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ABSTRAKT

Univerzita Karlova
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmaceutické technologie

Autorka: Karolina Ptackova

Néazev prace: Formulace PLGA nanocastic s vankomycinem pro lokélni 1écbu
muskuloskeletalnich infekei II.

Skolitelka: PharmDr. Eva Snejdrové, Ph.D.

Konzultant: Mgr. Vladislav Frolov

Cilem prace bylo formulovat PLGA nanoéastice (NC) s vankomycin-hydrochloridem
(Van-HCl) dvojité emulzni metodou pro lokalni 1é€bu muskuloskeletalnich infekei.
Byly modifikovany vybrané kritické formulac¢ni faktory a studovan jejich vliv
na charakteristiky nanocéstic. Velikost nanocastic stanovend metodou DLS
se pohybovala v rozmezi 200 az 800 nm, PDI byla u vétSiny Sarzi niz8§i nez 0,2.
Enkapsulaéni Gc¢innost (EE) stanovend pfimou metodou se pohybovala v rozmezi 2 %
aZz 9 %. Jako vhodny stabilizator primarni emulze se ukazal glycerol-monostearat
v koncentraci 15 mg/ml. Optimalni koncentrace PVA pro stabilizaci nanosuspenze byla
30 mg/ml. Velikost nanocastic byla ovlivnéna intenzitou homogenizace a koncentraci
PVA. Koncentrace Van-HCI, pouzité organické rozpoustédlo a intenzita homogenizace
vedly ke zvyseni EE. Metodou DSC bylo potvrzeno, ze Van-HCI zistava v NC
molekularné dispergovan. Pomoci SEM byl potvrzen sféricky tvar NC. Disoluéni test
za podminek simulujicich podminky v misté aplikace nanocastic ukazal burst ve vysi
ptiblizn€ 20 %, nasledovany fazi linedrniho uvoliiovani do ¢asového intervalu 48 hod,
kdy doslo k uvolnéni ptiblizné 85 % inkorporované¢ho Van-HCIL.

Na zéklad¢ vysledki ziskanych v této praci bude v dalSich experimentech feSena nizka

enkapsulace, dané rychlym rozd€lovani hydrofilniho Van-HCI do vnéjsi vodné faze.

Kli¢ova slova: vankomycin-hydrochlorid, PLGA, polymerni nanocastice, dvojité

emulzni metoda, enkapsulacni ucinnost, DSC, SEM, disoluce



ABSTRACT

Charles University
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Pharmaceutical Technology

Author: Karolina Pta¢kova

Title of thesis: Formulation of vancomycin loaded PLGA nanoparticles for local
treatment of musculoskeletal infections II.

Supervisor: PharmDr. Eva Snejdrova, Ph.D.

Consultant: Mgr. Vladislav Frolov

The aim of the work was to formulate vancomycin hydrochloride (Van-HCI) loaded
PLGA nanoparticles (NPs) using a double emulsion method for the local treatment
of musculoskeletal infections. During preparation, selected critical formulation factors
were modified and their influence on the characteristics of nanoparticles was studied.
The size of the NPs determined by the DLS method ranged from 200 to 800 nm,
the PDI was lower than 0.2 in most batches. The encapsulation efficiency (EE)
determined by the direct method ranged from 2 % to 9 %. Glycerol monostearate
at a concentration of 15 mg/ml proved to be a suitable primary emulsion stabilizer.
The optimal concentration of PVA for stabilizing the nanosuspension was 30 mg/ml.
The size of the NPs was influenced by the intensity of homogenization and
the concentration of PVA. The concentration of Van-HCI, the organic solvent used and
the intensity of homogenization led to an increase in EE. The DSC method confirmed
that Van-HCI remains molecularly dispersed in the NPs. The spherical shape of the NPs
was confirmed using SEM. A dissolution test under conditions simulating the site
of nanoparticle application showed a burst of approximately 20 %, followed by a linear
release phase up to a time interval of 48 hours, when approximately 85 % of the
incorporated Van-HCI was released. Based on the results obtained in this work, low
encapsulation, given by the rapid distribution of hydrophilic Van-HCI into the external

aqueous phase, will be solved in further experiments.

Key words: vancomycin-hydrochloride, PLGA, polymeric nanoparticles, double

emulsion method, encapsulation efficiency, DSC, SEM, dissolution



ZADANI

Zadanim diplomové prace byla formulace PLGA nanocastic

s vankomycin-hydrochloridem a jejich charakterizace.

Zadani prace lze konkretizovat do nasledujicich dil¢ich krok:

1. Pro pfipravu PLGA nanocéstic pouzit dvojité emulzni metodu, ktera je vhodna
pro enkapsulaci hydrofilnich 1éCiv.

2. Ve funkci polymerniho nosi¢e pouzit poly(laktid-ko-glykolid) 50:50 vétveny
tripentaerythritolem.

3. Na zaklad¢ literarni reSerSe optimalizovat formulacni faktory s cilem ziskat
stabilni nanocastice o velikosti v rozmezi 200 az 800 nm a hodnotou PDI niz$i nez
0,2.

4. Metodou DLS ur¢it velikost a polydisperzitu nanocastic.

5. Velikost, tvar a agregaéni stabilitu ovétit pomoci SEM.

6. Pomoci DSC stanovit termické  charakteristiky = PLGA  derivatu,
vankomycin-hydrochloridu a nanocastic.

7. Piimou metodou stanovit enkapsulacni u¢innost.

8. U  optimalizované  SarZe  nanocéastic ~ studovat  prabéh  disoluce

vankomycin-hydrochloridu.



UvVoD

Muskuloskeletalni infekce jsou jednou z hlavnich komplikaci ortopedické chirurgie.
Infekéni komplikace se vyskytuji u pacientli, kteti podstupuji kloubni ndhradu nebo
fixaci zlomeniny, zejména v piipadé tézké oteviené zlomeniny. Pfi prevenci
muskuloskeletalnich infekci se systémova aplikace Sirokospektrych —antibiotik
kombinuje s lokalni aplikaci uzkospektrych antibiotik. Pfikladem je vankomycin, ktery
je ucinny pouze na grampozitivni mikroby, zejména na bakterie Staphylococcus aureus
vcetné kment rezistentnich na meticilin. Vankomycin je povazovan za pomérn¢ toxické
antibiotikum, proto se hledaji takové aplikacni formy, které by eliminovaly negativni
vliv na hojeni a zaroven by zajistily efektivni lokalni terapii. Jednou z moznosti je
enkapsulovat vankomycin do degradovatelného PLGA polymeru a formulovat
nanocastice. Bioadhezivni PLGA nanocéstice optimdlni velikosti mohou efektivné
impregnovat kostni Stépy pozivané v ortopedii jako spacery, zajistit prodlouzené
uvolnovani vankomycin-hydrochloridu a u¢innou lokélni terapii muskuloskeletalnich
infekci.

Ptedlozend diplomova prace tematicky navazuje na diive realizované studie, které
se zabyvaly vyuzitim nekomerénich PLGA derivatd jako nosi¢t 1é¢iv.!">>*> Prace je
pilotni studii v oblasti vyuziti téchto polymerii pro formulaci nanocastic s vyrazné
hydrofilnim lé¢ivem, vankomycin-hydrochloridem, pro lokalni 1écbu

muskuloskeletalnich infekci.
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SEZNAM ZKRATEK

DCM
DLS
DSC
EA
EE
EMA
FDA
GA
GMS
HLB
LA
NC
PBS
PDI
PGPR
PLGA
PVA
SEM
SS

Tm
Van-HCI

dichlormethan

dynamicky rozptyl svétla

diferencialni skenovaci kalorimetrie
ethylacetat

enkapsulaéni acinnost (%)

European Medicine Agency — Evropska 1ékova agentura
Food and Drug Administration — Ufad pro kontrolu potravin a 16&iv
kyselina glykolova

glycerol-monostearat 40-55
hydrofilné-lipofilni rovnovaha

kyselina mlécna

nanocastice

phosphate buffered saline — fosfatovy pufr
polydisperzita

polyglyceryl-3 polyricinoleat
poly(mlécna-ko-glykolova) kyselina
polyvinylalkohol

skenovaci elektronova mikroskopie
sorbitan-stearat

teplota skelného prechodu (°C)

teplota tani (°C)

vankomycin-hydrochlorid
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Muskuloskeletalni infekce a jejich 1écba

Muskuloskeletalni infekce jsou jednou z hlavnich komplikaci ortopedické chirurgie.
Infekéni komplikace se vyskytuji u pacientii, ktefi podstupuji kloubni ndhradu, fixaci
zlomeniny, zejména tézké oteviené zlomeniny nebo u pacientll se zvySenym rizikem
vzniku infekci z divodu jejich Spatného zdravotniho stavu. Infekci, kterd se usadi
v kloubech nebo kostech, je t€zké vymytit, a to mize prodlouzit dobu hojeni. K infekci
po ortopedické operaci dochézi prunikem bakterii do operovaného mista, a to zpiisobuje
patologické stavy. Rizikové faktory, které maji vliv na rozvoj muskuloskeletalni infekce
se d¢li na faktory souvisejici s pacientem a faktory souvisejici s operaci. ZvySena
nachylnost k infekci se milze objevit u pacientli s nové voperovanym implantitem
a infekce miiZze byt zplisobena nedostatkem fagocytdzy bakterii v blizkosti implantatu
nebo nartstem bakterii v biofilmu, ktery se nachdzi na povrchu implantatu.
Predoperacni intraven6zni antibioticka terapie, ktera je ti¢inna proti ¢asto se objevujicim
bakteriim zpusobujici muskuloskeletalni infekce, mize vést ke snizeni vzniku téchto
infekci po operaci. Dillezité je sprdvné nacasovat podani této antibiotické terapie. Mélo
by byt dosaZzeno minimalni baktericidni koncentrace antibiotika pro urcité druhy
bakterii a tato koncentrace by méla zlstat i nékolik hodin po operaci. Lokalnim
podavanim antibiotik dochazi k maximalizaci koncentrace lé¢iva v cilové tkéani
a minimalizaci rizika systémové toxicity a snizuje se tak 1 riziko reinfekce.
Profylakticky poddvana antibiotika by méla mit Siroké spektrum ucinku, aby pusobila
jak na grampozitivni, tak i na gramnegativni bakterie. Sirokospektra antibiotika
se profylakticky aplikuji systémové (perordlné¢ nebo injekéné). Vankomycin, jehoz
spektrum u¢inku zahrnuje grampozitivni mikroby, se pouZiva lokalné pfimo do mista
chirurgického zakroku.®

Impregnace kosti biodegradabilnimi aplikacnimi systémy pro lokalni lécbu
muskuloskeletalnich infekei je vyhodnéjsi nez pouziti antibiotika ve formé prasku nebo
vodného roztoku. Depotni aplika¢ni formy s vankomycinem (emulze typu V/O,
hypromelosovy gel., PLGA mikroc¢astice) mohou minimalizovat vznik nezadoucich
ucinkl a lokalni toxicitu, zvysit stabilitu 1éCiva a zajistit modifikované uvolnovani
l1é¢iva. Pii pouziti PLGA derivati s niz$i molarni hmotnosti a vétvenou strukturou

ve funkci nosi¢e vankomycinu byl zjiStén 15 % jednodenni burst efekt, coz zajistuje
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adekvatni pocatecni davku antibiotika a zaroven nedochazi k toxickym vedlejSim
ucinklim na kostni §t€py a okolni tkdn€. Uvolilovani vankomycinu kinetikou nultého
fadu bylo pozorovano po dobu 12 dnti souc¢asné¢ s probihajici hydrolytickou degradaci

PLGA polymeru.’

1.1.1 Antibiotika pro lokdlni lécbu muskuloskeletalnich infekci

Problémem pii 1écbé muskuloskeletalnich infekei systémoveé podavanymi antibiotiky
(cefalosporiny, piperacilin/tazobaktam nebo karbapenem) je nedostatecna koncentrace
antibiotika v misté zlomeniny nebo jiného poskozeni tkdn€. Zvyseni davky neni vhodné,
protoze dlouhodobé vysoké koncentrace antibiotik mohou zplsobit systémovou
toxicitu. Lokdlné¢ podavand léc¢iva maximalizuji koncentraci léCiva v cilové tkani
a minimalizuji rizika systémové toxicity. Pro lokalni terapii muskuloskeletalnich infekci
se pouzivd nebo zkouma fada antibiotik jako naptiklad vankomycin, gentamicin,

tobramycin®, cefazolin, ciprofloxacin, rifampicin® nebo nafcilin.’

Vankomycin
Registracni ¢islo CAS: 1404-90-6
Moléarni hmotnost: 1449,25 g/mol

Sumarni vzorec: CesH75C1aN9O24

Bod tani: 190 °C!°
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Obr. 1: Strukturni vzorec vankomycinu'!
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Vankomycin (Obr. 1) je glykopeptidové antibiotikum, které se pouziva pro lécbu
bakteridlnich infekci. Radi se mezi heteromerni polypeptidy obsahujici glykosidicky
vazané cukry. Vankomycin ma baktericidni ucinek, ktery je dan inhibici biosyntézy
peptidoglykanovych mureinti, které jsou zékladni stavebni jednotkou bunécné stény.
Vankomycin je metabolitem Streptomyces orientalis. V praxi se pouzivd ve formé
hydrochloridu a ma zké spektrum uéinku. Uginkuje pouze na grampozitivni mikroby,
predevsim na stafylokoky vcetné¢ kment rezistentnich na meticilin. Je vysoce polarni
a z traviciho traktu se prakticky nevstiebava. V peroralni formé se pouziva k lécbé
prijmt zpasobenych bakterii Clostridium difficile. K 1&¢bé tézkych systémovych
infekcei jako je sepse, endokarditida a infekci ktize, kosti nebo dolnich cest dychacich
se podava v intravendzni formé. Mezi zavazné nezddouci U¢inky vankomycinu patii
ototoxicita a nefrotoxicita, proto je povazovan za pomérné toxické antibiotikum
apouziva se pouze v piipadé, kdy selze 1é¢ba jinymi, méné toxickymi antibiotiky.!'?
Mezi 1é¢ivé  piipravky  registrované v Ceské  republice s obsahem
vankomycin-hydrochloridu patii naptiklad Edicin, Vancomycin Kabi a Vankomycin
Mylan. VSechny tyto 1éCivé ptipravky jsou ve formé praSku pro ptipravu infuzniho
roztoku o sile 500 mg nebo 1000 mg.'?

Vankomycin ma nizkou cytotoxicitu na osteoblasty ¢lovéka, proto je vhodny k prevenci
bakterialni infekce wvzniklé bakteriemi vyskytujicimi se na povrchu kovovych
implantatl. Vankomycin se vyuziva v ortopedické chirurgii také k 1é€bé u pacientl
infikovanych bakterii Staphylococcus aureus s rezistenci na meticilin.'* Enkapsulace
hydrofilniho antibiotika vankomycinu mize byt problematickd vzhledem k jeho vysokeé
hydrofilité. Casto pouzivanou metodou pro enkapsulaci hydrofilniho 1é¢iva je metoda
dvojité emulze za vzniku nasobné emulze voda voleji ve vodé (V1/0/V2).!?
Enkapsulace vankomycinu do polymernich PLGA nanocastic se jevi jako vhodny
zpusob poskytovani terapie diky lepSimu piistupu a akumulaci antibiotika v misté
infekce a také sniZeni toxicity a degradace 1é¢iva.'® Systém zalozeny na enkapsulaci
vankomycinu do nanoc¢éstic je snadné aplikovat injekéné a tento systém prokazal

potencial pro antibiotickou terapii osteomyelitidy.'”

14



Nafcilin
Registraéni ¢islo CAS: 147-52-4

Molarni hmotnost: 414,5 g/mol

Sumaérni vzorec: C21H2oN>05S18

O

HU

o
/ —OH
O/\

Obr. 2: Strukturni vzorec nafcilinu'®

Nafcilin (Obr. 2) patii mezi penicilinova antibiotika 2.generace. Peniciliny jsou
acylderivaty 6-aminopenicilanové kyseliny, jejichz zakladnim skeletem je penam, coz je
B-laktamovy kruh kondenzovany s thiazolidinem. Nafcilin ma baktericidni U¢inek
ajeho mechanismus G¢inku je inhibice bakteridlni bun&¢né stény.'> Nafcilin je
semisyntetické antibiotikum s tzkym spektrem ucinku, které se v praxi pouziva
ve form¢é sodné soli. Je odolny vic¢i beta-laktamaze a je indikovany k lécbé
stafylokokovych infekci zptisobenych kmeny rezistentnimi na jiné peniciliny. Miize byt
také pouzit jako terapie infekci zplsobenych bakterii Staphylococcus aureus citlivych
na meticilin.?’ Podava se intramuskularné nebo intraven6zn&.?! PLGA nanocastice
s nafcilinem byly pfipraveny metodou jednoduché emulze. Nafcilin ma hydrofobni
povahu a inkorporovany do PLGA nanoc¢éstic se pouziva k 1é¢bé osteomyelitidy neboli

zanétu kosti.’
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Rifampicin

Registraéni ¢islo CAS: 13292-46-1

Molarni hmotnost: 822,9 g/mol

Sumaérni vzorec: C43HssN4O 1%

23

Obr. 3: Strukturni vzorec rifampicinu

Rifampicin (Obr. 3) patii do skupiny ansamycinovych antibiotik, jejichz strukturu tvori
makrocykl, ktery obsahuje laktamovou vazbu. Aromatickou ¢ast rifampicinu tvori
naftalenové jadro. Rifampicin je prvnim polosyntetickym derivatem, ktery se vyuziva
klinicky. Rifampicin méa Siroké spektrum u¢inku, plsobi na grampozitivni

i gramnegativni bakterie.'?

Rifampicin je hydrofobni zwitteriontové antibiotikum.
Mechanismem uc¢inku je inhibice DNA-dependentni RNA polymerdzy a ma
baktericidni u¢inky. Mezi nevyhody pouziti rifampicinu patii napiiklad Spatna
rozpustnost, nizka biologickd aktivita a hepatotoxicita. Formulovani rifampicinu
do polymernich nanocéastic ma urcit¢ vyhody, mezi které patii lepSi biologicka
dostupnost, minimalizace lokalnich nezddoucich ucinkli a fizené uvoliiovani léCiva,
které sniZuje potiebu casté aplikace 1é¢iva a zlepSuje compliance pacienta. Nanoc¢astice
s rifampicinem byly pfipraveny nanoprecipitacni metodou a pouZzivaji se lokalné k 1écbé

muskuloskeletalnich infekci.?
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1.2 Polymerni nanocastice
Polymerni nanocastice jsou pevné castice nejCastéji sférické struktury o velikosti
vrozmezi 1-1000 nm. Ve formé nanocCastic mohou byt dodavédna hydrofilni

i hydrofobni 1é¢iva do cilovych tkdni nebo organt.?*

Mezi vyhody polymernich
nanocastic patii zlepSeni enkapsulace malych molekul 1é¢iva, zabranéni degradace nebo
deaktivace u¢inné latky v krvi, cilend distribuce a fizené uvolnovani 1éciva v cilovych
tkdnich nebo bunkach, zvySena biologickd dostupnost léCiva, snizena frekvence
davkovani, snizeni nezadoucich G¢inki.>> Pro vysledny terapeuticky efekt jsou diilezité
fyzikéalné-chemické a biofarmaceutické vlastnosti nanocéstic. Mezi fyzikalné-chemické
vlastnosti patii velikost Castic, polydisperzita (PDI), ndboj a hydrofobicita nanocastic.
Z biofarmaceutickych vlastnosti je to zejména mnozstvi léciva enkapsulovaného
do nanocastic, disoluc¢ni profil a biologicka dostupnost. Jako polymerni nosice 1éCiv
formulovanych do nanocéstic se pouzivaji biokompatibilni a biodegradovatelné
polymery, které se v téle enzymaticky nebo neenzymaticky rozkladaji na netoxické
degradaéni produkty.?® Jednim z nejéast&ji vyuzivanym polymerem je PLGA, ktery byl
schvalen americkym Utadem pro kontrolu potravin a 16¢iv (FDA) a Evropskou lékovou

agenturou (EMA).?> Mezi nevyhody PLGA nanoéastic patii relativné nizka enkapsulace

1é¢ivé latky a vysoké naklady na vyrobu.?*

1.2.1 PLGA polymery

O
O H
HO/PH/ }H}/\O%
X y
O

Obr. 4: Strukturni vzorec PLGA, kde x = pocet jednotek kyseliny mlé¢né a y = pocet
jednotek kyseliny glykolové?’

PLGA jsou kopolymery kyseliny mlééné¢ (LA) a kyseliny glykolové (GA) (Obr. 4),
liSici se zejména pomérem laktidu a glykolidu, molarni hmotnosti, koncovymi
skupinami, architekturou polymerniho fetézce a krystalinitou. Jsou biokompatibilni,
biodegradovatelné neenzymatickou hydrolyzou, rozpustné viadé organickych

rozpoustédlech (napf. acetonu, ethylacetitu nebo dichlormethanu). Typ a pomér
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jednotlivych monomernich slozek v kopolymernim fetézci piimo ovliviluje
mechanickou pevnost, schopnost hydrolyzy a rychlost biodegradace polymeru. Teplota
skelného ptechodu (Tg) je u vétSiny PLGA polymert nad fyziologickou teplotou 37 °C,
a proto je PLGA za normalnich podminek ve stavu sklovitém. Teplota skelného
prechodu PLGA klesa s obsahem LA v kopolymernim fetézci a s molarni hmotnosti.?®
Pii teplot¢ skelného ptfechodu polymer ptechdzi ze stavu sklovitého do stavu
kaucukovitého. Zvysi se mobilita polymernich fetézcii, snizi se tuhost polymeru, a tim
se zlepsi jejich zpracovatelnost. Hodnota Tg urcuje fyzikdlné-chemické vlastnosti
amorfnich polymert PLGA.%

Rychlost degradace zavisi na hydrofilité polymeru. Cim je polymer hydrofilngjsi, tim je
vyssi rychlost degradace.’* PLGA se miZe vyskytovat vriznych pomérech
monomernich slozek LA:GA jako naptiklad pomér 50:50, 65:35, 75:25, 85:15, které
maji ruzné fyzikdlné-chemické vlastnosti. Pomér monomer v kopolymernim fetézci
ovliviiuje lipofilitu PLGA derivatii.>® Zpravidla vy$§i obsah GA vede k rychlejsi
degradaci s vyjimkou poméru 50:50 LA:GA, ktery vykazuje nejrychlejsi degradaci.?®
PLGA kopolymery se vtéle hydrolyticky rozkladaji St€épenim esterové vazby
na endogenni monomery, kyselinu mlé¢nou a glykolovou, které jsou v téle snadno
metabolizovany prostfednictvim Krebsova cyklu a eliminovany jako oxid uhlicity
a voda. Rychlost hydrolyzy polymerniho fetézce je zavisla na pH nebo teploté.
Linearni PLGA s niZ§i molarni hmotnosti a vétvené derivaty jsou vhodné nosice 1é¢iv
diky jejich krat$i dob& degradace, ktera se pohybuje v fadu né€kolika hodin nebo dni.
Jako vétvici agens muize byt pouzit mannitol, pentaerythritol, dipentaerythritol,
tripentaerythritol nebo kyselina polyakrylova. Vétveni mize vést k vétSimu poctu
koncovych skupin (hydroxyll nebo karboxyll), které zvySuji kapacitu polymeru pro
aktivni farmaceutické slozky. Vyznamnym parametrem vétvenych polyesterii je nizsi
hydrofobicita vzhledem k vétSimu poctu koncovych skupin. Vétvena struktura

polymeru a niz§i hydrofobicita vede ke vzniku mukoadhezivnich vlastnosti.?!

1.3 Metody pripravy polymernich nanocastic s 1é¢ivou latkou

Enkapsulace je proces, pii kterém dochazi k inkorporaci lécivé latky v pevném,
kapalném nebo plynném stavu do polymeru za vzniku ¢astic, které se navzajem odliSuji
velikosti, polydisperzitou, morfologii a vnitini stavbou. Enkapsulaci dochazi k ochrané

1éCivé latky pred vnéjSim prostfedim, k umoznéni fizeného uvoliiovani 1écivé latky,
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k zabranéni neptiznivym u¢inkiim jako miize byt podrazdéni zaludku nebo k maskovani
organoleptickych vlastnosti.’> Metoda pifpravy nanodastic ma také vliv na jejich
stabilitu, enkapsulaéni uéinnost a na rychlost uvoliovani enkapsulovaného 1é¢iva.?

Metody piipravy nanocastic jsou klasifikovany jako fop-down a bottom-up. U metody
top-down dochézi k zmensovani ¢astic (napf. mletim) na Groven nanometrii. Nevyhodou
této metody je obtizné ziskani nanocastic pozadované velikosti a tvaru. U metody
bottom-up dochazi ke vzniku nanocastic postupnym spojovanim jednoduchych molekul.

Takto vzniklé nano¢astice maji dobie definovany tvar, velikost a chemické slozeni.*’

1.3.1 Nanoprecipitace

Metoda nanoprecipitace se pouziva piedevSim pro enkapsulaci ve vod¢€ Spatné
rozpustnych 1é¢iv. Nanoprecipitace je jednostupniovy proces, pii kterém se polymer
a hydrofobni 1é€ivo rozpusti v organickém rozpoustédle misitelném s vodou. Roztok
se pomalu piidava do vodné faze pii vysokorychlostnim michani. Dojde k rychlé
spontanni diflizi organické faze do vodné faze a rychlému vysraZeni nanocastic.?
Nejcastéji pouzivanym organickym rozpoustédlem pro nanoprecipitaéni metodu je
aceton, ale je mozné také pouzit ethanol nebo methanol. Ziskané¢ nanocéstice
se vyznaCuji dobfe definovanou velikosti. Vlastnosti nanoc¢astic jsou dané pomérem
organické a vodné faze a rychlosti michani nebo rychlosti vstfikovani organické faze
dovodné faze. Tato metoda je celkem snadnd a dobfe reprodukovatelna.
Nanoprecipitaci byly pfipraveny PLGA nano&astice s rifampicinem®, terbinafinem??,

pioglitazonem*®, celekoxibem®” nebo piroxikamem.3®

1.3.2 Fazova separace

Fazova separace neboli koacervace je metoda, kdy po zméné podminek (napt. pH,
teplota) dochazi k separaci faze bohaté na polymer (koacervat) a faze obsahujici malé
mnozstvi polymeru (supernatant). Koacervace miize byt jednoducha nebo komplexni.*
Jednoduché koacervace nastava v pfitomnosti jednoho polymeru a koacervat se vytvori
pfidanim desolvatacniho ¢inidla. Pfi jednoduché koacervaci se Casto vyuZiva roztok
zelatiny, do které¢ho se jako desolvataéni ¢inidlo pfiddva ethanol nebo siran sodny.
Nanocastice jsou stabilizovany upravou pH nebo pfidanim sitovaciho Cc¢inidla
(napt. glutaraldehyd).***! Komplexni koacervace vyuzivd dva i vice polymert

s opacnym nabojem. Jako kladné nabity polykationt je mozné pouzit Zelatinu typu A
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nebo chitosan a jako polyaniont se Casto vyuziva alginat, arabska klovatina nebo
karmelosa sodna siil. Podstatou metody je vyrovnani naboji na koloidech pii vhodné
zvoleném pH. Dochazi k iontové interakci mezi opacné nabitymi polymery, a to vede

ke tvorbé koacervatu.3**0

1.3.3 Sprejové suSeni

Sprejové suseni je jednoduchd, rychla a jednostupiiova metoda, pii které dochazi
k pfeméné roztoku, suspenze nebo emulze na nanocastice. Léciva latka a polymer jsou
dispergovany v kapalném médiu a tato disperze je nastfikovana do suSici komory, kde
dochdzi k odpaieni rozpoustédla a formovani ¢astic. Mezi tii hlavni kroky sprejového
suSeni patii atomizace kapalné soustavy, dehydratace/suseni atomizované kapky
a separace tuhych castic ze vzduchu. Pfi atomizaci kapalné latky nastdvd enormni
zvétSeni povrchu, coz vede k rychlému odpateni disperzniho média a formulaci tuhych
¢astic. K separaci ¢astic prasku ze vzduchu dochézi na dné susici komory a ¢astice jsou
dale transportovany do cyklonového separatoru, odkud se odebira vysledny produkt.
Velikost castic je ovlivnéna fadou parametri, zejména rychlosti nastiiku, velikosti
atomizaéni trysky nebo teplotou vzduchu.*? Sprejovym susenim byly ptipraveny PLGA

nanocastice s cyklosporinem nebo dexametasonem.*’

1.3.4 Metoda vysolovani

U metody vysolovani dochézi nejprve k rozpusténi polymeru PLGA a hydrofobni 1é¢ivé
latky v organickém rozpoustédle, které je misitelné s vodou (napf. tetrahydrofuran nebo
aceton). Organicka faze se ptida za michani k vodné fazi, ktera je tvofena stabilizatorem
a vysolovacim cinidlem. Vysolovacim cinidlem mohou byt elektrolyty (napt. chlorid
hotec¢naty, chlorid vapenaty nebo octan hofe¢naty) nebo neelektrolyty (napt. sacharosa).
Organicka faze se emulguje do vodné faze a vysoka koncentrace vysolovacich ¢inidel
brani misitelnosti organické faze s vodnou fazi tim, ze se obklopuje molekulami vody.
Do vytvofené emulze se ptidd prebyte¢né mnozstvi vody. Organické rozpoustédlo
se zatne rychle misit s vodnou fazi, coz vede ke vzniku nanocéstic, které jsou

stabilizované molekulami stabilizatoru.?>**
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1.3.5 Emulzni odparovaci metody

Tyto metody jsou zaloZeny na emulgaci organického roztoku polymeru do vodné faze
s naslednym odpaienim organického rozpoustédla.** Polymer se rozpusti v organickém
rozpoustédle nemisitelném s vodou. V tomto roztoku se disperguje nebo rozpusti 1é¢ivo
a vznikly roztok, suspenze nebo emulze se poté emulguje do kontinudlni vodné faze
s povrchové aktivni latkou =zajistujici stabilizaci. K emulgaci nebo suspendaci
se vyuzivaji rizné typy homogenizatort (napi. ultrazvukovy, vysokotlaky, rotor-stator
nebo mikrofluidizacni homogenizator). Organické rozpoustédlo nejprve difunduje
do vodné faze a poté na rozhrani voda/vzduch dochazi k jeho odpafovani. Odpaienim
organického rozpoustédla dojde ke vzniku nanocastic. Mezi emulzni odpafovaci metody
patii metoda jednoduché emulze a metoda dvojité emulze.’**

U metody jednoduché emulze se v organickém rozpoustédle (napi. dichlormethanu
nebo chloroformu) rozpusti polymer i 1é¢ivo.*® Mezi vyhody této metody patii dobra
enkapsulace lipofilnich 1é¢iv a moznost ovlivnéni velikosti Castic zménou intenzity
homogenizace nebo mnozstvim stabilizatoru. Nevyhodou je, Ze se touto metodou Spatné
enkapsuluji hydrofilni 1é¢iva.** Metodou jednoduché emulze byly pfipraveny PLGA
nanocastice s nafcilinem’, rutinem*’ nebo indometacinem.*®

Pti metod¢ dvojité emulze se vodny roztok 1é€iva emulguje do organického roztoku
polymeru za vzniku priméarni emulze, kterd se nasledné¢ emulguje do vnéjsi vodné faze
za vzniku sekundarni emulze.*® Tato metoda byla v ptedlozené praci pouzita pro
ptipravu PLGA nanocastic s vankomycin-hydrochloridem a je podrobnéji popsana

v nésledujici kapitole.

1.4 Metoda dvojité emulze

Metoda dvojité emulze (Obr. 5) je vhodné pro enkapsulaci hydrofilnich 1&é€iv. Prvnim
krokem je pfiprava vodné a organické faze. Vnitini vodnad faze vznikd rozpusténim
hydrofilniho 1é¢iva ve vod¢ a organicka faze vznikd rozpusténim polymeru PLGA
v organickém rozpoustédle (napf. dichlormethanu nebo chloroformu). Obé& faze
se homogenizuji za pouZiti ultrazvukového homogenizatoru a dojde ke vzniku primarni
emulze. Primarni emulze se emulguje do vnéj$i vodné faze, kterd obsahuje vhodny
stabilizator (napi. PVA) a vznikne sekundarni emulze. Po vytvoteni sekundarni emulze
nasleduje odpaiovani organického rozpoustédla za stdlého michani na magnetické

michacce. Vyhodou metody dvojité emulze je, Ze umoznuje enkapsulaci hydrofilniho
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i hydrofobniho lé¢iva. Mezi nevyhody této metody patii vznik velkych ¢éstic
nepravidelného tvaru nebo tnik hydrofilniho 1é¢iva do vnéjsi vodné faze.*® U metody
dvojit¢ emulze bylo prokazéano, ze zajistuje vysokou enkapsulacni Gc¢innost ve vodé
rozpustnych 1éCiv a tato metoda piipravy také umoziiuje manipulaci s faktory
pusobicimi na velikost Castic, distribuci a uvolfiovani 1é¢iva. Proto byla tato metoda
zvolena pro piipravu PLGA nanoéastic s vysoce hydrofilnim 1é¢ivem vankomycinem.*
Metodou dvojité emulze byly také piipraveny PLGA nano&astice s gentamicinem,
ciprofloxacinem, norfloxacinem, erytromycinem, cefazolinem, klindamycinem nebo

doxycyklinem.*®

Vodny roztok Roztok PLGA
l1é¢iva (V1) v organickém
rozpoustédle (O)

Primarni
emulze (V1/0)
- | Vnéjsi vodna faze
AN ¥ | se stabilizatorem
. RY ] (V2)
'\\\.\:,/ 3 . .

Sekundarni Difuze a odpaieni

emulze (V1/0/V2) organického

rozpoustédla

Obr. 5: Schéma piipravy nano¢astic metodou dvojité emulze. Upraveno dle’!

1.4.1 Kritické parametry dvojité emulzni metody

Nanocastice pfipravené dvojit€ emulzni metodou jsou ovlivnény fyzikalnimi,
chemickymi nebo biologickymi vlastnostmi 1é¢ivé latky i pomocnych latek, které maji
vliv na vyslednou velikost, polydisperzitu, enkapsula¢ni ucinnost a disoluci. Mezi
kritické materidlové vlastnosti (Critical Material Atributes CMA) patii vlastnosti PLGA
polymeru jako je pomér kyseliny mlécné a kyseliny glykolové (LA:GA), molekulova
hmotnost nebo teplota skelného ptechodu. U l1écivé latky je dilezitd zejména

rozpustnost ve vod¢ nebo krystalinita. U stabilizatori primérni a sekundarni emulze
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jsou kritickymi vlastnostmi hodnota hydrofilné-lipofilni rovnovahy (HLB), iontovy
charakter, u polymernich stabilizatori pak molekulova hmotnost nebo stupenl zesiténi.
K dosazeni stabilni dvojité emulze je potfeba vyhodnotit vSechny kritické vlastnosti
1écivé latky, polymeru PLGA a stabilizatoru, které mohou ovlivnit kvalitu 1é¢ivych
pripravki.>?

Kritickymi formula¢nimi parametry (Critical Formulation Parameters CFV) jsou pro
PLGA nanocastice piipravené dvojit¢é emulzni metodou koncentrace 1éCiva, PLGA
polymeru a stabilizatoru, dale pomér organické a vodné faze. Koncentrace polymeru je
povazovana za rozhodujici faktor ovlivitujici vlastnosti ¢astic. Hydrofobni emulgator
zvySuje stabilitu primarni emulze (V1/0). Hydrofilni emulgator stabilizuje sekundarni
emulzi (V1/0/V2). Koncentrace obou typil stabilizatoru a pomér organické faze k vodné
fazi ovliviuji velikost Eastic a jejich stabilitu.>?

Pro efektivitu dvojit¢ emulzni metody a pozadovanou kvalitu nanocastic by mély byt
optimalizovany kritické procesni parametry (Critical Process Parameters CPP). Mezi
né patii zejména rychlost pfiddvani vodné faze do organické faze, doba a rychlost
michéni, doba a rychlost homogenizace a teplota. Tyto kritické parametry procesu maji
vliv na velikost &stic a polydisperzitu.’? Piehled kritickych parametr(i dvojité emulzni

metody schematicky prezentuje Obr. 6.
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Kritické parametry dvojité emulzni metody

¢ Rozpustnost lécive latky ve vodé
* Typ organickeho rozpoustedla
Kritické viastnosti * PLGA — molekulova hmotnost, pomér
LA/GA, architektura polymerniho fetézce
*  Typ stabilizatorn

materialu
(CMA)

* FRozpustnost stabilizatoru ve vnéjsi vodné fazi
* Hodnota HLB stabilizatoru

o Vickozita stabilizatoru

o  Pomér polymer/1ééiva latka
Kritické formulacni o Mno#stvi organického rozpoustédla
parametry * Koncentrace emulgatoru primami emulze
(CFV) (V1/0)

s Koncentrace stabilizatorn

* Doba michani’homogenizace/sonikace

Kriticke
) #* Rychlost pfidavani vodne faze do organicke
parametry procesu fare
(CPP)

» Teplota pf1 odpafovani rozpouitédla
Obr. 6: Kritické parametry dvojité emulzni metody. Upraveno dle>?

1.5 Pomocné latky pro formulaci PLGA nanocastic
s vankomycin-hydrochloridem

Kromé PLGA jako konstitutivni pomocné latky se pii dvojité emulzni metod¢€ ptipravy

nanocastic pouZzivaji organicka rozpoustédla, hydrofobni stabilizatory pro stabilizaci

primarni emulze a hydrofilni stabilizatory pro stabilizaci sekundéarni emulze.

1.5.1 Organicka rozpoustédla pouZivana pii pripravé PLGA nanocdstic

Organickd rozpoustédla se pouzivaji k rozpuSténi PLGA polymeru a hydrofobnich
1é¢iv. Misitelnost organického rozpoustédla s vodou a jeho schopnost rozpoustét
polymer a lécivo ma vliv na velikost Castic, polydisperzitu a enkapsula¢ni ucinnost.

Pti vybéru rozpoustédla je potieba brat v ivahu jeho toxicitu, protoze ve finalné
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ptipravenych nanocasticich zlistane stopové mnozstvi rozpoustédla. Vybér organického
rozpoustédla zavisi i na zvolené metodé piipravy PLGA nanodastic.?

Aceton je organické rozpoustédlo misitelné s vodou. Pii ptipravé PLGA nanocastic se
pouziva u nanoprecipitaéni metody>* a u metody vysolovani.** Dichlormethan (DCM) je
organické rozpoustédlo nemisitelné s vodou. Pii pfipravé nanocéstic se pouziva
u emulznich odpatovacich metod jako je metoda jednoduché emulze a metoda dvojité
emulze.>® DCM byl pouZit pfi ptipravé PLGA nanog¢astic s rutinem?*’, indometacinem*,

vankomycinem*® nebo gentamicinem.>

Béznad je 1 kombinace organickych
rozpoustédel. Napi. ekvimolarni smés dichlormethanu, ktery je s vodou nemisitelny
a ethylacetatu (EA), ktery je dobfe rozpustny ve vod¢, vede ke zvyseni enkapsulacni
ucinnosti a mirnému snizeni velikosti ¢astic oproti pouziti samotného DCM. Kombinace
dichlormethanu a ethylacetatu v poméru 1:1 byla pouzita pti pfipravé PLGA nanocastic

s vankomycinem'® nebo rivastigminem.>*

1.5.2 Stabilizatory pouZivané pii dvojité emulzni metodé

Stabilizatory se pfi piipravé nanocastic dvojité emulzni metodou pouzivaji za ucelem
stabilizace primarni (V1/0) a sekundarni (V1/0/V2) emulze. Typ a koncentrace
zvoleného stabilizatoru ovlivni charakteristiky nanocastic (velikost, polydisperzitu, zeta
potencial), stabilitu nanocastic, biodistribuci, bunéénou absorpci a pribéh uvolhovani
léc¢iva. Stabilizadtor je pii tvorbé nanocastic pifitomen na mezifazi VI—O
resp. VI/O—V2 a muze zistat zaflenén na povrchu nanocéstic. Tim mulZe dojit
k modifikaci vlastnosti ¢astic jako je zeta potencidl a mukoadheze. Velikost 1 hodnota
zeta potencidlu jsou dulezité fyzikaln&-chemické vlastnosti, protoze urcuji fyzikalni
stabilitu a biofarmaceutické vlastnosti piipravku.>®

Stabilizace nanocastic muze byt sterickd nebo elektrostaticka. Stericka stabilizace
(Obr. 7) je dana adsorpci molekul neiontové povrchové aktivni latky nebo polymeru
(napf. PVA) na povrchu nanocéstic, kterd zabrani agregaci. Sterickd stabilita zavisi
na koncentraci polymeru, teploté, rozpustnosti polymeru a na primérné délce fetézce.
ZvySenim koncentrace adsorbovanych molekul dochazi ke zvySeni osmotické odpudivé
sily, kterd zabrani agregaci a zvysi stabilitu nanogéstic.’® Elektrostaticka stabilizace je
dasledkem ptitomnosti elektrické dvojvrstvy, kterd vznikd poutanim opacné nabitych
iontll k casticim, které nesou na povrchu naboj. Pfiblizenim Castic se stejnym ndbojem

dochazi k vzajemnému odpuzovani, které je urceno velikosti povrchového naboje
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a koncentraci elektrolytu.”’ Elektrostatické stabilizatory jsou obvykle aniontové

povrchové aktivni latky (napf. soli organickych kyselin).*

1. Nizka koncentrace polymem 2. Stfedni koncentrace polymeru

. -
=t
Mustkova flokulace Stericka stabilizace
4. Vysoka koncentrace polymern — 3. Stfedni aZ vysokd
. 3 koncentrace polvmeru
3 L= - -
__ .,'i'l. ]~ I._. \ 'i\"!? X = g -. xl.\l{;-lll. fl |"-' I. !'I / l};t??-_t
A . _J.
"_T“:Llrl I._‘-__-_; ) — :_'-_:;"-I-.I_." I:'..:.'-'- ]:,.,Ijl- N -:_ rﬁ;;'
- i o qu'i%:; i -
-ﬁ—_}f Depleéni stabilizace = 7| Depleéni flokulace

Obr. 7: Zjednodusené znazornéni sterické stabilizace emulze. Upraveno dle.>’

Stabilizatory primdarni emulze

Primarni emulze (V1/O) vznika v prubehu piipravy nanocéstic emulgaci vodného
roztoku lé¢iva do organické (olejové) faze, ktera je tvofena roztokem polymeru
a stabilizatoru v organickém rozpoustédle, a naslednou homogenizaci. Ve funkci
stabilizatori primarni emulze se pouZivaji hydrofobni tenzidy s HLB v rozsahu 1-10.5°
Jako hydrofobni stabilizatory priméarni emulze pfi pfipravé PLGA nanocéstic mohou byt
pouzity sorbitan-stearat (SS) (Span® 60)°!, glycerol-monostearat (GMS)5263,

polyglyceryl-3 polyricinoleat (PGPR).546
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Stabilizatory sekundarni emulze

Polyvinylalkohol (PVA)
Registracni ¢islo CAS: 9002-89-5

HO

Molarni hmotnost: 44,05 g/mol n

Sumaérni vzorec: CoH40%

Obr. 8: Strukturni vzorec PVA®’

PVA (Obr. 8) je synteticky, ve vodé¢ rozpustny, biokompatibilni a biodegradabilni
polymer, ktery ma krystalickou strukturu. Vyrabi se hydrolyzou z polyvinylacetatu a je
chemicky odolny. Vysoké univerzalnost tohoto polymeru nabizi Siroké spektrum vyuZiti
v biotechnologickych a biomedicinskych oborech pro své dobré chemické a fyzikalni
vlastnosti a snadnou zpracovatelnost. Vyuziva se k vyrobé kontaktnich cocek, jako
biomaterial ve zdravotnickych prostfedcich nebo jako nosi¢ 1é¢iv.°*%° PVA je neionicky
emulgator s hodnotou HLB 187°, ktery lze pouzit ke stabilizaci sekundirni emulze
a ktery sniZzuje mezipovrchové napéti mezi organickym roztokem PLGA a vngjsi
vodnou fazi. Je zndmo, Ze koncentrace PVA ve vodné fazi je klicovym faktorem, ktery
ovlivituje velikost nanoéastic.!> PVA m4 vysoky stupefi bobtnani a tim miize zkreslit
distribuci velikosti nano¢astic.”!

Bylo dokéazano, Ze zvySenim koncentrace PVA ve vnéjsi vodné féazi se velikost ¢astic
zmenSuje. Tento pokles velikosti ¢asti je pravdépodobné zplisoben rozdily ve stabilité
emulzi formulovanych s riznymi koncentracemi PVA. Se zvySenou koncentraci PVA
se zvySuje jeho povrchova aktivita a zvySuje se i viskozita roztoku PVA. To vede
k vytvoteni stabilni emulze s menSimi kapi¢kami a nasledné k tvorbé menSich
nano¢éstic s nizkou polydisperzitou.’?

Polarita organického rozpoustédla pouzitého pii tvorbé emulze béhem formulace PLGA
nanocastic mize ovlivnit mnozstvi PVA adsorbovaného na rozhrani organické a vodné
faze. Byly formulovdny nanocastice se tfemi organickymi rozpoustédly (aceton,
dichlormethan a chloroform). Bylo zji$téno, Ze mnoZstvi PVA deponované na povrchu
nanocastic se zvySovalo se zvySujici se misitelnosti organického rozpoustédla s vodou.
Vysledkem je, ze se vice PVA mohlo rozdé€lit do polymerni fdze obsahujici organické
rozpoustédlo, které je 1épe misitelné s vodnou fazi a diky tomu dochézi k vyssimu

usazovani PVA na povrchu nanocastic. Z pouzitych organickych rozpoustédel je nejvice
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misitelny s vodou aceton, nasleduje dichlormethan (1:50) a nejméné misitelny s vodou

je chloroform (1:200).” PVA byl pouzit v koncentracich v rozmezi 2-50 mg/ml pro

16,49 6

stabilizaci nano¢astic s nafcilinem®, vankomycinem!®*, pioglitazonem?®, rutinem?*’,

gentamicinem™ a gefitinibem.”

Poloxamer 407

Registracni ¢islo CAS: 691397-13-4

Molarni hmotnost: 12,6 g/mol™

O. @)
HO//\/ N O//”\/ \\H

_CH3 bl la

Obr. 9: Strukturni vzorec poloxameru 407, kde délky blokd jsoua =101 ab =567

L Ja

Poloxamery jsou trojblokové kopolymery, které se skladaji ze sttedového hydrofobniho
bloku polypropylenoxidu a dvou postrannich hydrofilnich blokli polyethylenoxidu.
Poloxamer 407 (Obr. 9) je neiontova povrchové aktivni latka, ktera vykazuje
termoreverzibilni vlastnosti. Formulace obsahujici poloxamer 407 vedly ke zvySené
rozpustnosti 1é¢iv Spatn€ rozpustnych ve vodé a k prodlouzenému uvolilovani 1é€ivé
latky. Poloxamer 407 muze byt slozkou lécivych piipravki jako jsou napf. peroralni
roztoky, suspenze, inhalacni, intravendzni, oftalmologické nebo topické pfipravky.
Koncentrované vodné roztoky poloxameru 407 gelovati. Termogelace je zpusobena
interakci mezi riznymi segmenty kopolymeru. Bioahezivni vlastnosti poloxameru 407
jsou poZadovany zejména u rektalnich, koznich nebo oftalmologickych piipravki.
Bioadhezivni sila roste s pevnosti gelu a je modifikovana teplotou a koncentraci
poloxameru 407. Vliv na bioadhezi ma také pfitomnost riznych rozpoustédel nebo
iontovych ¢inidel.”®”” Poloxamer 407 slouzi také jako stericky stabilizator p¥i piipravé

nanodstic. Poloxamer 407 byl pouZit pro stabilizaci PLGA nanoé4stic s rifampicinem.®
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Materialy

Cisténa voda, Farmaceuticka fakulta Hradec Kralové, Ceska republika

Dichlormethan ¢&isty, Penta, Ceska republika

Ethylacetat, Penta, Ceské republika

Fosfatovy pufr pH 7,4 tablety, Merck Darmstadt, Némecko

Glycerol-monostearat 40-55, Merck Darmstadt, Némecko

Chloroform, Penta, Ceska republika

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

Polyglyceryl-3 polyricinoleét, Evonic, Némecko

Poly(vinyl alcohol), stupent hydrolyzy 87-89 %, Mw 72 000 g/mol, Merck Darmstadt,
Némecko

Sorbitan-stearat (Span® 60), Merck Darmstadt, Némecko

Vankomycin Kabi 500 mg, prasek pro koncentrat pro infuzni roztok,
vankomycin-hydrochlorid, Fresenius Kabi, Ceska republika

Voda na injekci, Fagron, Ceska republika

2.2 Pomicky

Dialyzaé¢ni hadicka, Merck Darmstadt, Némecko

z regenerované celulosy, mezni molekulova hmotnost 14 000 g/mol
Hlinikové kelimky Netzsch 100 DSC, Netzsch-Geratebau GmhH, Némecko

set kelimek a vi€ko, 25 pl, teplotni rozsah -180 °C do 600 °C
Pipety s nastavitelnym objemem Research, Eppendorf, Némecko
Polystyrenova jednorazova kyveta DTS0012, Malvern Panalytical, Velka Britanie
Sklenéna kyveta, Hellma Analytics, Némecko
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2.3 Pristroje

Analytické digitalni vahy, Ohaus Discovery, Ohaus, Svycarsko
Centrifuga MPW — 260R, MPW Med. Instruments, Polsko

DSC 200 F3 Maia, Netzsch, Némecko

Horkovzdu$na susarna, Memmert, Némecko

Magnetickd michacka, IKA — WERKERT, Némecko

Rucni lis pro uzavieni hlinikovych kelimki, Netzsch-Geratebau GmhH, Némecko
Spektrofotometr, Specord 205, Analytik Jena, Némecko

Ttepaci vodni lazen, Julabo SW22, Némecko

Ultrazvukovy homogenizator SONOPULS HD 2070, Bandelin, Némecko
Viéhy Kern 440-53N, Kern, Némecko

Zetasizer Nano ZS90 Malvern Panalytical, Velké Britanie
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2.4 Priprava nanocastic
Vsechny PLGA nanocastice byly pfipraveny dvojité emulzni metodou, jejiz zakladni
kroky jsou nasledujici:
1. Ptiprava vnitini vodné faze (V1)
Ptiprava organické faze (O)
Ptiprava vnéjsi vodné faze (V2)
Emulgace V1 — O a homogenizace primarni emulze V1/0
Emulgace V1/O — V2 a homogenizace sekundarni emulze V1/0/V2

Evaporace organického rozpoustédla (prechod V1/0/V2 na nanosuspenzi)

A o

Uprava nanosuspenze (centrifugace, promyvani, resuspendace)

Vnitini vodna faze (V1) byla tvofena roztokem vankomycin-hydrochloridu. Dané
mnozstvi Van-HCI bylo rozpusténo ve 200 ul vody na injekci. Byly rovnéz ptipraveny
blank nanocastice bez Van-HCI, kde byla vnitini vodna faze tvofena vodou na injekci.
Organickd faze (O) byla tvofena roztokem PLGA v organickém rozpoustédle,
popt. s piidavkem hydrofobniho stabilizatoru. 50 mg PLGA, popt. dané mnozstvi
hydrofobniho stabilizatoru primarni emulze, bylo rozpusténo ve 2,0 ml organického
rozpoustédla michanim na magnetické michacce pii pokojové teploté.

Vnéjsi vodna faze (V2) byla tvofena roztokem PVA. Dané mnoZzstvi PVA bylo
rozpus$téno v Cisténé vodé michanim na magnetické michacce pii teploté 90 °C po dobu
10 minut a nasledné pti pokojové teploté po dobu 60 min. Byly pfipraveny 4 ml roztoku
s vyS8i koncentraci PVA a 40 ml roztoku s niz$i koncentraci PVA. Po rozpusténi PVA
byla dovaZena odpafena voda.

200 pl vnitini vodné faze bylo emulgovano do 2,0 ml organické faze a vytvotfena
primarni emulze (V1/0O) byla pfi chlazeni na ledu homogenizovana ultrazvukovym
homogenizatorem po dobu 90 s piiamplitudé 40 % a intenzit¢ 70 %. Pfi stejném
zpusobu homogenizace byla primarni emulze ptidana do 4 ml vnéjsi vodné faze s vyssi
koncentraci PVA za vzniku sekundérni emulze (V1/0/V2). Tato koncentrovana slozena
emulze byla nasledné¢ pfidana do 40 ml roztoku PVA s niZ§i koncentraci.

Sekundarni emulze byla michana na magnetické michacce v digestofi po dobu 2 hodin,
aby doslo k odpafeni organického rozpoustédla a pfechodu slozené emulze V1/0/V2

na nanosuspenzi.
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V prubéhu ptipravy byly ménény tyto formulacni faktory:
v Koncentrace vankomycin-hydrochloridu ve vnitini vodné fazi
v Typ organického rozpoustédla
v Typ a/nebo koncentrace hydrofobniho stabilizatoru primarni emulze
v' Metoda emulgace primarni emulze a/nebo sekundarni emulze
v Koncentrace PVA ve vnéjsi hydrofilni fazi

2.4.1 Priprava nanodcastic s riznym mnoZstvim Van-HCl nebo riznym
organickym rozpoustédlem

Dle obecného postupu dvojit€¢ emulzni metody viz. kap. 2.4 byla pfipravena Sarze

nanocastic bez Van-HCI (blank nanocastice — F1) a dvé Sarze (F2 a F3) liSici se

mnozstvim Van-HCI. SloZeni uvadi Tab.1. Od kazdé SarZe byly paraleln& pfipraveny

tf1 vzorky. Byla pfipravena Sarze nanocastic (F4), pfi jejichz ptipravé byla ve funkci

organického rozpoustédla pouzita smés dichlormethanu a ethylacetatu v poméru 1:1.

Byly paralelné pfipraveny tfi vzorky. Slozeni Sarzi uvadi Tab. 1.

Tab. 1: SarZe nanocastic s riznym mnoZzstvim vankomycin-hydrochloridu nebo riznym

organickym rozpoustédlem

Ié VODNA FAZE (V1) ORGANICKA FAZE (0) VODNA FAZE (V2)
D

l Van-HCI PLGA Rozpoustédlo PVA

F1 blank 25 mg/ml DCM 30 mg/ml — 3 mg/ml
F2 5 mg/ml 25 mg/ml DCM 30 mg/ml — 3 mg/ml
F3 10 mg/ml 25 mg/ml DCM 30 mg/ml — 3 mg/ml
F4 5 mg/ml 25 mg/ml DCM/EA 1:1 30 mg/ml — 3 mg/ml

2.4.2 Priprava nanocdstic s riuznym stabilizdtorem primdrni emulze
Dle obecného postupu dvojité emulzni metody viz. kap. 2.4 bylo pfipraveno pét Sarzi
nanocastic (F5 — F9), pfi jejichZ ptipravé byl jako stabilizator primarni emulze V1/0O

pouzit sorbitan-stearat (F5), glycerol-monostearat 40-55 ve dvou riiznych koncentracich
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(F6-F7), nebo polyglyceryl-3 polyricinoleat ve dvou riiznych koncentracich (F8-F9).

Slozeni uvadi Tab. 2. Od kazd¢ Sarze byly paralelné pfipraveny tfi vzorky.

Tab. 2: Sarze nanocastic s riznym stabilizatorem primarni emulze

g FZSED I(\I\i) ORGANICKA FAZE (O) VODI(\I\Z)F AZE

]i Van-HCl PLGA Stabilizator Rozpoustédlo PVA

F5 5 mg/ml 25 mg/ml SS 5 mg/ml DCM/EA 30 mg/ml — 3 mg/ml
F6 5 mg/ml 25 mg/ml GMS 7,5 mg/ml DCM/EA 30 mg/ml — 3 mg/ml
F7 5 mg/ml 25 mg/ml GMS 15 mg/ml DCM/EA 30 mg/ml — 3 mg/ml
F8 5 mg/ml 25 mg/ml | PGPR 50 mg/ml DCM/EA 30 mg/ml — 3 mg/ml
F9 5 mg/ml 25 mg/ml | PGPR 100 mg/ml DCM/EA 30 mg/ml — 3 mg/ml

2.4.3 Priprava nanocdstic pririazné homogenizaci primdrni a/nebo
sekundarni emulze
Byly piipraveny Sarze nanocastic F10 a F11, které slozenim odpovidaji Sarzi F7
(viz. Tab. 2), ale pfi jejich pfipravé byl zmeénén zpiisob homogenizace primarni a/nebo
sekundarni emulze. Podminky homogenizace pouZité pii ptipravé PLGA nanocastic
dvojité¢ emulzni metodou uvadi Tab. 3. U Sarzi F1 aZ F9 byla primarni i sekundéarni
homogenizace provedena za podminek stfedni intenzity. U Sarze F10 byla zvySena
intenzita homogenizace primarni emulze, u Sarze F11 byla zvySena intenzita
homogenizace primarni i sekundarni emulze (Tab. 4). Od kazdé Sarze byly paralelné

pfipraveny tii vzorky.

Tab. 3: Podminky homogenizace pii pfipravé nanocastic

Stredni intenzita amplituda 40 % intenzita 70 % doba 90 s

Vysoka intenzita amplituda 40 % intenzita 100 % doba 120 s

Tab. 4: Intenzita homogenizace primarni a sekundarni emulze

Sarze nanoéastic Homogenizace V1/0 Homogenizace V1/0/V2
F1-F9 stfedni intenzita stfedni intenzita
F10 vysoka intenzita stfedni intenzita
F11 vysoka intenzita vysoka intenzita
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2.4.4 Priprava nanocastic s riuznou koncentraci hydrofilniho stabilizdatoru

Byly pfipraveny Sarze nanocastic, které slozenim a zpiisobem homogenizace odpovidaji
Sarzi F11, ale u kterych byla pouzita nizsi koncentrace PVA (Sarze F12) resp. vyssi
koncentrace PVA (Sarze F13). Piiprava vnéjsi vodné faze a postup sekundarni emulgace
byly realizovany dle postupu uvedeném v kap. 2.4. Piesné slozeni Sarzi F12 a F13 uvadi

Tab. 5. Od kazdé Sarze byly piipraveny tfi vzorky.

Tab. 5: Sarze nanocéstic s riznou koncentraci hydrofilniho stabilizatoru

K VODNA FAZE ORGANICKA FAZE VODNA FAZE

O (V1) (O) (V2)

Ij Van-HCI PLGA Stabilizator Rozpoustédlo PVA
F12 5 mg/ml 25 mg/ml | GMS 15 mg/ml DCM/EA 10 mg/ml — 1 mg/ml
F13 5 mg/ml 25 mg/ml | GMS 15 mg/ml DCM/EA 50 mg/ml — 5 mg/ml

2.5 Meéreni velikosti a polydisperzity nanocastic

Byla métena velikost a polydisperzita Sarzi nanocastic F1 — F13 (slozeni viz. Tab. 1-5)
metodou dynamického rozptylu svétla (DLS) na zetasizeru (Nano ZS90 Malvern
Panalytical, Velka Britanie). Od kazdé Sarze byly pfipraveny paralelné tii vzorky.
Bezprosttedné po ptipravé bylo ze stiedu kadinky odebrano pomoci injekéni stiikacky
potiebné mnozstvi nanosuspenze a injektovano do kyvet. Timto postupem bylo
zamezeno vneseni vzduchu do vzorku méfeného na zetasizeru. Kazdy vzorek byl
prométen tiikrat a byl vypocten priimér. Vysledné hodnoty velikosti a PDI nanocéstic
jsou v tabulkdch nebo grafech prezentovany jako primér a smérodatnd odchylka

ti1 vzorku.

2.6 Diferencialni skenovaci kalorimetrie (DSC)

Metoda DSC byla pouZita pro charakterizaci PLGA, vankomycin-hydrochloridu
ananocastic Sarze F11 (slozeni viz. Tab. 2-4), u kterych byla zjiSténa velikost
401 £2,1 nm, PDI 0,141 £ 0,004 (Obr. 15) a EE 8,2 + 0,64 % (Tab. 9). Nanosuspenze
byla centrifugovana pii 15 000 otackach po dobu 20 minut pfi teploté 4 °C. Sedimenty
byly suSeny v horkovzdusné susarné pii 25 °C po dobu jedné hodiny. Vzorky pro DSC

v mnozstvi pfiblizné 10 mg byly navdzeny do hlinikovych kelimkil a hermeticky
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uzavieny pomoci ruc¢niho lisu. Jako referencni vzorek byl pouzit prazdny hlinikovy
kelimek. Teplotni rezim byl zvolen dle vlastnosti jednotlivych vzorki (Obr. 10).
Teplota tani (Tm) vankomycin-hydrochloridu byla ode¢tena na kiivce prvniho ohievu.
Teplota skelného prechodu PLGA byla uréena v inflexnim bod¢ na kiivce druhého

ohfevu. Z DSC skenu nanocastic byl zjistén fyzikalni stav 1é¢iva v polymernim nosici.

Tokal Selection _-!:)ynamn:_ Heating || Coaling | Isathermal Tatal Selection | Dynamic | Heating | Cosling || Tsothermal
v]ir 1 [rvynamic -20,0*C  -10.0 Kfmin
—'; 2 Is\i'nthermal -20.0°C 5I|lmin % 1 Dynamic 20.0°C  -10.0 Kmin
Lo @ 3 Dynamic §0.0°C 10,0 Kjmin &S Isothermal  -20.0°C 5 mnin
=k 4 Isothermal 60,0 °C 5 min 3 Dynamic 280.0°C 10,0 K/min
%, 5 Dvnamic -20.0%C  -20.0 Kjmin F==h 4 Isothermal  250.0°C 3 min
M=k 6 Isothermal  -20.0°C S min % 5 Dynamic -20.0°C -20.0 Efmin
4 7 Dynamic 80L0°°C  10.0 Kjmin FeES 6 Isothermal  -20.0°C 5 i
Fe=k & Isothermal &0.0 =C 5 min _p’ 7 Dynamic 250.0 2C 10,0 K/min
™% 9 Dynamic 2L U0 ki =5 & Isothermal  250.0°C 3 min
“+=h 10 Isothermal 20,0 °C S min e % 9 Dynamic 20.0°C  -10.0 K/min
[#]i+=4 10 Isothermal 20,0 *C 5 rmin
(a) (b)

Obr. 10: Teplotni rezimy DSC pro (a) polymer PLGA a pro (b)

vankomycin-hydrochlorid a nano¢éstice

2.7 Skenovaci elektronova mikroskopie (SEM)

Metodou skenovaci elektronové mikroskopie byl zjistén tvar nanocastic a orientacné
1 velikost. Pro SEM byla pfipravena SarZe nanocastic F11 (sloZeni viz. Tab. 2-4).
Nanosuspenze byla centrifugovana pii 15 000 otackach a teplot¢ 4 °C po dobu
20 minut. Sedimenty byly suSeny v horkovzdu$né susarné pii 25 °C po dobu jedné
hodiny. Byly pfidany 2 ml vody na injekci a pomoci ultrazvukového homogenizatoru
dosSlo k resuspendaci. Nanosuspenze byla umisténa na uhlikovou adhezivni pasku
a vysuSena pii laboratorni teploté. SEM provedl Mgr. Jan Loskot, Ph.D. na Katedfe
fyziky Ptirodovédecké fakulty Univerzity Hradec Kralové skenovacim elektronovym
mikroskopem FlexSEM 1000 Hitachi, Japan v reZimu sekundarnich -elektronti

v urychlovacim napéti 15 kV.
2.8 Kalibra¢ni primky
Pro stanoveni enkapsulacni ucinnosti byly pfipraveny roztoky

vankomycin-hydrochloridu v ¢isténé vode a byla méfena jejich absorbance pii vinové

délce 280 nm proti ¢ist€né vode (Tab. 6). Pro stanoveni vankomycin-hydrochloridu
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uvolnéného znanocastic v prubc¢hu disoluéniho testu byly pfipraveny roztoky
vankomycin-hydrochloridu ve fosfatovém pufru (PBS) pH 7,4 a byla zméfena
absorbance pii vlnové délce 280 nm proti PBS pH 7,4 (Tab. 7). Stanoveni probihalo
spektrofotometricky na pfistroji Specord 205 (Analytik Jena, Némecko). Byly

sestrojeny kalibracni pfimky (Obr. 11 a 12) a zji$tény rovnice linearni regrese.

Tab. 6: Absorbance vodnych roztokt Van-HCI pii vinové délce 280 nm

c (mg/ml) 0,08 0,17 0,34 0,5 0,67

A(280nm) | 0,3755 10,7218 11,4149 2,1077 2,8041

3,0

y =4,1393x + 0,0278
2,5 RZ=0,9998

2,0

1,5

Absorbance

1,0
0,5
0,0

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8

Koncentrace (mg/ml)

Obr. 11: Kalibra¢ni pfimka vankomycin-hydrochloridu v ¢ist€né vodé

36



Tab. 7: Absorbance roztokti Van-HCI v PBS pH 7,4 pfi vinové délce 280 nm

c (mg/ml) 0,10 0,20 0,25 0,30 0,40

A (280 nm) | 0,4588 0,8674 11,0932 11,2917 11,7291

2,0
.'.
15 y =4,2353x + 0,0292
R%=0,9997 .

o " )
(8]
c
© N 4
2 10 :
)
2 .
<

0,5 POl

0,0

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35 0,4 0,45

Koncentrace (mg/ml)

Obr. 12: Kalibra¢ni pfimka vankomycin-hydrochloridu ve fosfatovém pufru pH 7,4

2.9 Stanoveni enkapsulac¢ni ucinnosti primou metodou

Enkapsula¢ni Gi¢innost byla stanovena pfimou metodou u Sarzi nanocastic F2 — F4, F7,
F10 — F11 a F13 (slozeni viz. Tab. 1-5). Nanosuspenze byla rozdélena do Ctyt
centrifugacnich zkumavek a centrifugovana postupné pii 3 000, 6 000, 12 000 a 15 000
otaCkach po dobu 15 minut pii teploté 4 °C. Po kazdé centrifugaci byl odlit supernatant
aksedimentu byl pfiddn 1ml cisténé vody, aby doSlo k odstranéni
vankomycin-hydrochloridu, ktery neni inkorporovan v nanocasticich. Po posledni
centrifugaci byla nanosuspenze susSena v horkovzdusné susarné pii 25 °C po dobu
1 hod. Byly pfidany 2 ml chloroformu a 6 ml ¢isténé vody a obsah 4 centrifugacnich
zkumavek byl slit do jedné vialky, ktera byla vloZena na 5 hodin na magnetickou
michacku, aby doSlo k redispergaci sedimentu. Vialka byla sunddna z magnetické
michacky a po dobu 30 minut se nechala odstat, aby doSlo k oddé€leni fazi. Byly
odebrany 4 ml vodné faze a centrifugovany pii 15 000 otackach a teploté 4 °C po dobu
30 min, aby se odstranil zbytek precipitovaného PLGA. Po centrifugaci byl odebran
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¢iry roztok a byla métena absorbance na spektrofotometru pti vinové délce 280 nm proti
Cisténé vodé.
Bylo zjisténo mnozstvi vankomycin-hydrochloridu v nanocasticich na zaklad¢ rovnice

kalibracni pfimky (Obr. 11) a ztoho byla vypocitana enkapsula¢ni ucinnost podle

vzorce (1):
EE =22 %100 (1)
m
EE  enkapsula¢ni G¢innost (%)
my mnozstvi vankomycin-hydrochloridu stanovené v ¢asticich (mg)
m mnozstvi vankomycin-hydrochloridu pouzitého pii pfipraveé (mg)

2.10 Disoluce vankomycin-hydrochloridu z nanoéastic

Pro disoluéni test byly paraleln¢ ptipraveny tii vzorky nanocastic Sarze F11 (slozeni
viz. Tab. 2-4). Ziskané nanosuspenze byly centrifugovany pii 15 000 otackach a teploté
4 °C po dobu 20 minut a sedimenty ziskané centrifugaci byly resuspendovany v ¢isténé
vod¢ za pomoci ultrazvukového homogenizatoru. 2 ml nanosuspenze byly ptidany
do dialyzac¢ni trubic¢ky, uzavieny na obou koncich a vlozeny do sklenénych vialek. Jako
disoluéni médium byly pouzity 4 ml fosfatového pufru pH 7,4 pfedem zahiatého
na 37 °C. Do tfepaci vodni lazn€ vytemperované na teplotu 37 °C s frekvenci 80 rpm
a amplitudou 15 mm bylo vloZeno celkem 9 vialek. V pfedem stanovenych intervalech
(3, 12, 24, 36, 48, 72, 96 a 120 hod) bylo odebrano disolu¢ni médium a nahrazeno
novym. Mnozstvi Van-HCI v disolu¢nim médiu bylo stanoveno spektrofotometricky
méfenim absorbance pifi vinové délce 280 nm proti fosfatovému pufru pH 7,4. Kazdy
vzorek se proméfil tfikrat a byla vypocitdna primérna absorbance. Na zakladé rovnice
kalibra¢ni pfimky (Obr. 12) byla vypoctena koncentrace Van-HCI v disolu¢nim médiu
vmg/ml. Pomoci zndmého objemu nanosuspenze pouzité pro test, stanovené
enkapsulacni Gc¢innosti a objemu disolucni kapaliny byl vypocten procentudlni podil
Van-HCl, uvolnény v dany casovy interval. Byla vyjadiena kumulativni procenta

a sestrojena disoluc¢ni kiivka.
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2.11 Statisticka analyza

Statistické vyhodnoceni ziskanych dat bylo provedeno pomoci Sablony T-TESTY, ktera
je dostupna na intranetu Farmaceutické fakulty UK. Byl zvolen neparovy t-test
aintervalové odhady rozdilu stfednich hodnot na hladin€ spolehlivosti 95 %.

Automaticky prob¢hla kontrola odlehlych hodnot.
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

3.1 Obecna diskuze k zadani diplomové prace

Predlozend prace je pilotni studii v oblasti formulace PLGA nanocéastic
s inkorporovanym vankomycin-hydrochloridem pro impregnaci kostnich S§tépa,
pouzivanych  jako  spacery pii  ortopedickych  operacich. = Enkapsulaci
vankomycin-hydrochloridu do nanocéstic je mozno zajistit modifikované uvoliovani
1é¢iva, minimalizovat nezadouci Gc¢inky a lokalni toxicitu a zlepsit stabilitu 1éCiva.
Ptiprava PLGA nanocastic s vyrazné hydrofilnim 1éCivem (pro experiment pouzit
Vancomycin Kabi prasek pro koncentrat pro infuzni roztok) je v porovnani
s enkapsulaci ve vod¢é nerozpustnych 1é¢iv (terbinafin, acyklovir, rifampicin)
problematickda. Prvotnim cilem prace bylo pfipravit relativné stabilni nanocastice.
Na zdkladé literarni reSerSe byla zvolena dvojit€ emulzni metoda a byly hledény
formulacni faktory, které povedou k tomuto prvotnimu cili (“funnel approach
in research”). Proto nebyly vSechny formulaéni faktory testovany na vSech urovnich.
Metoda dvojité emulze je v literatufe prezentovana jako vhodna pro ptipravu nanocastic
s hydrofilnim 1é¢ivem.*® Obecné jsou emulzni metody vzdy spojeny s problémy stability
nanocastic, které souvisi s koalescenci €astic, rupturou castic vnitini faze a separaci
fazi.®* Rovné&Zz efektivita metod ziistdva spornd kviili mnoha formula¢nim a procesnim
parametrtim.’® Hydrofilni 1é¢iva vykazuji nizkou enkapsula¢ni Gi¢innost z diivodu difuze
do vnéjsi vodné faze. Pii formulaci PLGA nanocastic technikou dvojité emulze se pro
ziskani kvalitniho produktu aplikuje pfistup Quality by Design.”?> V piedlozené
diplomové praci byl studovan vliv koncentrace Van-HCI ve vnitini vodné fazi, vliv typu
organického rozpoustédla, typu a koncentrace stabilizatoru primarni emulze, vliv
intenzity homogenizace primarni a sekundarni emulze a vliv koncentrace hydrofilniho
stabilizatoru sekundarni emulze.

Pro pfipravu polymernich nanocéstic s vankomycin-hydrochloridem byl pouZit
nekomercni derivat PLGA. Jednd se o kopolymer kyseliny mlécné a kyseliny glykolové
vpoméru 50:50, ktery je vétveny na tripentaerythritolu. Ciselny primér molarni
hmotnosti M, je 5 300 g/mol, hmotnostni primér molarni hmotnosti My je
17 400 g/mol, hmotnostni primér vnitini viskozity [#]w je 7,7 mL/g a vétvici pomér
g'(My) 0,433" Pro rozpusténi polymeru PLGA byl pouzit dichlormethan nebo

kombinace dichlormethanu a ethylacetditu v poméru 1:1. Jako emulgatory primarni
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emulze byly testovany sorbitan-stearat, glycerol-monostearat a polyglyceryl-3
polyricinoleat. ~ Jako  stabilizdtor = sekundarni emulze byl pouzit PVA.
Vankomycin-hydrochlorid byl zvolen zdivodu, ze se pouziva klécbé infekci
zpusobenych grampozitivnimi mikroby, zejména k 1écbé infekci zptisobenych bakterii
Staphylococcus aureus s rezistenci na meticilin. V ortopedické chirurgii se pouziva
lokdln¢  pii  kloubnich  ndhradach a  operacich  slozitych  zlomenin.
Vankomycin-hydrochlorid mé& nizkou cytotoxicitu na osteoblasty, proto je vhodny
k prevenci bakterialni infekce vzniklé na povrchu kovovych implantatd.'*
Vankomycin-hydrochlorid byl zaddn do studie doc. Ku¢erou a dr. ProkeSem
z ortopedické kliniky FN HK.

Jednim z dillezitych parametri uspéSnosti metody piipravy nanocéstic je enkapsulaéni
ucinnost. Enkapsula¢ni t€innost miize byt stanovena metodou nepiimou, nebo metodou
pfimou. Pii nepfimé metodé¢ se analyzuje 1éCivo v supernatantu, ktery se ziska
centrifugaci nanosuspenze a vypocitad se mnozstvi neenkapsulovaného 1é¢iva. Nepiesna
analyza mnozstvi 1é¢iva v supernatantu vede k faleSné vysoké hodnoté enkapsulaéni
ucinnosti. Pfim4 metoda je spolehlivéjsi, nebot je zaloZzena na stanoveni léCiva
v sedimentu ziskaném centrifugaci nanosuspenze. V tomto ptipadé¢ malo citliva analyza
1é¢iva vede k nizSim hodnotdm enkapsulacni €innosti. Na druhé strané falesné vysoké
hodnoty EE stanovené piimou metodou mohou byt dany nedostateCnou purifikaci
nanocastic. Rozpusténé, ale neenkapsulované 1écivo ziistava v nedostatecné vysuSeném
sedimentu. Lécivo miiZe rovnéz precipitovat a pii centrifugaci zistat v sedimentu.
Enkapsula¢ni Gc¢innost je rovné€z ovlivnéna pouZitym objemem vnitini vodné faze,
tj. koncentraci primarni emulze. Pti pouziti vétSiho objemu V1 dochézi ke snizeni
bariérové funkce organické faze, veétSimu kontaktu mezi vnitini a vnéjsi vodnou fazi,
a tim k vy$$imu tniku lé¢iva do vn&jsi vodné faze.” Jak uvadi fada studii, zdkladnim
pfedpokladem pro uspé$né zachyceni hydrofilniho 1é¢iva do polymernich nanocéstic
piipravenych dvojité emulzni metodou je dobra stabilita primarni emulze 3818283
Z literatury je zndm vliv objemu V1 na ucinnost enkapsulace. Pfi vy$§im objemu vnitini
vodné faze V1 je vétsi kontakt s vnéjSi vodnou fazi V2, a tim 1 vyS$i ztrata 1éCiva.
Organickd faze srozpusténym polymerem pusobi jako diftzni bariéra pro molekuly

1é¢iva mezi vnitini a vnéj$i vodnou fazi; tloustka této vrstvy se zmenSuje, kdyz
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se zvétSuje objem V1. To mlze vést k mén¢ stabilni primarni emulzi V1/O s vétSimi

kapi¢kami vnitfni vodné faze.?*

r r

3.2 Velikost, polydisperzita a enkapsula¢ni acinnost

Velikost je jednou ze zékladnich charakteristik nanocastic, urcuje jejich fyzikalni
stabilitu a farmakokinetiku. Velikost nanocastic musi byt ve specifickém rozmezi,
pokud je pozadovand cilena distribuce v organismu (targeting) nebo UcCinnost
a bezpecnost pti lokalni aplikaci 1é¢ivé latky inkorporované do nanocastic. Pro efektivni
impregnaci kostnich $tépi PLGA nanocésticemi s vankomycin-hydrochloridem neni
velikost nanocastic striktné definovana. Bylo zadano formulovat nanocastice v rozsahu
200 az 800 nm.

Polydisperzita je bezrozmérna veli¢ina, kterd urcuje Sifi distribuce velikosti Castic.
Hodnoty PDI se pohybuji od nuly do jedné. Hodnotou PDI 0 se vyznacuji
monodisperzni systémy s jednotnou velikosti castic, hodnoty vrozmezi 0 az 0,2
PDI definuje nestabilitu nanocastic v disledku aglomerace nebo zvySovani velikosti
nanocastic v pribehu ¢asu. U polymernich nanocastic se za kvalitni hodnotu PDI
povazuje hodnota niz$i nez 0,2.>? V piedlozené praci bylo cilem formulovat stabilni
nanosuspenzi s hodnotou PDI niz$i nez 0,2.

Mezi kritické faktory, které ovliviiuji velikost formulovanych nanocéstic
a polydisperzitu, se fadi koncentrace hydrofobniho emulgatoru pouzitého pro stabilizaci
primarni emulze V1/0, koncentrace hydrofilniho emulgatoru pro stabilizaci sekundarni
emulze V1/O/V2 a poméry organické a vodné faze. Hydrofobni emulgétor se pfi dvojité
emulzni metod¢ pfipravy nanocéstic pouzivd ve vyssich koncentracich, a tim dochazi
ke zvySovani stability dvojité emulze a také ke zvySeni enkapsulaéni uéinnosti.*

3.2.1 Vliv mnoZstvi vankomycin-hydrochloridu

Byl zkouman vliv koncentrace vankomycin-hydrochloridu ve wvnitfni vodné fazi
na velikost a polydisperzitu PLGA nanocastic. Byly pfipraveny blank nanocastice bez
Van-HCI (F1) a nanocastice s Van-HCI v koncentracich 5 mg/ml (F2) a 10 mg/ml (F3).
Slozeni NC uvadi Tab. 1. Mnozstvi Van-HCI bylo zvoleno na zékladé piedchozich
praci’ a konzultace s Iékafi ortopedické kliniky FN HK, a rovn&z dle publikovanych

studii.'0858¢
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Velikost blank nanocastic byla 255 nm, nanocastice s inkorporovanym Van-HCI byly
veétsi (275 nm, resp. 279 nm) (Obr. 13). Rozdil ve velikosti blank nanocastic
ananocastic s Van-HCl vSak neni statisticky vyznamny. Stejné tak nebyl zjistén
statisticky vyznamny vliv koncentrace Van-HCI na velikost nanocastic. Stejné vysledky
byly zjistény v predeslych experimentech realizovanych na pracovisti.’ Ziskané
nanosuspenze byly polydisperzni, nebot’ hodnoty PDI byly ptiblizné¢ 0,3. Z hlediska
velikosti je mozno pro piipravu nanocastic pouzit obé testované koncentrace Van-HCI.
Bude ovsem nutné feSit stabilitu nanosuspenze. Pro volbu optimalni koncentrace

Van-HCI pak bude rozhodujici pfipadny vliv koncentrace Van-HCI na enkapsulaéni

uéinnost.
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Koncentrace Van-HC|
Obr. 13: Vliv mnozZstvi Van-HCI na velikost a polydisperzitu nanocéstic

U Sarzi nanocastic F2 a F3 byla pfimou metodou stanovena enkapsula¢ni u¢innost. Jak
vyplyva z hodnot uvedenych v Tab. 8, vyssi enkapsulacni u€innost byla pti pouZiti nizsi
koncentrace Van-HCI, proto byla koncentrace 5 mg/ml zvolena pro pfipravu dalSich
Sarzi nanocastic. Pfesto, Ze je metoda dvojité emulze prezentovana jako optimalni pro
enkapsulaci ve vodé rozpustnych IéCiv, je obecné EE metody relativné nizka
z ditvodu tniku 1é¢iva do vngjsi vodné faze.!> Podobné vysledky byly ziskany pfi

piipravé PLA mikroé&astic s naltrexonem dvojité emulzni metodou.”
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Tab. 8: Enkapsulacni t€innost (% EE) pfi pouZiti riizné koncentrace Van-HCl

EE (%)
Vzorek " =
Van-HCI 5 mg/ml Van-HCI 10 mg/ml

1 3,84 1,68
2 2,57 1,99
3 3,34 2,23
pramér 3,25 1,97
SD 0,64 0,28

3.2.2 Vliv organického rozpoustédla

Jednou z moznosti, jak zvysit enkapsulacni G€innost, je pouziti kombinace organickych
rozpoustédél.'® Na zikladé citované studie byla misto DCM pouzita smés DCM a EA
v poméru 1:1. Byla pfipravena Sarze nanocastic F4 (slozeni viz. Tab. 1). Velikost téchto
NC (291 £ 12 nm) ani PDI (0,30 + 0,02) se vyznamné& nelisily od NC pfipravenych
za pouziti DCM (Sarze F2), ale enkapsula¢ni Uc¢innost byla vyssi (5,21 += 0,27 %).
Z toho divodu byla smés DCM/EA v poméru 1:1 pouzita pii pifipravé dalSich Sarzi
nanodastic. Srovnatelnych vysledki bylo dosazeno pii piipravé PLGA NC s obsahem
rivastigmin-tartratu, kde zaména DCM za smés DCM/EA vedla ke dvojnasobnému

zvyseni enkapsulace.>*

3.2.3 Vliv stabilizatoru primdrni emulze
Kritickym parametrem pii pifipravé NC metodou dvojité emulze je stabilita primarni
emulze V1/O, kterou lze zajistit zejména pouzitim hydrofobnich tenzidli a/nebo

efektivni homogenizaci. Na zdklad¢ literarni reSerSe byly pro stabilizaci primérni

61 , t62,63

emulze vybrany sorbitan-stearat glycerol-monosteara

a polyglyceryl-3
polyricinoleat.®*% Jedn4 se o neionické tenzidy s hodnotou HLB v rozmezi piiblizné
3 az 5, které stabilizuji heterogenni soustavy stericky. Slozeni NC uvadi Tab. 2. Vliv
typu a koncentrace hydrofobniho stabilizatoru na velikost a polydisperzitu nanoc¢astic je
prezentovan na Obr. 14. Velikost nanocastic pfipravenych bez pouziti hydrofobniho
stabilizatoru (Sarze F4) byla piiblizné¢ 300 nm, ale hodnota PDI ~ 0,3 ukazuje
na tendenci k agregaci nanosuspenze. Podobné vysledky byly zjiStény pii pouZiti

sorbitan-stearatu (Sarze F5). Velikosti nanocastic byla ptiblizn¢ 450 nm, ale PDI 0,5
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znamena Sirokou distribuci velikosti ¢astic. Takové nanocéstice nejsou vhodné
z hlediska stability, ani pro fizené¢ uvoliiovani Van-HCl do tkané. Pokud byl pro
stabilizaci primarni emulze pouzit glycerol-monostearat (Sarze F6 a F7), vznikly veétsi
nanocastice (pfiblizn€ 730 nm, resp. 690 nm), ale s optimalni hodnotou PDI ~ 0,15. Byl
prokazan statisticky vyznamny rozdil koncentrace GMS na velikost nanocastic. Vyssi
koncentrace GMS vedla k menSim nanocasticim, a proto byly takto pfipravené
nanocastice zvoleny pro testovani vlivu intenzity homogenizace na velikost

a polydisperzitu nanocastic a enkapsulac¢ni u¢innost. Pfi pouziti PGPR doslo k agregaci

nanosuspenze, proto tento polymerni tenzid neni vhodny pro stabilizaci primarni

emulze.
1000 r10
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Stabilizator primarni emulze

Obr. 14: Vliv stabilizatoru primarni emulze na velikost a polydisperzitu nanocéstic

(SS sorbitan-stearat; GMS glycerol-monosterat;, PGPR polyglyceryl-3 polyricinoledt)
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Dle publikovanych studii je velikost nanocastic vyznamnéji ovlivnéna jinymi faktory,
nez je typ hydrofobniho stabilizatoru, napt. vyssi viskozitou a pritomnosti
hydroxylovych skupin pii pouziti smési vody a glycerolu jako vnéjsi vodné faze®” nebo
zvysenim osmotického tlaku vnéjsi vodné faze piidavkem NaCl.”

Byla stanovena enkapsulacni G¢innost u SarZze nanocéastic F7 a byl hodnocen vliv
ptidavku glycerol-monostearatu v koncentraci 15 mg/ml na stabilitu priméarni emulze.
Enkapsulaéni u€innost se zvysila pouze piiblizn€ o 1 %.

3.2.4 Vliv homogenizace primdrni a sekunddrni emulze

Mezi kritické formulaéni faktory piipravy NC dvojité emulzni metodou patii rovnéz
faktory procesni, jako je rychlost pfidavani vodné faze do organické faze, doba michdni,
rychlost michéani, rychlost sekundarni emulgace, doba homogenizace, amplituda
sonikace/rychlost homogenizace a teplota.”>*%% V literatufe jsou popsany riizné metody
homogenizace, liSici se typem homogenizatoru, intenzitou ultrazvuku, resp. rychlosti
otacek nebo dobou. Porovnani intenzity a vlivu na charakteristiky nanocastic je
obtizné.”®” Intenzita primarni homogenizace ovliviiuje velikost &astic a stabilitu
primarni emulze. Intenzita homogenizace pfi sekundarni emulgaci vyznamné ovliviiuje
velikost a distribuci velikosti ¢astic.”!%?

Byl sledovan vliv intenzity homogenizace primarni a sekundarni emulze na velikost
a polydisperzitu nano¢astic. Slozeni NC (Sarze F7) pouzitych pro hodnoceni tohoto
parametru je uvedeno v Tab. 2—4. Vizualni kontrolou bylo zjiSténo, Ze pfi pouZiti stejné
koncentrace hydrofobniho emulgatoru a pfi stejném poméru fazi V1 a O je primarni
emulze stabilni pfi stfedni i vysoké intenzit¢ homogenizace. Jak je vidét na Obr. 15, pfi
vy$§i intenzit€ homogenizace primarni emulze se velikost nanoc¢éstic snizila ze 700 nm
na 650 nm (Sarze F10). Pokud byla intenzivnéji homogenizovéna i sekundarni emulze,

velikost nanocastic se sniZila na 400 nm (SarZze F11). Hodnota PDI byla niz$i nez 0,2

a vliv intenzity homogenizace na polydisperzitu pfipravenych nanoc¢astic zjistén nebyl.
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Obr. 15: Vliv intenzity homogenizace na velikost a polydisperzitu PLGA nanocastic

s vankomycin-hydrochloridem

Byla stanovena enkapsula¢ni u€innost nanocastic Sarze F10 a F11 a byl hodnocen vliv
intenzity homogenizace. Zatimco vysokd intenzita homogenizace primarni emulze
nevedla k vyznamnému zvySeni EE, u¢inngjSi homogenizaci sekundarni emulze
V1/0/V2 se EE zvysila (Tab. 9), proto byly nanocastice Sarze F11 zvoleny pro testovani

vlivu koncentrace hydrofilniho stabilizatoru PVA.

Tab. 9: Vliv intenzity homogenizace na enkapsula¢ni u¢innost (EE%) Van-HCl

EE (%)
Vzorek F7 F10 F11
1 6,21 5,76 7,60
2 5,98 6,08 8,87
3 6,11 6,23 8,13
primér 6,10 6,02 8,20
SD 0,12 0,24 0,64
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3.2.5 Vliv hydrofilniho stabilizdtoru

Pro stabilizaci slozené emulze V1/O/V2 se pouzivaji hydrofilni tenzidy, které se pii
piipravé rozpusti ve vnéjs$i vodné fazi. Diky své povrchové aktivité se orientované
adsorbuji na mezifazi V1/O a V2 a brani agregaci a koalescenci castic V1/0O.
Koncentrace hydrofilniho tenzidu musi byt optimalni, aby pravé saturovala mezifazi
vytvoienou pii dané metodé¢ homogenizace. Polymer adsorbovany na povrchu c¢astic
pusobi jako ,,ochranny §tit“, ktery zabrani agregaci ¢astic. Odpudiva sila vznikajici pfi
pfiblizeni castic ptekond pfitazlivé van der Waalsovy sily a udrzi ¢astice oddélené.
Nedostatecné koncentrace tenzidu vede ke vzniku nestabilni slozené emulze. Na druhé
stran¢ vysoka koncentrace hydrofilnich povrchové aktivnich latek miize mit neptiznivy
dopad na enkapsula¢ni uéinnost.”?

Na zékladé literarni reSerSe byl pro sterickou stabilizaci zvolen PVA. Koncentrace PVA
pouzité pfi dvojité¢ emulzni metod¢ se v prezentovanych studiich pohybuji v Sirokém
rozmezi, a to pfiblizné od 2 mg/ml az do 50 mg/ml. Pro Gc¢innou stabilizaci slozené
emulze by vrstva polymerniho tenzidu adsorbovand na mezipovrchu neméla byt mensi
nez Snm az 10 nm.*>**% Napiiklad pfi piipravé PLGA nanogastic s obsahem
linamarinu dvojit¢ emulzni metodou byla jako optimalni vyhodnocena koncentrace
PVA 30 az 50 mg/ml. Koncentrace nizs$i nez 30 mg/ml vedly k tvorbé mikrocastic,
koncentrace vys$$i nez 50 mg/ml poskytly nanocéastice s vysokym povrchovym
rezidudlnim PVA, ktery bylo obtizné odstranit.”?

Sekundarni emulgace, tj. inkorporace V1/0 do V2, byla realizovana ve dvou krocich.
Nejprve byla primdrni emulze V1/O emulgovana do mensSiho objemu roztoku PVA
o vysSi koncentraci a vytvofena koncentrovand emulze V1/O/V2 nasledné fedéna
roztokem PVA o desetkrat niz§i koncentraci. Tato metoda byla pouzita v nékolika
publikovanych studiich, a to z divodu snadngjsi a efektivnéjsi homogenizace, snizeni
tiniku 1é¢iva, rychlejsi difuze a evaporace organické faze.'®

Pro hodnoceni vlivu koncentrace PVA na velikost a PDI nanocastic byly pouzity Sarze
nanocastic F11, F12 a F13 (slozeni viz. Tab. 2-5), které se lisily pravé mnoZstvim
pouzitého PVA. SniZeni koncentrace PVA z 30 mg/ml (Sarze F1 — F11) na 10 mg/ml
(F12) doslo k agregaci nanosuspenze. ZvySenim koncentrace na 50 mg/ml (F13)
se zvysila velikost nanocastic ze 400 nm na 750 nm, pficemz hodnota PDI zlstala pod

hodnotou 0,2 (Obr. 16).
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Obr. 16: Vliv koncentrace PVA na velikost a polydisperzitu nanocastic

Pouziti PVA miZe sniZit migraci Van-HCI z vnitini faze do vodné faze, coz by mohlo

1. pomoci

zvysit enkapsulaéni Gi¢innost.!>4635 Zakeri-Milani a kol.'> a Lotfipour a ko
metody dvojité emulze a pouziti PVA ziskali PLGA nanocastice o velikosti
459+ 31 nm, u kterych byla uG¢innost enkapsulace vankomycin-hydrochloridu
v Sirokém rozmezi 12 % az 78 %.

Byla stanovena EE u Sarze nanocastic F13 aporovndna s EE Sarze F11. Vyssi
koncentrace PVA nevedla k vyznamné vyS$s§i enkapsulaci vankomycin-hydrochloridu.
Sarze F11 vykazovala nejvyssi hodnotu EE ze vsech formulovanych $arzi, proto byla
zvolena pro testovani metodami DSC, SEM a pro disolucni testy.

V literatufe je popsana fada t¢innych zplsobi, jak zvysit enkapsulaci hydrofilnich 1é¢iv
do polymernich nanocastic pfipravenych metodou dvojité emulze. Napt. ucinné;si, nez
optimalizace koncentrace PVA je zvySeni viskozity a pfitomnost hydroxylovych skupin
pfi pouziti smési glycerolu a vody jako vné&jsi vodné faze V2.}” Jinou moznosti je
zvyseni osmotického tlaku vnéjsi vodné faze V2 ptidani NaCl (10 % w/w), coz vede

k migraci vody z V1 do V2 akrychlému kolapsu kapicek V1/0.” Obecné byl
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pozorovan vyznamny vztah mezi enkapsulacni G€innosti a koncentraci PVA i polymeru

PLGA, pfi¢emz vétsi vliv na EE méla koncentrace PLGA %%}

3.3 DSC

DSC je termodynamickd metoda, kterou lze pouZzit pro hodnoceni Cistoty a stability
riznych materidli a soustav, tedy i nanocastic.’® Pii zahfivani krystalické latky je
na zaznamu DSC patrny endotermni pik tani, u amorfnich latek dochazi ke skelnému
prechodu. Dle CSN EN ISO 11357-2°7 by z prvniho ohievu méla byt patrna tepelna
historie vzorku, z ochlazovani a druhého ohfevu pak tepelné vlastnosti materidlu.
Polymer PLGA je amorfni, proto byl na DSC skenu detekovan skelny pifechod
ana kiivce druhého ohfevu byla v inflexnim bod€¢ odectena hodnota teploty skelného

ptechodu T 24 °C (Obr. 17).
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Obr. 17: DSC sken PLGA polymeru vétveného na tripentaerythritolu

Skelny ptechod je vratnd zména v amorfnim polymeru a je spojen se zménou vnitini
struktury materialdi, coz se projevi zejména na mechanickych vlastnostech. Pod teplotou

skelného piechodu je material kiehky a tvrdy, nad teplotou Ty se material stava
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pruznym. Polymer PLGA vétveny na tripentaerythritolu, ktery byl pouzit pro formulaci
nanocastic s vankomycin-hydrochloridem, je tedy pii teplotdch niz§ich nez 24 °C
ve stavu sklovitém. Pfi teplotach nad 24 °C se zvysi mobilita polymernich fetézca,
polymer pfechazi do stavu kaucukovitého.

Vankomycin-hydrochlorid je krystalicka latka s teplotou tini vy$$i nez 190 °C.%®
U cistych latek se teplota tani stanovi v bodé nastupu piku (onset) jako Ton. Pokud je
vsak pik Siroky, nelze pocatecni teplotu piesné urcit a ztraci svlj fyzikalni vyznam.
K definovani teploty tani se pak pouziva teplota piku.” Teplota tani Van-HCI, ktery byl
pro formulaci PLGA nanocastic pouzity ve form¢ prasku pro koncentrat pro infuzni
roztok, byla stanovena na 109,7 °C. Na kiivce chlazeni neni patrny exotermni pik
krystalizace (Obr. 18). Vysledek koresponduje s publikovanymi DSC skeny Van-HCI,
které maji rovnéz zna¢né Siroké piky a hodnoty Tm, popt. T nizsi, a to 83,4 °C!%,

resp. 60 °C.1%!
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Obr. 18: DSC sken vankomycin-hydrochloridu
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Na DSC skenu PLGA nanocéstic s vankomycin-hydrochloridem (Sarze F11) (Obr. 19)
je nakfivece prvniho ohfevu patrny pouze jeden skelny piechod pii teploté 16,6 °C
a zadny pik krystalické faze. Pti dvojité emulzni metod¢ je Van-HCI pouzit ve formée
vodného roztoku a ve vytvofenych PLGA nanocasticich zlstdva molekularné
dispergovan. Stejné vysledky byly ziskdny napf. pfi formulaci PLA mikroc¢astic
s metformin-hydrochloridem.” Niz§i hodnota T, na kiivce 1. ohfevu ukazuje
na plastifikaci PLGA pravdépodobné fyzikaln¢ vazanou vlhkosti. Na kfivce druhého
ohfevu je naopak patrny skelny prechod pii mirn¢ vyssi teploté, indikujici patrné

antiplastifika¢ni ucinek Van-HCI.
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Obr. 19: DSC sken PLGA nanocéstic s vankomycin-hydrochloridem

3.4 SEM

Pomoci skenovaci elektronové mikroskopie byla ovéfena morfologie PLGA nanocastic
s vankomycin-hydrochloridem (Sarze F11). Sniméni v reZimu sekundarnich elektront
(SE) se jevilo jako vhodnéjsi nez v rezimu zpétné odrazenych elektronii (BSE). Bylo
potieba pracovat opatrné, protoZze vysokd energie paprsku pii vysSich hodnotach

urychlovaciho napéti by mohla po urcitém Case zplsobit destrukci vzorkl, coz je
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popsano i v literatufe.” Snimek prokazal pfiblizné sféricky tvar nanocastic (Obr. 20).
Pomoci softwarového vyhodnoceni byla ovéfena velikost Castic, kterd do jisté miry

korelovala s vysledky zjisténymi metodou dynamického rozptylu svétla.

-

1 ] 1
FlexSEM1000 15.0kV 7.4mm x25.0k SE 2.00um

Obr. 20: SEM snimek PLGA nanocastic s vankomycin-hydrochloridem

3.5 Disoluce vankomycin-hydrochloridu z nano¢astic

Byl studovéan priibéh uvolnovani Van-HCI z PLGA nanocéstic pfipravenych dvojité
emulzni metodou. Pro disolu¢ni testy byly vybrany nanocastice Sarze F11 (sloZeni
viz. Tab. 2-4). Velikost téchto NC byla piiblizné 400 nm, PDI 0,14 (Obr. 15)
a enkapsulac¢ni UCinnost 8 % (Tab.9). Disolu¢ni test byl realizovan, aby bylo
prokdzano, ze Van-HCI enkapsulovany do PLGA nanocastic, se za fyziologickych
podminek z polymerniho nosi¢e uvolni. Podminky testu byly tedy zvoleny tak, aby
co nejvice simulovaly prostiedi v misté aplikace nanocastic, které budou pouzity pro
impregnaci kostnich $tépl jako spacert pii ortopedickych operacich. Jako disolu¢ni
médium byl pouzit fosfatovy pufr pH 7,4. Tato hodnota pH byla preferovana pred
niz§imi hodnotami pH, které by simulovaly zanétlivé lozisko, ve kterém je vlivem
peristatické hyperémie nedostatek kysliku a hromadi se kysel¢ metabolity (laktat).
Lokaélni aplikace PLGA nanocastic s Van-HCl v pribéhu chirurgického zakroku je
profylaktickd, v misté aplikace jesté k rozvoji zanétu nedochdzi. RovnéZz maly objem

disolu¢niho média a intenzita frekvence michéani reflektuji podminky v misté aplikace.
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Teplota byla udrzovana na 37 °C po celou dobu testu. Nanosuspenze byly umistény
do semipermeabilnich dialyza¢nich trubicek s mezni hodnotou molekulové hmotnosti
MWCO 14 000 g/mol. Intervaly odbéru disolu¢niho média byly stanoveny tak, aby byl
podchycen cely disolu¢ni profil.

Pribéh uvoliovani Van-HCI z PLGA nanocastic v prostiedi fosfatového pufru pH 7,4
u triplicitné pfipravenych vzorkii je na Obr. 21. Po 3 hodinidch doslo k uvolnéni
pfiblizné 20 % 1é¢iva. Nasledovala faze linedrniho uvoliiovani podle rovnice
y=1,5116x + 18,011 do ¢asového intervalu 48 hod, kdy doslo k uvolnéni piiblizné
85 % inkorporované¢ho 1éCiva. Pocatecni vy$§si mnozstvi uvolnéného Van-HCI

z nanocastic muze byt zpisobeno piitomnosti Van-HCI na povrchu nanocastic.
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Obr. 21: Disoluce vankomycin-hydrochloridu z PLGA nanocéstic
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4 ZAVERY

Byly tspésné piipraveny PLGA nanocastice s vankomycin-hydrochloridem metodou
dvojité emulze. Velikost nanocastic stanovend metodou dynamického rozptylu svétla
se pohybovala v rozmezi 200 az 800 nm, coz je v souladu s cilem prace. Pozadovana
hodnota PDI nizs§i nez 0,2 byla u vétSiny Sarzi dosazena. Enkapsula¢ni Uc¢innost
stanovena piimou metodou byla v rozmezi 2 % az 9 %.

Bylo zjisténo, Ze koncentrace Van-HCI ve vnitini vodné fazi nemd vliv na velikost
nanocastic. Vyssi enkapsulace byla dosazena pii nizsi koncentraci Van-HCI, proto byla
v dalSich formula¢nich studiich zvolena koncentrace 5 mg/ml. Nahrada DCM za smés
DCM a EA v poméru 1:1 neovlivnila velikost ani PDI nanocastic, ale vedla k vyssi
enkapsulaci Van-HCIl. Jako vhodny stabilizator primarni emulze se ukazal
glycerol-monostearat v koncentraci 15 mg/ml. Velikost nanoc¢astic byla sice vétsi nez
pfi pouziti sorbitan-steardtu, ale vyznamné byla sniZena polydisperzita nanocastic.
Stanovenim enkapsula¢ni ucinnosti nebyl zjistén vliv na jeji zvySeni. Pfi pouziti
polyglyceryl-3 polyricinoleatu doslo k agregaci nanosuspenze, proto neni tento
polymerni tenzid vhodny pro stabilizaci primarni emulze. Pii vyS$i intenzité
homogenizace primarni isekundarni emulze doSlo ke sniZzeni velikosti nanocastic
na 400 nm a nanocastice vykazovaly nejvyssi hodnotu EE ze vSech formulovanych
Sarzi. Pro stabilizaci sekundarni emulze se jako optimalni jevi koncentrace PVA
30 mg/ml. Pfi pouZiti koncentrace 10 mg/ml doSlo k agregaci nanosuspenze, pfii
koncentraci 50 mg/ml se velikost nanocastic zvySila z 400 nm na 750 nm. Vliv
koncentrace PVA na enkapsulaci nebyl zjistén.

Pfi dvojit€¢ emulzni metodé¢ je Van-HCl pouzit ve formé vodného roztoku
a ve vytvorenych PLGA nanocasticich zlistavd molekularné dispergovan, coz potvrzuje
absence piku krystalické faze a existence pouze jednoho skelného ptechodu na DSC
skenu nanocastic. Pomoci SEM byl potvrzen sféricky tvar PLGA nanocastic s Van-HCI.
Disolu¢ni test za podminek simulujicich podminky v misté aplikace nanocastic ukazal
v Case 3 hod burst ve vysi piiblizné 20 %, nasledovany fazi linedrniho uvoliiovani
do ¢asového intervalu 48 hod, kdy doslo k uvolnéni pfiblizné 85 % inkorporovaného
Van-HCl.

Na zéklad¢ vysledki ziskanych v této praci bude v dalSich experimentech feSena nizka

enkapsulace, dané rychlym rozd€lovani hydrofilniho Van-HCI do vné;si vodné faze.
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