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Nazev diplomové prace: Polymerni nanoc¢astice jako platforma pro dodani antibiotik

Nanocastice pripravené z biologicky rozlozitelného polymeru poly(mlééné-ko-
glykolové) kyseliny (PLGA) se pouzivaji pro cilenou terapii bakterialnich infekei. Takto
se zvySuje nizkd bunécna biologicka dostupnost aminoglykosidi. Optimalnimi
vlastnostmi téchto nanocastic pro pasivni targeting do makrofagi jsou jejich hydrofobni
charakter s negativnim povrchovym nabojem a velikost v rozmezi od 100-300 nm, PDI
pod 0,1 ¢i v rozmezi 0,2 — 0,3 PDI. Pfipravili jsme PLGA nanocastice s enkapsulovanym
gentamicinem dvojit€ emulzni odpatfovaci metodou. Kyselinou terminované PLGA
s ekvimolarnim mnoZstvim kyseliny mlé¢né a glykolové bylo pouzité pro piipravu
nanotobolek. Zhodnotili jsme velikost, index polydisperzity, kapacitu naplnéni lé¢ivem a
enkapsulacni efektivitu 1é¢iva v nanocasticich. Pro tento ucel byla vyvinuta nova HPLC
metoda s predkolonovou derivatizaci. Pro pfipravu vhodné formulace byla testovana
organickd rozpoustédla, druh a koncentrace surfaktantu. Velikost a PDI pfipravenych
nanocastic se pohybovala v tomto pofadi v rozmezi mezi 246,8 nm — 5,35 um a 0,068 —
0,662. Optimalnich granulometrickych vlastnosti bylo dosazeno pouZitim organickych
rozpoustédel dichlormethanu, ethylacetditu nebo chloroformu a surfaktantu PVA.

Nejlepsi enkapsulaéni efektivita dosdhla ptiblizné 25,7 %.

Klicova slova: nanocastice, biologicka rozlozitelnost, PLGA, dvojité emulzni odpafovaci

metoda, gentamicin, intracelularni bakterie, Fmoc-Cl, HPLC, spektrofotometrie
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Nanoparticles prepared from biodegradable polymer poly (lactide-co-glycolic
acid) (PLGA) are useful for targeted drug therapy of bacterial infections. This increases
poor cellular bioavailability of aminoglycosides. Optimal properties of these
nanoparticles for passive targeting to macrophages are their hydrophobic character with
negative surface charge ang size in the range of 100 nm to 300 nm, PDI under 0,1 or in
the range of 0,2 — 0,3 PDI. We prepared gentamicin loaded PLGA nanoparticles by
double emulsion solvent evaporation method. Acid terminated PLGA with equimolar
lactic to glycolic acid ratio was used for preparation of nanocapsules. We evaluated the
size, polydispersity index, drug loading capacity and encapsulation efficiency of the drug
in the nanoparticles. Novel HPLC method with pre column derivatization was developed
for this purpose. Organic solvents, a type and concentration of surfactants were tested in
order to prepare suitable formulation. Size and PDI of prepared nanoparticles were
ranging between 246,8 nm — 5,35 um and 0,068 — 0,662 respectively. Optimal
granulometric properties were achieved using organic solvents dichlormethan,
ethylacetate or chloroform and surfactant PVA. The best encapsulation efficiency

achieved was approximately 25,7 %.
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1 Uvod

Nanotechnologie a pfiprava nanocastic je rychle rozvijejici se odvétvi s Sirokou
Skéalou uplatnéni v mnoha védnich oborech. Jednim z téchto obort jsou i farmaceutické
veédy. Z divodu vysokého potencidlu nanocastic pro dalsi pouziti v mediciné probiha
jejich intenzivni vyvoj. Pouziti nanocéstic jako systém pro cilenou terapii v misté ucinku
umoznuje ucinngjsi a bezpecnéjsi terapii a zarovenn dochazi ke snizeni zatéze moznych
negativ a rizik spojenych s danou lécbou. Formulaci ucinné latky do nanonosice se
zlepsuje biologickd dostupnost 1é¢iva, tim pddem neni zapotiebi podavat tak vysoké
davky a zaroven dochéazi ke zmenSeni vyskytu nezadoucich ucinkll a toxicity ucinné
latky. Pro toto pouziti nanoc¢astic je zapotiebi, aby spliiovaly pozadavky kompatibility,
neimunogenity a své biologické rozlozitelnosti.

Nanocéstice jsou zdavodli svych vlastnosti hojné vyuzivané v diagnostice,
chemoterapii, fototerapii, imunoterapii, genové terapii, teranostice, vakcinaci,
v tkédnovém inzenyrstvi a v terapii zanétlivych a infekénich onemocnéni.

Terapie infek¢nich onemocnéni se zakladd na podavani antibiotik. Pro
antibiotickou 1écbu je na vybér Siroka Skala antibiotik s riznymi mechanismy Ucinku,
avSak uc¢innost antibiotické 1écby postupné klesa z diivodu klesani citlivosti patogenti
k podédvanym antibiotikiim a rozvoji antibiotické rezistence. Toto je zplisobené jejich
naduZivanim, nespravnou indikaci pro 1écbu antibiotiky. Evoluci, vznikem a zvySovanim
vyskytu odolnéjSich rezistentnich bakterii se 1écba a jejich eradikace stava slozitéjsi.
Z téchto diivodl jsou podavany rezervni antibiotika, na ktera taktéZ postupné vznika
rezistence, a tim se zvysuje riziko vycerpani mozZnosti pro lécbu infek¢nich onemocnéni.
Z téchto diivodil je dulezité hledani novych terapeutickych strategii, mezi které patii

piiprava nanocastic fungujici jako platforma pro dodani antibiotik pfimo do mista G€inku.



2 Teoreticka ¢ast

7 we

2.1 Nanodastice jako nosice 1é¢iv

Nanotechnologie je rychle rozvijejici se obor, ktery je uplatiiovan v Siroké skale
odvétvi od pouzivani v elektronice do fotoniky, ve vodivych materidlech do senzort,
v enviromentalnich technologiich ke kontrole znecisténi, a také i v medicinské aplikaci
[1,2]. V medicinskych oborech se nanomateridly pouzivaji také k celé fad¢ aplikaci, které
zahrnuji diagnostické biosenzory, zvySeni rozliSovacich schopnosti zobrazovacich
metod, scafoldy pro tkanové inzenyrstvi, a predevsim systémy pro dodani 1é¢iv. Velikost
¢astic nanonosi¢ovych systému se pohybuje v rozmezi od 1-1000 nm. Nanonosicové
systémy se vyuZzivaji jako nosice Siroké Skaly 1é¢iv napt: mala hydrofilni ¢i hydrofobni
1é¢iva, proteiny, vakciny a nukleotidy pro jejich cilené podavani do konkrétnich bunék ¢i
organl v misté terapeutického ucinku, v potiebném mnozstvi a ve spravny ¢as pomoci
aktivniho ¢i pasivniho targetingu nanocastic. Hlavnimi vyhodami jsou zvySeni
rozpustnosti 1é¢iva ve vodé a zvySena biologickd dostupnost. Jejich cilend distribuce
zvySuje ucinnost 1é¢iva, snizuje nezddouci GCinky a toxicitu léciva, zaroven je l1é¢ivo
chranéno pfed degradaci a umoziuje prodlouzené uvolnovani léciva. Schopnost
nanocastic cilené distribuce umoZiuje jejich pouZivani v teranostice nadord,
regenerativni medicing, vakcinaci, v terapii nddorovych, kardiovaskularnich,
cerebralnich, zanétlivych a infekénich onemocnéni. [1-5]

2.2 Typy nanonosicu

Terapeutické nanocastice se déli do dvou hlavnich kategorii nanokrystatii a
nanostruktur. Nanostrukturované materialy se dale déli do polymernich, anorganickych
a lipidickych nanocastic. Lipidické nanocéstice zahrnuji liposomy a pevné lipidické
nanocastice. Anorganické nanocastice se déli na uhlikaté nanotrubiky, metalické
nanocastice, nanodiamanty, nanoc¢astice tvorené z oxidu kifemicitého a kvantové tecky.
Mezi polymerni nanocastice se fadi polymerni nanoc¢astice, polymerni micely, denrimery,

nanogely, proteinové nanocastice a 1ékové konjugaty [6].



2.2.1 Liposomy

Liposomy jsou vezikuly tvofené jednou ¢i vice dvojvrstvami z ptirodnich nebo
syntetickych fosfolipidii. Jejich struktura se podoba bunééné membrané tzn. hydrofobni
lipidické tetézce se shlukuji k sobé a hydrofilni hlavy c¢asti fosfolipidi tvofi vnéjsi 1
vnitini povrch liposomu viz. Obrazek 1. Velikost nejjednodussiho liposomu slozeného
z lipidové dvojvrstvy s dutym jadrem se pohybuje od 50-1000 nm. Do liposomt lze
enkapsulovat hydrofilni a hydrofobni 1éciva. Liposomy jsou vyuzivané pro svou
schopnost fuze s bunéénou membranou a uvolnénim svého obsahu do cytoplazmy. Této
vlastnosti se vyuziva pro cilené podavani 1é€iv. Pro prodlouzeni cirkula¢ni doby liposomil
v prostiedi organismu a zlepSeni cileného podavani 1€civ se vyuziva modifikaci povrchu

liposomt hydrofilnimi polymery napft. jejich PEGylaci. [1, 6]

2.2.2 Pevné lipidové nanocastice

Pevné lipidové nanocastice jsou koloidni disperze o velikosti od 10-1000 nm,
které umoziiuji zvySeni biodostupnosti lipofilnich 1é€iv. Struktura pevnych lipidovych
nanocastic je zalozena na pouziti pevnych lipidd, které zlstavaji pevné pii laboratorni
1 télesné teploté a surfaktantd pro zvySeni stability systému viz. Obrazek 1. V soucasnosti
jsou to velmi intenzivné studované vektory pro genovou terapii, dale pro pifenos
protinddorovych, plicnich a peroralnich 1é€iv. [1, 6, 7]
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Obrazek 1: Struktury lipidovych nanocastic (Created in https.//BioRender.com)

fosfolipidova dvojvrstva

2.2.3 Uhlikaté nanotrubicky

Uhlikaté nanotrubicky jsou trubicové struktury o priméru Inm a délce 1-100 nm.
Tyto struktury na béazi uhliku vznikaji svinutim grafenové vrstvy do souvislého vélce.

Konfigurace uhlikatych nanotrubicek zahrnuje nanotrubicky tvofené zjedné vrstvy,



z vice vrstev a C60 fullereny viz. Obrazek 2 [6]. Jednovrstevné nanotrubicky a C60
fullereny maji vnitini primér 1-2 nm, ktery je srovnatelny s polovinou priméru DNA
helix, coz jim umoziuje vstup do bun¢k endocytdzou, nebo piimy vstup pies bunéénou
membranu. Zaroven jsou schopné absorbovat elektrony pies jadro fullerenu. Toto jim
umoziiuje pohlcovat volné radikaly — reaktivni formy kysliku (ROS). Fullereny mohou
byt pouzité pro prenos antibiotik, protinddorovych a antivirovych 1éciv, a také jako

biosenzory. [1, 6, 8]
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Obrazek 2: Struktury anorganickych nanocastic — uhlikaté nanotrubicky  (Created in
https://BioRender.com)

2.2.4 Micely

Micely jsou koloidni struktury o velikosti od 10-100 nm, které se skladaji
z hydrofilniho obalu a lipofilniho jadra viz. Obrazek 3. Vznikaji po ptekroceni kritické
micelarni koncentrace. Mohou byt pfipravované z materidli na bazi lipidi nebo
polymeri. Polymerni micely se skladaji z amfifilnich blokovych kopolymerd. Vnitini
lipofilni ¢ast micely umoziuje enkapsulaci lipofilniho 1é¢iva a vnéj$i hydrofilni ¢ast
micely tvofi ochranu enkapsulované¢ho 1é¢iva pfed opsonizaci retikuloendotelialnim

systtmem (RES). [1, 6, 9]

2.2.5 Dendrimery

Dendrimery jsou vysoce rozvétvené trojrozmérné polymerni makromolekuly
s dutinami mezi jednotlivymi vétvenimi polymerti, do kterych je moZzné uzavfit 1écivé
latky a zaroven také je mozné je enkapsulovat na povrch dendrimerd. Skladaji se z jadra
a vrstev opakujicich se jednotek tzv. dendronii viz. Obrazek 3. Z divodu piipravy

dendrimerit kontrolovanym rozvétvovanim monomeru je mozné piipravit nanoc¢astice



o velikosti 1-5 nm. Jejich vyhodou je vysokd monodisperzita, kontrolovatelna velikost
a struktura. Dendrimery jsou pouzivané v dermalni, peroralni, o¢ni a plicni aplikaci 1é¢iv

a cilené dodani protinadorovych 1é¢iv do mista ucinku. [1, 6, 9—11]

2.2.6 Polymerni nanocastice

Polymerni nanocastice jsou pevné koloidni castice o velikosti v rozmezi 10—
1000 nm. Mohou se klasifikovat jako nanosféry nebo nanotobolky. Nanosféry se skladaji
z matricové struktury polymeru, tj. cela hmota castice je pevna, 1écCiva latka je v ni
dispergovand nebo naadsorbovana na povrch nanosféry. Nanotobolky jsou vezikularni
utvary, které funguji jako zasobniky. Jsou tvofené polymerni membranou a dutinou,
ve které je uzaviena u€inna latka. Nanotobolky mohou mit taktéz na povrchu polymeru
adsorbovanou 1é¢ivou latku (Obr. 3). [1, 2, 6]

Polymerni nano€astice jsou pfipravované z pfirodnich nebo syntetickych
polymert. Ptirodni polymery se piili§ nevyuzivaji z divodu jejich rozdilné Cistoty a ¢asto
je vyzadovano jejich zesitovani, které miize zpisobit denaturaci enkapulovaného 1é¢iva.
Mezi ptirodni polymery patii albumin, kolagen, Zelatina, proteiny pfitomné v hedvabi —
fibroin a secerin, keratin, alginat a chitosan [3, 12]. Pfi pfipravé polymernich nanoc¢astic
nalezly vétsi uplatnéni syntetické polymery. Ty lze dale rozdélit na biodegradovatelné
a biologicky nerozlozitelné polymery. Mezi nebiodegradovatelné polymery patii
polyakrylamid a polymetakrylat, u kterych hrozi riziko vzniku chronické toxicity
z diivodu jejich hromadéni v tkanich a uvnitf bunek [3].

Z tohoto diivodu biodegradovatelné¢ polymery nachézeji své vyuziti Castéji nez
biologicky nerozloZitelné polymery. Mezi biologicky rozlozitelné polymery se tadi
polyestery — kyselina polymléénd (PLA), kyselina polyglykolova (PGA), kyselina
poly(mlécna-ko-glykolova) (PLGA), poly(e-kaprolakton) (PCL) a
poly(alkylkyanoakrylat) (PACA) — a polysacharidy, mezi které patii alginat a chitosan.
Siroky vybér z polymerti umozituje vybrat vhodny polymer pro p¥ipravu nanoéastic,
ktery splni pozadavky na biologickou rozlozitelnost, biokompatibilitu k tkanim a krvi
a na neimunogenitu a zaroveil bude vhodné enkapsulovat nebo vazat zvolené 1é¢ivo. [3,

12-14]
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Obrazek 3: Schéma polymernich nanocastic (Created in https.//BioRender.com)

2.3 Biodegradovatelné polymery

Biologicky rozlozitelné polymerni nanocastice jsou upfednostiiované pred
anorganickymi  nanocasticemi  béhem  dlouhodobého  poddvani  nanocéstic.
Biodegradovatelné polymery jsou atraktivni pro terapeutické pouZiti nanocastic z diivodii
své biologické kompatibility a biologické rozlozitelnosti. Dals§imi diivody oblibenosti
vetsitho uplatnéni polymernich nanocastic v cileném podéavani jsou jejich schopnosti

enkapsulace 1é¢iv do jadra nanocéstice, a proto tvoii ochranu enkapsulovené latky pted



degradaci, zlepSuji biologickou dostupnost a retencni Cas. [3]. Na obrazku 4 jsou

znazornéné metabolické cesty rozkladu biologicky rozlozitelnych polymert.
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Obrazek 4: Metabolické cesty rozkladu biologicky rozloZitelnych polymerii [3]

2.3.1 Polyestery

Alifatické polyestery jsou Siroce pouZivané v biomedicinskych, farmaceutickych
a enviromentalnich odvétvich pro svou pfirozenou hydrolytickou nestabilitu,
syntetizované riznymi zplsoby z rozmanitych monomert a s Sirokou Skalou vlastnosti
polykondenzaci nebo ring-openning polymerizaci. Nejvice studovanymi a pouzivanymi

polyestery jsou PLA, PGA, PLGA, poly(hydroxylalkanoaty) (PHA) a PCL [15].

Poly(o—hydroxykyseliny)

Mezi poly(a-hydroxykyseliny) patfi PLA a PLGA, které byly schvaleny FDA
jako GRAS (Generally recognized as safe) obecné¢ schvalené jako bezpe¢né pro humanni
terapeutické pouziti. [3, 16]

Jednd se o linearni, alifatické, syntetické polyestery, které maji hydrofobni
charakter. PLA je homopolymerem monomeri kyseliny mlééné, naopak PLGA je

kopolymerem monomertt kyseliny mlécné a glykolové, které jsou taktéz spojeny



esterickou vazbou. Na rozdil od PLGA se PLA vyznacuje vysSi hydrofobicitou.
Ptitomnost esterickych vazeb tvoficich kostru polymeru umozituje ve vodném prostiedi
jeho degradaci hydrolytickou reakci, jejimiz produkty jsou kyselina mlécna a v piipadé
PLGA 1 kyselina glykolova, které nasledné putuji k metabolizaci do Krebsova cyklu,
ve kterém se rozlozi na COza H20 viz. Obrézek 5. [3, 4, 16]

o
HD\‘)J\
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HO CHs
OH . .
0 — = lactic acid
CHs ) fo) , COZ + Hzo
PLGA HO
\)kOH
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Obrazek 5: Schema rozkladu PLGA

Poly(e-kaprolakton)

Poly(e-kaprolakton) (PCL) je netoxicky, biologicky rozlozitelny, biokompatibilni
alifaticky polyester, ktery se v organismu eliminuje hydrolyzou na e-kaprolakton a tento
vedlejsi produkt se dale v krvi a Zaludku hydrolyticky rozklada na 6-hydroxyhexanovou
kyselinu. 6-hydroxyhexanova kyselina je nasledné renalné vyloucena z divodu jeji dobré
rozpustnosti ve vode¢. [3, 16, 17]

PCL pomaleji absorbuje vodu v porovnani s ostatnimi méné hydrofobnimi
polyestery jako naptiklad PLGA a PLA, tim dochdzi k pomalejsi degradaci. Zaroven jeho
vysoka teplota tani a nizka teplota skelného pfechodu maji za nasledek semikrystalickou
vlastnosti umoznuji pouziti PCL v dlouhodobé¢ implantovanych zatizenich s pomalej$im
uvolnovanim lé¢iv v fadu dnil az n€kolika mésici. Naopak pro rychlejsi degradaci, vyssi
efektivitu uvoliiovani 1é¢iva a moZnost pfipravy nanocéastic ve vodnim prostiedi se
ptipravuji blokové kopolymery s hydrofilnimi polymery napi: nejcastéji polyester-
polyether (PCL-PEG) poly(e-kaprolakton)-b-poly(ethylen glykol). PEGylace okolo
hydrofobniho jadra PCL zvySuje amfifilitu a tim rychlost biodegradace.[18, 19]



2.3.2 Poly(alkylkyanoakrylat)

Kyanoakrylaty se skladaji z akrylovych monomera napi: ethyl, n-butyl ¢i oktyl
kyanoakrylat, které schvalila pro pouziti americkd FDA. Degradace PACA probiha
hydrolyzou vedlejSich esterovych vazeb na alkylalkohol a poly(kyanoakrylovou
kyselinu), kterd je vyloucena ledvinami kvili jeji rozpustnosti. DalSim moznym
zpusobem degradace PACA je tzv. inverzni Knoevenagelova kondenzacni reakce.
Rozkladnymi produkty této reakce jsou alkylkyanoacetat a formaldehyd, které jsou
toxickeé, avSak tento metabolicky déj probihd velmi pomalu a vyjimecné ve fyziologickém

pH. [3]

2.3.3 Polysacharidy

Chitosan

Chitosan je deacetylovanou formou chitinu, o(1-4)-2-amino-2-deoxy B-D-glukan,
ktery je obsazen v krunyfich koryst. Rozklddan je pravdépodobné lysozymem,
bakterialnimi enzymy ve stfeve, a navic lidskymi chitindsami. Degradace polymeru zavisi

na jeho molekulové hmotnosti a stupni deacetylace. [3, 20]

Alginaty

Alginaty jsou podobné polysacharidu chitosanu. Jednd se o anionické
biopolymery skladajici se z linearnich fetézct a-L-glukuronové kyseliny (G) a B-D-
manuronové kyseliny (M), které jsou dohromady spojené 1,4 - vazbami. TaktéZ jsou
bezpecné, netoxické, hydrofilni a biologicky rozlozitelné. Ziskéavaji se extrakci z hnédych
fas. Degradace alginatii probihd pomoci stfevni mikroflory a dezintegraci na polymerni

fragmenty, které jsou vylouceny rendlni a jaterni exkreci. [3]

Pro pfipravu nanocCasticovych nosicli 1é¢iv. mohou byt vyuzity dalsi
biodegradabilni polymery, mezi které patii Skrob, zelatina, albumin anebo

polyanhydridy.[3]



2.4 Metody pripravy polymernich nanocastic

Polymerni nanoc¢astice miizeme pfipravit dvéma riiznymi postupy. Prvni metoda
predstavuje pfipraveni nanoc¢astic pomoci polymerizace monomerti a druhd metoda je
zalozend na vytvofeni disperzi z jiz existujicich polymert. Polymerizaci monomert
muzeme uskutecnit nékolika zplisoby, a to mikro — emulzifikaci, mini — emulzifikaci,
polymerizaci na rozhrani, surfaktant free — emulzifikaci. Naopak metody pfipravy
polymernich nanocastic z polymerit zmenSovanim jejich velikosti rozdélujeme na
emulzni odpafovaci metodu, vysolovani, nanoprecipitaci, dialyzu a technologii
superkritickych tekutin. Pti pfipravé polymernich nanocastic z monomert miize dochazet
k jejich kontaminaci nezreagovanymi monomery, surfaktanty, nebo organickymi
rozpoustédly, proto je vyhodnéj§i pfiprava nanocCéastic z jiz syntetizovanych a
precisténych polymerd. [2, 3]

Z divodu pripravy polymernich nanoc¢éstic v rdmci feSeni experimentalni casti
této prace dvojité emulzni odpatrovaci metodou, bude dalsi ¢ast textu vénovana pouze této

metodé.

2.4.1 Emulzni odparovaci metoda

Emulzni odpatfovaci metoda je zalozena na ptipravé emulze, ze které je nasledné
odpafené organické rozpoustédlo polymeru ze spojité faze béhem procesu solidifikace
s vyslednou tvorbou suspenze nanocastic. Pro tvorbu emulze se vyuziva ultrasonikace
nebo vysokorychlostni homogenizace, ktera je poté nasledovana krokem odpatovani
rozpoustédla a solidifikaci vzniklych nanoc¢astic. Odpafovani rozpoustédla organicke faze
muze probihat za normalniho tlaku pfti laboratorni teploté¢ za stdlého michani anebo
za snizeného tlaku. Takto pfipravené polymerni nanocastice mohou byt déle
centrifugovany, po centrifugaci promyty ciSténou vodou pro odstranéni surfaktant
a lyofilizovany pro dalsi pouZiti. Touto metodou se obvykle pfipravuji nanocastice
ve form¢ emulze olej ve vode (o/v) anebo modifikaci této metody se ptipravuje dvojita

emulze voda v oleji ve vodé (v/o/v). [2, 17]
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Dvojité emulzni odparovaci metoda

Dvojité¢ emulzni odpafovaci metoda je jedinecna svou schopnosti enkapsulace
obou lipofilnich i hydrofilnich 1é¢iv za vzniku dvojité emulze, oproti ostatnim metodam
piipravy nanocastic, které umoziuji enkapsulaci lipofilnich uc¢innych latek [17].

Postup homogenizace pii ptipravé dvojité emulze v/o/v je proveden ve dvou
krocich. V prvnim kroku homogenizace se nejdiive emulguje vnitini vodna faze
obsahujici ve vodé€ rozpustnou uc¢innou latku a organicka lipofilni faze s rozpusténym
polymerem ¢i lipofilnim 1é¢ivem za vzniku primarni emulze (v/0). Primarni emulze je
nasledné dispergovana ve vné¢jsi vodné fazi, kterd obsahuje odpovidajici stabilizator pro
vznik dvojité emulze (v/o/v). Takto pfipravend dvojitd emulze je nasledovana krokem
odpafeni organického rozpoustédla z organické faze, béhem kterého dochazi

k solidifikaci polymeru a enkapsulace roztoku ucinné latky. [17]

2.5 Mechanismy uvoliiovani 1é¢iv z polymernich nanoc¢astic

Mezi nejdilezitéjSimi vlastnostmi nanoformulaci je jejich schopnost cileného
dodéani léCiva do mista ucinku s prodlouZenym uvolfovanim lé¢iva. Také proto je
nezbytné porozumét mechanismim uvolfiovani U¢inné latky. Uvolnovani 1éciva lze
popsat pomoci né€kolika fyzikdlné¢ — chemickych mechanismi: difuze, bobtnani,
rozdélovani a eroze (desorpce vazby 1é¢iva z povrchu, difuze z polymerni matrice, difuze
polymerni st€énou nanotobolky, bobtnani polymerni matrice, eroze matrice, kombinace
procesu eroze a difuze). [4, 13, 21, 22]

Obecné mira uvoliovani léCiva zavisi na solubilité, difuzi a biologické
rozlozitelnosti matrice nanocastice, také na enkapsulacni efektivité 1é¢iva a na velikosti
nanocastice. Mira uvolnovani enkapsulované¢ho 1éciva je ovlivnéna nékolika faktory.
Velikost ¢astic hraje kliCovou roli. VEtsi ¢astice maji mensi inicidlni uvolnéni tzv. burst
a delsi dobu prodlouzeného uvolnovani oproti mensim ¢asticim, coZ je zpiisobeno mensi
plochou povrchu ¢astic. Vyssi koncentrace enkapsulovaného 1é€iva v nanocastici zptisobi
vetsi pocatecni burst a rychlejsi uvolnovani 1éciva. Naopak k nizSimu inicidlnimu
uvolnéni lé¢iva tzv. burst efektu dochazi u nanocéstic s nizkou enkapsulaci. Pomalejsi
¢i zcela chybé&jici burst efekt uvolnéni 1€Civa a zpomalené uvolilovani 1&Civa lze
pozorovat u nanocastic tvorenych polymerem reagujicim s 1é¢ivou latkou napi: PLGA

s volnymi COOH skupinami a proteiny [13].
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Nasledujici text popisuje zakladni mechanismy, které se podileji na uvoliiovani
1é¢iva z nanocéstice viz. Obrazek 6.

Povrchova eroze: K povrchové erozi dochazi, kdyz nejprve degraduje povrch
postupnym zmenSovanim matrix ¢i obalu nanotobolky. Tento mechanismus je
uptednostiiovan, protoze se jednd z diivodu své piedvidatelnosti a kontrolovatelnosti o
prodlouzené uvoliiovani 1é¢iva [22, 23].

Objemova eroze (bulk erosion): Pii hromadné erozi voda pronika do polymeru
rychleji, nez probiha jeho eroze, béhem toho dochazi ke zlomim v fetézcich polymeru.
Nakonec to vyusti k homogenni degradaci celé matrix polymeru. Oproti povrchové erozi
je hromadna eroze méné predvidatelnd, netvoti ochranu pted vnéjsim prosttedim, a proto
je 1 mén¢ vhodna pro ptipravené nanocastice [22, 23].

Difuze vodnimi péry: Difuze 1é¢iva vodni pory probiha podle koncentraéniho
gradientu. Rychlost uvoliiovani Ié¢iva je ovlivnéna difuzi ptes sit’ vodnich port vzniklych
rozpusténim rozpustné casti matrice, ktera je fizend vodnimi poéry rozvinujicich se
struktur polymeru a jeho degradaci, ¢imz usnadnuji uvolnovani 1éciva [23].

Difuze polymerni matrix: Difuze polymerni matrici probiha konstantni
rychlosti. Je ovlivnéna permeabilitou a tloustkou polymeru. Béhem difuze nedochézi
k degradaci matrice nanocastice [22, 23].

Rozdélovani: Mechanismus ovliviiujici uvoliovani lé¢iva do média pomoci
rozdélovani umoziuje transport 1é€iva nachazejiciho se mezi dvéma nemisitelnymi
latkami napft: polymery a hydrofobnimi oleji ¢i fazemi jako je krev, voda. K prométeni
solubility 1éciva ve dvou navzijem nemisitelnych fazich se vyuziva tzv. rozdélovaciho
koeficientu. Pohyb 1éc¢iva z jedné faze do druhé je zavisly na relativnim koncentracnim
gradientu, nebo chemickém potencialu, a také na afinité 1é¢iva ke kazdé fazi. Uvolnovani
1é¢iva z nanocastice ve formé€ polymerni matrice ¢i nanotobolky probihd v piipadée
hydrofobniho 1¢é¢iva, tak Ze hydrofobni 1€¢ivo zlstane del§i dobu enkapsulavané
v nanonosi¢ [22, 24].

Bobtnani: K uvoliiovani 1é¢iva bobtndnim dochazi, kdyZz v polymernim
nanonosi¢i obklopeném vodou zacne postupné expandovat jeho sit’, kdy béhem expanze
polymeru vznikaji chemické ¢i fyzikéalni vazby. Pronikéni vody do polymerniho systému
zvysuje jeho tloust’ku a objem, coZ umozituje uvoliiovani lé¢iva. Miru bobtnani polymeru
urcuje jeho hydrofobicita a hustota pficnych vazeb mezi jednotlivymi fetézci polymeru.
Mezi dalsi faktory, které mohou ovlivnit bobtndni a miru uvoliiovani 1é¢iva jsou zahrnuty

teplota, pH, vybér vhodného polymeru a aditiva [22, 24].
12
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Obrazek 6. Mechanismy uvoliiovani léciv z NP (Created in https://BioRender.com)

2.6 Cilena distribuce nanodastic

Cilena distribuce nanocastic neboli targeting, umoznuje cilené uvoliiovani API
v mist¢ ucinku, které vede ke zvySeni ucinnosti léCiva, specifi¢nosti, snasenlivosti,
terapeutického indexu a compliance pacienta, zatimco snizuje riziko toxicity a naklady
na zdravotni péci [3, 5, 16].

Nanonosice se pouzivaji pro 1é¢bu nadort a zanétlivych onemocnéni za pomoci
cileného dodani 1é¢iv do mista u€inku prostiednictvim makrofagii, anebo nanoc¢éasticemi
se specificky upravenym povrchem. [3]

Ptikladem casto pouzivané cilené distribuce nanocéstic je terapie nadorovych
onemocnéni. Mezi primdrni terapeutické piistupy patii vedle operace a radioterapie taktéz
konvencni chemoterapie, kterd je Casto nespecificka, a tim dochéazi k poSkozovani
izdravé tkang, které vede ktadé¢ nezadoucich vedlejSich uc¢inkd. Nespecifi¢nost
konvenénich chemoterapeutik vede knevolnosti, neplodnosti, myelosupresi,
imunosupresi, mukositidé¢ anebo k tvorbé sekundarnich metastdz. Cilend distribuce se
taktéz vyuziva ke zvySeni limitované ucinnosti 1é¢iv z divodu vrozenych ¢i ziskanych
chemorezistencnich mechanismil napf: ziskana multi-drug rezistence (MDR) nadorovych
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buné¢k napi: toxicita epirubicinu. Z ditvodu toxicity protinddorovych 1é¢ivych latek miize
dojit v nékterych piipadech k omezeni jejich dlouhodobého podavani jako napiiklad u
epirubicinu.  Epirubicin, derivat antracyklinu, ktery je vyuzivan Kk terapii
hepatocelularniho karcinomu. Je jeho podavéani omezeno z divodu své kardiotoxicity.
Dalsimi divody cileného dodévani 1é¢iv do mista uCinku jsou ovlivnéni
biofarmaceutickych vlastnosti 1é¢iv a zlepSeni jejich biologické dostupnosti. Toho se
vyuziva pii intravenoznim podavani hydrofobnich 1é¢iv napi: limitované podavani
paklitaxelu, béhem jehoz podavani miize dojit k embolizaci z divodu jeho agregace
vlivem $patné rozpustnosti [25].

Schopnosti cileného dodavani nanocéstic jsou ovlivnény nejen jejich velikosti
a povrchovymi vlastnostmi, ale piedev§im 1 povrchovym ndbojem a stupném
hydrofobicity polymernich nanocastic [21].

Cilené podéavani 1éCiv se rozliSuje na aktivni a pasivni targeting [3, 5, 16].

2.6.1 Pasivni targeting

Pasivni targeting nanocastic s enkapsulovanym lé¢ivem do cilového orgédnu mista
ucinku probiha na zakladé fyzikalné-chemickych vlastnosti, tj. distribuci velikosti ¢astic,
povrchovych vlastnosti — néboj, sloZzeni a stupent hydrofobicity pfenasece bez Ucasti
modifikace povrchu nanocastic dal§imi specifickymi cili [3].

K pasivnimu targetingu dochdzi ve tkdnich, které se vyznacuji bohat§im cévnim
zasobenim s fenestracemi, a tam také cili buné¢nd imunitni odpovéd’. Mezi tyto imunitni
buiikky se zahrnuji makrofagy. Makrofagy se z divodu volnéjsi vaskularity shlukuji
v mistech s patologickymi zménami. Tyto patologické zmény zvySuji permeabilitu,
a tim umoznuji prostup a akumulaci nanocastic. ZvySenou permeabilitu patologicky
zménénych cév podporuji uvoliiované vazoaktivni latky jako napi: bradykinin, oxid
dusnaty (NO) a jeho oxidovany produkt peroxynitrit. Dochéazi k efektu zvySené
permeability a retence (enhanced permeability and retention effect; EPR). K tomuto EPR
efektu dochdzi v nddorovych tkanich. Ke stejnym jeviim, zvySené permeabilit¢ a EPR
efektu, dochazi v zanétlivych tkanich, ve kterych se nachazi prozanétlivé mediatory jako
napt: prostaglandiny, vaskularni endotelialni riistovy faktor (vascular endothelial growth
factor; VEGF) neboli vaskularni permeacni faktor (vascular permeability factor; VPF) [3,

5, 26-28]. Prikladem je, Ze uziti EPR efektu bylo prokazano v chronickém zénétlivém
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procesu kardiovaskularniho onemocnéni aterosklerdézy, béhem které endotelidlni
permeabilita cév umoziuje pienést nanocastice z lumen cév dovnitf do plaku
aterosklerotického platu pomoci monocytli a makrofagi [26]. Dalsi moznosti vyuZziti
pasivniho targetingu nanocastic je, ze makrofag se sam stane rezervoarem infek¢ni agens
[3].

EPR efekt zanétlivych tkdni se lisi na rozdil od EPR efektu nadorovych tkani
pouze v jeho krat$i dobé trvani retence nanocastic, protoze zanétlivy otok se muze diky
lymfatickému systému rozptylit do nékolika dnid. Na rozdil od retence
makromolekularnich ¢i lipidickych 1é¢iv v nddorovych tkanich, které zistavaji az po
dobu nékolika tydnt [5, 27].

Ve studiich bylo prokézano, Ze nanoc¢astice s mensi velikosti ¢astic nez 100 nm
lze lokalizovat pomoci EPR efektu v misté nadoru, a to az s desetindsobné zvysSenou
biologickou dostupnosti 1é¢ivé latky v nanonosici v misté nadorové tkdné¢ v porovnani

s piimym podanim lé¢iva [26].

2.6.2 Aktivni targeting

Aktivniho targetingu je dosaZeno oproti pasivnimu targetingu pomoci funkénich
modifikaci povrchu nanocastic specifickymi cili — cilovymi entitami jako napiiklad
protilatkami ¢i dalSimi rozpozndvacimi molekulami se selektivni afinitou k receptorim
nebo epitopiim na povrchu bun¢k cilového organu mista i¢inku [3, 16]. Nakonjugovanym
ligandem na nanocéstici miZe byt protein (protilatka a jeji fragmenty), peptidy, nukleové
kyseliny (aptamery), mal¢ molekuly, vitaminy a polysacharidy. Vybér ligandu zavisi
na specifickych vlastnostech cilového receptoru, tj. expresi receptoru, a také cilové tkani,
obvykle se jednd o tkan s nddorovymi bunikami [3, 16, 29].

Prodlouzena doba cirkulace nanocasticového systému dodavani 1é¢iv umoziuje
efektivnéjsi pfenos nanocastic do nadorové tkané pomoci EPR efektu a nakonjugovana
cilova struktura (ligand) zvySuje jeji zaclenéni do cilovych buncék endocytézou

nanocastice a nasledné uvolnéni 1€¢ivé latky. [30]

Cilend distribuce 1é¢iv at’ uz pasivnim nebo aktivnim zptisobem se vyuziva v celé
fadé onemocnéni zejména ze spektra nadorovych onemocnéni a chronickych zanéti.
Nicméné existuje 1 cela fada komplikovanych infekénich onemocnéni, kdy je 1écba
komplikovéana napt. dormantnim stavem patogenu nebo jeho problematickou lokalizaci

(napf. intracelularng), kde maji cilené formulace také sviij potencial.
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2.7 Infekéni onemocnéni

Infekéni onemocnéni jsou zpisobeny patogeny, mezi které fadime viry, bakterie,
houby a parazity, WHO je zaradila mezi celosvétove druhou nejcastéjsi pricinu tmrti.
Mnoho patogenii miize zpusobovat akutni infekéni onemocnéni, ktera jsou ucinné
odstranéna imunitnim systémem hostitele, ale podkategorie téchto patogenti, kterymi jsou
intracelularni patogeny, mtize zapficinit perzistujici a nékdy az celozivotni infekce [31].

Chronické infekce jsou spojovany s biofilmem a intraceluldrnimi bakteriemi,
které jsou charakteristické ptfedevsim svou narocnosti jejich eradikace z ditvodu vrozené
rezistence k antibiotiklim a hostitelské imunitni obran€. Biofilmy jsou druhem bakteridlni
populace slozené z bakterialnich bun¢k a bakterialni extracelularni hydratované matrix,
ktera miize byt spojena s povrchem tkani a orgadnd organismt nebo nékterych inertnich
materiald [32]. Nekteré intraceluldrni patogeny vlivem evoluce zvladnou uniknout
hostitelskému imunitnimu systému a jsou schopné replikace uvniti hostitelskych bunék
primarnich makrofagi [31]. Intracelularnimi patogeny zpusobené perzistujici infekce
jsou fylogeneticky odlisné a zahrnuji také jiné strategie prekondni imunitniho systému,
pfesto patogeny sdili typové specifické mechanismy pii interakci mezi patogenem
a hostitelem uvnitt bunky [31].

Intracelularni bakterie jsou rozdéleny na primarni (obligatni) a podminéné
(fakultativni, oportunni) [33]. Intracelularni bakteridlni infekce se podileji na mnoha
zavaznych klinickych onemocnénich, které zahrnuji brucelozu, tularémii, shigelézu
listeriozu, salmoneldzu atd. [32]. Napfi¢ antibiotickymi skupinami jsou vice nez dvé

tretiny antibiotik neti¢inné pro terapii proti intracelularnim patogentim [32].

2.7.1 Vybrané intracelularni patogeny

Bruceléza patii mezi jednu ze svétoveé nejrozsifenéjSich zoono6z. Toto infekéni
onemocnéni je zpusobené bakterii rodu Brucella. Druhy, které jsou fakultativnimi
intracelularnimi patogeny jsou lokalizované ptedevsim v bunikach a organech MFS jako
jsou napt: makrofagy jater a sleziny. Lidska bruceloza, jejiz nejvice virulentnim druhem
rodu Brucella u 1idi je Brucella melitensis, se obvykle projevuje febrilnim onemocnénim,
které mlze pretrvavat a rozvinout se do chronické formy onemocnéni se zdvaznymi
komplikacemi. Rozvoj chronické infekce plyne ze schopnosti patogenu piezivat uvnitt
fagocytujicich buné€k, coz vede k selhani eliminace mikroorganismu a zaroven se tyto

bunky stanou rezervoarem bakterie. I kdyz lidskd bruceloza spadd pod hlasena
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onemocnéni stale se vyskytuji ptipady bruceldzy, které jsou nediagnostikované anebo
nehldsené, a proto pokracujici onemocnéni zustava zdravotnim rizikem. Toto
onemocnéni je zaroven také rozpoznano jako jedna z nejcastéjSich nédkaz u pracovniki
v laboratotich manipulujici s témito patogeny a pro svou schopnost pifenosu vzduchem
a nizkou infekéni davku je bruceldza povazovana za potencidlni biologickou zbran pro
mozné zneuziti k bioterorismu. SouCasné¢ se svou patogenitou je terapie a klinické

zvladnuti lidské brucelozy obtizna [34-36].

Tularémie je zoon6zou, kterou zptisobuje ndkaza Gram negativni (G —) bakterii
Francisella tularensis. Tularémie u lidi se vyskytuje v Sesti riznych klinickych formach
tohoto onemocnéni v zavislosti na cesté¢ prenosu, vstupu bakterie do organismu,
v rozmezi od Zivot ohrozujici pneumonie po mén¢ zavaznou ulceroglandularni tularémii.
Na zacatku onemocnéni se projevuji nespecifické ptiznaky zahrnujici také flu-like
syndrom s projevy horecky, bolestmi hlavy, kloubt a svall. V pozdéjsi fazi onemocnéni
dochazi k rozvinuti jedné ¢i vice chronickych lymfadenopatii, které se mohou rozvinout
v lymfatickém systému na misté vstupu bakterie. Rozdilné kmeny s odliSnym
geografickym rozsifenim vykazuji odlisSné hladiny virulence. F. tularensis je
intracelularni bakterie, ktera se replikuje pfedevSim v cytosolu fagocytujicich bunék.
Ackoliv je tularémie primarné piirodni infekci z divodu své nizké infekéni davky po
kratkou dobu a moznosti pfenosu pouhym aerosolem je oznacend za moznou biologickou

zbran, ktera by mohla byt zneuzita v bioterorismu. [37]

Obecné prijmova onemocnéni jsou hlavnim globalnim zdravotnim problémem.
Této zatézi jsou vystaveny zejména zemé s nizkym az stfednim pfijmem v Asii a Africe,
kde neni snadny pfistup k Cisté vodé, sanitaci, dobré nutrici spolu se zdravotni péci [38].
Bakterie rodu Shigella jsou jednim z ptevladajicich bakterialnich ptivodcti prijmovych
onemocnéni na celém svéte. [38]

Shigeléza, bacilarni uplavice, je vysoce nakazlivé prijmové onemocnéni,
jejimz ptivodcem jsou fakultativng anaerobni, G — bakterie rodu Shigella, ktera se d€li na
Ctyti druhy: S. dysenteriae, S. flexneri, S. sonnei a S. boydii d€lici se do dalSich sérotypu.
Vsechny druhy bakterie Shigella v nizkych infekénich davkéach zplsobuji prijmova
onemocnéni. Nejcastéj$im zplsobem pienosu onemocnéni z ¢lovéka na clovéka je
fekaln¢ — oralni cesta ndkazy, dale se mize $ifit nakazenou vodou, jidlem a povrchy.
Bakterie rodu Shigella postihuje velkou ¢ast epitelu sttev, kde v distdlnim konci stiev

prostupuje do mukdzni vrstvy a tam dochazi k jeji replikaci a Sifeni prostfednictvim
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indukce cytoskeletadlniho pteskupeni. Inkubaéni doba infekce se obvykle pohybuje
mezi 14 dny, vyjimkou je nédkaza S. dysenteriae typu 1 s inkubac¢ni dobou trvajici i do
8 dnii. Mezi prvnimi pfiznaky shigeldzy se projevuji horecka, bolest hlavy, malatnost,
nechutenstvi a zvraceni, a potom po nékolika hodinach dochézi k propuknuti vodnatého
prijmu. U vétSiny jinak zdravych jedinc nedochazi ke zhorSeni stavu a po né€kolika
dnech symptomy bacilarni uplavice ustanou. Avsak u rizikovych skupin pacientd, mezi
které patii zejména novorozenci a malé déti od 1 do 4 let, se shigeld6za obvykle rozvine
v zavazny vodnaty prijem nékdy az i do prijmu s ptimési krve ¢i hlenu. Infekce bakterii
rodu Shigella mlze zpusobit stfevni i1 extraintestinalni komplikace, mezi které se tadi
i encefalopatie anebo se muze dojit k rozvinuti i post — infekéni manifestaci onemocnéni
napi: syndrom drazdivého tracniku, reaktivni artritida, hemolyticko uremicky syndrom

¢i malnutrice. [38, 39]

Pseudomonas aeruginosa je G — oportunni bakterie, kterd mize zpisobovat
zavazné zivot ohrozujici infekce. Je jednou znejCastéjSich bakterii zpisobujici
u imunokompromitovanych pacientii nosokomidlni infekce napi: pneumonie
ventilovanych pacientli, chronické pneumonie pacientil s cystickou fibrézou ¢i jedinct
podstupujici chemoterapie, infekce krevniho fecisté, mocovych cest ¢i popalenin [40].
P. aeruginosa je extracelularni patogen, ktery je schopny si osvojit nitrobunécny zptisob
Zivota intracelularni fazi, béhem které narusi fagocytické funkce hostitele. Tato bakterie
zndma svou perzistenci je schopnd vytvaret biofilmy, které jsou odolné proti
enviromentalnim stresim a fagocytéze, a také proto je pouzivana jako modelovy
organismus pro zkoumani biofilml. Z diivodu své pfirozené a ziskavané antibiotické
rezistenci lze pozorovat omezenou ucinnost antibiotik. Z diivodu zvySujici se prevalenci

MDR (multi-drug rezistentni) P. aeruginosa kmeniim se vyviji nové anti-biofilm latky.

[32, 40-44]

2.7.2 Strategie intracelularniho preziti bakterii

Fyziologickd imunitni obrana hostitele je zajiStovana pomoci rozeznavani,
opsonizace, fagocytodzy a rozloZenim patogenil ve fagolysozomech, na kterém se podili
i produkce ROS a RNS (reaktivnich forem kysliku a dusiku) a apoptoza [1, 31, 33, 45].
Proti tomu intraceluldrni patogeny vyuzivaji rozdilné mechanismy, kterymi obchazi
imunitni odpovéd’, a tim jsou schopné vyhnout se eliminaci imunitnim systémem

hostitele. [31]
18



Tyto strategie perzistujicich mikroorganismli jsou Sirokym tématem, a proto

vyzdvihnu klicové mechanismy rezistence vybranych patogenti.

Bakterie rodu Brucella jsou schopné prostifednictvim svych virulenénich faktori
preziti a replikace v makrofazich. Virulence Brucella spp. vétsinou spociva ve schopnosti
vstupu, pieziti a replikace ve fagocytujicich 1 nefagocytujicich bunkach, mezi kterymi
jsou hlavnim cilem makrofagy. I kdyz vétSina bakterii rodu Brucella, které vstoupi
do makrofagli jsou ihned na zacatku infekce odstranény enzymy, volnymi radikaly
kysliku a oxidu dusnatého NO, tak primérné 10 % bakterie Brucella je schopno pieziti
a proliferace uvniti makrofagl prostfednictvim inhibice fize fagosomu s lysozomem.
Dochézi k zastaveni dozrani fagolysozomu a zaroven kyselé prostiedi fagosomu

stimuluje intracelularni replikaci bakterie. [31, 33, 46, 47]

Kritickym aspektem pii vybéru antibiotik k eradikaci intracelularnich bakterii je
zvazeni jejich umisténi uvniti bunek hostitele, které jim poskytuji ochranu. [48]. Bakterie
Francisella spp. mize byt pohlcena makrofagy, dendritickymi builkami a ostatnimi
fagocytujicimi bunikami, mezi které patii také hepatocyty, epitelidlni buiiky alveoli plic
a ¢erveneé krvinky, které by se mohly stat dal§imi reservoary béhem pozd¢jsi faze infekce.
Jejim mechanismem rezistence je piekonani fagocytozy. Bakterie je schopna uniknout
z fagosomu do cytosolu buniky, ve kterém nasledné dochazi k jeji replikaci.
Po intracelularni replikaci bakterie dochdzi k indukci apoptézy a nasledné dochazi

k eferocytodze, a tim 1 pfenosu infekce do dalSich buné¢k. [37, 48]

Bakterie Shigella spp. fagocytované makrofagy prekonévaji fagocytdzu unikem
z fagosomu a zaroven jsou schopné vyvolat pyroptdozu makrofagu. Lyzou fagosomu se
bakterie uvolni do cytoplazmy, kde se replikuji, a potom se intracelularné rozsiii
do prilehlych epitelidlnich bunék. Pyroptézou makrofagu dochdzi k Sifeni zanétlivych
odpovédi, uvolnéni endotoxini, a tim vyvolavaji lokdlni zanét a zaroven dochazi

k poSkozeni ptilehlych tkani. [38, 49-51]

Bakterie Pseudomonas aeruginosa se vyznacuje svou schopnosti tvorby biofilmii,
které¢ jsou zavislé na produkci exopolysacharidi. Béhem infekci dychacich cest
zpisobenych chronickou kolonizaci a tvorbou biofilmu bakterie, dochazi k preméné
P. aeruginosa v mukoidni fenotyp, ktery se projevuje tvorbou exopolysacharidu alginatu.

Primadrnim dGvodem pfetrvavani chronické infekce P. aeruginosa je potlaceni
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vychytavani alveoldrnimi makrofagy, a proto jejim mechanismem rezistence je inhibice

pohlceni fagocyty. [43, 52—-54]

2.8 Terapeutické pristupy k eradikaci intracelularnich patogenu

Soucasna doporuceni konvencnich terapii vySe zminénych onemocnéni zahrnuji
nasledujici postupy 1éCby.

Soucasna terapie lidské bruceléozy vyzaduje pouziti kombinace antibiotik
po dlouhou dobu. WHO smérnice doporucuji kombinaci doxycyklinu a rifampicinu
po dobu 6 tydni, avSak nedavna doporuceni navrhuji 1écbu doxycyklinem po dobu
6 tydnl soucasné podavané s aminoglykosidickymi antibiotiky streptomycinem po dobu
2-3 tydnli, nebo gentamicinem po dobu 1 tydne. Soucasné terapeutické rezimy casto
selhévaji v eradikaci infekce s moznosti relapsu okolo 5 az 10 %, a to navzdory obstojné
ucinnosti téchto 1écebnych rezimii. Kombinovana terapie je vice G¢inna nez individuélni,
ale nové terapeutické pfistupy jsou nezbytné z divodl obtiznosti adherence pacienta
k 1éc¢bé jako takové spolu s vedlejsimi u€inky kombinované terapie antibiotiky a riziky

antibiotické rezistence [34].

Soucasna doporuceni terapie tularémie se zakladaji na zvladnuti akutnich projevi
infekce. Hlavnim faktorem ve zlepSeni prognozy pacientl s tularémii je vcasné podani
vhodné terapie, které vyzaduje lepsSi diagnostické a 1é€ebn¢ strategie [55].

Vzhledem k dlouhé inkubacni dobé tularémie, 3-5 dni, je podstatné zah4jit 1écbu ihned
po vyskytu prvnich ptfiznakl. Stiediska pro kontrolu a prevenci nemoci a WHO
vypracovali téméf stejna nédsledujici souhrnna doporuceni 1écby tularémie. Streptomycin
a gentamicin jsou preferovanymi antibiotiky pro lé¢bu vSech kategorii pacientii — dospéli,
déti a tchotné Zeny, zatimco doxycyklin, chloramfenikol a ciprofloxacin jsou
alternativnimi volbami terapie pro dospélé a déti. [56]. Streptomycin a gentamicin jsou
preferovanymi antibiotiky pro lécbu zavaznych infekci z divodu své baktericidni
aktivity, kterd snizuje miru rizika relapsu [56]. Fluorochinolony a doxycyklin se vyuZzivaji
k 1é€bé méné zavaznych infekci [55]. AvSak v literatufe popsand antibioticka 1écba je
vysoce variabilni ve svém slozeni a dob¢ podéni, zavisi na klinické manifestaci tularémie,
veéku a zdravotnimu stavu pacienta, piitomnosti komplikaci, poddruhu infekéni agens a

vyvoji onemocnéni [55, 56].
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Z dtvodu zvysujici se hrozby ptrenosu infekce shigelozy v rizikovych skupinach,
do kterych patii podvyziveni, malé déti, staii a imunokompromitovani jedinci a vyssiho
rizika Sifeni MDR kmenii bakterie rodu Shigella, které je podpoiené cestovanim napfic
kontinenty, je vhodné pouzit pozadovanou antimikrobni 1é¢bu. Uziti antibiotické terapie
je doporucené z davodia zkraceni doby trvani horeCky a prijmu, pferuseni Sifeni
patogenu, atim zamezeni dal§iho pfenosu infekce. Perordlné podavany ciprofloxacin
a azitromycin jsou obecné povazované za prvni linii terapie shigel6zy u dospélych a déti.
Parenteraln¢ podavany ceftriaxon je doporuceny pro 1écbu zavaznych piipada infekce
a imunokompromitovanych pacientd. WHO doporucila jako prvni volbu 1é¢by dospélych
a déti s bacilarni dysentérii ciprofloxacin a jako druhou volbu terapie jsou povazovany
antibiotika azitromycin, cefixim a ceftriaxon. Mezi dal$i druhou volbu terapie navrhla
WHO trimetoprim-sulfamethoxazol, jakkoli je znama Siroce rozsifena rezistence k této
kombinaci. Nasledujici 1éCiva, kterymi jsou kyselina nalidixova, ampicilin,
pivmecillinam jsou povazovana za ucinnd, avSak nejsou doporucovana, pokud neni
znama jejich citlivost k bakterii. Obecné vzhledem k MDR kmentim Shigelly je zakladem
uspésné terapie urceni citlivosti antibiotik. Pro doplikovou terapii zkraceni doby trvani
prijmu je doporuceno podavani per os zinku ¢i probiotik Saccharomyces boulardii a

Lactobacillus rhamnosus GG [38, 39, 49].

Z dtvodu zvysujiciho se rizika MDR rezistentnich kment P. aeruginosa je nutné
vcasné podani vhodné zvolené 1écby, ktera obvykle zahrnuje v pocatecni fazi podavani
kombinace dvou antibiotik s antipeudomonadovou aktivitou, které plsobi odlisSnymi
mechanismy ucinku. Kombinovana terapie obvykle zahrnuje podavani B-laktamového
ATB (piperacilin-tazobactam, imipenem, meropenem, cefepim, ceftazidim, aztreonam)
s aminoglykosidy (tobramycin, amikacin, gentamicin) ¢i fluorochinolony (levofloxacin,
ciprofloxacin). V pifipad¢ nizkéhoho rizika vyskytu MDR po zjisténi citlivosti
P. aeruginosa k antibiotikim, je doporu¢ené monoterapeutické pouziti ATB.
Pro monoterapii je doporucené podavani uzkospektrého ATB napt: ceftriaxon,

ertapenem, nebo levofloxacin. [57-59]

Nyn¢jsi 1écba infekci zplisobenych intracelularnimi bakteriemi celi mnoha
uskalim. Prvnim bodem je ten fakt, Ze se u téchto bakterii vyskytuji ziskané genetické
mutace, které umoznuji bakteriim riznymi mechanismy unikat eliminaci buiikami
imunitniho systému hostitele, tj. fenotypova rezistence [33]. Kritickym aspektem

pii vybéru antibiotik k eradikaci nitrobunécnych bakterii je zvazeni jejich ochrannych
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ucinkil intracelularni lokalizace [48]. Dalsi zalezitosti dalezitou ke zvazeni je problém
vzrustajici antibiotické rezistence, ktera znesnadiiuje podani antibiotik pro odstranéni
nitrobunécnych bakterii [33]. Z téchto divodi a omezeného mnozstvi antibiotik je
zapottebi nalézt nové terapeutické ptistupy zahrnujici vyvoj novych 1é¢iv, nebo novych

cest vyuziti jiz existujicich 1é¢iv. [56]

Nanotechnologie ukazuje slibny pristup 1é¢by intracelularnich infeket,
protoze tyto nové terapeutické pristupy umoznuji cilené podavani 1é¢iv do makrofagu,
které funguji jako rezervoary infekcni agens at’ uz virovych — HIV virus, parazitarnich
napt: rod Leishmania, nebo bakteridlnich napi: Mycobacterium tuberculosis a
prodlouzené uvolnovani enkapsulovanych 1€¢iv uvnitf infikovanych bun¢k [3, 16, 34,

601.

Mezi nové pristupy terapie a zaroven pro snizeni tlaku na pouzivani antibiotik
jsou pro 1écbu shigelézy ve vyvoji rekombinantni probiotika se zacilenim na specifické
patogeny, fagova terapie, organické kyseliny, nanocastice s CuO a pro prevenci se vyviji
shigella vakciny, kdy nékteré z nich jsou jiz klinicky testovéany. [33, 39, 49, 61]

Pro terapii brucel6zy jsou studovany drug delivery systemy (DDS), ve kterych
behem experimentil byly jiz uspesné vyzkouSeny PLGA mikro a nano — ¢astice obsahujici
enkapsulovany gentamicin [34, 35, 62, 63], dale pevné lipidické nanocastice (SLN)
s enkapsulovanym doxycyklinem a rifampicinem [33]. V dal$i studii byla zkoumana
formulace chitosanem modifikovanych PLGA nanocastic s enkapsulovanym
gentamicinem pro mozné per os podani tohoto antibiotika. [64]

Pro 1écbu tularémie se zkouSi pouZiti chemoterapie a imunoterapie,
a to specifické enzymy, nebo antimikrobni peptidy. [56] V experimentalnich modelech
byly uspeésné pouzité liposomalni gentamicin pro terapii infekci zptusobenych bakteriemi
F. tularensis, Brucella spp. [65].

K 1écbé P. aeruginosa byly zkoumany PLGA nanocastice s enkapsulovanym
gentamicinem, SLN nanocastice s amikacinem a proanthocyanidin-chitosanové
nanocastice s enkapsulovanym gentamicinem [41, 60, 66, 67].

Fosfatidylcholin-chitosanové nanocastice s adsorbovanym gentamicinem na jejich
povrchu byly uspésné vyzkouSené pro eradikacni terapii biofilml a intracelularnich
bakterii, kdy gentamicin je moZzné G¢inné dopravit do struktury biofilmu z dlivodu dobré
kompatibility nanostruktur a fosfolipidi a snadné fagocytozy bunkami. Navic tyto 1ékové

formy mohou umoznit snizeni podavané davky gentamicinu a rozsifit moznosti aplikace
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antibiotik, coz muze v budoucnosti zajistit alternativni moznosti 1é¢by zavaznych

bakteridlnich infekci. [32]

Gentamicin je Siroce pouzivané aminoglykosidické ATB, které je u¢inné
zejména proti aerobnim G — bakteriim, a proto se pouziva k 1é¢b¢ tézkych az zavaznych
infekcei. Struktura aminoglykosidua se sklada z hex6zového jadra, na které jsou piipojeny
glykosidickymi vazbami dva ¢i vice aminocukri. Zakladnim mechanismem ucinku je
inhibice bakteridlni proteosyntézy z divodu ireverzibilni vazby na 30S podjednotku
ribozomu, coZz ma za nasledek baktericidni u¢inek ATB. Aminoglykosidova ATB se
obecné podavaji parenteralné z diivodu své Spatné gastrointestinalni absorpce, a to tedy
nejcastéji v intravendznich, intramuskularnich cestach podéni ¢i topickych a v ocnich
ptipravcich. Gentamicin je hydrofilni, polykationicky ve fyziologickém pH a Spatné
prostupuje pres membrany do bunék. Zatimco gentamicin zlstava zakladni volbou pro
lécbu G negativnich (G—) bakteridlnich infektd, jeho klinické pouziti je omezené
z diivodu potencidlnich nezadoucich ucinkli aminoglykosidovych ATB, které zahrnuji
nefrotoxicitu, ototoxicitu a neuromuskuldrni blokddu. Z téchto divodu je dulezité
bezpecné davkovani a disledny monitoring pro dosazeni maximalizace ucinkt
a minimalizace rizik. Aminoglykosidy jsou vyznamné pro sviij koncentra¢né zavisly
baktericidni ucinek, ktery koreluje s vy$§imi sérovymi hladinami ATB. Z této pticiny
jsou uptednostiiované prodlouzené intervaly davkovych rezim, tj. podani v jedné davce
za den z divodu maximalizace baktericidni aktivity a minimalizace toxicity. Dalsi
dalezitou vlastnosti je jejich post-antibioticky ucinek, ktery vede ke kontinualnimu
potlacovani bakterialniho ristu i potom, kdyz dojde ke sniZeni antibiotické koncentrace
pod minimalni inhibiéni koncentraci (MIC). A proto tento prodlouzZeny post-antibioticky
efekt nadale, také podporuje podavani vyssich davek v prodlouzenych intervalech, jak to

umoznuje efektivni baktericidni ti¢inek pfi malém poctu davek. [64, 65, 68—71]

OH
CHs
HsC O HoN
HN O
5 HO
HaC HO ,m/ NH,
0 ¢
HoN NH;

Obrazek 7: Vzorec gentamicinu (ChemDraw)
S ohledem na uvedené limitace gentamicinu je jeho pouZiti v terapii bakteridz

komplikované a terapie nemd vzdy pozadovany efekt. Jednou z moznosti, jak zlepSit
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terapeuticky profil gentamicinu je jeho enkapsulace do vhodného biokompatibilniho

nano-nosice, ktery zajisti distribuci do infikovanych makrofagu.
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3 Cil prace

Cilem této prace bylo pfipravit nanocastice zalozené na PLGA jako nosi¢ pro
antibiotikum schopné zasdhnout obligdtni intraceluldrni bakterie, schopné piezivat
v makrofazich. K zacileni do makrofagl jsou optimalni parametry nanoc¢astic primérna
velikost 100-300 nm, nizké PDI, negativni zeta potencial a sféricky tvar. Jako 1éCivo
volby byl zvolen gentamicin, ktery je povazovan za zlaty standard v terapii
intracelularnich bakterioz. Cilem prace bylo piipravit nanocastice s co nejvyssi

enkapsula¢ni efektivitou a s maximalnim drug-loadem.
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Pouzité pristroje

e Analytické vahy Kern, max 220 g, d = 0,0001 g

e Vahy Kern 440-35N (Kren, Balingen, Némecko), max 400 g, d=0,01 g

e Magnetickd michacka IKA-WERKE RT 5 power, (IKA, Staufen, Némecko) 100—
1000 otacek/min

e Mini Vortexer (Heathrow Scientific, USA)

e Ultrazvukova sonda Microspitze MS73 (Bandelin Electronic, Némecko)

e Ultrazvukova sonda Diax 900 Heidolph, 800026000 ot. / min., 6 padsem

e Multifunkéni chlazena centrifuga MPW 260R, MPW Medical Instruments
(Varsava, Polsko)

e Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments, UK)

e Pipety Finnpipette F2, Thermo Fisher Scientific (Thermo Fisher Scientific, USA)

e Hi 221 Calibration Check Microprocessor pH Meter (Hanna Instruments, Woon
socket, Rhode Island, USA)

e Spektrofotometr Specord 205, Analytik Jena (Jena, Némecko)

e Tiepaci vodni lazen GFL 1083, GFL (Burgwedel, Némecko)

e Ultrazvukova lazen Sonorex Super 10P (Bandelin electronic, Némecko)

e HPLC systém

4.2 Pouzité suroviny

e PLGA 50:50 Purasorb® PDLG 5002A (Corbion, Amsterdam, Holandsko)
e Poloxamer 407 - Pluronic® F-127 (Sigma Aldrich, Némecko)

¢ Gentamicin sulfat (Merck, Darmstadt, Némecko)

e Trehalosa (Merck, Praha, CR)

e Acetonitril (ACN) (Penta, Chrudim, CR)

e Chloroform (CCls)

e Dichlormethan (DCM)

e Cisténa voda (pfipravena reverzni osmézou, FaF UK)

e Polyvinylalkohol (PVA) (Merck, Praha, CR)
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e Fosfatovy pufr (phosphate buffer saline; PBS) (Merck, Praha, CR)

e Boratovy pufr

e Glycin (Merck, Darmstadt, Némecko)

e  Fmoc-Cl (9-fluorenylmetyl chloroformat)

e Hydroxid draselny

e Mobilni faze (MF) - kyselina mraven¢i HPLC grade (Merck, Darmstadt,
Némecko)

e MF — methanol

4.3 Metody

4.3.1 Priprava NP — dvojité emulzni odparovaci metoda

Priprava vodné faze A: Roztok vodné faze s gentamicin sulfatem o koncentraci
80 mg/ml, byl pfipraven navazenim a rozpuSténim gentamicin sulfatu v roztoku
fostatového pufru (PBS) nebo ¢isténé vody. Pro ptipravu 200ml PBS pufru byla pouZzita
jeho tableta. Tableta byla rozpusténa v 200 ml ¢isténé vody za laboratorni teploty

a stalého michani na magnetické michacce.

Priiprava organické faze: Do sklenéné Iékovky bylo navazeno potiebné mnozstvi
polymeru PLGA Purasorb® PDLG 5002A pro vznik vysledné koncentrace 50 mg/ml,
které bylo nésledné rozpuSténé v potfebném mnoZstvi organického rozpoustédla —

chloroformu (CCl3), dichlormethanu (DCM) ¢i ethylacetatu (EtAc).

Priprava vodné fize B: Pro ptipravu vodné faze B bylo potieba navazit piislusné
mnozstvi povrchové aktivni latky, které bylo rozpusténo v Cisténé vode. PVA,
Pluronic® F-127 v riznych koncentracich — 3%, 1%, 0,5% PVA a 0,1% a 0,5%
Pluronic® F-127 byly pouzity jako povrchové aktivni latky pro stabilizaci vznikajicich
nanocastic. PVA bylo rozpusténo za zvySené teploty a stalého michani na magnetické
michacce. Takto byl pfipraven zédsobni roztok s nejvyssi pouzZivanou koncentraci —
3% PVA a 0,5% Pluronic® F-127 a naslednym fedénim byly pfipraveny zbylé potiebné

koncentrace vodné faze B.
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4.3.2 Proces pripravy nanocastic

Pro pfipravu nanoCastic byla pouzita dvojit¢ emulzni odpafovaci metoda:
Do plastové centrifugacni 50ml zkumavky byl napipetovdn 1 ml organické faze,
ke kterému bylo pfidano pipetou 100 ul vodné faze A. Zkumavka byla umisténa
do ledové lazné, kterd byla umisténa pod ultrazvukovou sondu. Pro vytvofeni primarni
1 sekundarni emulze byla pouzita ultrazvukovéa sonda. Pro vytvofeni primarni emulze
typu v/o byla pouzita ultrasonikace po dobu 45 sekund o vykonu pfistroje 10 %. Poté bylo
pfidano pomoci pipety 5 ml vodného roztoku B pro vytvofeni sekundarni emulze.
Podruhé¢ byla pouZita ultrazvukova sonikace po dobu 1 minuty o 80% vykonu pfistroje.
Vznikla emulze nanocéstic typu v/o/v, ktera byla pfidana k 5 ml vodné faze B. Kadinka
s 5ml vodné faze B byla jiz pfipravena na zapnuté magnetické michacce. Po dobu
miniméln¢ 2 hod za stadlého michani (300 ot. /min) pfi laboratorni teploté v digestofi
doslo k Gplnému odpareni organického rozpoustédla — CClz, DCM, EtAc v organické
fazi. Po odpafeni organického rozpoustédla, béhem procesu solidifikace, vznikla

suspenze nanocastic.

5 ml vodné

4 100ul vodné
faze A

Tml
organické
.\ faze

)

5 ml vodné fédze B + sondy nanocastic
roztok surovych typu V/O
nanocastic ol B
- -
ultrasonikace
- 7 sekundérnf 1 min 80 %
Y emulze vykonu
PR

nanocastic ultrazvukové P N
typu V/O/V sondy AR,

1. ultrasonikace

45s 10 % .
vykonu primarni
ultrazvukoveé emulze

solidifikace nanocastic -
2 hod za staleho michani

Obrazek 8: Zndzornéni postupu pripravy polymerni nanocastic typu v/o/v (Created in
https://BioRender.com)



4.3.3 Zpracovani a uchovani vzorku nanocastic

Vznikla suspenze polymernich nanocastic byla napipetovana do 2ml
mikrozkumavek typu Eppendorf. Mikrozkumavky byly nasledné¢ umistény do centrifugy
za podminek 18000RPM pii 21 °C po dobu 25 min, ve které¢ doslo k oddéleni
supernatantu  od sedimentu (polymernich nanocastic) na dné mikrozkumavky.
Z mikrozkumavek byl nasledné opatrn¢ odebran pipetou supernatant, aniz by doslo
k rozvifeni sedimentu vzniklych nanocastic. Supernatant jednotlivych vzorkd byl
prepipetovan do mikrozkumavek. Pro rozdispergovani sedimentu vzorka urcenych
k zamraZzeni byl pfiddn 1ml 5% threalosy, ktera slouzi jako kryoprotektant
a lyoprotektant. Mikrozkumavky s roztoky supernatantii a rozdispergovanych sedimentt

byly uchovany k dalSimu pouziti pti -20 °C.

4.3.4 Meéreni velikosti ¢astic a indexu polydisperzity

K méfeni velikosti ¢astic ve vzorcich byl pouZit piistroj Zetasizer Nano ZS90.
Stanoveni velikosti Castic na zetasizeru je zalozeno na dynamickém rozptylu svétla
(dynamic light scattering — DLS). [72, 73] Ze suspenze polymernich nanocastic byl
odebran objem 100 ul do plastové mérné kyvety, ke kterému byl napipetovan 1 ml ¢isténé
vody. Timto zpGsobem piipraveny vzorek byl sprdvné umistén do Zetasizeru® Nano
7ZS590. Viskozita média byla nastavena jako viskozita Cisténé vody. Vzorky byly
proméfeny tiikrat a kazdé méfeni zahrnovalo 12 nezavislych béht. Intenzita rozptyleného
svétla byla méfena pii Ghlu rozptylu 173°. Prométovani kazdého vzorku probihalo

pfi teploté 20 °C + 0,5 °C.

4.3.5 Méreni enkapsulacni efektivity a drug — loading

Enkapsulacni efektivita (encapsulation efficiency; EE) uddva kolik procent
z celkového pouzitého mnozstvi €inné latky gentamicin sulfatu bylo enkapsulovano

do pfipraveny polymernich nanocéstic viz. Rovnice 1.

plvodni hmotnost — hmotnost v supernatantu
EE[%] = ~ - — X 100%][74]
puvodni hmotnost gentamicinu

Rovnice 1: Vypocet enkapsulacni efektivity
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Kapacita naplnéni 1écivem (drug-loading capacity; DLC) udava jaké procentualni
mnozstvi zaujima enkapsulovand ucinnd latka gentamicin sulfat v nanocasticich DDS.

Vyjadiuje schopnost nosice uzavtit v sob& ucinnou latku viz. Rovnice 2.[74—76]

DLC[%] = hmotnost enkapsulovaného gentamicinu % 100%[74
o celkova hmotnost nanocastic ol74]

Rovnice 1: Vypocet drug- loading kapacity

Hodnoceni bylo provedené nepiimym stanovenim obsahu gentamicinu
v nanocasticich ze supernatantu vzorkli zbylého neenkapsulovaného gentamicinu
po centrifugaci pfipravenych nanocastic pomoci pfipravenych kalibrac¢nich kiivek.
Vypoctem z kalibra¢nich kfivek se stanovuje redlnd koncentrace zjistovaného analytu
v pripravenych vzorcich. Pro stanoveni enkapsulacni efektivity ve vzorku byla zapotiebi
nejprve derivatizace supernatantu obsahujici zbyly neenkapsulovany gentamicin sulfat
zdivodu absence chromoforu v molekule APL. Byly vyzkouSeny dvé odlisné
derivatizacni reakce, jejimz cilem bylo zavedeni chromoforu ¢i fluoroforu (pro dva rzné

druhy méfeni nové zavedeného signalu chromoforu, nebo fluoroforu).
Piiprava roztokii pro derivatizacni reakci — metoda HPLC — FLD

Zasobni roztok gentamicin sulfatu 0,8 mg/ml: Pro ptipraveni zasobniho roztoku
gentamicinu 0,8 mg/ml se navazi 8 mg gentamicin sulfatu, ktery je nasledné rozpustén

v 10 ml ¢isténé vody.

Fmoc-Cl 2,5mM 0,65mg/ml v ACN: Derivatizacni roztok Fmoc-Cl je pfipraven

navéazenim 6,5 mg Fmoc-Cl, které se rozpusti v ACN.

Boratovy pufr 0,2M pH=8,00: Boratovy pufr je pfipraven navazenim 0,62g H3BOs,
ktera je rozpusténa v 50 ml Cisténé vody. Nasledné je upraveno pH boratového pufru

pomoci 0,2M roztokem KOH.

Glycin 100,4 mM 7,54 mg/ml v H>O: Roztok glycinu je pfipraven pomoci rozpusténi

75,4 mg v 10 ml ¢isténé vody.
Derivatizace vzorkit supernatantii s gentamicinem — Fmoc-Cl

Z ptipravenych vzorkii supernatantl polymernich nanocastic v 2ml
mikrozkumavkach typu Eppendorf byl odebran 100ul vzorek do nové 2ml
mikrozkumavky typu Eppendorf, ke kterému byl napipetovan objem 450 ul ACN.
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Poté byl vzorek michén na vortexu po dobu 30 min pii rychlosti otd¢eni 20000 RPM (G),
kdy doslo ke srazeni zbylého PVA v roztoku supernatantu. Z takto pfipraveného roztoku
bylo odebrano 275 ul supernatantu, ke kterému bylo ptidano 225 ul boratového pufru,
a takto upraveny vzorek byl nasledn¢ podroben derivatiza¢ni reakci s Fmoc-Cl. Kdy byl
nejdiive odebran objem 50 pl z vyse upraveného vzorku supernatantu gentamicin sulfatu,
ke kterému bylo ptidano 450 pul roztoku boratového pufru/ACN (v/v, 1:1) a 500 pl Fmoc-
Cl. Tento roztok byl po dobu 20 min pii laboratorni teplot¢ michan na vortexu
pii rychlosti otaceni 800 RPM.

Po uplynuti této doby bylo ptidano 25 ul roztoku glycinu, ktery slouzi zastaveni
derivatizacni reakce z divodu vychytavani piebytecného mnozstvi Fmoc-Cl. Po pfidani
glycinu probihalo po dobu 5 min opétovné michéni za laboratorni teploty na vortexu
pii 800 RPM. Ve vzorcich obsahujicich PVA vznikla sraZzenina po piidani roztoku
glycinu. Z tohoto diivodu byl vzorek centrifugovan po dobu 10 min pfi rychlosti ota¢eni
(12.0 RPM).

Nésledné bylo tieba vzorek natedit. Z takto pfipravené reakéni smeési bylo
odebrano 25 pl derivatizovaného vzorku, ke kterému bylo pfidano 975 pl 50% roztoku
ACN. Poté byl vzorek po dobu 5 min centrifugovan pfti rychlosti otaceni 12.0 RPM.

Timto postupem derivatizovany a nafedény vzorek byl pirefiltrovan pomoci filtra
Millex 0,22 um. Poté bylo pfefiltrovano 200 ul této reakéni smeési do predem
pfipraveného insertu a nésledné zanalyzovano méfenim v HPLC-FLD. Pro zjisténi EE
gentamicin sulfatu byly namétené vysledné hodnoty ploch peakii dosazeny do prfedem

pfipravenych rovnic kalibracnich kiivek viz. Grafy 1-5.

4.3.5.3 HPLC - FLD analyza experimentalni podminky

Chromatografické podminky

K méfeni byly pouzité kolony jako stacionarni faze (SF) Security Guars C18 disc
a Kinetex Polar C18 150x4,6mm 2,6um. Teplota v kolonovém prostoru byla
temperovana na 30 °C. Mobilni faze A (MF A) byla tvoiena 0,1% kyselinou mravenci a
mobilni fize B (MF B) obsahovala methanol. Pro analyzu byla vyuzitd metoda
izokratické eluce se slozenim mobilni faze 93 % MF B a 7 % MF A (v/v). Nasttik analyt
byl 5 pl (nebo 15 pl). Pritok mobilni faze byl nastaven na 1,0 ml/min a celkova doba

trvala 15,5 min s retencnimi ¢asy 10,37 min, 11,1 min, 11,5 min a 13,2 min.

31



Pfipravené vzorky analytli derivatizaéni reakce byly detekovany pomoci

fluorescen¢niho detektoru, ktery pracoval pii vinovych délkidch Aex = 260nm a Aem =
315nm.

Priprava mobilnich fazi

Pted zacatkem méfeni analytli na HPLC byli ptipraveny oba roztoky mobilnich

fazi, a to 0,1% roztok kyseliny mravenci a roztok methanolu do zésobnich lahvi MF.

kalibracni krivka 3% PVA (1.peak)
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Graf 1: Kalibracni krivka 3% PVA (1.peak) pro stanoveni EE — metoda HPLC-FLD
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Graf 3: Kalibracni krivka 0,5% PVA (1.peak) pro stanoveni EE — metoda HPLC — FLD
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Graf 4: Kalibracni krivka 0,5% F-127 (1.peak) pro stanoveni EE — metoda HPLC — FLD
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4.3.5.4 Spektralni analyza a derivatizace vzorku ninhydrinem

Pokus o stanoveni EE metodou spektrofotometrie byl proveden ze supernatantt
ptfipravenych vzorki NP. Nejdiive bylo zapotiebi zavést chromofor za pomoci
derivatizacni reakce s ninhydrinem.

Ptiprava roztokl pro derivatizacni reakci spocivala v ptipraveni 1,25% roztoku
ninhydrinu a 2x krat koncentrovanéjsiho roztoku PBS. Derivatiza¢ni reakce vzorkt
supernatantli me¢la nasledovny postup.

Derivatizacni reakce s ninhydrinem:

K 1 ml vzorku supernatantu byl pfidan 1 ml 2x koncentrovanéjsiho roztoku PBS
a 2 ml 1,25% roztoku ninhydrinu. Nasledné byla takto ptfipravena reakéni smes vlozena
do horkovzdusné susicky vyhtaté na teplotu 95 °C po dobu 60 min. Reakci je nutné
chrénit pted svétlem z divodu fotonestability ninhydrinu. Po uplynuti reakéni doby
optimalizované derivatizacni ninhydrinové reakce byl vzorek zchlazen v pfedem
pripravené ledové lazni stinéné pied svétlem, kterda napomaha k ukonceni derivatizacni
reakce.

Timto zplsobem pfipravena reakéni smés barevného roztoku byla
spektrofotometricky proméfena v kyveté z kifemenného skla pro nepiimé stanoveni
obsahu enkapsulované¢ho gentamicin sulfatu. Méfeni probihalo pfi vinovych délkéach

v rozmezi od 409 nm do 440 nm. Byla sestrojena kalibra¢ni ptimka Graf 6.
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Graf 6. Kalibracni krivka gentamicin sulfatu derivatizovaného ninhydrinem pro spektrofotometrické
meérent pri A= 440nm
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5 Vysledky a diskuse

V ramci praktické ¢asti byly pfipraveny polymerni nanocastice s enkapsulovanym

gentamicin sulfatem pomoci dvojit¢ emulzni odpafovaci metody. Zkoumal se vliv

pouzitych organickych rozpoustédel a surfaktantli na vysledné NP viz. Tabulka 1.

V dalsi casti

experimentalni

prace

probéhlo  vyhodnoceni

mnozstvi

enkapsulovaného antibiotika gentamicin sulfitu v nanocasticich pomoci nepiimého

stanoveni koncentrace v supernatantu odebraného po centrifugaci NP viz. Tabulka 1.

Tabulka 1: Vzorky PLGA 50:50 rozpustené v rozdilnych organickych rozpoustédlech. Namérené hodnoty
vzorkii nanocastic — velikost, PDI, enkapsulacni efektivita, DLC

. -, | velikost
surfaktant organvlc}( ¢ nanocastic 0 PDI 0 EE [%] 0 DLC 0
rozpoustédlo [%e]
[nm]
EtAc 1268,7 256,8 10,513]0,180 14,0 4,0 0,36 | 0,104
3% PVA DCM 5096,8 1719,4 | 0,662 (0,149 18,5 2,9| 0,48 | 0,075
CCI3 5351,6 | 2887,5 | 0,567 0,067 0 0 0 0
EtAc 583,1 70,8 0,485 (0,087 23,9 2,6 0,62 | 0,068
1% PVA DCM 403,2 12,2 {0,203 0,012 25,7 2,21 0,67 | 0,057
CCI3 459,2 24,5 ]0,22910,012 14,0 1,5] 0,36 | 0,040
EtAc 2594 22,8 0,068 | 0,068 12,9 0,4] 0,34 10,010
0,5% PVA DCM 350,2 22,8 10,258 (0,045 18,1 4,51 0,47 | 0,116
CCI3 402,0 4,4 0,296 10,012 21,3 3,3| 0,55 | 0,085
EtAc 367,7 19,2 |0,549|0,022 14,7 0] 0,38 0
0,5% F-127 DCM 246,8 3,3 0,363 10,020 9,0 0] 0,23 0
CCl13 259,8 1,9 0,569 10,016 5,6 0] 0,15 0
EtAc 285,8 68,1 0,445 (0,149 19,0 0,3] 0,49 | 0,008
0,1% F-127 DCM 0 0 0 0 22,3 0,6] 0,58 [ 0,016
CCl13 356,8 48,0 ]0,495/0,145 19,1 3,3] 0,50 | 0,084

Byly vyzkouSeny dvé metody HPLC (Tabulka 1) a spektrofotometrie viz.

(Tabulka 2).
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Tabulka 2: Hodnoty vzorkii derivatizované ninhydrinem pro proméreni metodou spektrofotometrie

organické X [mg/ml]; Kalibracni

surfaktant rozpoustédlo krivka — ninhydrin EE (%)
EtAc 0,964 20,5
0,5% F-127 DCM 1,005 1256
CCI3 0,939 -17,4
EtAc 0,981 22,6
0,1% F-127 DCM 1,081 -35,0
CCI3 0,945 -18,1
EtAc 0,711 11,1
3% PVA DCM 0,589 26,3
CCI3 0,650 21,9
EtAc 0,675 15,6
1% PVA DCM 0,581 27,4
CCI3 0,624 22,0
EtAc 1,044 -30,5
0,5% PVA DCM 0,665 16,9
CCI3 0,695 13,2

Z divodu ziskani vysledki bez vypovédni hodnoty ze spektrofotometrického
méfeni vzorkd se zavedenym chromoforem ninhydrinu na gentamicin sulfat se upustilo
od dalSich pokust derivatiza¢ni reakce s ninhydrinem (Tabulka 2). Moznym feSenim
selhani derivatizacni reakce pro zavedeni chromoforu na API by mohla byt pokracujici
optimalizace metody derivatiza¢ni reakce s ninhydrinem, a také eliminace lidské chyby.
Nicméné HPLC metoda a derivatizace pomoci Fmoc-Cl byla vtomto ohledu
spolehlivéjsi. Z téchto diivodil se pfeslo na zavedeni fluoroforu na API (v supernatantu

polymernich nanocastic) derivatizaéni reakci s Fmoc-Cl pro zjiSténi mnozstvi

enkapsulovaného gentamicin sulfatu ve vyslednych vzorcich NP.
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Graf' 7: Zavislost velikosti nanocastic na pouzitéem surfaktantu v rozdilnych organickych rozpoustédlech
PLGA

V grafu 7 jsou znazornény hodnoty predstavujici zavislost velikosti nanocastic
na pouzitém surfaktantu v rozdilnych organickych rozpousStédlech PLGA pouzitych
za pouziti EtAc s0,5% PVA, DCM 50,5% F - 127 a CCl3 s 0,5% F- 127. Hodnoty
uvzorku sloupce DCM s 0,1% F-127 nebyly naméfeny z divodu selhani piipravy
nanocastic, pfi této kombinaci pomocnych latek, se zadné Castice nepodatilo ziskat.
Béhem odpatfovani organického rozpoustédla pii solidifikaci nanocastic v surfaktantu
0,1% F-127 s pouzitym organickym rozpoustédlem DCM dochazelo nejprve ke vzniku
pény, ktera se postupné lepila na michadlo a tim nésledné vznikaly srazeniny. Stejny jev
byl pozorovan u vzorku s 0,1% F-127 za pouziti organického rozpoustédla CCls. Z toho
lze vyvodit to, Ze poloxamer 407 v této nizké koncentraci poskytuje nedostatecnou
sterickou stabilizaci vzniklé emulze, a to vede ke koalescenci emulze.

Surfaktanty byly pouZité pro stérickou stabilizaci hydrofobniho povrchu
polymeru jeho obalenim hydrofilni vrstvou povrchoveé aktivni latky pro umoznéni podani
do krevniho tecisté. Hydrofilizaci polymerniho povrchu se pfedchazi ¢asné opsonizaci
imunitnim systémem, a to umoziuje podani 1é¢iva pfimo do mista t¢inku prostrednictvim

hydrofilnich neutralnich ¢astic. [3, 77]
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V grafu 7 lze pozorovat, ze naméfené velikosti ¢astic ptfipravenych vzorkl se
pohybuji v rozmezi hodnot vétSich nez 100 nm a mensSich nez 6 pum. Ve vzorcich,
ve kterych byl pouzit surfaktant PVA o koncentraci 3 % lze pozorovat namétené velikosti
Castic vétsi nez 1000 nm, coz se jiz ve farmaceutickém pouziti neakceptuje jako
nanomateridl. [1, 78, 79] Vysoké velikosti nanocéstic pfipravenych s 3% PVA se vSemi
organickymi rozpoustédly mohou byt zplisobené zvySenim viskozity vodni faze vysokou
koncentraci surfaktantu. Nejvétsi velikosti ¢astic byly naméfeny u vzorkli za pouziti
surfaktantu 3% PVA ve vSech tfech rozdilnych organickych rozpoustédlech. PVA ma
ponékud odlisny mechanismus stabilizace emulze na rozdil od typickych surfaktanti typu
poloxamer nebo naptiklad polysorbaty. Jedna se o latku s relativné velkou molarni
hmotnosti (cca 30 kDa). Byt se jedna také o latku, ktera je povrchové aktivni, vyznamnou
sloZkou jeho stabilizacniho u€inku na disperzni soustavy je zvySovani viskozity vodné
faze. PVA v koncentraci 3 % tedy pravdépodobné zvysi viskozitu vodné faze natolik, ze
to znemozni efektivni emulgaci s pomoci ultrazvuku. Pro porovnani v jiném c¢lanku
vysledky ukazuji, Ze zvySujici koncentrace surfaktantu PVA dochéazi pfi ptiprave
k formulaci menSich velikosti ¢astic. AvSak tento jev neni linearni, protoze pii dal$im
zvySovani koncentrace surfaktantu PVA v pokusu, naopak vedlo k pfipravé vétSich
rozméra ¢astic. Zaroven tento pozorovany efekt byl paralelni se zvysujici se viskozitou
[80]. Zaroven jejich vysledky ukazuji, Ze pfipravené astice za pouZziti PVA s vysokou
molarni hmotnosti méli mensi rozméry velikosti €astic v porovnani s pfipravenymi
vzorky nanocastic obsahujici PVA s nizkou molarni hmotnosti. Proto vysledky naznacuyji,
ze PVA s vysokou molarni hmotnosti je u¢innéjsi z ditvoda prevence shlukovani ¢astic
béhem procesu solidifikace - vypatovani organického rozpoustédla [80]. Pro porovnani
v dalSich ¢lancich vysledky ukazuji vliv koncentrace surfaktantu na vyslednou velikost
nanocastic takto, zvySujici se koncentrace surfaktantu zajistuje lepSi emulzifikacni

proces, ktery ma za nasledek ptipravu menSich ¢astic s uspokojivym PDI [2, 81].
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Graf 8:Zavislost PDI nanocastic na pouzitém surfaktantu v rozdilnych organickych rozpoustédlech PLGA

V grafu 8 jsou znazornény sloupce hodnot piedstavujici zavislost PDI nanocastic
na pouzitém surfaktantu v rozdilnych organickych rozpoustédlech PLGA pouZitych
pfi jejich piipravé. Z vysledki je patrné, Ze nejnizSich hodnot bylo dosaZeno za pouZiti
EtAc 5s0,5% PVA a DCM s 1% PVA. Hodnota PDI nanocastic vzorku s pouzitim
surfaktantu 0,1% F-127 a organického rozpoustédla DCM nebyla naméfena z divodu
vzniku srazenin PLGA béhem ptipravy nanocéstic.

Hodnoty PDI vzorkii polymernich nanocastic se pohybuji v rozmezi 0,2 — 0,3
pouze u vzorkl: 0,5% a 1% PVA s organickymi rozpoustédly DCM a CCls. PDI pod
hodnotu 0,3 se je obecné povazovano na za ptijatelnou miru polydisperzity a takové
nanocastice jsou vhodné pro biologické aplikace. Hodnota PDI vzorku 0,5% PVA s EtAc
jeniz8inez 0,1, coz poukazuje na jeho monodisperzitu. Zbylé vzorky svymi naméfenymi
hodnotami mezni hodnotu PDI 0,3 piesahuji, coz znaci velmi polydisperzni vzorky. [72,

73].

Pti porovnani hodnot v grafech 7 a 8 lze pozorovat, ze vhodnou velikost
nanocastic a hodnotu PDI vykazuje vzorek pfipraveny za pouziti 0,5% PVA s EtAc
(259,4 nm; PDI 0,068). Vzorky s hodnotou PDI v rozmezi hodnot 0,2-0,3 a velikosti

nanocastic presahujici 300 nm, kterd jiz neni zddand pro efektivni uptake cCastic
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fagocytujicimi buiikami jsou ptipravené s 1% a 0,5% PV A v organickych rozpoustédlech
DCM a CCI3. Vzorek ptipraveny s 0,1% Pluronic® F-127 a DCM nebyl prométren
z dlvodu selhani pfipravy nanocastic, doSlo k viditelnému vysrdZeni castic PLGA.
Vzorek s pouzitym Pluronic® F-127 s CCI3, také viditélné nevykazoval uniformitu
systému pozorovatelnymi srazeninami. Poloxamer Pluronic F-127 neni vhodnym
emulgatorem pro pfipravu nanocastic dvojité emulzni metodou. Naproti tomu PVA
v koncentraci 0,5 % a 1 % se jevi jako vhodné&j$i volba. Pravdépodobné to bylo zplisobené
vysokou koncentraci PLGA (50mg/ml) ve vzorku a vysokym mezipovrchovym napétim.
Resenim této obtize mize byt bud’ snizeni pouZité koncentrace PLGA, nebo druhou

moznosti mize byt naopak zvyseni koncentrace pouzitého surfaktantu Pluronic® F-127.
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Graf 9: Zavislost enkapsulacni efektivity nanocastic na pouzitém surfaktantu v rozdilnych organickych
rozpoustédlech PLGA

Vysledky % EE zobrazené na grafu 9 ukazuji, Ze u téch NP, které se podaftilo
pfipravit jako stabilni suspenzi ukazuji, ze % EE se pohybovala v rozmezi 5,6 az 25,7 %.
Nejvyssich hodnot EE bylo dosazeno ve vzorcich obsahujici 1% PVA s organickymi
rozpoustédly DCM (EE=25,7 %) a EtAc (EE=23,9 %), 0,5 % PVA s CCI3(EE=21,3 %).

Obecné Ize konstatovat, ze pro efektivni enkapsuplaci je vhodnym stabilizdtorem PVA
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v koncentracich 0,5 a 1 %. Mechanismem stabilizace nanosuspenzi je u PVA modifikace
viskozity vodné faze a pro dané podminky pfipravy se tyto koncentrace jevi jako
nejvhodnéjsi. Ve vysledcich s vysokymi EE u vétSiny vzorkii se jevi nejlepSim
organickym rozpoustédlem DCM a stabilizdtorem 1% PVA. Enkapsulacni efektivita
vzorkl s 0,1% F-127 za pouziti vSech organickych rozpoustédel PLGA byla namétena
takto vysokd z divodu faleSné pozitivniho vysledku pti ptipravé nanocastic. Béhem
pripravy doslo ke srazeni PLGA ve vzorcich z diivodu vysoké koncentrace PLGA
(50mg/ml) ve vzorku, tedy nizké koncentraci surfaktantu Pluronic® F-127 (0,1% F-127).
hodnot EE bylo naméteno ve vzorcich, ve kterych byli pouzité 0,5% F-127 s organickymi
rozpoustédly CCl3 (EE=5,6 %) a DCM (EE=9,0 %), 0,5 % PVA s EtAc (EE=12,9 %),
3% PVA. Hodnoty vzorku, pfi kterém byl pouzit surfaktant 3% PVA a organické
rozpouStédlo CCIl3 nejsou znazornény zdavodu opakovaného nameéfeni vyssi
koncentrace gentamicin sulfatu v supernatantu, nez byla piivodni pouzitd koncentrace
gentamicinu pfi piipravé (0,8mg/ml gentamicin sulfatu) ve vSech opakovacich sadach
vzorki (tzn. 3 opakovani — vzorky A, B, C), vychazely vzdy zaporné hodnoty EE [%].
Obecné lze konstatotvat, ze pro dovjité emulzni metodu piipravyPLGA nanocastic je

rozhodujici volba stabilizatoru. V této praci bylo nejlepsich vysledki dosazeno s PVA.

Porovnanim graft 7, 8, a 9 lze ve vysledcich pozorovat, ze vzorek 1% PVA
s DCM (403,2 nm; PDI 0,203) vykazuje nejvyssi EE 25,7 % a u vzorku 0,5% PVA
s EtAc (259,4 nm; PDI 0,068) vychazi EE 12,9%. Ze zkoumani dat vyplyva, ze namétené
vysledky nepotvrzuji pfedpoklad zavislosti EE na velikosti nanoc¢éstic. VEtsi ¢astice maji
vys$$i obsah 1éCiva, protoze méné molekul 1é¢iva mé dostateCny ¢as difungovat do vodné
faze. Nicméné z naSich vysledki vyplyva, ze se EE se zvySujici se velikosti ¢astic
nezvySsuje [13, 82]. Hlavni roli tak zfejm¢ hraje vybér vhodného stabilizatoru. Kdy prave
PVA svym efektem na vodnou fazi snizi mobilitu ¢astic a svoji vysokou molarni
hmostnosti poskytne vyssi miru stabilizace povrchu a zabrani tak Uniku gentamicinu
z nosice.

PredeSly vyzkum ukazuje, Ze ovlivnéni EE a DLC je zavislé na davce tzn.
navazenim vysS§iho inicidlniho mnoZstvi ucinné latky ovlivituje vyslednou EE a DLC
pfipravenych nanocastic [83].

Déle 1ze pozorovat, ze se zvySujici se koncentraci povrchove aktivnich latek PVA

i Pluronic® F-127 se nesnizuje velikost pfipravenych castic, jak by se mohlo
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predpokladat z divodu zajisténi efektivnéjSiho procesu emulgace vyssi koncentraci
surfaktantu. To maze byt vysvétleno, ze pii pouziti vysoké koncentrace surfaktantu
s vyslednou piipravou velkych Castic, dochazi pravdépodobné nejprve k tvorbe piilis
malych cCastic, které se k sobé nasledné shlukuji a zistavaji u sebe pfichycené pouzitym
emulgéatorem. Dals$i moznosti je, Zze mensi ¢astice maji vetsi povrch, tim padem je vyssi
spotieba surfaktantu, ale pti dale se zvySujici koncentraci surfaktantu dochazi ke zvyseni
viskozity vodni faze. Tim padem dochazi ke zmenSeni dostupnosti redukce kapek, a proto

dochazi ke tvorb¢ vétsich rozmérti nanocastic. [2, 82, 84]

Z vysledkt v grafech 7 a 9 je patrné, Ze vyssi koncentrace PVA (3 %) a ani
poloxameru Pluronic® F-127 (0,5 %) neovlivnila kladn€ EE a ani velikost nanocastic ve
smyslu zvySeni EE a pfipravy mensich velikosti nanocastic. Z vysledkt je patrné, ze uziti
surfaktantu PVA je vhodnéj§im surfaktantem neZ poloxamer Pluronic® F-127 pfi
pfipravé nanocastic. Vys$s$i vhodnost surfaktantu PVA, nez poloxameru muze byt
zpisobena odliSnou chemickou strukturou [85]. Tento vysledek vysel také v jiném
¢lanku, kde byly pro pokusy pouzité PVA, PVP a poloxamer. Pro dalsi pokusy by bylo
mozné porovnat pouziti surfaktantu polyvinylpyrrolidonu (PVP) z divodu dosazeni
podobnych vysledkt jako s PVA v odlisném pokusu. [2, 84]

V minulosti Siroce vyuzivand organickd rozpoustédla DCM a CCl; jsou
nahrazovana EtAc z divodu jeho lepsiho toxikologického profilu [2]. Z vysledki nelze
vypozorovat, Ze by druh organického rozpoustédla ovlivnil velikost ¢i obsah léciva
v pfipravenych c¢asticich. Pouziti EtAc jako organické faze produkovalo mensi
nanocastice ve srovnadni s chlorovanymi rozpoustédly. Pro dalsi pokusy by bylo mozné
zménit objem organického rozpoustédla, coz by jiz mohlo mit vliv na pfipravené

nanocastice s enkapsulovanym lécivem. [82]
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Graf 10: Zavislost DLC — kapacity naplnéni lécivem na pouzitem surfaktantu v rozdilnych organickych
rozpoustédlech PLGA

V grafu 10 jsou znazornény sloupce hodnot predstavujici zavislost kapacity naplnéni
lé¢ivem na pouzitém surfaktantu v rozdilnych organickych rozpoustédlech PLGA
pouzitych pii jejich ptipravé. Z vysledki je patrné, ze nejvyssich naméfenych hodnot
DLC bylo dosaZzeno pii pouziti 1% PVA, 0,1%F-127 a 0,5% PVA. Vzorky
se surfaktantem 1% PV A nejvyS$si naméfené hodnoty DLC 1ze pozorovat u organickych
rozpoustédel EtAc a DCM, oproti tomu u organického rozpoustédla CCl3 pozorujeme
naméfenou téméf jen jejich poloviéni hodnotu DLC. Vzorky se surfaktantem 0,5% PVA
vykazuji nejvyssi naméfené hodnoty DLC s organickymi rozpoustédly CCl3 a DCM.
Nejnizsich hodnot DLC bylo dosaZeno u vzorkt s 0,5% F-127. U vzorkl s pouzitym
surfaktantem 3% PVA pozorujeme nizkou DLC, kterda miize byt zptuisobena lidskou
chybou béhem pfipravy nanocastic pfi navazovani PLGA ¢i pipetovani organickych
rozpoustédel, kterd by tim padem zplisobila zménu viskozity organické faze. U vSech
vzorkll vidime relativné nizkou DLC, kterd nedosahuje ani 1 % tim padem je zde velky

prostor pro zlepseni DLC nanocastic.
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Tento projekt diplomové prace se zabyval piipravou polymernich nanocastic dvojité
emulzni odpafovaci metodou, do kterych bylo enkapsuloviano aminoglykosidové
antibiotikum gentamicin sulfat pro cilenou terapii nitrobunéénych patogenti. K ptipraveé
nanocastic byl pouzivan biologicky rozlozitelny polymer PLGA Purasorb® PDLG
5002A s pomérem GA:LA 50:50, dale byla pouzita organicka rozpoustédla EtAc, DCM
CCls a povrchove aktivni latky PVA a Pluronic® F-127.

Dalsi faze prace se zabyvala zkoumanim DLC nanocastic a zjiSténim
enkapsulovaného mnozstvi API v pfipravenych polymernich nanoc¢asticich pomoci
metod spektrofotometrie a HPLC. Pomoci nepiimé metody pro vyhodnoceni obsahu API
(gentamicin sulfatu) v nanocésticich byly provedeny derivatiza¢ni reakce zbylého
neenkapsulovaného antibiotika gentamicin sulfaitu v  supernatantu  vzorkd.
Pro spektrofotometrii se na gentamicin sulfat zavedl chromofor derivatiza¢ni reakci
s ninhydrinem a pro vyhodnoceni vzorki na HPLC — FLD byl zaveden fluorofor
derivatiza¢ni reakci s Fmoc-Cl. Z diivodu selhani derivatiza¢ni reakce s ninhydrinem
vySly z méfeni na spektrofotometru nesmérodatné vysledky, a proto bylo pro dalsi
pokracovani zvoleno zavedeni fluoroforu pro proméfeni na HPLC — FLD.

Nejvyssich enkapsulacnich efektivit bylo dosaZzeno ve vzorcich polymernich
nanocastic za pouZiti pii jejich piipravé 1% PVA s EtAc a DCM, 0,5 % PVA s DCM
a CCls.

Vzorek piipraveny za pouziti surfaktantu 0,5% PVA a organického rozpoustédla
EtAc (259,4 nm; PDI 0,068; 12,9 % EE) vykazuje nejlepsi velikost nanocastic a PDI,

a proto jej l1ze povaZovat jako vhodny DDS pro cilené podavani 1éCiv.

46



7 Seznam obrazki, grafl, rovnic a tabulek

Obrdzek 1: Struktury lipidovych nanoldstic (Created in https://BioRender.com)............cccoceevvevvevevevunannnn. 3

Obrdzek 2: Struktury anorganickych nanocdstic — uhlikaté nanotrubicky (Created in

REEDS://BIORCNUEI.COM) ..ot et ee ettt et te e ettt eee ettt e e e ae e et e e e aseestseeaaseesasaesassessseessssensseessseenssean 4
Obrdzek 3: Schéma polymernich nanocldstic (Created in https://BioRender.com) ............cccocvvevveveveveennnn. 6
Obrdzek 4: Metabolické cesty rozkladu biologicky rozloZitelnych polymeri [3].........cccovveevvevvecivncienianann. 7
Obrdzek 5: SChEMQA rOZKIAAU PLGA ..........ooueeieeieeieseeseeeeee ettt sttt ettt e 8
Obrdzek 6: Mechanismy uvolfiovdni IéCiv z NP (Created in https.//BioRender.com)..............cccccevrveuvn... 13
Obrazek 7: Vzorec gentamicinu (CREMDITGW) .........cccveeeuveeiieeeieesiieeeiteesiteesiseessseesseessseasssessseesseessseesssees 23

Obradzek 8: Zndzornéni postupu pripravy polymerni nanoédstic typu v/o/v (Created in

NEEDS://BIORCNUEI.COM) ..ottt ettt ettt e et e e et e et e e et s et s e tas e tseeatsseatbaeassseatsseessseases 28
Graf 1: Kalibracni kfivka 3% PVA (1.peak) pro stanoveni EE — metoda HPLC-FLD ...............ccccoeeeevuvveennnee. 32
Graf 2: Kalibracni kfivka 1% PVA (1.peak) pro stanoveni EE — metoda HPLC — FLD..............ccceeeevvvveenne.. 33
Graf 3: Kalibracni kfivka 0,5% PVA (1.peak) pro stanoveni EE — metoda HPLC — FLD.............cccccveeveene... 33
Graf 4: Kalibracni kfivka 0,5% F-127 (1.peak) pro stanoveni EE — metoda HPLC — FLD............ccccveevene... 34
Graf 5: Kalibracni kfivka 0,1% F-127 (1.peak) pro stanoveni EE — metoda HPLC — FLD ...........cccccvevuvenne... 34

Graf 6: Kalibracni kfivka gentamicin sulfdatu derivatizovaného ninhydrinem pro spektrofotometrické
MEF@NT PFi A= AAONIM ...ttt et tee ettt e et e ettt e et e et aeese e et e e asta e tsaeasaa e tesaasaseassaeaseaeaseaeasesnares 35

Graf 7: Zavislost velikosti nanocdstic na pouZitém surfaktantu v rozdilnych organickych rozpoustédlech

Graf 9: Zavislost enkapsulacni efektivity nanocdstic na pouZitém surfaktantu v rozdilnych organickych
FOZPOUSTEAIECH PLGA ...ttt ettt e et e e ettt e e et e s ettt e e s nttaesaastea s sttt aesanseassansenassssseasnnns 42
Graf 10: Zavislost DLC — kapacity naplnéni IéCivem na pouZitém surfaktantu v rozdilnych organickych

FOZPOUSTEAIECH PLGA ...ttt e e ettt e ettt e e ettt e e e et s e e e atasaeetsaaeeaassaseaasssaeasasenanaes 45

Tabulka 1: Vzorky PLGA 50:50 rozpusténé v rozdilnych organickych rozpoustédlech. Namérené hodnoty

vzork( nanocdstic — velikost, PDI, enkapsulacni efektivita, DLC ..............ccooueeecereeeeeeieeeeeiieeeeesiieeeeeciveeeennns 37
Tabulka 2: Hodnoty vzorkd derivatizované ninhydrinem pro proméreni metodou spektrofotometrie ..... 38
Rovnice 1: Vypocet enkapSUIQCNT @fEKLIVILY ..........cccueeeeceeeeeeeie ettt e ettt e e e sea e estaaaeesseaeeans 29
Rovnice 2: Vypocet drug- 10AdiNG KQPACITY ...........ccuueeeeeeeeeeeieieeeeee et eeeee e eteaeestaaeesaeaeeeisaaaeasiseaanans 30

47



8 Seznam zkratek

ACN acetonitril

API 1éciva latka (z angl. active pharmaceutical ingredient)

ATB antibiotikum

CCl3 chloroform

DCM dichlormetrhan

DDS drug delivery systém

DLC kapacita naplnéni 1écivem (z angl. drug-loading capacity)

- enkapsulacéni efektivita (z angl. encapsulation efficiency,
entrepment efficiency)

EMA Evropska 1ékova agentura (z angl. European medicines agency)

EPR efekt zvySené permeability a retence (z angl. enhanced retention
and permeability effect)

EtAc ethylacetat

F-127 poloxamer Pluronic® F-127

EDA Utad pro kontrolu potravin a 1é&iv (z angl. Food and Drug
Administration)

Fmoc-Cl 9-fluorenylmethoxykarbonyl chlorid

HPLC - FLD vysokoucinna kapalinova chromatografie s fluorescencni detekci
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MDR rezistence k vysSimu poctu 1€Civ (z angl. multi-drug resistence)
MF mobilni faze
MFS mononukledrné fagocyticky systém
PACA poly(alkylkyanoakrylat)
PAL povrchové aktivni latka
PBS fofatovy pufr (z angl. phosphate buffer saline)
PCL poly(e-kaprolakton)
PDI index polydisperzity
PGA kyselina polyglykolova
PLA kyselina polymlécna
PLGA kyselina poly(mlé¢né-ko-glykolova)
NP polymerni nanocastice
Pomér GA:LA pomér kyseliny glykolové a mlééné v polymeru
patogeny rozeznavajici receptory (z angl. Patern recognition
PRR receptor)
PVA polyvinyl alkohol
RCF relativni odstfediva sila (z angl. relative centrifugal field)
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RES retikuloendotelialni systém, monocyto-makrofagovy systém

ROS reaktivni slou¢eniny kysliku

SF staciondrni faze

SLN pevné lipidické nanocastice (z angl. solid lipid nanoparticles)
TLR Toll — like receptor

vaskularni permeacni kaktor (z angl. vascular permeability

VPF
factor)
Svétova zdravotnicka organizace (z angl. World Health
WHO o
Organization)
PEG polyethylenglykol
vaskularni endotelidlni rastovy faktor (z angl. vascular
VEGF
endothelial growth factor)
G — bakterie Gram negativni bakterie
MIC minimalni inhibi¢ni koncentrace
RPM; rpm otaCky za minutu (z angl. Revolutions per minute)
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