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2. ABSTRAKT

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra: Farmaceuticka technolégia

Skolitel: PharmDr. Ondtej Holas, PhD.

Konzultant: Mgr. Nancy Mrozkova

Autor: Daniela Hatalova

Nazov diplomovej prace: Optimalizacia lyofilizacného procesu pre polymérne nanocastice

Nanocastice (NP, z ang. nanoparticles) ziskavaji na popularite vo viacerych odvetviach,
vratane mediciny. Pontkaja Sirokt $kalu moZnosti, ktoré stvisia s ich velkost'ou. V tomto
projekte boli pripravované nanocastice z polymliecnej-ko-glykolovej kyseliny (PLGA NP),
pretoze su netoxické, biokompatibilné a biologicky odburatelné. Kone¢na formulécia je
obvykle vo forme vodnej suspenzie, ktora je nestabilnd z dévodu hydrolyzacie a tniku
pripadného enkapsulovaného lie¢iva do média. Lyofilizacia sa pouziva na prevedenie NP
z vodnej suspenzie na bezvoda formu. Lyofilizacia nam umoziuje ziskat’ pevné a suché NP
bez toho, aby sme ich vystavili vys$s§im teplotdam. Cielom tejto prace bolo najst’ vhodné
koncentrécie lyoprotektantov na lyofilizdciu PLGA NP. Vysledné NP by mali dosahovat’
velkost’ 170-200 nm s uzkou distribuciou velkosti (PDI < 0,2) a stabilitou po zmrazeni.

V tejto praci boli pripravené PLGA NP metddou nanoprecipitacie. Néasledne boli pridané
rozne lyoprotektanty: trehaldza, sorbitol, glycin, dextran a xylitol v nasledujucich
koncentraciach: 1 %, 2 %, 5 % a 10 %. Tieto konkrétne lyoprotektanty boli vybrané na
zaklade literarnej reSerSe publikacii tykajlcich sa lyofilizdcie PLGA NP a ich vhodnych
fyzikalno-chemickych vlastnosti (Fonte et al., 2016). Po lyofilizacii koloidnej nanosuspenzie
s lyoprotektantmi bol merany ¢as rekonstitiicie a nésledne velkost, index polydisperzity
(PDI) a Z-potencidl. Boli vyskasané dva rozne lyofilizatné protokoly - rychle a pomalé
zmrazenie ako dalSia premenna, ktord moze ovplyvnit vysledné vlastnosti NP po
rekonstiticii.

Zistili sme, ze z povodnych piatich lyoprotektantov st pre naSe ucely najvhodnejSie
trehal6za a sorbitol. Najsl'ubnejSie vysledky boli dosiahnuté s pouzitim 10 % roztoku
trehaldzy pri pomalom aj rychlom mrazeni. Na druhom mieste bola 5 % trehaléza a 5 %
sorbitol pri metdode pomalého zmrazovania. Celkovo boli ndjdené najlepSie adepty na
lyoprotektanty a $tandardizovany postup, ktory umozuje ziskat’ stabilné NP spiiiajiice nase
kritéria.

Krucové slova: lyofilizacia, PLGA, nanocastice, lyoprotektanty



3. ABSTRACT
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Student: Daniela Hatalova

Title of diploma thesis: Optimization of lyophilization process of polymer nanoparticles

Nanoparticles (NP) are gaining popularity in several fields including medicine, due to
possibilities they offer that are linked to their size. In this project, PLGA NP were prepared,
as they are non-toxic, biocompatible and biodegradable. Final formulation is always in a
form of a water suspension, which is unstable due to hydrolyzation and leakage of potentially
encapsulated drug into medium. Lyophilization is used to convert nanoparticles from an
aqueous suspension to a water-free form. Lyophilization allows us to obtain solid and dry
NPs without exposing them to higher temperatures. The aim of this work was to find suitable
concentrations of lyoprotectants for lyophilization of PLGA NPs. The resulting NPs should
reach a size of 170-200 nm with a narrow size distribution (PDI < 0.2) and stability after
freezing.

In this work we prepared NP with the method of nanoprecipitation. Subsequently, we added
different lyoprotectants: trehalose, sorbitol, glycine, dextran and xylitol in following
concentrations: 1 %, 2 %, 5 % and 10 %. These particular lyoprotectants were selected based
on a literature review of publications related to the lyophilization of PLGA NPs and their
appropriate physico-chemical properties (Fonte et al., 2016). After lyophilization of the
colloidal nanosuspension with lyoprotectants, the reconstitution time was measured
followed by measurment of size, polydispersity index (PDI) and {-potential. Two different
lyophilization protocols, fast and slow freezing, were tested as another variable that may
affect the final properties of the NPs after reconstitution.

The best of the initial five lyoprotectants for our purposes were trehalose and sorbitol. The
most promising results were obtained with 10 % trehalose solution in both slow and fast
freezing methods. The second best would be 5 % trehalose and 5 % sorbitol in the slow-
freezing method. In summary, we found the best adepts for lyoprotectants and standardised
procedure that would produce stable NP that meet our criteria.

Key words: lyophilization, PLGA, nanoparticles, lyoprotectants



4. UVOD A CIEL PRACE

NP su v sucasnej dobe stale CastejSie vyuzivané v zdravotnictve pre rozne ucely. Medzi tie
najzasadnejSie patri ich vyuzitie ako nosiCov lieCiv pre cielenu distribuciu alebo ich
zapojenie do modernych zobrazovacich metdod. NP st charakteristické vel'mi vysokym
pomerom vol'ného povrchu na jednotku hmotnosti. Z toho plynie celd rada stabilitnych
problémov, ktoré st spojené najmai so skladovanim nanomateridlov vo forme vodnych alebo
inych roztokov. Reverzibilnd a hlavne ireverzibilnd agregicia NP vedie v konecnom
dosledku ku strate koloidného charakteru sustavy a NP systém je tym znehodnoteny. Takyto
sposob uchovavania vedie u NP, ktoré su pouzit¢ ako nosice lieCiv k neziaducemu
uvolnovaniu lie¢iva do disperzného média.

Metody stabilizacie NP pripravkov su vel'mi obmedzené a lyofilizacia patri k najcastejSie
pouzivanym pristupom. Jednd sa o Setrné¢ odstranenie vody z pripravku v pritomnosti
vhodnych pomocnych latok, ktorych ucelom je zaistenie stability NP v priebehu celého
procesu lyofilizacie. V sucasnej dobe existuje len obmedzeny pocet Studii, ktoré sa detailne
zaoberaju lyofilizaciou nanomaterialov.

Cielom tejto prace bolo najst’ vhodny postup lyofilizacie polymérnych NP pripravenych
z polyesteru poly(lakto-ko-glykolova-kyselina), ktoré by po lyofilizdcii a néslednej
rekonstitacii boli stabilné asplhali by poziadavky na velkost do 200 nm a index
polydisperzity do 0,2. Ochranu NP pocas lyofilizacie poskytuju lyoprotektanty. Ciel'om
prace teda bolo najst’ vhodny lyoprotektant vo vhodnej kocentracii, v kombindacii s vhodnym
lyoflizaénym cyklom. Po splneni tohto ciel'a bola sekundarnym cielom kratka stabilitna
Studia, aby sa blizSie Specifikovala stabilita pripravenych NP pri skladovani v r6znych
teplotnych podmienkach.



5. ZOZNAM SKRATIEK

skratka vyznam skratky slovensky vyznam

AFM atomic force microscopy mikroskopia atomarnych sil
DLS dynamic light scattering dynamicky rozptyl svetla
EDL electric double layer elektricka dvojvrstva

ELS electrophoresis light scattering rozptyl svetla elektroforézou
EMA European medicines agency Eurdpska liekova agentira
F-127 Poloxamer 407 Poloxamer 407

FDA Food and Drug Administration Sprava potravin a lieciv
FMR ferromagnetic resonance feromagneticka resonancia
FTIR Fourier transform infrared infracervena spektroskopia s

spectroscopy Fourierovou transforméaciou
GLY glycin glycin
HRTEM high resolution transmission transmisna elektronova
electrone microscopy mikroskopia s vysokym rozlisenim
LP lyoprotektanty lyoprotektanty
MAN manoza manoza
MPS mononuclear phagocyting system mon? nukledrny fagocytujuc
system

NP nanoparticles nanocastice

PDI polydispersity index index polydisperzity

PEG polyethylene glycol polyetylénglykol
PLGA poly(lactic-co-glycol-acid) poly(lakto-ko-glykolova-kyselina)
PVA polyvinyl alcohol polyvinyl alkohol

PVP polyvinylpyrrolidone polyvinylpyrolidon

RCF relative centrifugal field relativna odstrediva sila




skenovacia elektronova

SEM scanning electrone microsco . .
8 by mikroskopia
SOR sorbitol sorbitol
superconducting quantum magnetometria supravodivého
u u u . “
SQUID . P g q kvantového interferenéného
interference device magnetometry . .
zariadenia
Tec temperature of colapse teplota kolapsu
. . transmisna elektronova
TEM transmission electrone microscopy . .
mikroskopia
Teu eutectic temperature eutekticka teplota
Tg glass transition temperature teplota skelného prechodu
TRE trehaldza trehal6za
VSM vibrating sample magnetometry magnetometria vibraénych vzoriek
XAS ray absorption spectrosco rontgenova absorbénd
X- 0
v ° . b spektroskopia
. ) ) rontgenovy magneticky cirkularny
XMCD x-ray magnetic circular dichroism . .
dichroizmus
XRD x-ray diffraction rontgenova difrakcia
XYL xylitol xylitol
DLS dynamic light scattering dynamicky rozptyl svetla




6. TEORETICKA CAST

6.1 Lyofilizacia

Slovo lyofilizacia mé grécky povod zo slov leo (Aow), o znamena ,,rozpadnit’, rozpustit™,
phileo (p1léw), Co znamena ,,milovat’, mat’ naklonnost™* a pilnamai (wilvauoi), o znamena
,kontakt, priblizenie®“. Tento termin bol lyofilizacii prideleny kvoli poréznemu charakteru
lyofilizatu a jeho schopnosti rychlej rekonstiticie (Varshney et al., 2015). Lyofilizacia
v sucasnosti predstavuje metodu dehydratacie, ktord vyuZziva sublimdciu zamrznutej
kvapaliny v subatmosférickom tlaku, bez prechodu kvapaliny do tekutého stavu.
Lyofilizacia bola vyuzivana uz od staroveku (1250 p.n.l.), kedy ju (nevedomky) pouzivali
napriklad peruansky Inkovia. Ti nechédvali zamrznut zemiaky v minusovych teplotach
v horach Machu Picchu, kde sa kvdli vysokej nadmorskej vyske (az 2430 m.n.m.) a niz§iemu
tlaku zamrznuta voda vel'mi pomaly sublimovala (Redcliffe N. Salaman & William Glynn
Burton, n.d.). Od vtedy presla lyofilizdcia dlhi cestu, pocas ktorej sa wvyvijali
a zdokonalovali jednotlivé komponenty a procesy. Napriklad vakuum, alebo skor znizeny
tlak bol pri prvych pokusoch o lyofilizaciu vytvarany chemicky, s pouZitim ethyl éteru alebo
kyseliny sirovej. Az neskor, v roku 1910 L.D. Shackel vytvoril vakuum za pomoci vakuove;j

pumpy (Varshney et al., 2015).

6.1.1 Vyhody a nevyhody lyofilizacie

K vyhodam lyofilizacie v rdmci jej vyuzitia v zdravotnickom a farmaceutickom priemysle
patri napriklad schopnost’ zvysit’ stabilitu a Zivotnost’ koloidnych polymérnych systémov,
ktore sa stale CastejSie pouzivaju ako nosice lieCiv (Kasper et al., 2013). Pri rekonStitacii NP
s enkapsulovanymi latkami poskytuju lepsi disoluény profil NP suSené lyofilizaciou,
v porovnani s NP susenymi pradom teplého vzduchu (Zhao et al., 2021). Dal$ou vyhodou
je moznost’ pripravit’ aplikacné systémy pre proteinové alebo peptidové lieciva, pretoze
oproti konvenénym suSiacim metddam nevyuziva lyofilizdcia na dehydraticiu zvySenu
teplotu. Lyofilizacia takto predstavuje nepostradatelnti metddu v nanotechnologiach,
nakol’ko je schopnd, narozdiel od ostatnych technik, odstranit objem vody bez
signifikantného poskodenia NP a so zachovanim 100% vytazku (Arora et al., 2023).

Na druhu stranu ma lyofilizacia aj svoje nevyhody. Najva¢Sou nevyhodou sa javi dlhy ¢as
lyofilizacie, ktory vacsinou €ini 12-72 hodin (Arora et al., 2023). To z lyofilizacie robi ako
Casovo tak aj energeticky nadro¢ntt metodu. Lyofilizacia taktiez nie je plne automatizovany
proces. Jednotlivé medzikroky ako je plnenie lyofilizatoru, musia byt vykonavané
operatorom s jeho neustalou kontrolou celé¢ho procesu. To sa v priemyslovom meritku opat’
odraza na celkovej finan¢nej naro¢nosti tejto metody (Arora et al., 2023).
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6.1.2 Prospekty lyofilizacie

Aj napriek spominanym nevyhodam ma lyofilizacia v sti€asnosti nezastlpitel'nt rolu na trhu
a dopyt po nej stale stipa. Jednym z mnohych dévodov je neustale narastajuci zaujem
o lyofilizované biomedicinske produkty, najma biologické lieCiva a injek¢né formulécie.

Lyofilizacia sa v si¢asnosti vyuziva na pripravu parenteralii, ako st napriklad vakciny, alebo
farmaceutikd na bazi nukleovych kyselin, zahfiiajuce génovu terapiu (Allison &
Anchordoquy, 2001). Vo vyvoji st aj nové inhalacné systémy urcené na priamu inhalaciu
lyofilizovanej disperzie, so zamerom vyhnut sa nevyhoddm mletia suchych praskov (Claus
et al., 2011). Priblizne u polovice z 300 biologickych lieCiv, ktoré boli doposial’ schvalené
agentiurou EMA a FDA, bola pri priprave pouzitd metdda lyofilizacie (Arora et al., 2023).
Podrla Spravy o prieskume trhu z roku 2020 sa oakéava zvysenie hodnoty trhu s lyofilizaciou
do roku 2025 z 4,9 bioliéna dolarov na 7,3 biliéna dolarov (Freeze Drying/Lyophilization
Market - Global Forecast to 2025, 2020).

6.1.3 Lyofilizator

Samotny proces lyofilizdcie prebieha v lyofilizatore. Medzi kl'Gi¢ové komponenty
lyofilizatoru patri lyofilizaénd komora s policou, kondenzator, vakuovd pumpa a zberna
nadoba na zachyt vody. Polica v lyofiliza¢nej komore ma osobitnt kontrolu teploty, ktorej
gradient je nastaviteI'ny a neustale zaznamenavany v ¢ase. Vzorky su v priamom kontakte
s policou (oddelené len stenou vialky), vd’aka ¢omu prebicha prenos teploty kondukciou
a samotné mrznutie vzoriek. Vakuova pumpa zabezpecuje vznik vakua v lyofilizacnej
komore. Sublimovana voda sa zachytava na kolektore, kde kondenzuje, pretoze kolektor ma
spravidla niZ$iu teplotu ako lyofiliza¢na polica. Po ukonceni celého procesu lyofilizacie sa
namrznutd voda na kolektore roztapa a zachytava v zbernej nadobe.

Lyofilizatory sa rozdeluji podla roznych kritérii. Podl'a velkosti a pouZitia ich mdZeme
rozdelit’ na:

- laboratorne stolové lyofilizatory

- pilotné lyofilizatory

- produkené lyofilizatory.
Pilotné lyofilizatory sa pouzivaji na vyskum aj vyvoj metdd, ¢i pri potrebe transferu uz
vyvinutej metddy do vicsieho — priemyselného meritka (Barley, n.d.).
6.1.4 Proces lyofilizacie

Proces lyofilizacie mdézeme rozdelit’ na 3 hlavné kroky a to je mrazenie, primarne susenie

a sekundarne susenie. Lyofilizacia je metoda dehydratacie, pocas ktorej sa vzorka najskor

zamrazi a nasledne sa za pritomnosti vakua zamrznuty podiel vody sublimuje. S vyhodou sa

tento sposob redukcie mnozstva vody vyuziva u termolabilnych latok, napriklad proteinov.
11



Vprvej faze je koloidnd nanosuspenzia mrazend kontaktom jej nadoby/vialky
s lyofilizacnou policou. Mrazenie prebiecha pod bodom Tg* (teplota skelného prechodu, ang.
glass transition temperature) roztoku amorfnych latok alebo pod bodom Teu (eutekticka
teplota) krystalickych latok, aby sa zaistilo rovhomerné zamrznutie formulacie. Ked
pozorujeme proces mrznutia vel'mi podrobne, zistime, ze zacina Specifickym spdsobom —
nukleaciou. Nukleacia je tvorba prvych krystdlov ladu v suspenzii, ktoré sluzia ako
nukleacné jadra pre d’alSie mrznutie. Nukleacia ako jav nastava vplyvom tzv. prechladenia
(ang. supercooling). Supercooling je jav kedy si tekutina, napr. Cistend voda zachovava
fyzikélny stav tekutiny aj pod rovnovaznym bodom mrazu (0°C pri atmosférickom tlaku).
Supercooling mézeme teda definovat' ako rozdiel teoretickej teploty mrznutia (0°C)
a aktualnej teploty, pri ktorom sa zacali tvorit’ prvé krystaliky I'adu. Tento rozdiel bezne ¢ini
10-15 °C, v zavislosti na vlastnostiach mrazeného roztoku (Kasper & Friess, 2011).

Tt(r)
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00‘,6':?
&0 Roztok a - Tg (I’)
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Tt(v)

—_—

o
°
o
@
’... ..............
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0 % (v/r) roztok 100

Obr. 1 Fdzovy diagram pre systém voda/roztok

Obr. 1 zobrazuje Tt, Teu, Tg, Tg’ a Cg’, ktoré predstavuju teplotu topenia, eutekticku teplotu, teplotu
sklovitého prechodu, teplotu sklovitého prechodu zmrazenej vzorky a koncentrdciu
kryokoncentrovaného roztoku. V — voda, r — rozpustend Ildtka. Krystalizdcia rozpustenej Idtky
nastdva pod Teu (sivd Ciara). V pripade vitrifikdcie nedochddza ku krystalizdcii rozpustenej ldtky pri
Teu (Cierna Ciara) a kryokoncentrdcia nasleduje do skleného stavu pri Tg.

Zdroj: (Fonte et al., 2016) - upravené

Druhym krokom lyofilizacie je primarne suSenie. To prebieha za zniZenej teploty a vakua s
tym, zZe zamrznutd voda sa sublimuje v smere od povrchu l'adu ku dnu lyofilizacnych
skamaviek, ¢iZe top-to-bottom smer. Tento krok zabera najviac ¢asu v pomere ku ostatnym
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krokom lyofilizacie. Po¢as primarneho suSenia nastava sublimécia krystalického l'adu, ktory
sa vytvoril poc€as prvého kroku — mrazenia. Na konci primarneho susenia ostdva vo vzorku
priblizne 15-20 % vody (Kasper & Friess, 2011).

Tretim krokom je sekundarne suSenie. To nasleduje po primarnom suseni zvySenim teploty
police na 10-50 °C (Fonte et al., 2016). Sekundarne susenie odstranuje vac¢sinu zvyskovej
vody stale v pritomnosti vakua procesom odparovania. Teplota sekundarneho susSenia je
nastavovand s ohladom na vlastnosti suSenej latky, napriklad v pripade proteinov sa
nepresahuje teplota 40 °C z dévodu rizika denaturacie.

6.1.5 Rychle a pomalé mrazenie

Na tvod je vhodné rozlisit' pojmy chladenie a mrazenie. Chladenie v rdmci procesu
lyofilizacie sa viaze na pokles teploty v komore lyofilizatoru, police a samotnej formulacie.
Naproti tomu mrazenie referuje ku zmene fyzikalneho stavu formulacie z tekutého stavu na
pevny.

Existuji r6zne spdsoby prevedenia prvého kroku lyofilizacie — mrazenia, ktoré v nemalej
miere ovplyviiuju findlne vlastnosti lyofilizatu. Rychle a pomalé mrazenie referuje na
rychlost’ schladenia vzorku v dosledku rozdielnej teploty lyofiliza¢nej police v momente
ukladania vzoriek na policu. Aj napriek zavadzajicemu ndzvu neopisuju tieto dva sposoby
tempo zmeny teploty samotnej police, ktoré je fixne nastavené (napr. 1°C/min). Pri rychlom
mrazeni sa uklada pripravena koloidna nanosuspenzia na policu uz predchladenti na
minusovi teplotu. Cim rychlejii je proces samotného mrznutia koloidnej nanosuspenzie,
tym mensie krystaly ladu vznikaj, ¢o vedie k velkému poctu malych pdrov vyslednej
formulécie. To nielen umoznuje rychlejSiu subliméciu a sekundarne susenie, zaroven mensie
krystaliky P'adu vytvarajia mensi mechanicky stres na NP a tym vytvaraja niZSie riziko ich
agregacie (Hottot et al., 2007). Podl'a pozorovani Hottot a kol. boli najmensSie velkosti
krystalov 'adu dosahované pri nakladani vzoriek na policu s teplotou — 10 °C. Pri pomalom
mrazeni sa ukladaji vzorky na lyofilizaéni policu laboratornej teploty (20-25°C) a
nechavajl sa pomaly chladnat’ a nasledne mrznut’ rychlost'ou nastaveného gradientu poklesu
teploty police lyofilizatoru (Hottot et al., 2007). Dal$ou moznost'ou je predmrazenie vzoriek
v tekutom dusiku tzv. flash freezing.
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6.2 Nanocastice a ich charakterizacia

NP st pevné koloidné Castice, ktorych velkost’ sa pohybuje v rozmedzi od 1 nm do 1000 nm.
NP sa v sucasnej medicine pouzivaju kvoli ich schopnosti cielenej distribucie, tym padom
zniZzenej systematickej toxicity, zlepSenia rozpustnosti zle rozpustnych liec¢iv alebo
modifikovani uvol'novania lieCiva v organizme. Prikladom vyuzitia NP v medicine je cielena
distribucia antineoplastik pri liecbe tumoru, polymérne NP ako nosice pri liecbe ochoreni
primarne zadnych segmentov oka, nebulizované NP pri cielenej lieCbe rakoviny pltc,
pripadne vyuzitie NP pri diagnostike rakovinovych ochoreni a iné (Begines et al., 2020).

Z pohl'adu materialov z ktorych sa skladaju, méZzeme NP rozdelit’ na organické, anorganické
a uhlikové NP. Organické NP su tvorené sacharidmi, lipidmi, proteinmi alebo polymérmi,
vd’aka ¢omu st zvacsa netoxické a biodegradovatel'né. Prikladom st dendriméry, lipozomy
a micely. Ku anorganickym NP moézeme priradit’ zlaté, strieborné, ¢i kremikové NP
(Chidambaram & Krishnasamy, 2014). Uhlikové NP casto tvoria samostatni skupinu,
pretoze maju Specifikcké vlastnosti a usporiadanie. (Joudeh & Linke, 2022)

Polymérne NP sami o sebe moézu byt rozdelené podla viacerych kritérii. Mozeme ich
rozdelit’ na nanosféry a nanotobolky, podl'a usporiadania polymérov v €astici. Nanotobolky,
ktoré predstavuji rezervoarovy typ NP, su tvorené polymérnym obalom a vnutornou
kavitou, v ktorej mdze byt uzavreta lieCiva latka. Nanosféry oproti tomu predstavuju
matricovy systém, v ktorom mdze byt lie¢ivo rovnomerne distribuované, alebo adsorbované
na povrch NP (Zielinska et al., 2020).

Prikladom casto vyuZivaného polyméru pre pripravu NP je poly(lakto-ko-glykolova-
kyselina) (PLGA). PLGA je linearny kopolymér, ktory tvori rozne dlhé formy s r6znym
pomerom mlie¢nej a glykolovej kyseliny. Vzajomny pomer tychto zloZiek v polyméri
ovplyviiuje jeho fyzicko-chemikalne vlastnosti, ako je napriklad rychlost’ degradéacie vo
vodnom prostredi. Cim vi¢§i je pomer mlieénej kyseliny v polyméri, tym pomalsie sa
degraduje (Gentile et al., 2014). Medzi vlastnosti PLGA patri napriklad biokompatibilita,
biodegradovatelnost’ a netoxickost’ voc¢i Zivym systémom. NP z PLGA ponukaji mnohé
vyhody vratane kontrolovaného uvolfiovania lie€iva, lepse;j stability a zvySenej terapeuticke;j
ucinnosti (Arora et al., 2023).

6.2.1 Priprava nanocastic

Pri priprave NP mo6Zeme pouzit’ niekol’ko metdd pripravy. Metdodu pripravy NP volime
v zavislosti na type latky, ktory chceme do NP inkorporovat’ alebo type NP, ktoré chceme
vytvorit. VSeobecne existuju dva pristupy pripravovania NP. Top-down metddy zahtiiajia
pripravu materidlu a jeho naslednt redukciu na meSie velkostné frakcie. Medzi top-down
metddy patri napriklad drvenie, mechanické mletie alebo laserova ablacia. Medzi hlavné
nevyhody tychto metdd patri vznik réznych velkostnych frakcii NP. Naopak bottom-up
metddy vytvaraji NP spdjanim z menSich jednotiek (atomov, molekul) na vécsie. Tieto
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metddy priprav sa moézu odohravat’ v prostredi roztoku, plynu, alebo s pomocou
biologickych systémov (Selmani et al., 2022).

V praxi sa CastejSie pouzivaju metody bottom-up, ktoré¢ pracuju s materidlmi vo forme
vhodne zvolenych roztokl. Prikladom tychto metdd je ko-precipitacia, sol-gel syntéza,
solvotermalna/ hydrotermalna syntéza, sonochemicka syntéza, elektrochemické syntéza ai.
Polymérne NP mozu byt pripravené metodou evaporacie rozpustadla, emulsifikacie
difaziou rozpustadla, emulsifikdcie reverznym vysolovanim, nanoprecipitaciou a d’alsimi
metodami (Kumar Sharma et al., 2022).

6.2.1.1 Nanoprecipitdcia

Casto vyuzivanou metddou pripravy NP je prave nanoprecipitacia, ktora vie poskytnut’ ako
nanosféry, tak aj nanotobolky s rozmermi okolo 170 nm, v z&vislosti na type a koncentracii
polyméru, zvoleného surfaktantu a d’alSich podmienok (Chidambaram & Krishnasamy,
2014). Pocas pripravy NP nanoprecipitaciou sa ako pomocné latky pouzivaji surfaktanty,
ktoré svojou schopnostou znizovat povrchové napitie, znizuji stupen agregacie
vzniknutych NP. Prikladom surfaktantov st polyvinyl alkohol (PVA) ¢i poloxaméry. Princip
nanoprecipitacie spo¢iva v zmieSani dvoch mieSateI'nych fazi — vodnej a organickej. Hnacou
silou samotnej precipitacie je tzv. supersaturacia, ku ktorej dochaddza pridanim polyméru
rozpusteného v organickej faze do vodného prostredia, v ktorom je polymér len vel'mi malo
rozpustny. Takymto spdsobom sa vyzrazaji prvé €iastocky polyméru (nukleacia), ktoré sa
postupne nabaluju aagreguji za tvorby NP. Nanoprecipitacia je jednoducha,
reprodukovatel'na metoda pripravy NP, ktora sa pouziva na enkapsuléciu ucinnych latok do
NP (Miladi et al., 2016).

6.2.2 Hodnotené parametre nanocastic

Medzi zakladné parametre, ktoré posudzujeme pri priprave NP je ich rozmer, polydisperzita,
C-potencial, tvar a povrch castic ai.

V stcasnosti existuje vel'ké mnoZstvo metdd, ktoré sa pouZzivajli na charakterizaciu NP. Na
popis morfologie, povrchu NP a ich krystalickej Struktiry sa pouZivaji metody zaloZené na
elektronovej mikroskopii. Sem patria napriklad transmisna alebo skenovacia elektronova
mikroskopia (TEM, SEM), transmisnd elektronova mikroskopia s vysokym rozliSenim
(HRTEM), kryo-TEM alebo mikroskopia atomarnych sil (AFM). TEM metdda vyuziva
prechod lucu elektronov cez tenku vrstvu vzorky, co umoziuje zobrazenie velkosti, tvaru
a homogenity sledovanych NP. SEM umoziuje podrobne sledovat’ povrch vzorky pomocou
zaostrené¢ho luca primarnych elektronov, ktory postupne skenuje vzorku. Obrazec je tvoreny
najma rozptylenymi elektronmi a sekundarnymi elektronmi (ktoré vznikli excitaciou vzorku
primarnymi elektronmi) (Stokes, 2008). NP vytvorené z magnetickych materidlov (napr.
oxidy Zeleza) moézu byt charakterizované pomocou magnetickych technik ako
magnetometria  supravodivého kvantového interferencného zariadenia (SQUID),
magnetometria vibracnych vzoriek (VSM), feromagnetickd rezonancia (FMR) alebo
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rontgenovy magneticky cirkuldrny dichroizmus (XMCD). Vel'mi Casto sa na popis vel'kosti
krystalickych zfn a krystalickej Struktiry pouzivaji rontgenové metddy ako rontgenova
difrakcia (XRD) alebo rontgenova absorbéné spektroskopia (XAS) (Mourdikoudis et al.,
2018). Popis funkénych skupin na povrchu NP, najmid metalickych a uhlikovych sa
s vyhodou prevadza pomocou infracervenej spektroskopie s Fourierovou transformaciou
(FTIR) (Loépez-Lorente & Mizaikoff, 2016). Jednoduchou a Siroko pouzivanou metoédou je
dynamicky rozptyl svetla (DLS) a rozptyl svetla elektroforézou (ELS). Tieto dve metody sa
pouzivaju na popis velkosti, vel'’kostnej distribucie NP a {-potencialu. Kedze boli tieto dve
techniky pouzité v ramci tejto prace, budi podrobnejsie popisané v samostatnej kapitole.

6.2.2.1 Velkost, tvar a polydisperzita

Velkost NP je zakladnym posudzovanym parametrom, nakol'ko ich velkost ovplyviiuje
vstup do cielovej Struktury v organizme, distribuciu, profil uvoliiovania lieciva a fyzikalne
charakteristiky nanosuspenzie (Kumar Sharma et al., 2022). NP do velkosti 20 nm su
schopné prechadzat’ cievnou fenestraciou a medzibunec¢nymi priestormi tumoru. Vdaka
tomu prechadzaju hlboko to rakovinového tkaniva, avSak neostdvaji tam viac ako 24 hodin
(Albanese et al., 2012). NP o velkosti 30 nm—200 nm neprechadzaji medzibune¢nymi
priestormi cievneho epitelu ateda ostavaji zachytené v cievnom systéme, kym nie su
zachytené v tumore, pripadne zachytené mononukledrnym fagocytujucim systémom (MPS,
z ang. mononuclear phagocyting system). NP véc¢sie ako 200 nm sa akumuluju v peceni
a slezine, kde s opét’ spracované fagocytujiicimi bunkami (Albanese et al., 2012).

Tvar NP je d’alsi faktor ovplyviiujuci ich spravanie v organizme. Gratton a kol. porovnavali
uptake Castic vacsich ako 100 nm do rakovinovych buniek a zistili, Ze stupa v nasledujucom
poradi: kocky, cylindre, na druhom mieste sféry a najvacsi prijem do buniek mali NP v tvare
ty¢iek (Gratton et al., 2008). Naproti tomu vo vel’kosti mensej ako 100 nm vykazovali lepsi
uptake do buniek prave sférické NP.

Dal3im sledovanym parametrom je index polydisperzity - PDIL Index polydisperzity je
definovany ako Standardna odchylka (8) od distribucie rozmeru (priemeru) Castic, vydelena

priemernym rozmerom ¢astic. o zodpoveda hydrodynamickému polomeru NP (Clayton et
al., 2016).

PDI = ()2
=)

PDI opisuje zastapenie jednotlivych velkostnych frakcii zcelkového mnozstva
pripravenych NP (Clayton et al., 2016). Cim je toto bezrozmerné &islo vicsie, tym je mensia
uniformita vel'kosti Castic. Vo vSeobecnosti sa da povedat, Zze je pre medicinske ucely
preferovany tzky rozptyl vel'kosti, ¢ize nizka polydisperzita NP, vzh'adom na to, ze r6zna
vel'kost’ NP poskytuje rozdiely v spravani NP, ich biodostupnosti, distribucii a elimindcii.
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6.2.2.2 {-potencial

U NP taktiez popisujeme elektrostatické vlastnosti po ich disperzécii vo vodnom prostredi,
kedy sa okolo castic vytvaraju charakteristické vrstvy. Elektricka dvojvrstva (EDL, z ang.
electric double layer) je vrstva, ktora sa vytvori na povrchu NP po ich disperzacii vo vodnom
prostredi. Prvou a vnutornou je Sternova vrstva iontov v priamom kontakte s NP, ktoré maja
opacny naboj ako samotnd Castica. Druhou, vonkajSou vrstvou EDL je difizna vrstva, ktora
na rozdiel od Sternovej vrstvy nie je tvorend jednym typom iontov a jej naboj ovplyviluje
aj elektrolytové  zlozenie  disperzného  prostredia.  Medzi  difuznou  vrstvou
a okolim/dispendovanymi iontami média sa nachadza pomyselna klzna plocha (ang. slipping
plane). Pocas elektroforézy sa takto nabita Castica bude pohybovat od jednej elektrody
k druhej spolu s EDL vrstvou, pricom klzna plocha predstavuje pomyselné rozhranie medzi
pohybujtcou sa zlozkou a okolnym disperznym prostredim. {-potencial predstavuje prave
kineticky potencidl na klznej ploche, alebo rozdiel medzi elektrokinetickym potencialom
EDL a disperznym prostredim za klznou plochou (Bhattacharjee, 2016).

Pomocou {-potencidlu vieme odhadnut’ stabilitu nanosuspenzie, nakol'ko €astice s rovnakym
nabojom sa budi navzdjom odpudzovat' atak zabrafiovat’ vzajomnej agregicii. Len
odhadnut preto, lebo (-potencial nepopisuje iné typy interakcii, napriklad Van der Waalsove
vézby, ktoré ovplyviiuju stabilitu nanosuspenzie (Bhattacharjee, 2016).

6.2.3 Instrumentacia DLS a ELS

Spominané vlastnosti NP meriame pomocou metddy zvanej dynamicky rozptyl svetla (DLS,
z ang. dynamic light scattering), taktieZ nazyvanou aj foténova korelacna spektroskopia.
DLS je technika, ktora meria Brownov pohyb makromolekl alebo €astic v suspenzii, ktory
vznikd v dbésledku nahodnych zraZzok castic do seba navzijom a do stien nddoby. DLS
vyuziva monochromatické svetlo o uréitej vinovej dizke, ktoré prenikd koloidnou
suspenziou v kyvete, kde vplyvom ndhodného pohybu Castic nastdva interakcia so svetelnym
lt¢om a dochadza k rozptylu monochromatického svetla. Pohyb ¢astic spdsobuje fluktuacie
v difrakénom obrazci a tato fluktuacia svetelného signalu je kontinudlne zaznamenévana
a kvantifikovana detektorom pocitajucim fotony, ktory je umiestneny casto pod uhlom 90°
ku zdroju svetla a ktory premiena signal z fotonov na elektrické impulzy. Brownov pohyb
je funkciou velkosti Castic, teploty a viskozity média. Ked’ze teplota a viskozita média je
znadma a konStantna, da sa povedat’, Ze intervaly fluktudcii signalu na detektore su zavislé na
velkosti Castic (Falke & Betzel, 2019).

C-potencial sa meria pomocou metddy electrophoresis light scattering (ELS) alebo rozptyl
svetla vplyvom elektroforézy. Tato metdoda funguje na rovnakom principe a zachytava
rovnaky (svetelny) signal ako dynamicky rozptyl svetla (“Electrophoretic Light Scattering,”
2005). Nanosuspenzia je vystavena elektrickému polu, v ktorom nastava pohyb elektricky
nabitych Castic od jednej elektrody smerom k druhej. Rychlost’ pohybu ¢astic v elektrickom
poli je zavisla na sile elektrického pola a intenzite naboja NP, tym padom fluktuécia signalu
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na detektore zodpoveda intenzite elektrického néboja NP. Obe tieto metdody je mozné
previest’ na pristroji Zetasizer Nano ZS (Malvern, United Kingdom).
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6.3 Pomocné latky pri lyofilizdcii nanocastic

Pomocné latky zvysSuju stabilitu formulacie pocas lyofilizacie a taktiez zvySuju stabilitu
samotného lyofilizatu pri jeho skladovani (Sadikoglu et al., 2006). Kryoprotekcia je ochrana
NP pocas mrazenia, napriklad pred stresom z 'adovych krystalov. Lyoprotektanty chrénia
NP pred stresom spdsobenym suSenim pocas lyofilizacie. Lyoprotektamty cCasto plnia aj
funkciu kryoprotektantov a naopak (Fonte et al, 2016). Dalsou doleZitou skupinou
pomocnych latok s Struktarotvorné latky. Su to inertné latky, ktoré pomahaju vytvorit
Struktaru koldca a zabranuju tak kolapsu lyofilizatu. Ich prikladom st glycin, manitol a iné
disacharidy. Prave disacharidy ako napriklad trehaldza alebo manitol sa ¢asto priemyselne
pouzivaju v lyofilizovanych formuléciach, nakol'ko zastavaju funkciu Strukturotvornej latky
aj stabilizatoru (Sadikoglu et al., 2006). Dal§imi pomocnymi latkami mozu byt pufry, ktoré
zmieriiuji zmeny pH pocas mrazenia formulacie, ¢im ju opét’ stabilizuji. V nespolednom
rade sa ako pomocné latky pouzivaju surfaktanty (Tween 60, PVA, poloxamér), ktoré
pomahaju NP stabilizovat’ nielen pocas ich pripravy, ale aj pocas lyofilizacie (Fonte et al.,
2016) (Luo et al., 2021).

6.3.1 Lyo- a kryoprotektanty

Prvy krok lyofilizdcie — mrazenie, kedy sa v suspenzii tvoria krystaliky l'adu je kritickym
bodom celého procesu z hl'adiska stability NP. Stres je na NP vyvolavany hned’ niekol'’kymi
mechanizmami. Pocas mrznutia sa oddel'uju 2 fazy — I'ad a kryokoncetrovana suspenzia
(pozostavajica z NP, lyo- a kryoprotektantov, volnej latky, surfaktantov).
Kryokoncentrovana suspenzia sa kvoli zvySenej koncentracii moZze zacat’ agregovat’. Druhy
typ stresu je vytvarany samotnymi kryStdlmi ladu, ktoré mechanicky poSkodzuji
a destabilizuji Struktaru NP. Aditivny stres na NP je vytvarany aj vo faze sekundarneho
suSenia. PoCas neho sa vyparuji molekuly nezamrznutej vody, ktora bola naviazana
vodikovymi vidzbami na povrchu NP a tym dochadza k ich agregécii a kolapsu (Allison et
al., 2000). Aby sa prediSlo agregacii alebo kolapsu NP pocas mrazenia, tak sa do
nanosuspenzie pridavaju kryoprotektanty. Protektivny charakter kryoprotektantov je
vysvetlovany dvomi tedriami — tedriou vitrifikacie a tedriou izolacie NP. V prvom pripade
sa predpoklada, Ze kryoprotektanty vd’aka ich vyS$sej a Specifickej Tg* tvoria okolo NP pocas
mrazenia ochrannt sklovita vrstvu, tzv. sklovity matrix, ¢im ich znehybiiuju, stabilizuji a
chrania pred mechanickym stresom (Allison et al., 2000). Druhd tedria vysvetluje
stabilizaciu NP tym, Ze kryoprotektanty obkolesuju a tym padom izoluju jednotlivé NP este
v nezamrznutom stave koloidnej suspenzie, ¢im ich sféricky izoluju a zabranuju ich
agregacii pocas mrazenia (Allison et al., 2000). Stabilizacny efekt lyoprotektantov je
vysvetlovany hypotézou ndhrady vody. Hypotéza ndhrady vody vravi, ze lyoprotektanty
vytvaraji vodikové vizby s hydrofilnymi skupinami surfaktantov, ktoré st naviazané na
povrchu NP. Takto redukuju stres tvoreny na NP pocas sekundarneho suSenia a tym ich
stabilizuja (Luo et al., 2021).
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6.3.2 Typy lyo- a kryoprotektantov

NajcastejSie sa ako lyoprotektanty pouzivaju cukry, ¢i uz monosacharidy alebo
polysacharidy, aminokyseliny, napriklad glycin a niektoré polyméry ako PVA, PVP alebo
PEG. Ako cukry sa pouzivaju glukdza, sachar6za, trehal6za, manitol, sorbitol, maltoza ¢i
laktoza (Fonte et al., 2016). Trehal6za ponika vyhody oproti ostatnym cukrom, pretoze
nevytvara intramolekularne vodikové vézby, vd’aka Comu modze flexibilnejSie tvorit
vodikové mostiky s NP. Taktiez je menej hygroskopickd, v porovnani s ostatnymi
disacharidmi mé vysSiu Tg‘, nizku chemicku reaktivitu a zastava funkciu Struktirotvorne;j
latky (Crowe et al., 1996). Okrem inych kvalitativnych parametrov ovplyviiuje stabiliza¢ny
efekt lyoprotektantov aj ich kvantitativny parameter — ich koncentracia. Stabilizacny efekt
rastie spolu s rastiicou koncentraciou lyoprotektantov do istého bodu (stabiliza¢ny limit),
kedy uz vysokd koncetracia lyoprotektantov destabilizuje NP a indukuje ich agregéaciu
(Fonte et al., 2016).
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7. EXPERIMENTALNA CAST

7.1 Material a technické vybavenie

7.1.1 Chemikalie

PLGA 75/25, Purasorb® PDLG 5002A (Corbion, Amsterdam, Holandsko)
Poloxamer 407, Pluronic-F127 (Merck)

Aceton (Penta s.r.o., Chrudim, CR)

Cistena voda (FaF UK HK)

D-(+)-trehaléza (Merck)

Sorbitol, Neosorb P 60W (Roquette, Francuzsko)

Xylitol, Xylisorb 300 (Roquette, Franctizsko)

Dextran, Mr = 40 000 (Merck)

Glycin (Merck, Praha, CR)
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7.1.2 Pristroje
Viahy Kren 440-53N (Kren, Balingen, Nemecko), max. 400 g,d=0,01 g

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

Magnetickd mieSacka IKA-WERKE RT 5 power (IKA, Staufen, Nemecko),
100-1000 ot./min

Pipety Finnpipette F2, Thermo Fischer Scientific (Thermo Fischer Scientific, USA)
Trepacka Multi-Vortex V-32 (Biosan, Riga, Litva)

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

Zetasizer Nano ZS 90 (Malvern Panalytical, Malvern, Spojené Kralovstvo)!
Lyofilizator FreeZone Triad 7940010 (LABCONCO, Kansas, USA)

Mraziak Vestfrost BSFS 290 (Dénsko)

! Maximélny merny limit velkosti je 10 um (Zetasizer Nano S and ZS Specifications DLS Maximum Size Limit
10.0 (d.Mm), 2012)
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7.2 Metody

7.2.1 Priprava nanocastic

Pre pripravu NP metdédou nanoprecipitacie je zmieSand organicka faza, ktora predstavuje
3 % roztok PLGA 75/25 v acetone s 0,1 % vodnym roztokom Poloxameru 407 za vzniku
koloidnej nanosuspenzie. Organickd faza je priddvana do vodnej fazy za stdleho mieSania
v pomere 1:10. Thned’ po pridani organickej fazy do vodnej dojde k vytvoreniu opalescencie,
¢o je prievodnym javom vytvorenia koloidnych Castic. Priprava NP prebieha v digestore.
Koloidna nanosuspenzia je ponechana v digestore na 1,5 hodiny za ucelom odparenia
acetonu.

Pri tejto faze pripravy NP je vzdy pouzivana 50 ml kadic¢ka z dovodu velkosti plochy dna
kadi¢ky. Cim je plocha hladiny (a dna kadicky) véacsia, tym rychlejsie sa moZe aceton
odparovat’.

7.2.2 Cistenie nanocastic

Po odpareni acetonu je koloidné nanosuspenzia doplnend destilovanou vodou na pévodny
objem vodnej fazy, kvantitativne prenesend a alikvotne rozdelena po 1 ml do 2 ml
centrifuganych skimaviek typu Eppendrof. Takto rozdelena nanosuspenzia je ocCistena
dvoma cyklami centrifugacie — 10 000 RCF na 15 mintt, nasledne 8 000 RCF na 15 minut.
Po prvom cykle centrifugéicie je po odobrati supernatantu peleta resuspendovana 1 ml
destilovanej vody. Po druhom cykle centrifugécie je peleta resuspendovand 1 ml roztoku
lyoprotektantu prisluSnej koncentracie. Druhy cyklus centrifugécie je prevadzany na nizSich
otaCkach, pretoZe sa po prvom cykle odstrafiuje spolu so supernatantom aj surfaktant, ktory
znizuje riziko vzniku neroztrepate'ného sedimentu.

Z kazdej davky pripravovanych NP su odoberané vzorky, ktoré sit merané na Zetasizeri pre
neskorSie porovnanie sledovanych parametrov pred a po lyofilizacii - velkost’ Castic, PDI
a (- potencidl.

7.2.3 Priprava rozokov lyoprotektantov

Roztoky lyoprotektantov st pripravované v 1%, 2 %, 5 % alebo 10 % koncentraciach.
Pripravené navazky jednotlivych lyoprotektantov st rozpustené v dopocitanom mnozstve
destilovanej vody za dosiahnutia prisluSnej koncentracie.
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7.2.4 Lyofilizacia
Lyofilizacny cyklus je nastaveny na nasledovné parametre:

Tab. 1 Lyofilizacny cyklus

Rychlost zmeny teploty Teplota police Cas Vakuum
Krok (°C/min) (°C) (hh:mm) | (Pa)
1 - -70 2:00 -
2 0,5 -50 3:00 0
3 0,5 -30 3:00 0
4 0,5 -15 3:00 0
5 1 0 2:00 50
6 1 20 5:00 80

Vtabulke 1 je vyznacené trvanie jednotlivych krokov lyofilizdcie, teplota lyofilizacnej police
a rychlost zmeny tejto teploty a tlak v lyofilizacnej komore. Pocas kroku 1 nastdva schladzovanie
lyofilizacnej police na — 70 °C a subeZné mrznutie vzoriek na polici v atmosférickom tlaku. Teplotu
— 70 °Csi polica drZi 2 hodiny a ndsledne stupne jej teplota na — 50 °C za vzniku vdkua v lyofilizacnej
komore. Krokom 2 zacina primdrne susenie. Vplyvom vdkua nastdva sublimdcia zamrznutej vody vo
vzorkdch. Kroky 2-4 popisuju ako stupa teplota police v trojhodinovych intervaloch az na — 15 °C za
stdlej pritomnosti vdkua. Kroky 5-6 predstavuju sekunddrne susenie, kedy stupa teplota police na
20 °C za stdlej pritomnosti zniZzeného tlaku. V takomto prostredi nastdva odparovanie zvyskovej
vody.

Skumavky so vzorkami st po vloZeni do lyofilizatoru otvorené, aby bol umozneny tnik
sublimovaného T'adu pocas lyofilizacie. Vzorky su uloZené v stojane bez bazy, v ktorom
stoja tak, ze sa dno skumaviek dotyka povrchu lyofilizacnej police. Lyofilizacia je
prevadzana v dvoch réznych spdsoboch, ato konkrétne pomalom arychlom mrazeni.
V pripade pomalého mrazenia st do lyofilizatoru vzorky ukladané kratko po zapnuti cyklu,
pri laboratornej teplote (20-25 °C) lyofilizacnej police. Pocas pomalého mrazenia sa
pripravené¢ NP pomaly schladzujii a proces mrznutia je postupny. Pri metdéde rychleho
mrazenia su vzorky ukladané na lyofilizacnu policu o teplote — 50 °C az — 70 °C. Po vloZeni
na policu vzorky za¢nu rychlo mrznat’ prostrednictvom kontaktu s podchladenou policou.
Po skonceni lyofilizacného cyklu su skiimavky so vzorkami ihned” po otvoreni dvierok
lyofilizatoru opdtovne pozatvarané, aby bol zamedzeny pristup vzdusnej vlhkosti, ktord by
mohla negativne ovplyviiovat’ kvalitativne parametre a stabilitu NP.

7.2.5 Rekonstitucia lyofilizatu

Po skonceni lyofilizacného cyklu auzavreti skiimaviek je skiimand doba a kvalita
rekonstitice lyofilizovanych kolacov. Do skumaviek s lyofilizovanymi NP je pridany 1 ml
Cistenej vody. Je merany Cas, za ktory sa z kolacu stane po pridani ¢istenej vody homogénna
suspenzia, €1 ostavaju pritomné nerozpustené Casti lyofilizatu a Ci je potrebné rekonstitucii
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dopoméct’ mechanickym premie$anim na trepacke Vortex. Cas rekonstitiicie je rozdeleny
do styroch pomyselnych skupin: okamzitd rekonstitucia, rekonstiticia kratSia ako
jedna minuta, rekonstitucia dlhSia ako jedna minuta a rekonstitlicia za potreby trepacky. Za
idedlne su povazované vzorky schopné dokonalej rekonstiticie hned’, pripadne do jednej
minuty bez potreby premiesania trepackou Vortex.

7.2.6 Meranie kvalitativnych parametrov nanocastic

Kvalitativne parametre nanocastic, ktoré predstavuju vel'kost” Castic, PDI a (-potencial st
merané¢ na pristroji Zetasizer Nano ZS 90. Z rekonstituovanych (a pripadne
zhomogenizovanych) vzoriek je pomocou pipety prenesenych 200 pl do kyvety. Kyveta je
doplnena do troch Stvrtin Cistenou vodou a je prevedené meranie. Pri merani {-potencialu je
pomocou striekacky preseney roztok z kyvety do skladanej kapilarnej kyvety na meranie (-
potencialu. Optimalna hodnota velkosti Castic je do a vratane 200 nm, PDI do 0,2. Hodnota
C-potencialu je pouzivana len ako kontrolna hodnota, ktord méze indikovat odchylku
v zlozeni NP. Hodnota {-potencidlu sa pohybuje v rozmedzi — 10 mV az — 50 mV.

7.2.7 Skladovanie nanocastic v stabilitnej studii

NP lyofilizované s 5 % a 10 % trehalézou a 5 % a 10 % sorbitolom su sledované aj v tretej
Casti experimentu, ktora predstavuje malu stabilitnt §tadiu vzorkov pri skladovani v réznych
teplotach. Osobitne s skladované a merané NP, ktoré su lyofilizované s pouzitim pomalého
alebo rychleho mrazenia. Prva Cast’ vzoriek je skladovana v chladnicke s teplotou 2—8 °C,
druha v mraziaku s teplotou — 20 °C a tretia v laboratornom mraziaku s — 70 °C. Vzorky st
sledované po dobu 12 tyZdnov pricom meranie prebieha priblizne kazdé dva tyzdne. Z toho
vyplyva 6 bodov merania. V pripade vzoriek, ktoré st pripravené rychlym mrazenim je len
5 bodov merania v priebehu 10 tyzdilov (z dévodu pochybenia I'udského faktoru).

25



8. VYSLEDKY A DISKUSIA

Cely projekt je rozdeleny do troch tisekov:
1) préacas 5 lyoprotektantami ako inicialnymi adeptami,
2) vyber vhodnych koncentracii lyoprotektantov na zaklade vysledkov z prvej fazy,
3) stabilitna Studia s lyoprotektantami druhého useku projektu.

Ako lyoprotektanty pocas lyofilizacie v prvom useku su pouzité trehaloza, sorbitol, glycin,
xylitol a dextran. Tieto lyoprotektanty boli vybrané kvoli ich vyuzitiu pri lyofilizacii,
vyskyte v literarnej resSersi publikacii zaoberajicimi sa lyofilizdciou PLGA NP a s ohl'adom
na dostupnost’ v naSom laboratoriu (Fonte et al., 2016).

8.1 Vplyv réznych lyoprotektantov

V prvej casti experimentu s testované trehaldza, sorbitol, glycin, xylitol a dextran
v 5 % koncentraciach. Vysledok pre kazdy lyoprotektant pozostava z dvoch nezavislych
replikatov, kazdy nezavisly replikat obsahuje tri technické replikaty.

Na konci prvej Casti projektu je taktiez prevedena stablitnd skuska, pocas ktorej sa
pripravené nanosuspenzie s kryo- a lyoprotektantami skladovali eSte v tekutom stave pri
—70 °C. V dvojtyzditovych intervaloch je merand velkost’ NP, PDI a - potencial po dobu
16 tyzdiov.

Vysledky porovnania velkosti NP pred lyofilizciou a po nej st uvedené v grafe 1 a2. V
grafoch 3 a4 st zobrazené vysledky porovnavajliice vplyv rychlosti mrazenia na vysledné
charakteristiky lyofilizovanych NP. Na obrazku 5 je zobrazeny vzhlad lyofilizovanych NP
a ich pripadny skolabovany alebo neskolabovany charakter.
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Graf 1. Velkost nanocastic po lyofilizdcii s trehalézou, sorbitolom a dextrénom

V grafe 1 stlpce predstavuju velkost NP pred a po lyofilizdcii, farebné linie oznacuji PDI pred a po
lyofilizacii. PM znamend pomalé mrazenie, RM znamend rychle mrazenie. Tieto pojmy su vysvetlené
v sekcii 6.1.5 Rychle a pomalé mrazenie. @ znamend priemer NP. Na grafe vidno, Ze NP pred
lyofilizaciou maju vo vsetkych pripadoch velkost do 200 nm a PDI do 0,2. Najmensi ndrast NP md
dextrdn 5 % pri rychlom mrazeni s velkostou 215,5 nm (PDI = 0,24) po lyofilizdcii a trehaldza 5 %.

V pripade 5 % trehaldzy aj dextrdnu nastdva mensi ndrast NP pri rychlom mrazeni.
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Graf 2. Velkost nanoéastic po lyofilizdcii s glycinom a xylitolom

V grafe 2 je hlavnd os y logaritmicka kvéli velkému ndrastu velkosti NP po lyofilizdcii s glycinom aj
xylitolom. NP s 5% glycinom aj xylitolom sa po lyofilizdcii agreguju za tvorby zhlukov aZ
v mikrometrovej mierke. Pritomnost zhlukov NP je viditelnd aj na vysokom PDI po lyofilizdcii, ktoré

v pripade xylitolu 5 % pri pomalom mrazeni dosahuje aZ 0,74.
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Pri porovnani grafov 1 a2 je na prvy pohlad badatel'né, ze glycin 5 % a xylitol 5 %
neposkytujii dostatocnt kryo- a lyoprotekciu pri pomalom ani rychlom mrazeni. Velkost’
NP s tymito lyoprotektantami sa po lyofilizacii znacne zvysila. Trehaldza, sorbitol a dextran
(graf 1) poskytuju v 5 % koncentracidch podobnu tGroven kryo- a lyoprotekcie.

Pomalé mrazenie
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TRE5% |[226,9 24,0

U
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GLY5% || 402,8 — 120,7
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Graf 3. Percentudlny ndrast velkosti nanocastic po lyofilizacii pri pomalom mrazeni

V grafe 3 sa v bdze riadkov na lavej strane nachddza velkost NP po lyofilizdcii, na pravom konci
riadkov grafu je zobrazenie percentudlneho ndrastu velkosti NP v porovnani s ich velkostou pred
lyofilizdaciou. Pri pomalom mrazeni maju najmensi ndrast NP lyofilizované s 5 % sorbitolom a 5 %
trehaldzou. Prijatelny ndrast a velkost dosahuju aj NP s 5 % dextrénom. Neprijatelné vysledky su
v pripade 5 % glycinu a xylitolu.
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Graf 4. Percentudlny ndrast vo velkosti nanocastic po lyofilizacii pri rychlom mrazeni

V grafe 4 vidime, Ze pri rychlom mrazeni maju najmensi ndrast NP lyofilizované s 5 % trehaldzou,
hned'za nimi 5 % dextrdnom a 5 % sorbitolom. NP s glycinom a xylitolom 5 % opdt vyrazne nardstli
kvéli tvorbe agregdtov NP.

Pri porovnani vysledkov nérastu velkosti NP pri pomalom a rychlom mrazeni (graf 3 a 4)
vidime, Ze v obidvoch pripadoch poskytuju neprijatelné vysledky NP s5 % xylitolom
a glycinom. NP s trehal6zou, sorbitolom a dextranom v 5 % koncentraciach poskytovali pri
pomalom a rychlom mrazeni prijatel'né vysledky s percentudlnym narastom 24,0 %, 22,4 %,
29,9 %, resp. 15,0 %, 26,4 % a 18,4 %.

Obr. 2 Lyofilizované koldce nanocastic s lyoprotektantami

Na obrdzku 2 su lyofilizované vzorky nanocastic s lyoprotektantami — trehaldza, sorbitol, glycin,
xylitol a dextran v poradi zlava doprava (v triplikdtoch). Vzorky na obrdzku su pripravené
lyofilizaciou pri rychlom mrazeni.

Po lyofilizacii sa kolace rekonstituuju Cistou vodou, pricom je merany ¢as od momentu
pridania vody do uplnej rekonstitticie. Trehaloza 5 % tvori pomerne uceleny kolac, ktory sa
zrekonstituuje na homogénnu nanosuspenziu do jednej mintty. Sorbitol tvori neesteticky
vyzerajuci kolac, no aj napriek tomu poskytuje rychlu rekonstiticiu do jednej mintty. Glycin
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a dextran tvoria vizualne pekné a nezkolabované lyofilizaty/ koldce a poskytuju okamzitl
rekonstiticiu na homogénnu nanosuspenziu. Nanosuspenzia s 5 % roztokom xylitolu pocas
lyofilizacie kolabuje a tvori lyofilizat, ktory sa homogénne zrekonstituuje len s pomocou
mieSania na mieSacke Vortex.

Prekvapujuca je absencia korelacie medzi Struktirou/integritou lyofilizovaného kolacu
a vel'’kostou NP po lyofilizacii. Napriklad NP s 5 % glycinom poskytuju Strukturne uceleny
a pekny kolac, ktory sa prakticky okamzite rekonstituuje, no napriek tomu je vel'kost’ NP po
lyofilizacii ovela vicSia ako pred lyofilizaciou. To naznacuje mozni agregiciu NP v
priebehu mrazenia alebo rekonstitticie. Naopak NP s 5 % trehaldzou a sorbitolom, ktoré na
pohlad poskytuju nepekné, nejednotné a Ciastocne skolabované lyofilizované kola¢e maji
po lyofilizacii najmensi nérast vo velkosti zo vSetkych testovanych vzoriek (graf 3 a 4). NP
s 5 % xylitolom su viditelne kolabované, s ¢im vtomto pripade koreluju aj vysledky
merania vel'kosti NP po lyofilizacii. Vel'kost' NP s xylitolom ndrastla az o 613,7 % voci
povodnej velkosti pred lyofilizaciou. Vzorky NP s dextranom poskytovali vel'mi pekny,
homogénny lyofilizovany kola€. Vel'kost NP s 5 % dextrdnom sa po lyofilizacii zvicsila
0 18,4 % pri rychlom mrazeni a 29,9 % pri pomalom mrazeni.

Tab. 2 Vysledky prvej fazy projektu

V tabulke 2 vidime suhrnné udaje o zmene velkosti NP a PDI pred a po lyofilizdcii s 5 % roztokmi
lyoprotektantov. Vysledky predstavuju priemer hodnét z dvoch nezdvislych a troch technickych
replikdtov.

@ pred [nm] @ po [nm] PDI pred PDI po
TRE 5%_PM 183,0 226,9 0,09 0,28
TRE 5%_RM 190,6 219,2 0,07 0,20
SOR 5%_PM 190,8 233,5 0,10 0,25
SOR 5%_RM 191,0 241,4 0,09 0,30
DEX 5%_PM 183,2 238,0 0,08 0,29
DEX 5%_RM 182,0 215,5 0,08 0,24
GLY 5%_PM 182,5 402,8 0,12 0,34
GLY 5%_RM 186,5 2536,3 0,08 0,58
XYL5%_PM 183,2 1307,3 0,08 0,74
XYL 5%_RM 182,0 640,5 0,08 0,73

Na zaklade vysledkov z prvej Casti tohto projektu (tab. 2) boli do druhej Casti projektu ako
lyoprotektanty vybrané 5 % trehaloza a 5 % sorbitol.
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8.2 Rézne koncentrdcie lyoprotektantov

Na zaklade vysledkov zprvej Casti experimentu boli za najvhodnejSie lyoprotektanty
s ohl'adom na sledované parametre (velkost NP, PDI a Cas rekonstitucie) vybrani dvaja
adepti a to trehaloza a sorbitol. V druhej Casti experimentu su pripravené 1 %, 2 %, 5 %
a 10 % koncetracie trehalézy a sorbitolu. Vysledky pozostdvaji ztroch nezavislych
replikatov, kazdy nezavisly replikat z troch technickych replikatov.

Vysledné charakteristiky NP lyofilizovanych s roznymi koncentraciami trehaldzy pri
pomalom aj rychlom mrazeni st zobrazené na grafoch 5 a 6. Na grafoch 7 a 8 su zobrazené
vysledky po lyofilizacii NP s réznymi koncentraciami sorbitolu pri pomalom aj rychlom
mrazeni. Porovnanie vplyvu rychlosti mrazenia pocas lyofilizdcie na granulometrické
charakteristiky NP je zobrazené na grafoch 9 a 10. Na obrazkoch 3 a 4 je zachyteny vzhl'ad
lyoflizatov v rdmci tohto tiseku projektu, pri pomalom aj rychlom mrazeni.
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Graf 5. Velkost nanocastic po lyofilizdcii s trehalézou pri pomalom mrazeni

Na grafe 5 vidime velkost NP po lyofilizdcii s 1 %, 2 %, 5 % a 10 % roztokmi trehaldzy, prvy krok
lyofilizacie je prevedeny spésobom pomalého mrazenia. Velkost NP spolu s narastajiucou
koncentrdciou trehaldzy klesd. NajvdcsSiu velkost dosahuju NP lyofilizované s 2 % roztokom
trehaldzy. Naopak najmensiu velkost — 192,8 nm (PDI = 0,116) dosahuju NP lyofilizované s 10 %

trehalozou.
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Graf 6. Velkost nanoéastic po lyofilizdcii s trehalézou pri rychlom mrazeni

Na grafe 6 je zobrazend velkost NP s roznymi koncentrdciami trehaldzy lyofilizovanych pri rychlom
mrazeni. Opdt sa opakuje vztah nepriamej zdvislosti koncentrdcie lyoprotektantu a konecnej
velkosti NP. NajmenSiu velkost dosahuju NP s 10 % trehaldzou. Prijatelné vysledky poskytuju aj NP
s 5 % trehalzou, ktoré dosahuju 219,2 nm (PDI = 0,203).
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Z grafov 5 a 6 je viditel'né, ze vel'’kost’ NP po lyofilizacii klesa so stipajicou koncentraciou
trehaldzy. Najlepsie vysledky poskytuje v pripade pomalého aj rychleho mrazenia 10 %
trehaldza.

Sorbitol - pomalé mrazenie
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Graf 7. Velkost nanocastic po lyofilizdcii so sorbitolom pri pomalom mrazeni

Na grafe 7 je hlavnd os y logaritmickd. Vidime tendenciu klesajucej velkosti NP lyofilizovanych pri
pomalom mrazeni spolu s narastajucou koncentrdciou sorbitolu. Sorbitol 1 % neposkytuje
dostatocnu kryo- a lyoprotekciu pocas lyofilizacie a Castice sa agreguju za vzniku zhluku velkého aZ
7931,8 nm (PDI = 0,748). Najmensie NP poskytuje sorbitol 10 % s velkostou 224,6 nm (PDI =0,211)
a na druhom mieste za nim je sorbitol 5 %.
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Sorbitol - rychle mrazenie

100000,0 1,20
'E 10000,0 1,00
=
o 0,80
‘% 1000,0
e 060 ©
O
< 100,0
‘g 0,40
=
(&)
> 10’0 0,183 0,20

9195,3 2376,0 241,4 211,7
1,0 0,00
1% 2% 5% 10%
@ po ==@==PDI

Graf 8. Velkost nanocastic po lyofilizdcii so sorbitolom pri rychlom mrazeni

Na grafe 8 je hlavnd os y oznacujuca velkost NP zobrazend logaritmicky, nakolko lyofilizované NP
so sorbitolom v nizkych koncentrdcidch dosahovali vysoké rozmery. Vysledky pre sorbitol su
podobné pri pomalom aj rychlom mrazeni, s najmensou velkostou NP dosiahnutou pri pouZiti 10 %
roztoku sorbitolu ako kryo- a lyoprotektantu.

Pri lyofilizacii NP s trehaldzou a sorbitolom sa opakuje tendencia klesajucej velkosti NP
spolu so vzrastajicou koncentraciou kryo- a lyoprotektantov pri pomalom aj rychlom
mrazeni.
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Pomalé mrazenie
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Graf 9. Porovnanie ndrastu velkosti nanocastic s pouZitim réznych koncentrdcii pri
pomalom mrazeni

Na grafe 9 sa v bdze riadkov na lavej strane nachddza udaj o velkosti NP po lyofilizdcii a na konci
riadkov je modrym pruhom vyznaceny percentudliny ndrast velkosti NP v porovnani s velkostou NP
pred lyofilizaciou. Pri pomalom mrazeni dosahuje 10 % trehaldza len 5,2 % ndrast na 192,8 nm,
nasleduje 10 % sorbitol s 16,8 % ndrastom. NP s 5 % trehaldzou a sorbitolom nardstli podobne
023,9% a 22,0 % respektivne. NP s trehaldzou 2 % a 1 % narastaju o priblizne polovicu, ¢o je uZ
znacny ndrast. NP so sorbitolom 2 % a 1 % sa agreguju a dosahuju velkost v mikrometroch.
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Rychle mrazenie
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Graf 10. Porovnanie ndrastu velkosti nanocastic s pouzitim réznych koncentrdcii pri
rychlom mrazeni

V grafe 10 zobrazujicom ndrast NP pri rychlom mrazeni sa principidlne opakuju vysledky z grafu 9
s pomalym mrazenim. Najmensi ndrast opdt dosauju NP s 10 % trehalézou a 10 % sorbitolom
s ndrastom 7,2 % a 9,3 % respektivne. NP s 2 % a 1 % trehaldzou narastaju priblizne o polovicu. NP
s2 % a 1 % sorbitolom sa agregauju a dosahuju velkost v tisicoch nanometrov.

Ako najefektivnejsi lyoprotektant sa javi trehaloza 10 %. Pri pomalom a rychlom mrazeni
narastd vel'kost’ NP s 10 % trehalozou o 5,2 % a 7,2 % respektivne, oproti vel'kosti pred
lyofilizaciou. Od6vodneni sa d& najst’ hned’ niekol’ko. Trehal6za ma spomedzi pouzivanych
lyoprotektantov jednu z najvysSich Tg (Simperler et al., 2006). V molekule trehalozy (obr.
3) sa nachadza 8 donorov a 11 akceptorov vodika, vd’aka comu je schopnd tvorit’ vizbu az
s 10 molekulami vody (Branca et al., 1999).

OH
HO/, O O RN
SO
Ho” > %o OH

Obr. 3 Molekula trehalozy

A
Qi
I

Tie saorientuji okolo molekuly trehaléozy do hexagonalneho tvaru, ¢o eSte zvySuje
Struktarotvorny efekt (Branca et al., 1999). Molekuly vody naviazané na trehaldze
nepodliehaji krystalizacii pod bodom mrazu, ¢o zvySuje ochranu NP pred mechanickym
stresom. Solocinski a kol. taktiez zistili, Ze trehal6za je schopna zniZovat’ vel'kost’ kryStalov
v zavislosti od jej koncentréacie (Solocinski et al., 2017).
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Obr. 4 Koldace lyofilizovanych nanocastic s trehalozou

Na obr. 4 st vzorky lyofilizovanych NP s trehalézou v koncentrdcidch 1 %, 2 %, 5 % a 10 % zoradené
zlava doprava v tripletoch, s vynimkou 5 % trehaldzy, ktord je v duplikdte. Lyofilizaty s trehaldzou
vytvdraju relativne pekné a Strukturované koldce vo vsetkych jej koncentrdcidch.

Obr. 5 Kolace lyofilizovanych nanocastic so sorbitolom

Na obr. 5 su vzorky lyofilizovanych NP so sorbitolom v koncentrdcidch 1 %, 2 %, 5 % a 10 % zoradené
zlava doprava v tripletoch, s vynimkou 5 % sorbitolu, ktory je v duplikdte. Lyofilizované koldce so
sorbitolom vyzeraju nepekne, takmer skolabovane v pripade 1 % a 2 % roztoku sorbitolu. Lyofilizat
s 5 % sorbitolom uZ vytvdra istu Struktudru. Koldce s 10 % sorbitolom maju pekndu, ucelenu Strukturu.

Najlepsie vysledky v ramci testovania r6znych koncentracii trehaldzy a sorbitolu ako kryo-
a lyoprotektantov pri lyofilizacii NP poskytuje trealéza 10 % pri pomalom aj rychlom
mrazeni. Vytvara pekné a ucelené kolace, ktoré sa I'ahko a rychlo rekonstituuju. Aj napriek
tomu, ze NP s 1% a2 % trehal6zou vytvaraju po lyofilizacii Struktarne celistvé a pekné
kolace, narasta vel'kost’ tychto NP az o polovicu v porovnani s vel'’kost'ou pred lyofilizaciou.
V pripade vzoriek so sorbitolom dosahuj najlepsie vysledky NP s 10 % roztokom sorbitolu.
Tie vytvaraji aj Struktirne ucelené kolace. NP s 5 % sorbitolom tvoria esteticky nie moc
pekny kola¢ aich velkost' narastd pri pomalom a rychlom mrazeni o 22,0 % a 26,3 %
respektivne. NP s 1 % a 2 % sorbitolom su po lyofilizacii skolabované, ¢o odrdza aj ich
velkost’, ktord dosahuje v pripade rychleho mrazenia az 4608,5 nm.
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8.3 Stabilitna studia

Okrem hlavnych sledovanych parametrov — vel'kost’ NP a PDI s v ramci stabilitnej skusky
zaznamenané aj rychlost’” rekonStiticie a pritomnost’ neroztrepatelnych hréiek po
priemieSani na trepacke Vortex. Rychlost’ rekonstitucie lyofilizatu je rozdelena do 4 skupin
a to okamzitd rekonstittcia, rekonstitucia do jednej minuty, rekonstiticia nad jednu minatu
a rekonstiticia s pomocou trepacky.

NP pripravované pri rychlom apri pomalom mrazeni su pripravované v osobitnych
lyofilizacnych cykloch a pravidelné merania vzoriek prebiehaji v rozdielne dni. Pre vzorky
pripravené lyofilizaciou pri pomalom mrazeni je dostupnych 6 bodov merania v priebehu
dvanastich tyzdnov. Pre vzorky lyofilizované pri rychlom mrazeni je dostupnych 5 bodov
merania v ramci desiatich tyzdinov.

Grafy 11-14 zobrazuju vysledky stabilitnej skasky NP s trehalézou pri pomalom alebo
rychlom mrazeni. Grafy 15-18 zobrazuju vysledky stability NP so sorbitolom
lyofilizovanych pri pomalom alebo rychlom mrazeni.
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8.3.1 Stabilita nanocastic s trehalézou

Vysledky granulometrickych charakteristik NP lyofilizovanych s 5 % trehalézou sposobom
pomalého a rychleho mrazenia a 10% trehal6zou su uvedené v grafoch 11 a 12 resp. 13 a 14.
V ramci stadie bol okrem vplyvu parametrov lyofilizacie sledovany predovsetkym vplyv
teploty skladovania.

Trehaldza 5 % pri pomalom mrazeni
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Graf 11. Stabilita nanocastic s 5 % trehalozou pri pomalom mrazeni

Stlpce na grafe 11 zobrazuju velkost NP v réznych teplotnych podmienkach v priebehu $iestich
merani. Ciarkované farebné linie predstavuju zmenu PDI lyofilizovanych NP skladovanych v réznych
teplotnych podmienkach.

Vramci kvalitativneho hodnotenia rekonStiticie prebieha rekonstitiicia vzorkov
skladovanych v —20°C a —70°C do jednej minuty abez pritomnosti zhluku NP po
premieSani. AvSak v pripade NP skladovanych pri 8 °C je potrebné ku rekonstittcii pouzit
trepacku Vortex a v nanosuspenzii ostava stale pritomna neroztrepatel'na Cast’ lyofilizatu.
Tento neroztrepatelny zhluk NP alebo nedostatocné premieSanie po rekonstitucii moze
vysvetlovat’ vel'kostny skok v rozmere NP po dvanéstich tyzdnoch u NP skladovanych do
8 °C. Velkost’ tychto NP sa po dvanastich tyzdioch zvySuje z povodnych 275,27 nm
(PDI =0,430) az na 1310,43 nm (PDI = 0,855). Najnizsie hodnoty po 12 tyzdioch maja NP
skladované v — 20 °C s maximalnou velkostou NP 249,13 nm (PDI = 0,341).
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Trehaldza 5 % pri rychlom mrazeni
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Graf 12. Stabilita nanocastic s 5 % trehalézou pri rychlom mrazeni

Graf 12 zobrazuje podobné vysledky ako graf 11, ale NP su lyofilizované s pouZitim rychleho
mrazenia pocas prvého kroku lyofilizdcie.

NP s trehalézou 5 % skladované v 8°C maju klesajucu krivku vel'kosti a PDI v ¢ase. Mozné
vysvetlenie tohto javu je také, ze prvé dva merania (v priebehu 4 tyzdnov) nie st vzorky po
vytiahnuti z chladni¢ky ponechané dostato¢ne dlho v laboratérnej teplote, nestihnu sa
vytemperovat a to ovplyviiuje kvalitu rekonStitucie. Po tychto dvoch meraniach je nastolena
fixnd doba, 30-60 minlt pre vzorky z chladnic¢ky, aby sa stihli vytemperovat. Vzorky
vytiahnuté z —20 °C a — 70 °C st po vytiahnuti ponechané v laboratornej teplote aspon
1 hodinu. Takisto ako pri pomalom mrazeni (graf 11), aj v pripade rychleho mrazenia
v prvom kroku lyofilizacie (graf 12) maji NP s 5 % trehaldzou stabilna a najnizSiu vel'kost’
ked su skladované v —20 °C. Takisto rekonstiticia prebieha do jednej minity a bez
pritomnosti agregatu NP. Rekonstitlicia vzoriek skladovanych v 8 °C a — 20 °C prebieha do
jednej minuty, bez pritomnosti agregatov. V pripade NP skladovanych pri — 70 °C trva
rekonstitiicia sice menej ako minutu, ale je pritomny agregat NP aj po premiesani, ¢o sa
pravdepodobne odraZa aj na grafe vo vel'kosti aj PDI.
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Trehaldza 10 % pri pomalom mrazeni
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Graf 13. Stabilita nanocastic s 10 % trehalézou pri pomalom mrazeni

Graf 13 zobrazuje vysledky stabilitnej skusky NP lyofilizovanych pri pomalom mrazeni. NP s 10 %
trehalézou si udrZiavaju stabilnu velkost do 200 nm v priebehu dvandstich tyZdriov, ked’ su
skladované v —20 °C a — 70 °C. Vzorkdm skladovanym v 8 °C sa velkost aj PDI jemne zvysuje,
maximdline na 327,43 nm (PDI = 0,415).

Rekonstiticia vzorkov skladovanych v —20 °C a — 70 °C prebieha do jednej minuty bez
pritomnosti neroztrepatel'nych zhlukov NP. Pri skladovani v 8 °C vel'kost’ NP narast4 az na
327,43 nm a ku rekonStiticii je potrebné mieSanie na trepacke, po ktorom stdle ostava
v nanosuspenzii neroztrepatetel'na cast’ lyofilizatu.
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Trehaldza 10 % pri rychlom mrazeni
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Graf 14. Stabilita nanocastic s 10 % trehalézou pri rychlom mrazeni

Graf 14 zobrazuje vysledky skusky stability NP s 10 % trehaldzou pri rychlom mrazeni. Nemennu
velkost pod 200 nm a PDI < 0,2 sidrZia NP skladované v — 20 °C.

Na grafe 14 je vidite'na podobna tendencia klesajicich hodnot pocas prvych dvoch merani
ako na grafe 12. Merania vzoriek lyofilizovanych pri rychlom mrazeni st robené v ten isty
deii a ¢as, preto povazujem vysSie hodnoty velkosti a PDI v prvych dvoch ¢asovych bodoch
za moznu systematicku chybu. Pri pouziti rychleho mrazenia NP s 10 % trehalézou maja
stabilnu vel'kost’ NP skladované pri — 20 °C. NP skladované pri 8 °C dosahuju velkost’ nad
pozadované parametre. VySSie PDI taktiez poukazuje na polydisperzitu nanosuspenzie
sposobent agregaciou NP. V pripade NP skladovanych v — 70 °C sa okrem prvého merania
velkost' drzi okolo 200 nm s tendenciou stipat v case, ale PDI taktiez naznacuje
polydisperzné NP.

V niektorych pripadoch ostavajii po vybrati z chladnicky/ mrazni¢ky a rekonStitucii vo
vzorkach okom viditelné zhluky. Pri lyofilizacii s pomalym mrazenim ostavaju
neroztrepatelné zhluky v len nanosuspenziach (s trehalézou 5 % a 10 %) skladovanych
v8°C. Pri vzorkdch pripravenych lyofilizdciou srychlym mrazenim ostavaji
neroztrepatelné zhluky v nanosuspenziach skladovanych v —20 °C a— 70 °C. Zaujimavé je,
Ze aj napriek pritomnosti neroztrepateIného zhluku napriklad v nanosuspenzii s 10 %
trehal6zou, ktord bola lyofilizovanad rychlym mrazenim a skladovand v —20 °C (graf 14),
maju tieto NP aj po 10 tyZdioch velkost’ len 171,9 nm (PDI = 0,090). D4 sa to odévodnit’
tym, Ze sa pri prenose nanosuspenzie do kyvety nenasal dany zhluk NP do pipetovej Spicky
a tym padom nemohol ovplyvnit’ meranie velkosti a PDI.

Pri porovnani skladovacich teplot vidime, Ze NP s trehal6zou st dlhodobo stabilné, ked’ su

skladované pri — 20 °C. Rekonstitticia tychto vzoriek nastava vzdy bez problému do jednej

minaty, aj napriek tomu Ze v pripade 10 % trehalézy pri rychlom mrazeni ostava

v nanosuspenzii neroztrepatel'ny zhluk NP. Na druhom mieste je skladovanie v — 70 °C, kde
42



v pripade skladovania NP s 10 % trehal6zou ostava velkost’ NP relativne stabilnd. V pripade
rychleho mrazenia je vSak tiez pritomny neroztrepatelny zhluk NP. Skladovanie NP v 8 °C
poskytuje nekonzistentné vysledky. Dalo by sa to odovodnit’ tym, Ze v niz$ej teplote je nizSia
vlhkost’ vzduchu, ktord by mohol absorbovat’ suchy, hygroskopicky lyofilizat za tvorby
hydratovanych, agregovanych NP.
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8.3.2 Stabilita nanocastic so sorbitolom

Vysledky granulometrickych charakteristik NP lyofilizovanych s 5 % sorbitolom spésobom
pomalého a rychleho mrazenia a 10% sorbitolom sti uvedené v grafoch 15 a 16 resp. 17 a 18.
V ramci stadie bol okrem vplyvu parametrov lyofilizacie sledovany predovsetkym vplyv
teploty skladovania.

Sorbitol 5% po pomalom mrazeni
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Graf 15. Stabilita nanocastic s 5% sorbitolom pri pomalom mrazeni

Graf 15 zobrazuje stabilitu NP s 5 % sorbitolom, ktoré su pripravené lyofilizdaciou pri pomalom
mrazeni a skladované v troch réznych teplotnych podmienkach. Priemernd velkost skladovanych NP
je vdcsia ako su stanovené limity (velkost 200 nm, PDI = 0,2). Aj napriek tomu nemaju namerané
hodnoty tendenciu rdst v ¢ase. V poslednom bode merania maju NP s 5 % sorbitolom skladované
v8 °C,—20 °Ca— 70 °C velkost 229,5 nm (PDIl = 0,307); 272,9 nm (PDI = 0,337) a 214,37 nm (PDI =
0,277) respektivne.

NP lyofilizované s 5 % sorbitolom s vyuZitim pomalého mrazenia v prvom kroku
lyofilizacie poskytuju rekonstitiiciu do jednej minuty bez ohl'adu na teplotu skladovania. Po
rekonstittcii taktiez nie su priromné agregaty NP. NP skladované pri — 20 °C sice maji
v priebehu stabilitnej Stadie priemernt velkost’ nad 200 nm, avSak tato velkost nema
tendenciu rastu v ¢ase. Podobny trend mézeme sledovat’ aj v pripade NP skladovanych pri
8 °C aj — 70 °C, kedy vSak NP dosahuju vicsiu velkost’.
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Sorbitol 5% po rychlom mrazeni
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Graf 16. Stabilita nanocastic s 5% sorbitolom pri rychlom mrazeni

V grafe 16 su zobrazené vysledky zo skladovania NP s 5 % sorbitolom pripravenych lyofilizdciou

.....

v Case.

Rovnako ako pri pomalom (graf 15), aj pri rychlom mrazeni (graf 16) prebieha rekonstitucia
lyofilizatu bez problémov do jednej minuty, bez pritomnosti neroztrepatelného agregatu. Aj
napriek uvodnej vyssej velkosti NP skladovanych v —20 °C (304,03 nm; PDI = 0,443) je
vel'kost” NP v priebehu desiatich tyzdnov relativne stabilnd, v poslednom bode merania
dosahuje 215,87 nm (PDI = 0,256).
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Sorbitol 10% pri pomalom mrazeni
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Graf 17. Stabilita nanocastic s 10% sorbitolom pri pomalom mrazeni

V grafe 17 je hlavnd os y logaritmicky zobrazend, pretoZe velkost NP skladovanych v —70 °C
dosahuje v prvom bode merania az 2435,67 nm (PDI = 0,730). Vzhladom na to, Ze vsetky nasledujice
merania maju uZ niZsiu, stabilni a v ¢ase nestupajucu velkost, povaZujem prvu hodnotu za
nerelevantnu. NP lyofilizované s 10 % sorbitolom skladované v 8 °C, —20 °C a — 70 °C po dobu
dvandstich tyZdriov mali v poslednom bode merania prijatelné velkosti a to 219,10 nm (PDI = 0,237);
228,37 nm (PDI = 0,252) a 213,47 nm (PDI = 0,224) respektivne.

NP s 10 % sorbitolom lyofilizované s pouzitim pomalého mrazenia sa vo vSetkych troch
pripadoch rekonstituuji po vybrati z prisluSnych mraziakov, resp. chladnicky do jednej
minuty, bez pritomnosti agregatu NP.
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Sorbitol 10% po rychlom mrazeni
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Graf 18. Stabilita nanocastic s 10% sorbitolom pri rychlom mrazeni

Co sa tyka stability skladovanych NP zobrazenych v grafe 18, dd sa povedat, Ze velkost Eastic je
relativne nemennd aj napriek celkovému priemeru nad poZadovanych 200 nm. Vynimku tvori bod
namerany 3.5., kedy NP skladované pri —70 °C dosahuju 1092,97 nm (PDl = 0,546). Avsak
v poslednom bode merania po desiatich tyZdrioch maju NP skladované v rovnakych podmienkach uz
Standardnych 175,43 nm (PDI = 0,100).

Pre NP s 10 % sorbitolom pri rychlom mrazeni vyzera situdcia s rekonstiticiou rovnako
bezproblémovo ako pri pomalom mrazeni.

Pri porovnavani vysledkov skladovania NP so sorbitolom lyofilizovanych pri pomalom a pri
rychlom mrazeni nie st pritomné vznamné rozdiely. Rozdiely vSak ndjdeme, ak porovname
stabilitné vysledky trehaldzy a sorbitolu pri pomalom a rychlom mrazeni. Ako je uvedené
v zévere podkapitoly 8.3.1, v lyofilizatoch s trehalézou st v niektorych pripadoch po
rekonstitucii pritomné neroztrepatelné zhluky. Je to tak pri pomalom mrazeni v pripade NP
s trehaldzou skladovanych v 8 °C a pri rychlom mrazeni u NP s trehal6zou skladovanych v
—20°C a—"70 °C. NP so sorbitolom nevytvarali podobné zhluky ani v pripade pomalého,
ani rychleho mrazenia, za ziadnych skladovacich podmienok.

Lyofilizacii PLGA NP sa venovali aj Fonte akol., ktori skimali vplyv roéznych
lyoprotektantov na PLGA NP plnené insulinom. Porovnavali PLGA NP s 10 % trehal6zou,
sachar6zou, glukézou, fruktdézou alebo sorbitolom oproti NP lyofilizovanym bez
lyoprotektantov. V porovnani s NP bez lyoprotektantu mali zredukovanu vel'’kost' NP s 10 %
trehalozou a 10 % gluk6ézou. NP s trehalozou mali aj nizs§i -potencidl, ¢o naznacuje
zlepSenie stability NP. To Fonte a kol. odovodnili naviazanim sa trehal6zy na povrch NP
(Fonte et al., 2012).

Podobnej téme sa venovali aj Holzer akol., ktory takto porovnavali vplyv trehalozy,
manitolu a sachardzy ako kryo- a lyoprotektantov. Dosli k zaveru, Ze trehal6za a sachardza
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(2 % a3 %) st vhodnymi kryo- a lyoprotektantami pri lyofilizacii PLGA NP, ktoré boli
stabilné aj po dobu 3 mesiacov stabilitnej Studie (Holzer et al., 2009).
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9. ZAVER

Vysledky tohto projektu ukazuji, ze najlepSim lyoprotektantom spomedzi trehalozy,
sorbitolu, glycinu, xylitolu a dextranu pri lyofilizacii PLGA NP je prave trehaloza. V druhej
faze projektu boli otestované trehaldza a sorbitol v Styroch roznych koncentraciach a dvoch
sposoboch prvého kroku lyofilizacie — pomalom a rychlom mrazeni. Najmensi narast vo
velkosti dosahovali NP lyofilizované s 10 % roztokom trehaldzy. Tie narastli v porovnani
s velkost'ou NP pred lyofilizaciou len o 5,2 % pri pomalom mrazeni a o 7,2 % pri rychlom
mrazeni. Na druhom mieste sa ako lyoprotektant ujal 10 % roztok sorbitolu, vd’aka ktorému
narastli NP o 16,8 % pri pomalom mrazeni a 0 9,2 % pri rychlom mrazeni. V neposlednom
rade vytvaraju NP po lyofilizacii s trehalozou 10 % a sorbitolom 10 % aj Struktiirne ucelené
a pekné kolace.

V stabilitnych testoch dosiahli NP lyofilizované s trehalézou pri pomalom aj rychlom
mrazeni najlepSich vysledkov, ked’ st skladované v — 20 °C. Boli schopné udrzat’ si vel'kost’
do 200 nm aj po dobu 12 tyzdinov. V pripade sorbitolu bola sice velkost NP v priemere
o nieco vicsia, ale podobne ako u trehal6zy mali NP najmensi nérast v priebehu dvanéstich,
eventualne desiatoch tyzdnov pri skladovani v mraziaku s — 20 °C. V pripade 10 % sorbitolu
bola stabilita dobra aj pri skladovani v mraziaku s — 70 °C, to vSak neplatilo pri lyofilizate
s 5% sorbitolom. Zaroven je aj zhladiska pouzitelnosti prakticky jednoduchsie,
dostupnejsie a ekonomicky vyhodnejSie lyofilizat skladovat v mraznicke pri teplote
—20 °C.

Pritomnost’ neroztrepatel'nej Casti lyofilizatu po rekonstiticii NP skladovanych napriklad
v chladnicke s teplotou 2-8 °C mohla byt spésobend vlhkost'ou, ktora Castice navéizuju za
vzniku pevne viazaného agregatu. Cim niZia je teplota v chladni¢ke/mraznicke, tym je
mensia vlhkost” vzduchu a prostredia obklopujiceho NP. NP v tomto projekte boli
skladované v skiimavkach typu Eppendorf z polypropylénu, ktory je priepustny pre vzduch
a vlhkost’ (Eppendorf Safe-Lock Tubes - Microtube, n.d.)(Bastarrachea et al., 2011). Mohlo
by sa zdat’, Ze by bol tento problém rieSitelny pouzitim sklenenych vialiek. Z vysledkov
tohto projektu je teda viditeI'né, Ze z hl'adiska stability NP je preto vhodnejSie skladovanie
v mraziaku — 20 °C.
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