L ml ethyl-acetatu a Poloxamer 407
0,43 ml absolutniho 25 mg/5 ml vody

ethanolu
5 mg GEN-AOT

O/V2 — PLGA-A2

1 ml ethyl-acetatu

8.4.1 Priprava nanocastic dvojité emulzni metodou

Dvojité emulzni metoda byla pouzita pro piipravu PLGA NC s VAN nebo GEN. Byla
pfipravena vnéjsi vodni faze (V2) tvotend roztokem Poloxameru 407 o koncentraci 5 mg/ml.
Na analytickych vahéach bylo navdzeno 25 mg Poloxameru 407 a rozpusSténo v 5 ml Cisténé
vody. Organicka faze (O) byla tvofena roztokem PLGA-A2 v ethyl-acetdtu o koncentracich
25, 50, 75 nebo 100 mg/ml. Na analytickych vahach bylo navazeno 25, 50, 75 nebo 100 mg

polymeru a rozpusténo v 1 ml ethyl-acetatu. Vnitini vodni faze (V1) byla tvofena roztokem
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antibiotik. Na analytickych vahach bylo navazeno 5 mg VAN nebo GEN a rozpusténo
ve 0,2 ml vody cisténé vody.

K organické fazi byla pfidana vnitini vodni fdze a homogenizovano pomoci ultrazvukové
sondy 15 s pii 40 % cyklu na ledu za vzniku primarni emulze Vi/O. Primarni emulze byla
piidana k roztoku Poloxameru 407 a opét homogenizovana pomoci ultrazvukové sondy
30 s pii 40 % cyklu na ledu za vzniku sekundarni emulze Vi/O/V,. Sekundarni emulze byla
michéna na elektromagnetické michacce rychlosti 500 ot/min po dobu 1,5 hod, aby doslo

k odpateni ethyl-acetatu a vzniku nanosuspenze.

8.4.2 Piiprava nanocastic jednoduchou emulgaci

Priiprava komplexu gentamicin sulfatu (GEN-AOT)

Metodou HIP se surfaktantem AOT byl pfipraven hydrofobni komplex GEN-AOT. Bylo
ptipraveno 500 ml pufru pH 5,0 rozpousténim 0,41 g octanu sodné¢ho, 0,373 g chloridu
draselného a 0,555 g chloridu vépenatého v 500 ml ¢isténé vody.”>”® Hodnota pH 5,0 byla
nastavena pfidanim 0,1 M HCl po kapkdach pfi kontrole pomoci pH-metru. Byl pfipraven roztok
AOT v dichlormethanu (DCM) rozpusSténim 62,5 mg AOT v 500 ml DCM. Byl pfipraven
roztok GEN v purfu pH 5,0 rozpusténim 20 mg GEN v 500 ml pufru. Roztok AOT a roztok
GEN byly smichany ve sklenéné uzaviratelné lahvi a ponechdny na magnetické michacce
po dobu 3 hod pfi rychlosti 500 ot/min, aby probéhla reakce. Dale byla soustava ponechana
v lahvi po dobu 10 min, aby doSlo k oddéleni vodni a organické faze. Vodni faze byla
odpipetovana a z organické faze byl izolovan iontovy komplex odpafenim organického
rozpoustédla a suSenim ve vakuové susarné po dobu 15 min. Iontovy komplex GEN-AOT byl
skladovan pii 4 °C.

Jednoducha emulgace

Byla pfipravena vodni faze (V) tvofend roztokem Poloxameru 407 o koncentraci 5 mg/ml.
Na analytickych vahdch bylo navdzeno 25mg Poloxameru 407 a rozpusténo
v 5 ml ¢isténé vody. Vnitini organicka faze (O) byla tvofena roztokem GEN-AOT a PLGA-A2
v ethyl-acetatu. Byly pfipraveny roztoky PLGA-A2 v ethyl-acetitu o péti raznych
koncentracich rozpusténim 25, 50, 75 nebo 100 mg polymeru v 1 ml ethyl-acetatu. V téchto
roztocich bylo vzdy rozpusténo 5 mg GEN-AOT.

Organicka faze byla pomoci automatické pipety piidana do kadinky s vnéj$i vodnou fazi
a vytvorena emulze O/V byla homogenizovana na ledu pomoci ultrazvukové sondy
30 s pii40 % cyklu. Nasledné¢ byla michdna na elektromagnetické michacce rychlosti
500 ot/min po dobu 1,5 hod, aby doslo k odpateni ethyl-acetatu a ke vzniku nanosuspenze.
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8.4.3 Priprava nanocdstic suspenzné-emulzni metodou

Piiprava hydrofobniho komplexu vankomycin hydrochloridu (VAN-AOT)

Metodou HIP se surfaktantem AOT byl pfipraven hydrofobni komplex VAN-AOT.
Byl piipraven 0,7 mM roztok VAN v 0,01 M HCI. Po kapkach byl ptidan 0,1 M roztok AOT
ve vod¢. Reakce probihala po dobu 2 hod na magnetické michacce pfi rychlosti 500 ot/min.
Vznikly komplex VAN-AOT byl separovan centrifugaci pti 12 000 ot/min po dobu 10 min,
promyt 0,01 M HC1 a suSen ve vakuové susarné po dobu 15 min. Produkt byl skladovéan
pii teploté 4 °C.

Suspenzné-emulzni metoda

Byla pfipravena vnéj$i vodni faze (V) tvofend roztokem Poloxameru 407 o koncentraci
5 mg/ml. Na analytickych vahich bylo navdZeno 25 mg Poloxameru 407 a rozpuSténo
v 5 ml¢isténé vody. Byla pfipravena organickd faze tvofena suspenzi VAN-AOT
v organickém roztoku polymeru (S/O). Byly pfipraveny roztoky PLGA-A2 v ethyl-acetatu
o ¢tyfech ruznych koncentracich rozpuSténim 25, 50, 75 nebo 100 mg polymeru
v 1 ml ethyl-acetatu. 5 mg VAN-AOT bylo rozpousténo v 0,43 ml absolutniho ethanolu
a pomoci ultrazvukové sondy po dobu 15 s pii 40 % cyklu bylo do téchto roztokl pfidano
po kapkach. Vznikla suspenze VAN-AOT v roztoku PLGA-A2 v ethyl-acetatu (S/O).

V dal$im kroku byla suspenze VAN-AOT v organickém roztoku PLGA-A2 ptfidana pomoci
automatické pipety do 5 ml roztoku Poloxameru 407. Vytvofenda soustava S/O/V byla
homogenizovéana na ledu pomoci ultrazvukové sondy 30 s pii 40 % cyklu a nasledné michéna
na elektromagnetické michacce rychlosti 500 ot/min po dobu 1,5 hod, aby doslo k odpateni

ethyl-acetatu a ke vzniku nanosuspenze.

8.5 Méreni velikosti, polydisperzity a zeta-potencialu nanocastic

Meéfteni se provadélo na ptistroji Zetasizer Nano ZS. Pristroj byl zapnuty 30 min pied za¢atkem
meéfeni, aby byl zkalibrovan na teplotu 25 °C. Nanosuspenze byly méfeny bezprostiedné
po piipravé. Pro méfeni velikosti byly pouZity jednorazové kyvety z polymethylmethakrylatu,
pro méfeni zeta potencialu sloZené kapilarni kyvety. 1 ml nanosuspenze byl aplikovan do kyvet
pomoci automatické pipety. Kazdy vzorek byl méfen tiikrat. Byl vypocitdn pramér

a smérodatna odchylka.
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8.6 HPLC stanoveni VAN a VAN-AOT

Pro sestrojeni kalibra¢ni ptimky VAN byl pfipraven zékladni roztok VAN v deionizované vodé
o koncentraci 100 pg/ml. Navazka 10,0 mg VAN byla pienesena do odmérné banky
na 100 ml a rozpousténa v deionizované vode¢. Pro sestrojeni kalibra¢ni piimky VAN-AOT byl
pfipraven zakladni roztok VAN-AOT ve smési acetonitrilu a methanolu (pomér 1:2)
o koncentraci 100 pg/ml. Navazka 10,0 mg VAN-AOT byla pfenesena do odmérné banky
na 100 ml a byla rozpousténa ve smési acetonitrilu a methanolu v poméru 1:2. Z piipravenych
zasobnich roztoki VAN a VAN-AOT byla pfipravena série vzorkli o péti riznych
koncentracich (1,25; 2,5; 5; 10 a 20 ug/ml). Bylo provedeno isokratické méteni
s nastfikem 20 pl. UV detektor byl nastaven na vinovou délku 214 nm. Byla pouzita
HPLC kolona C18 (150 x 4,6 mm). Mobilni faze byla sloZend z acetonitrilu a 0,01 % roztoku
kyseliny trifluoroctové ve vodé kvality Milli-Q v poméru 10:90. Stanoveni HPLC bylo
provedeno pii teploté 25 °C. Konstantni priatok mobilni faze byl nastaven na 1 ml/min.
Na zékladé ziskanych hodnot ploch pikl byly sestrojeny kalibraéni pfimky a zjistény rovnice

linearni regrese (Tab. 2., Obr. 10).

Tab. 2: Hodnoty ploch piki  vankomycin  hydrochloridu (VAN) a komplexu
vankomycin hydrochloridu (VAN-AOT) pro dané koncentrace kalibracnich vzorkii

¢ (ug/ml) 125 2.5 5.0 10,0 20,0
VAN 47.4 96,6 188.4 4054 8053

Plocha piku
VAN-AOT 168 312 452 83.8 144.1
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Obr. 10: Kalibracni primka vankomycin hydrochloridu (VAN) (modra primka) a komplexu
vankomycin hydrochloridu (VAN-AOT) (oranzova primka)

8.7 Spektrofotometrické stanoveni GEN a GEN-AOT

Pro sestrojeni kalibra¢ni pifimky pro GEN nebo GEN-AOT bylo na analytickych vahach
navazeno 16 mg uc¢inné latky a pteneseno do odmérné batiky o objemu 100 ml. Odmérna banka
byla naplnéna roztokem boratového pufru pH 9,7, a byla uzaviena a michdna, dokud se latka
uplné nerozpustila. Z ptipravené¢ho zasobniho roztoku byla pfipravena série vzorkli o péti
ruznych koncentracich (0,01; 0,02; 0,04; 0,08 a 0,16 mg/ml). Pro analyzu vzorkd byla
provedena reakce s oftaldialdehydovym reagentem (OPA).

OPA reagent byl formulovan pfiddnim 50 mg o-ftaldialdehydu, 1,25 ml methanolu a 60 pl
2-merkaptalethanolu do 11,2 ml roztoku boratového pufru o pH 9,7. Pro analyzu se 1 ml
roztoku GEN, 1 ml isopropanolu a 1 ml OPA reagentu nechaly reagovat po dobu 30 min
pii pokojové teploté bez pristupu svétla. Byla méfena absorbance pii vinové délce 332 nm,

byly sestrojeny kalibra¢ni ptimky a zjistény rovnice linearni regrese (Tab. 3., Obr. 11).
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Tab. 3: Hodnoty absorbance zdsobnich roztoku pro analyzu gentamicin sulfatu (GEN)
a komplexu gentamicin sulfatu (GEN-AOT)

c(mg/ml) 0,01 0,02 0,04 0,08 0,16

VAN 0,1055 0,1837 0,3838 0,7645 1,5635

Absorbance

VAN-AOT  0,0225 0,0489 0,1008 0,2183 0,4275
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Obr. 11: Kalibracni primka pro analyzu gentamicin sulfatu (GEN) (modra primka) a komplexu
gentamicin sulfatu (GEN-AOT) (oranzova primka) v boratovém pufru pH 9,7

8.8 Stanoveni EE a LC v nanocéasticich

8.8.1 VAN a GEN

Pro stanoveni EE a LC byly nanosuspenze centrifugovany ve dvou cyklech. 0,5 ml suspenze
nanocastic bylo pifeneseno pomoci automatické pipety do centrifugacni zkumavky
a centrifugovano nejprve po dobu 10 min rychlosti 8000 ot/min pii 4 °C. Supernatant
byl pfenesen do jiné centrifugacni zkumavky, sediment byl proplachnut tfikrat 0,5 ml Cisténé
vody a znovu centrifugovan za stejnych podminek. Supernatant vznikly po prvni centrifugaci
byl centrifugovan po dobu 15 min rychlosti 15 000 ot/min pfi teploté 4 °C. Po ukonc¢eni cyklu
byl supernatant odstranén, sediment byl proplachnut 0,5 ml ¢ist€éné vody a pak opét
centrifugovan za stejnych podminek. Sedimenty byly suSeny ve vakuové suSarné pii 25 °C

podobu 1,5hod. VysuSené nanocastice byly v centrifugaéni zkumavce dispergovany
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v 0,5 ml dichlormethanu, aby doslo k rozpusténi polymerniho nosic¢e z PLGA-A2 a vysrdzeni
1é¢ivé latky. Disperze byly ditkkladné promiseny. Byly pfidany 2 ml cisténé vody (VAN)
nebo 2 ml boratového pufru pH 9,7 (GEN) a kazdd centrifugacni zkumavka byla opét
protiepana. Timto krokem doslo k extrakci 1é¢iva do vodni fize a k precipitaci polymeru.
Nasledovala centrifugace po dobu 10 min rychlosti 15 000 ot/min pii pokojové teploté,
aby doslo k separaci vodni a organické faze a sedimentaci precipitovaného polymeru.
1 ml vodni faze s 1é¢ivou latkou byl pouzit pro analyzu. Analyza VAN byla provedena pomoci

HPLC (viz kap. 8.6), analyza GEN spektrofotometricky (viz kap. 8.7).

8.8.2 VAN-AOT a GEN-AOT
Nanocastice s VAN-AOT byly dispergovany v 1 ml acetonitrilu, aby doslo k rozpusténi

polymerniho nosice. Nasledné bylo pfidano 2 ml methanolu pro vznik precipitace polymeru.
Vzorky byly centrifugovany po dobu 15 min rychlosti 15000 ot/min pfi pokojové teploté.
Po ukonceni cyklu byl supernatant pouzit pro analyzu. V ptipad¢ stanoveni GEN-AOT byly
nanocastice dispergovany v 0,1M NaOH a michany po dobu 5 hod, aby doslo k hydrolyze
polymerniho nosice. Supernatant byl smisen s boratovym pufrem pH 9,7 v poméru 1:2,
aby bylo dosazeno absorpéniho maxima pii spektrofotometrickém méfeni. Analyza
VAN-AOT byla provedena pomoci HPLC (viz. kap. 8.6), analyza GEN-AOT
spektrofotometricky (viz. kap. 8.7).

8.8.3 Vypocet

Byl vypocten procentudlni podil 1é¢iva v nanocésticich (LC) podle vzorce:

m
LC= — x 100 (1)
mp
LC  loading capacity — procentudlni podil 1é¢iva v nanocasticich (%)
Me mnozstvi antibiotika (vankomycin/gentamicin) stanovené¢ho v nanocasticich (mg)

My hmotnost nanoc¢éstic (mg)
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Enkapsulac¢ni t¢innost (EE) byla vypoctena podle vzorce:

EE = =& x 100 2)

me

EE  enkapsulaéni uc¢innost (%)
Me mnozstvi antibiotika (vankomycin/gentamicin) stanoveného v nanocasticich (mg)

me mnozstvi antibiotika (vankomycin/gentamicin) pouzitého pfi ptipravé (mg)

8.9 SEM

Byly pfipravené NC s obsahem VAN-AOT a GEN-AOT, metodami S/O/V, resp. V1/O/V
s koncentraci PLGA-A2 25 mg/ml (viz podkap. 8.4.2 a 8.4.3). Vzorky ve formé piecisténé
nanosuspenze byly ptredany Mgr. Janu Loskotovi, Ph.D. (Univerzita Hradec Kralove,
Pfirodovédecka fakulta, katedry fyziky) pro SEM hodnoceni rastrovym elektronovym
mikroskopem FlexSEM 1000 (Hitachi, Japonsko). Pfed méfenim vzorky byly umistény
na uhlikovou adhezivni pasku, vysuSeny pii laboratorni teplot¢ a upraveny nanesenim

8 nm vrstvy zlata.
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9 VYSLEDKY

9.1 Charakteristiky PLGA nanocastic

Tab. 4: Charakteristiky PLGA nanocastic s gentamicin sulfatem (GEN)

PLGA-A2

(mg/ml) Ne vzorku Velikost (nm) | ZP (mV) PDI
103 -2,4 0,10
1 101 -2,6 0,14
102 -2,5 0,11
133 -2,6 0,10
)5 2 132 -2,7 0,13
130 2.7 0,13
113 -2,5 0,16
3 113 -2.5 0,14
113 -2,3 0,17
Pramér=SD | 116+ 13 25+01 | 0,13+0,03
159 2,2 0,15
1 157 -2,8 0,19
155 -2,6 0,18
120 -2,8 0,13
50 2 120 -2.5 0,13
121 -2,5 0,13
114 2,2 0,12
3 116 -2,5 0,12
114 2.4 0,16
Prameér + SD 131 +20 -2,5+0,2 0,15+0,03
143 -2,1 0,12
1 142 -2,5 0,14
141 2.4 0,10
172 -2,6 0,17
75 2 170 2.7 0,13
171 -2.9 0,17
141 -2,6 0,14
3 143 -2,8 0,13
141 -2.9 0,12
Pramér=SD | 152+ 15 2,6+02 | 0,14+0,02
151 -1,9 0,14
1 149 -1,8 0,16
150 -2,0 0,16
182 -2,3 0,16
2 182 -2,3 0,17
100 178 2.5 0.18
155 -2,0 0,17
3 155 -2.7 0,16
156 -1,7 0,17
Pramér + SD 162 + 14 -2,1+£0,3 0,16 £0,01
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Tab. 5: Charakteristiky PLGA nanocastic s vankomycin hydrochloridem (VAN)

PLGA-A2 Ne vzorku Velikost (nm) ZP (mV) PDI
(mg/ml)
107 1,6 0,15
1 107 0,0 0,14
107 0,1 0,13
114 -0,2 0,15
2 115 -0,5 0,11
25 114 0.6 0.14
104 -0,2 0,14
3 105 -0,3 0,10
104 -0,2 0,11
Prameér = SD 108 +£5 0,23 +£0,6 0,13 +0,02
121 0,3 0,15
1 121 0,5 0,12
121 0,5 0,12
134 0,3 0,13
50 2 133 0,2 0,14
133 0,1 0,12
155 -0,7 0,16
3 154 -0,5 0,14
156 -0,5 0,22
Pramér + SD 136 £ 15 0,0+0,5 0,14 + 0,03
158 0,2 0,15
1 158 0,1 0,11
158 0,3 0,12
181 0.9 0,16
75 2 179 1,4 0,14
183 0,7 0,16
195 -0,2 0,13
3 195 -0,3 0,06
192 -0,1 0,11
Prameér = SD 178 £ 15 0,3+0,5 0,13 +0,03
197 0,4 0,17
1 201 0,6 0,16
200 0.6 0,17
230 1,0 0,18
2 229 0.6 0,16
100 228 0.7 0.17
226 0,3 0,19
3 227 0,3 0,15
271 0,2 0,18
Primér + SD 223 £ 21 05+0,3 0,17+0,01
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Tab. 6: Charakteristiky PLGA nanocastic s komplexem gentamicin sulfatu (GEN-AOT)

PLGA-A2 Ne vzorku Velikost (nm) ZP (mV) PDI
(mg/ml)
138 2105 0.17
| 135 -10,0 0.17
136 9.9 0.18
143 923 0.19
2 141 9.8 0,2
25 142 103 0,20
143 2105 0.20
3 144 2102 0.22
143 9.8 021
Primer + SD 141+3 100+ 04 | 0,19+ 0,02
140 8.6 0.18
1 139 8.9 0,2
140 9.0 0.19
139 93 0.17
5 2 139 92 0,18
140 9.9 0.18
137 2100 0.17
3 136 -10.4 0.18
137 103 0.19
Primer + SD 139+ 1 95+06 | 0.18%0.01
143 7.6 0.2
1 143 71 0.2
143 7.4 0.2
150 9.0 0.17
2 151 9.1 0.18
B 149 8.7 0,17
148 9.0 0.18
3 145 8.4 0.19
147 93 0.19
Primer + SD 147+3 84+08 | 0.19+001
148 7.0 0.15
| 149 6.9 0.19
148 6.9 0.18
154 6.5 0.14
2 153 7.0 0.17
100 152 7.4 0.17
158 71 0.18
3 158 7.4 0.16
157 7.9 0.16
Primer + SD 153+ 4 7104 | 0.17+002
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Tab. 7: Charakteristiky PLGA nanocastics komplexem vankomycin hydrochloridu (VAN-AOT)

PLGA-A2 Ne vzorku Velikost (nm) ZP (mV) PDI
(mg/ml)
145 -6,6 0,13
1 143 -7.4 0,15
142 -7,4 0,15
166 -6,4 0,12
75 2 165 -6,6 0,14
166 -7,1 0,14
155 -5,7 0,11
3 152 -6,2 0,14
151 -6,8 0,14
Pramér + SD 154+9 -6,7+0,5 0,14 £0,01
152 -5,5 0,13
1 150 -5,7 0,14
151 -6,0 0,13
175 -60,6 0,11
50 2 176 -7,0 0,12
175 -6,9 0,13
161 -5,2 0,14
3 161 -5,7 0,14
161 -6,1 0,15
Pramér + SD 162 £ 10 -6,1 £0,6 0,13+ 0,01
173 -5,1 0,18
1 174 -5,6 0,13
175 -5,6 0,13
187 -6,0 0,12
75 2 185 -6,7 0,14
185 -6,7 0,15
180 -4,7 0,16
3 181 -5.4 0,16
178 -5,5 0,17
Pramér + SD 180+ 5 -5,7+0,6 0,15+ 0,02
201 -4.,4 0,18
1 204 -5.4 0,16
203 -5,3 0,16
199 -3,9 0,18
2 197 -4,1 0,17
100 198 -4,3 0,17
210 -4.4 0,18
3 208 -3,2 0,16
207 -3,3 0,16
Pramér = SD 203+4 -4,3+0,8 0,17 +0,01
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9.2 EE a LC PLGA nanocastic

Tab. 8: Enkapsulacni ucinnost gentamicin sulfatu (GEN)

PLGA-A2 ) . .
(mg/ml) Ne vzorku EE (%) LC (%)
1 1.6 2.6
2 1.1 0.9
25 3 1.1 2,5
Primér + SD 13+03 2.0+ 1.0
1 0,8 ,
2 2.4 1.1
50 3 2.9 ,
Primér = SD 20+ 1.1 0.8+ 0.4
1 1,7 0,3
2 7 0.3
73 3 11 0.3
Primér = SD 1.5+0.3 0.3
1 2.3 0,2
2 1.4 0.2
100 3 1.2 0.2
Primér + SD 1.7+06 0.2

Tab. 9: Enkapsulacni ucinnost komplexu gentamicin sulfatu (GEN-AOT)

PLGA-A2 i . .
(mg/ml) Ne vzorku EE (%) LC (%)

1 62,5 45,0

2 59.3 37.7

25 3 71.6 47.7
Primer = SD 644+ 64 435452

1 823 13.4

2 76.3 15.7

50 3 82.9 15.8
Pramér £ SD 805+3.6 150+ 1.0

1 9323 173

) 86,2 10,4

B 3 85.4 9.9
Pramér £ SD 883+ 3.6 125441

1 862 10.0

2 93.7 10,7

100 3 90.6 8.0
Pramér £ SD 90.0 + 4.0 05+ 14
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Tab. 10: Enkapsulacni ucinnost vankomycin hydrochloridu (VAN)

PLGA.A2 } . .
(me/ml) Ne vzorku EE (%) LC (%)

1 73 2.6

2 3.6 13

2 3 5.1 1.8
Primér + SD 54426 1.9+ 1.0

1 42 0.8

2 3.4 0.8

20 3 4.0 0.6
Primér + SD 30405 0.7 +0.1

1 48 0.6

2 42 0.4

75 3 5.4 0.4
Primér + SD 48+ 06 05+0.1

1 5.6 0.4

2 5.1 0.5

100 3 5.5 0.4
Primér + SD 5304 04+ 0.1

Tab. 11: Enkapsulacni ucinnost komplexu vankomycin hydrochloridu (VAN-AOT)

PLGA-AZ i . .
(mg/ml) Ne vzorku EE (%) LC (%)

1 52 2.1

2 5.2 1.4

25 3 5.9 1.6
Pramér = SD 54404 17404

! 10,1 1.7

2 9.7 1.6

50 3 9.9 1.6
Pramer = SD 9.0+02 16401

1 1.6 15

2 112 1.1

3 3 12.1 12
Pramér = SD 11704 13401

1 13.9 1.1

2 13.9 1.0

100 3 143 1.1
Pramér = SD 140+ 02 1101
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10 DISKUZE

Nanocastice s VAN a GEN byly piipraveny dvojité-emulzni metodou Vi/O/V,.4748
Ukazalo se vsak, Ze tato 1é¢iva maji nizkou afinitu k polymeru PLGA-A2 kvuli své vysoké
hydrofilité, coz ma za nasledek tnik 1é¢iv z nanoéastic a nizkou enkapsulaci.”® Pro zvyseni
enkapsulacni U¢innosti VAN a GEN byly formulovany komplexy s anionickym
surfaktantem AOT metodou hydrofobniho iontového péarovani (HIP).*® Na zikladé
predchozich experimentl byly pro pfipravu nanocastic zvoleny metody, které poskytuji stabilni
nanodastice pozadovanych vlastnosti. Pro ptipravu NC s obsahem GEN-AOT byla poZita

metoda jednoduché emulgace (O/V).*

Nanocastice s VAN-AOT byly pfipraveny
suspenzné-emulzni metodou (S/O/V).>® Byl testovan vliv formula¢nich faktori na velikost,
polydisperzitu, zeta potencial, enkapsulaéni ucinnost a procentudlni podil 1éCiva
v nanocasticich. Pro formulaci nanocastic byl na zékladé ptfedchozich experimentli zvolen
polymer PLGA-A2. Jedna se o kopolymer LA a GA v ekvimolarnim mnoZstvi, vétveny
na kyselin€ polyakrylové o molekulové hmotnosti 2000 g/mol, kterd byla ptfidana do reakéni
smési v koncentraci 2 %.°> Diky tomu se jednd o vétveny polymer s vy3$§im obsahem
termindlnich karboxylli ve své struktufe, které by mély snizit hydrofobicitu ve srovnani

s linearnimi PLGA polymery srovnatelné molarni hmotnosti. Charakteristiky polymeru

PLGA-A2 jsou uvedeny v Tab. 12.%

Tab. 12: Ciselné (Mn) a hmotnostni (Mw) priiméry moldrni hmotnosti, hmotnostni priimér

vnitini viskozity [n]w, vétvici pomér g a teplota skelného pirechodu (Tg) *°

Polymer M (g/mol) Mw(g/mol) | [n]w(ml/g) g’ T3 (°C)
PLGA-A2 8600 14400 8,9 0,54 32,8

Jako rozpoustédlo pro PLGA-A2 byl zvolen ethyl-acetat, polarni aprotické rozpoustédlo,
které je monografovano v CL. Jeho vyhodou je vyhovujici toxikologicky profil ve srovnani
sjinymi organickymi rozpoustédly, pouzivanymi v procesech piipravy nano&astic.?’
Jako stabilizdtor nanosuspenze byl zvolen Poloxamer 407, coz je hydrofilni neiontova
povrchové aktivni latka. Poloxamer 407 je blokovy kopolymer ethylenoxidu a propylenoxidu.

Stabilizuje nano&astice stericky adsorpci na povrchu nano¢astic. !
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10.1 Velikost, polydisperzita a zeta potencial nanocastic

Byl studovén vliv koncentrace polymeru PLGA-A2 na velikost, polydisperzitu a zeta potencial
nanocastic. Velikost nanocastic je také doplnéna bezrozmérnym indexem polydisperzity (PDI),
ktery vyjadiuje stupeti rozlozeni velikosti NC. Soustavy s hodnotami PDI niZ§imi nez 0,1 lze
povazovat za monodisperzni®* Zeta potencidl ovliviiuje stabilitu nano&astic.
Nanocastice se zeta potencidlem veétSim nez =30 mV se povazuji za stabilni, protoze
povrchovy naboj brani agregaci a jinym projeviim nestability nanocastic elektrostatickym
odpuzovanim.®® Naméfené hodnoty velikosti, PDI a zeta potencialu jsou uvedeny v Tab. 4—7.
Na Obr. 12 je porovnana velikost nanoéastic pii pouziti riznych koncentraci polymeru u NC
s obsahem VAN a VAN-AOT. Na Obr. 13 je porovnana velikost nanocastic pfi pouziti riznych
koncentraci polymeru PLGA-A2 u NC s obsahem GEN a GEN-AOT. Byl pozorovéan nartist
velikosti nanocastic s rostouci koncentraci polymeru v organické fazi. Zvyseni koncentrace
polymeru vede ke zvySeni viskozity organické faze. Tim se zvySuje odpor proti smykovému
napéti, kterym je homogenizovana primarni disperze a ve vysledku to vede ke zvétSeni
velikosti nanoéastic. Nejvétsi velikost NC byla naméfena pii pouziti organické faze tvofené
roztokem PLGA-A2 v ethyl-acetditu o koncentraci 100 mg/ml, a naopak nejmensi byly
NC tvofené pii koncentraci PLGA-A2 25 mg/ml. NC s GEN-AOT a VAN-AOT vykazovaly
v mnoha piipadech vétsi velikost ve srovnani s NC obsahujicimi hydrofilni antibiotika
pii pouZiti stejné koncentrace polymeru. Velikost nanoc¢astic s VAN a GEN byla v rozmezi
pfiblizn€¢ 108 az 223 nm. Velikost nanocastic s VAN-AOT a GEN-AOT byla v rozmezi
pfiblizn€¢ 141 az 203 nm. VSechny formulované nanocéstice vykazovaly optimalni
hodnoty PDI, které byly u vSech Sarzi pfiblizn¢ stejné. Primérnd hodnota PDI byla

mensinez 0,2.
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Obr. 12: Zavislost velikosti nanocastic s vankomycin hydrochloridem (VAN) (modré sloupce)

a s komplexem vankomycin hydrochloridu (VAN-AOT) (cervené sloupce) na koncentraci

PLGA-A2.
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Obr. 13: Zavislost velikosti nanocastic s gentamicin sulfatem (GEN) (modré sloupce)

a s komplexem gentamicin sulfatu (GEN-AOT) (Cervené sloupce) na koncentraci PLGA-A2.
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Hodnoty zeta potencidlu se pohybuji v rozmezi -10 az 0,5mV (viz Tab.4-7).
Domnivame se, ze takto nizké hodnoty mohly byt zplisobeny pravé zvolenym surfaktantem
(Poloxamer 407), ktery stabilizuje nanosuspenzi stericky, nikoli elektrostaticky. Diky své
povrchové aktivité se adsorbuje na povrchu NC a vytvaii polymerni vrstvu, coz vede

k maskovani povrchového néboje.!*

Ve vysledku se to projevuje niz§i hodnotou
zeta potencialu. Nicméné piipravené nanocastice nelze jednoznacné povazovat za nestabilni.
Relativné dostate¢nou stabilitu piipravenych NC potvrzuji zjiiténé hodnoty PDI a rovnéz
SEM snimky. Dal§i moznost, jak nanocastice stabilizovat, je jejich uchovavani

v lyofilizovaném stavu.'‘!

r r we

10.2 Enkapsula¢ni u¢innost a procentualni podil lé¢iva v nanoéasticich

Enkapsulaéni ucinnost (EE) je procento 1é¢ivé latky zachycené v nanocasticich z celkového
mnoZstvi 1é¢iva pouZitého pfi jejich piipravé.!®? Procentualni podil 1é¢iva v nanodisticich
neboli loading capacity (LC) je podil 1éCivé latky zachycené v nanocasticich k celkovému
mnoZstvi nano¢astic.'® Casto dochazi k zaméné téchto pojmi. Je snahou dosahnout co nejvyssi
hodnotu EE, a to nejen z ekologickych a ekonomickych diivodd, ale také z divodu vzniku
rezistence a snizeni ucinnosti antibiotik. Na druhou stranu optiméalni pomér 1éc¢iva
a polymerniho nosice ve formulovanych nanocasticich je dan zejména pozadovanym profilem
liberace, poZzadavkem na stabilitu, cilenou distribuci a vysledny terapeuticky ucinek.

Pro stanoveni EE se obecné pouziva metoda ptima, kdy se EE vypocita méfenim koncentrace
léciva zachyceného v nanocasticich, a metoda nepiimd, kterd je stanovena vypoctem
koncentrace neenkapsulovaného 1é¢iva v supernatantu.”® Presnéjsi hodnoty poskytuje
piima metoda, zatimco metoda nepiimad muze vést k faleSn¢ vysokym hodnotam EE. V této
praci byla enkapsulacni €innost u nanoc¢astic s obsahem hydrofilnich antibiotik nebo jejich
hydrofobnich komplexi pfipravenych z riznych koncentraci PLGA-A2 stanovena
pfimou metodou. Hodnoty EE a LC jsou uvedeny v Tab. 8—11.

Na Obr. 14 je porovnana enkapsulaéni G¢innost NC obsahujicich VAN nebo VAN-AOT
v zavislosti na koncentraci PLGA-A2. EE stanovena u nanocastic s obsahem VAN je velmi
nizka, a to v rozmezi 3,9 az 5,4 %. EE stanovena u NC obsahujicich VAN-AOT je vyssi,

a to vrozmezi 5,4 az 14,0 %.
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Obr. 14: Zavislost enkapsulacni ucinnosti (EE) (%) nanocdstic

s vankomycin hydrochloridem (VAN) (modré sloupce) nebo s komplexem
vankomycin hydrochloridu (VAN-AOT) (cervené sloupce) na koncentraci polymeru PLGA-A2.

Na Obr. 15 je porovnana enkapsulaéni ¢innost NC obsahujicich GEN nebo GEN-AOT
v zavislosti na koncentraci PLGA-A2. EE stanovend u nanoCéstic s obsahem GEN
je vrozmezi 1,3 a7 1,7 %. EE stanovena u NC obsahujicich GEN-AOT je vyznamné vyssi,

a to v rozmezi 64,4 az 90,0 %.
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Obr. 15: Zavislost enkapsulacni ucinnosti (EE) (%) nanocdstic
s gentamicin sulfatem (GEN) (modré sloupce) nebo s komplexem

gentamicin sulfatu (GEN-AOT) (Cervené sloupce) na koncentraci polymeru PLGA-A2.

Na Obr. 16 je porovnan procentuélni podil 1é&iva (LC) NC obsahujicich VAN nebo VAN-AOT
v zavislosti na koncentraci PLGA-A2. LC stanovend u nanocCastic s obsahem VAN
je vrozmezi 0,4 a7z 1,9 %. LC stanovena u NC obsahujicich VAN-AOT je v rozmezi

1,1 az 1,7 %.
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Obr. 16:  Zavislost  procentudalniho  podilu  léciva  (LC) (%)  nanocdstic
s vankomycin hydrochloridem  (VAN)  (modré  sloupce) nebo s  komplexem
vankomycin hydrochloridu (VAN-AOT) (Cervené sloupce) na koncentraci polymeru PLGA-A2.

Na Obr.17 je porovnan procentudlni podil 1é¢iva (LC) u NC obsahujicich
GEN nebo GEN-AOT v zavislosti na koncentraci PLGA-A2. LC stanovend u nanocastic
s obsahem GEN je v rozmezi 0,2 az 2,0 %. LC stanovena u NC obsahujicich GEN-AOT

je v rozmezi 9,5 az 43,5 %.
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Obr. 17:  Zavislost  procentualniho  podilu  léciva (LC) (%)  nanocastic
s gentamicin sulfatem (GEN) (modré sloupce) nebo s komplexem

gentamicin sulfatu (GEN-AOT) (cervené sloupce) na koncentraci polymeru PLGA-A2.

Byl zjistén vliv mnoZstvi polymeru PLGA-A2 pouZitého pii ptipravé nanocastic na EE a LC.
Ve vétsin¢ pripadi enkapsulacni G¢innost byla nejvyssi u nanocastic ptipravenych pii pouziti
organické faze s koncentraci PLGA-A2 100 mg/ml. Vyjimku tvofily NC s obsahem VAN,
u kterych nejvétsi hodnotu EE vykazovaly NC pfipravené pii koncentraci PLGA-A2 25 mg/ml.
Vyjimkou byly také NC obsahujici GEN, u kterych nejvétsi hodnotu EE vykazovaly
NC piipravené pti koncentraci PLGA-A2 50 mg/ml.

Nizkda EE a LC nanocéstic s VAN a GEN je zplsobena jejich vysokou hydrofilitou
a nizkou afinitou k PLGA-A2. Naopak NC s obsahem VAN-AOT a GEN-AOT vykazuji
mnohem vys$§i EE a LC kvili vyS$i hydrofobnosti téchto komplexii a jejich vyssi afinité
k polymernimu nosi¢i.””> NC obsahujici VAN-AOT vsak maji niz§i hodnoty EE a LC
ve srovnani s NC obsahujicimi GEN-AOT pravdépodobné kvili tomu, Ze molekula
VAN ma vétsi velikost a mensi pocet skupin, které reaguji s AOT. Proto komplex VAN-AOT
ve srovnani s komplexem GEN-AOT je vice hydrofilni a neméa dostate¢nou afinitu

k PLGA-A2, aby doslo ke kompletnimu zapouzdieni 1é¢iva.
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10.3 SEM

Morfologie studovanych nanoc¢éstic byla ovéfena pomoci skenovaci elektronové mikroskopie
v rezimu sekunddrnich elektronii v urychlovacim napéti 15 kV. Byla nutna opatrnost, protoze
po urcité dobé paprsek elektronil pti vysSich Grovnich urychlovaciho napéti vytvarel vysokou
energii, coz vzorky ni¢ilo. Na snimkach se zobrazoval sféricky tvar (Obr. 18). Velikost
jednotlivych nanoc¢éstic byla uréena pomoci softwarového vyhodnoceni a vysledky podstatné

korelovaly s vysledky ziskanymi pomoci metody dynamického rozptylu svétla (DLS).

"
FlexSEM1000 15.0kV 7.4mm X35.0k SE 1.00pm

Obr. 18: SEM snimky PLGA-A2 nanocastic s obsahem hydrofobniho komplexu
vankomycin hydrochloridu (VAN-AOT) (4) a hydrofobniho komplexu
gentamicin sulfatu (GEN-AOT) (B). Zvétseni 35000 x.
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11 ZAVER

Polymerni nanocéstice PLGA-A2 s hydrofilnimi antibiotiky VAN a GEN a jejich
hydrofobnimi komplexy VAN-AOT a GEN-AOT byly formulovany riznymi metody
s ohledem na jejich fyzikalné-chemické vlastnosti. Z divodu riizné rozpustnosti 1é¢ivych latek
nebo jejich komplexii v organickém rozpoustédle a ve vod¢€ nebylo mozno pro ptipravu
nanocastic pouzit stejnou metodu. Pro pfipravu nanocastic s obsahem VAN a GEN byla
zvolend dvojité-emulzni metoda (Vi/O/V2). Nanocastice s obsahem GEN-AOT byly
piipraveny metodou jednoduché emulgace (O/V). Vzhledem k tomu, Ze rozpustnost komplexu
VAN-AOT v ethyl-acetatu je nizkd, byla zvolena suspenzné-emulzni metoda (S/O/V).

Byl studovan vliv koncentrace polymeru PLGA-A2 na velikost NC. Velikost pfipravenych
nano&astic byla v rozmezi 108 az 223 nm a byl pozorovéan nértist velikosti NC v zavislosti
se zvySujici se koncentraci polymeru. Index polydisperzity (PDI), stanoveny pomoci
Zetasizeru, byl u v§ech vzorkil optimalni a vykazoval hodnoty mensi nez 0,2. Nizké hodnoty
zeta potencialu byly spojené s pouzitim neionogenniho surfaktantu Poloxamer 407,
ktery stericky stabilizoval NC. Snimky SEM potvrdily sféricky tvar nano¢astic.

Nizka enkapsula¢ni uc¢innost (EE) byla zpisobena hydrofilni povahou VAN a GEN, kdy velka
&ast 1é¢iva unika z NC do vnéjsi vodni faze b&hem piipravy nano&astic. Vysoka enkapsulagni
Gi¢innost byla dosazena u NC obsahujicich komplex GEN-AOT. V tomto piipadé byla nejvyssi
hodnota EE 90 %. Enkapsulaéni u¢innost NC obsahujicich VAN-AOT byla vyssi
nez u NC obsahujicich VAN, nicméné nejvyssi hodnota EE byla pouze 14 %. Takto nizka
hodnota enkapsulace pravdépodobné souvisi s tim, Ze komplex vankomycin hydrochloridu
(VAN-AQT) je i po hydrofobnim iontovém parovani malo hydrofobni.

V dalSich experimentech by bylo vhodné se zaméfit na nizkou enkapsuldéni wcinnost
VAN-AOT, naptiklad pouzitim jiného surfaktantu nebo jiné metody piipravy NC.
Také by bylo ptinosné provést studie, které by se tykalo liberace hydrofobnich komplexti 1é¢iv
z NC a jejich stability.
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