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Nazev diplomové prace: Lipidické nanocastice jako platforma pro dodani 1é¢iv

Lipické nanocastice, jako nové¢ vyvijené¢ lékové formy, mohou piekonat mnoho
nedostatkli  béznych 1ékovych forem. Jejich potencial lze vyuzit zejména pfi
prodlouZeném, kontrolovaném a cileném uvoliiovani. Také mohou zvysit biodostupnost
1é¢iv, zejména u téch Spatné rozpustnych a umoziuji také tzv. targeting, coz zplsobi
Cilem prace bylo pfipravit lipidické nanocéastice vhodnou metodou piipravy a
optimalizovat slozeni lipidi a surfaktantd tak, aby byly pfipraveny nanocéstice, vhodné
pro enkapsulaci 1é¢iva. Castice byly piipravovany emulzni odpafovaci metodou. Jejich
charakterizace byla provedena pomoci pfistroje Zetasizer, kterym byla métena velikost
Castic a zeta potencial. Vlastnosti formulaci byly hodnoceny z hlediska velikosti
nanocastic, jejich polydisperzity, zeta potencidlu i vlastnosti formulace. Dale byla
provadéna analyza diferencidlni skenovaci kalorimetrii u vybranych formulaci.

Vybrana finalni formulace je sloZzend z25 mg glycerolmonostearatu, 10 mg
1sopropylmyristatu, 15 mg lecitinu a Kolliphoru P188 0,1% roztoku. Do této formulace
byl dale enkapsulovan indomethacin. Vznikly ¢astice o velikosti kolem 140 nm, o
hodnoté zeta potenacialu kolem -40 mV. Index polydisperzity oznacujici Sitku distribuce
velikosti nanocastic byl 0,2 a méné&, coz znamena, ze vznikaly monodisperzni vzorky. U
vybrané finalni formulace byla provadéna purifikace nanoc¢astic pomoci centrifugacnich

koncentratoru.

Klic¢ova slova: lipidické nanocastice, pevné lipidické nanocastice, nanostrukutrované

lipidické nosice, nosice 1é¢iv, emulzni-odpafovaci metoda
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Title of thesis: Lipid based nanoparticles: drug delivery platform

Lipic nanoparticles, as newly developed dosage forms, can overcome many drawbacks
of conventional dosage forms. Their potential can be utilized in particular for prolonged,
controlled and targeted release. They can also increase the bioavailability of drugs,
especially those with poor solubility and also allow targeting, which causes increased
accumulation of lipid nanoparticles in certain tissues compared to other tissues.
nanoparticles suitable for drug encapsulation.

The particles were prepared by the emulsion evaporation method. Their characterization
was performed using a Zetasizer, which measured the particle size and the zeta potential.
The properties of the formulations were evaluated in terms of nanoparticle size,
polydispersity, zeta potential, and formulation properties. Differencial scanning
calorimetry analysis was also performed on selected formulations.

The selected final formulation was composed of 25 mg glycerol monostearate, 10 mg
1sopropyl myristate, 15 mg lecithin and Kolliphor P188 0,1% solution. Indomethacin was
further encapsulated into this formulation. Particles of about 140 nm were formed, with
a zeta potential value of about -40 mV. The polydispersity index, indicating the width of
the nanoparticle size distribution, was 0.2 or less, indicating that monodisperse samples
were formed. The selected final formulation was purified by nanoparticles using

centrifugal concentrators.

Keywords: lipid nanoparticles, solid lipid nanoparticles, nanostrucutred lipid carriers,

drug-delivery systems, emulsion-solvent evaporation method
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1 Uvod

Lipické nanocastice (LN) jsou nové vyvijené lékové formy, které mohou piekonat
nedostatky béznych 1€kovych forem. Mluzeme je rozdé€lit na dva hlavni typy: Pevné
lipidické nanocastice (solid lipid nanoparticles - SLN), které jsou tvofeny pouze pevnym
lipidem a nanostrukturované lipidické nosice (nanostructured lipid carriers - NLC)
obsahujici kromé& pevného lipidu jesté tekuty lipid, ktery ovliviiuje vlastnosti LN.!
Velkym problémem u nové vyvijenych 1éCiv je velmi Spatna rozpustnost, a tedy nizka
biodostupnost. DalSim divodem selhani 1écby muze byt nizka absorpce 1éCiva,
nedostate¢na koncentrace 1é¢iva v pozadovaném miste, vysoky first-pass efekt a rychla
eliminace. Néktera 1éCiva jsou také velmi nestabilni a dochdzi k jejich rozkladu bud’, jeste
pfed podanim do organismu, nebo mohou byt rozloZena az v organismu, napiiklad
v kyselém prostiedi zaludku nebo riiznymi enzymy. 3 Slibnym fesenim by tedy mohly
byt lipidické nanocastice. Lipidy jsou pfirozené vyskytujici se material, jejich velkou
vyhodou je také biokompatibilita a biodegradovatelnost. Diky uzavieni 1é¢iva do LN
nedochazi k jeho kontaktu s vnéjSim prostiedim a zvysi se stabilita 1éCiva. Tato 1ékova
forma také vyrazné ovlivni vlastnosti 1é¢iva. Muzeme dosdhnout prodlouzeného,
kontrolovaného a cileného uvolilovani a dochazi k vyraznému zvySeni biodostupnosti
1é¢iv, zejména u téch Spatné rozpustnych. LN umoznuji také tzv. targeting, coz zplsobi
zvySené hromadéni LN v uréité tkani oproti ostatnim tkanim.*

Vlastnosti LN lze vyuzit u riiznych cest podani. Pfi peroralnim podéani LN zvySuji setrvani
1é¢iva v zaludku a zvysuji jeho biodostupnost.” U kozniho podani je velkou vyhodou
okluzivni efekt lipidickych nanocastic, snizeni drazdivosti 1é¢iv a také moZnost
transdermdlniho podani, kdy lé¢ivo projde pres kiizi do systémové cirkulace.® Pii
parenteralnim podani mohou LN prodlouzit dobu cirkulace v krevnim fe€isti a sniZi se
tak frekvence podani Ié¢iv. Velky potencial maji LN pfi 1ébé€ nadort, jelikoZ ovlivnénim
jejich vlastnosti 1ze zvySit hromadéni 1€¢iva v nddorové tkani a zvysit tak ucinnost 1€cby
a zaroveii snizit nezadouci Gi¢inky 1é¢by.’

Chovani LN v organismu je ovlivnéno vlastnostmi, jako jsou velikost ¢astic, naboj, tvar
a dalsi. Proto je pfi jejich vyvoji dulezita také charakterizace téchto vlastnosti. Naptiklad
pomoci metody diferencialni skenovaci kalorimetrie (DSC), mikroskopové analyzy,

dynamického rozptylu svétla a mnoha dalsich.?



2 Cil prace

Cilem této prace bylo pfipravit lipidické nanocastice emulzni odpatrovaci metodou, jako
nosice 1é¢iv pro zvysSeni biodostupnosti. Jako modelové 1é¢ivo byl zvolen indometacin s
ohledem na fakt, ze se jedna o 1éCivo prakticky nerozpustné ve vode s problematickou
biodostupnosti. Cilem bylo zjistit procesni parametry, jako pouzita rozpoustédla, lipidy,
surfaktanty a ko-surfaktanty a jejich koncentrace na vysledné charakteristiky
nanoformulace. Témito charakteristikami byly velikost, polydisperzita, povrchovy naboj,

stabilita a enkapsula¢ni efektivita.



3 Teoreticka ¢ast

3.1 Lipidické nanocastice
Pevné lipidické nanocastice (SLN) a nanostrukturované lipidové nosi¢e (NLC) jsou dva
hlavni typy lipidickych nanocéstic. Témto typlim nanocastic je v poslednich letech
vénovana velkd pozornost, jelikoz jsou schopné piekonavat nedostatky ostatnich
1ékovych forem. Castym problémem selhani 16¢by mtize byt nizka absorpce 1é¢iva a kviili
tomu nedostateCna koncentrace 1é¢iva v pozadovaném misté, vysoky first-pass efekt,
rychlé eliminace, metabolismus (peptidy, proteiny) a nizka stabilita 1é¢iv. U mnoha nové
vyvijenych 1é€iv je problémem nizka rozpustnost ve vod¢€ a nizké biologicka dostupnost.
(tudiz nemoZnost intravenézniho podani a nizka biodostupnost po peroralnim podani).>®
U protinaddorové 1é€by je velky problém toxicita 1é€iv, kterd pisobi nejen na postiZenou
tkan, ale i na cely organismus. * Slibnym feSenim by tedy mohly byt lipidické nano¢astice,
u kterych mizeme ovlivnit rychlost a misto uvolilovani 1é¢iva, snizit toxicitu 1écCiv,
ochranit je pfed degradaci a tim zvysit jejich stabilitu a biologickou dostupnost.* Velkou
vyhodou je také ochrana léCiv citlivych na chemickou degradaci. Lé€ivo je uzavieno
uvniti ¢astice, nedochazi ke kontaktu s vnéjsim prostfedim a je tak stabilizovéano. Je zde
také moznost cileného uvoliiovani 1éCiva, to umoznuje dosadhnout vysokych koncentraci
v cilové tkani a minimalizovat nezadouci a toxické ucinky v ostatnich tkanich. Velikost
&astic se pohybuje v rozmezi 50-1000 nm a vyrazné ovliviiuje osud nano¢astic. °

SLN se skladaji z lipidu, ktery je v pevném stavu za teploty lidského téla a
vhodného surfaktantu. Castice typu NLC obsahuji pevny lipid, surfaktant a navic lipid
v tekutém stavu, za teploty téla zachovavaji pevny stav. SLN a NLC maji vlastnosti, které
jsou vhodné pro vyuZiti u mnoha cest podani (topicka, parenteralni, o¢ni, oralni a dalsi).
Jejich vyhodou je schopnost prochazet skrz biologické bariéry, a tim zvysit dostupnost
1é¢iv naptiklad v centralni nervové soustaveé. Velky potencial také maji v cilené 1écbé.
V zavislosti na riznych vlastnostech Castic mohou byt ¢astice vychytavany v urcitych
tkanich, a tak plsobit cilené — tzv. targeting. Vyhodou LN je také velmi dobra snaSenlivost

a biokompatibilita, jelikoZ pouzivané materidly jsou netoxické. >3 8 10-11

3.2 Pevné lipidické nanocastice (Solid lipid nanoparticles)

SLN jsou vyvijeny od roku 1990 jako néhrada za liposomy a dal$i polymerni nanocéstice.
Liposomy z fosfolipidové dvojvrstvy maji sice podobné vlastnosti jako LN (zvySeni

rozpustnosti Spatné rozpustnych 1€Civ, snizeni toxicity a dalsi), ale jejich nevyhodou je
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nizka stabilita pfi uchovéavani, agregace, rychld eliminace z organismu a uvoliovani
1é¢iva béhem skladovani.> % ? Velikost SLN je v rozmezi 50-1000 nm.'® Skladaji se
z pevného lipidu v koncentraci 0,1-30 %, ktery je rozptylen ve vodné fazi. Dalsi slozkou
je surfaktant v koncentraci od 0,5 % do 5 %. Vybér vhodného typu lipidu a surfaktantu
ovlivituje vlastnosti nanoc¢éstic (velikost Castic, stabilita, uvoliiovani léCiva a jeho
inkorporované mnozstvi). Pouzivané lipidy jsou v tuhém stavu pii teploté téla a
vyuzivané jsou napiiklad monoacylglyceroly, diacylglyceroly, triacylglyceroly
(tristearin, tripalmitin), mastné kyseliny, alkoholy s dlouhym fetézcem (cetylalkohol),
vosky, steroly a dalsi. U lipidi je také dulezita jejich krystalovd modifikace, ktera
ovliviiuje inkorporaci 1éCiv a vlastnosti SLN. Pouzivané surfaktanty jsou poloxamery,
sojovy lecitin, tweeny, fosfatidylcholin a dal3i.> ® Spravny vybér typu a koncentrace
surfaktantu je velmi dllezity a ma velky dopad na vlastnosti SLN. Béhem pfipravy se
velikost ¢astic vyrazné sniZzuje, ale dochazi ke zvétseni plochy. Cim je vyssi koncentrace
surfaktantu, tim se vice snizuje povrchové napéti a zvysuje se stabilita LN. Pfi vzniku
nanocastic je dulezité, aby byl nové vznikly povrch rychle pokryty surfaktantem, jinak
maji Castice tendenci se shlukovat. Delsi dobu k pokryti nové vzniklého povrchu
potiebuji surfaktanty s vétsi molekulovou hmotnosti a naopak krat§i doba staci
surfaktantim s nizs$i molekulovou hmotnosti — jejich nevyhodou je ale vyssi toxicita. Ke
stabilizaci SLN je tedy vhodné pouzit kombinaci surfaktantd, to vede ke zmenSeni
velikosti ¢astic a ke zvyseni jejich stability. > !!

Mezi vyhody SLN patii snadnd pfiprava, nizs$i cena neZ u polymernich castic,
moznost piipravy ve velké mnoZstvi v primyslu, moZnost pfipravy bez organickych
rozpoustédel, nizka toxicita a biodegradovatelnost lipidii, moznost fizeného uvoliiovani
a zvySeni stability 1é¢iva. Stabilita je zvySena diky tomu, Ze 1é¢iva latka je fixovana v LN
a neni tak v kontaktu s okolnim prostfedim. Nevyhodami jsou polymorfni pfemény a
zvétSovani castic béhem skladovani, inkorporace pouze malého mnozstvi 1é¢iva nebo
jeho uvolnéni pti skladovani. Tyto zmény vlastnosti vedou ke zmén¢€ uvolnovani 1é€iva
z &astic. 2% 12

Lécivo se vmezetuje do volnych mist v lipidové matrici a mnozstvi 1éCiva, které
muze byt inkorporovano, zavisi na typu lipidu, rozpustnosti 1éciva v lipidu, metodé
ptipravy a polymorfnich zménach, které probihaji v lipidu. SLN se nejCastéji pouzivaji
pro enkapsulaci lipofilnich 1é¢iv, ktera maji v jinych Iékovych formach nizkou

biodostupnost.
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RozliSujeme 3 moznosti inkorporace 1é¢iva do SLN !°. Tyto typy jsou zobrazeny

na obrazku ¢. 1.

Obrazek 1 - MoZnosti inkorporace 1é¢iva do SLN: 1 — Matricovy model, 1é¢ivo rozptylené v celém objemu, 2 -
Lécivo v jadre, 3 - Lécivo v obalu
e Matricovy model — 1é¢ivo je rozptyleno v lipidové matrix v celém objemu.
Vznika pfi piipravé technikou homogenizace za chladu.!!> 2
e L[éCivo v obalu — Nejvice 1é¢iva se nachdzi ve vnéjSim obalu ¢astice. Vznika
pfi ptipravé technikou homogenizace za tepla a pfi nizké koncentraci 1éCiva.
Pti ochlazovani nejprve tuhne samotny lipid, ktery tvofi jadro bez ti¢inné latky.
To vede ke zvysujici se koncentraci 1é¢iva ve zbyvajicim roztaveném lipidu.
Az dojde knasyceni taveniny lipidu lé¢ivem, dochédzi k tuhnuti lipidu i
s 1é¢ivou latkou, kterd je tak obsaZena hlavné ve vnéjsi ¢asti NL. Tento model
umoziuje okamzité uvolfiovani 1é¢ivé latky.® 1
e [écCivo vjadie — LéCivo se nachazi v jadru Castice. Vznika, pokud je 1écivo
v roztaveném lipidu ve vysoké koncentraci. Pfi ochlazovani lipidu dochazi

k jeho tuhnuti, tim se sniZi rozpustnost 1é¢ivé latky v tavening lipidu a dojde

k vysrazeni 1é¢ivé latky jesté predtim, nez dojde k rekrystalizaci lipidu. 1

Mnozstvi inkorporovaného 1é€iva je ovlivnéno rozpustnosti 1é¢iva v lipidu, polymorfnim
stavem lipidu, koncentraci surfaktantu, metodou piipravy a vlastnostmi 1é¢iva.'? NapInéni
Castic 1écivem se vyjadiuje v procentech, vzhledem k mnozstvi lipidu. K dostate¢nému
naplnéni je potieba, aby se 1é¢ivo rozpoustélo v taveniné lipidu. Lipidy vytvaiejici
krystaly s vysoce uspofadanou krystalovou mfizkou pojmou mensi mnozstvi 1éCiva a

v

muZe dojit 1 k vypuzeni 1é¢iva z LN. Pokud jsou v krystalové miiZce nedokonalosti a
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nepravidelnosti, v ¢asticich jsou tak volné prostory, do kterych Ize inkorporovat vétsi

mnozstvi 1é¢iva. 1!

3.2.1 Nanostrukturované lipidové nosice

Tyto nanocastice jsou modifikaci SLN. NLC obsahuji pevny lipid, surfaktant a navic

lipid, ktery je tekuty za teploty lidského téla. Tuhy a tekuty lipid mohou byt v pomérech

70:30 az 99,9:0,1. > 7 Pouzivaji se rizné druhy lipidii, naptiklad isopropylmyristat,

kyselina olejova a dalsi. Metody pfipravy jsou podobné jako u SLN. Vyznamnou

vyhodou proti SLN je tedy vétsi inkorporace LN lé¢ivem, nizsi riziko uvolnéni 1éCiva

z nanoCastic a vyssi stabilita. Tekuty lipid zvySuje mnozstvi nedokonalosti ve struktuie

LN a tim zvys$i mnozstvi 1é¢iva, které lze inkorporovat do &astic. '* NLC také maji

schopnost modifikace uvoliiovani (cilené, prodlouzené) a snaze piekonévaji biologické

bariér. Mohou byt také pouzity jako nosi¢e peptidd, proteind, protilatek a dalsich. > 8-°

Jak je vidét na obrazku €. 2 rozliSujeme 3 typy NLC:

e Nedokonaly typ — Struktura castic je neuspofddand a ma mnoho
nedokonalosti. Vznikd smisenim prostorové odlisnych lipidi. Lécivo se
nachdzi v mezerach mezi fetézci mastnych kyselin. Dokazou pojmout velké
mnozstvi 1égiva.? > 7 12

e Beztvary (amorfni) typ — Tento typ vznikd smisenim specialnich druht
pevnych  lipidd  (napf.  hydroxyoktacosanyl,  hydroxystearat a
isopropylmyristat), u kterych nedochédzi k rekrystalizaci po pfipraveé
nanoCastic. Lipidy se nachdzi vamorfnim stavu a nedochazi tak
k predéasnému uvolnéni 1é¢iva z LN, kvilli polymorfnim zménam. '

e  Mnohondsobny typ - Vzniké pii smiseni tuhého a tekutého lipidu pfti jejich
roztaveni. Dochazi k precipitaci tekutého lipidu v roztaveném tuhém lipidu
na malé kapicky — vznikaji nanokompartenty, ve kterych je obsazeno 1éc¢ivo,
které je vice rozpustné v tekutém lipidu. Pi1 nasledném ochlazovani dochazi
k tuhnuti tuhého lipidu a tim k fixaci nanokompartmentti s tekutym lipidem a

lé¢ivem.> > 712
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Nedokonaly typ Amorfnityp Mnohondsobny typ

Obrazek 2 - Typy NLC. Nedokonaly typ — neuspoiadana struktura. Amorfni typ. Mnohonasobny typ — vznikaji

nanokompartmenty.’

Ptidani tekutého lipidu vyrazné méni vlastnosti LN, ale tyto zmény zavisi na typu a
mnozstvi tohoto lipidu. Dochdzi ke zmenSeni velikosti castic a ke snizeni jejich
polydisperzity. Snizuje se také teplota tani a krystalizace, jejich piky jsou také $irsi. To je
zpusobeno veétsi neusporadanosti v krystalové struktuie. Krystalicka struktura lipidu u
NLC ovlivituje naplnéni ¢astic 1é€ivem, stabilitu a profil uvolfiovani 1é¢iva. Polymorfni
pfemény jsou urychleny, protoze tekuty lipid umozni vétsi pohyblivost tuhému lipidu,
ktery mize rychleji pfeusporadat své krystaly do modifikace . Zpomali ale zmény tvaru
¢astic, ke kterym jinak dochazi. Tekuty lipid také zvySuje mobilitu surfaktantu, ktery
muze pii polymorfnich zméndch rychleji pokryt nové vzniklé povrchy a zvySuje tak

stabilitu NLC.> 12

3.2.2 Targeting

Pti tomto jevu dochdzi ke zvySenému hromadéni nanocéstic v zadané tkani oproti
ostatnim tkanim. V cilové tkani je tak vice 1é¢iva neZ pfi podani b&zné 1ékové formulace,
a naopak v ostatnich ¢astech téla dosahuje 1é¢ivo velmi nizkych koncentraci. Diky tomu
muze byt snizeno celkové mnozstvi podaného 1éCiva a tim se snizi i ndklady na lécbu a
vyskyt nezadoucich G¢inkd. Tento targeting mize byt cilen na cely organ, ur¢ité bunky
nebo pouze na nckteré antigeny na bunéném povrchu. Targeting délime na pasivni a
aktivni. Pfi pasivnim targetingu je 1é¢ivo vychytavano v ur¢itém misté diky vlastnostem
nanocastic a cilové tkani (velikost, naboj, pH, teplota, hydrofilni a lipofilni vlastnosti,
tvar Castic). Naptiklad v zanétlivé tkani je niz8i pH a vyssi teplota. Dal§i moznosti je
extravazace, ktera je popsana na obrazku €. 3. K ni dochézi, pokud je zvySena propustnost

cévni stény, buniky maji mezi sebou mezery, které umoziuji nanocasticim o urcité
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velikosti opustit cévni fecisté a dostat se tak k okolnim tkdnim. K extravazaci dochazi

napiiklad v zanétlivé tkani nebo u nadord. 1°
5

Obrazek 3 - Extravazace v nadorové tkani. 1 - Nanocastice nemohou prostupovat pi‘es normalni endotel. 4 -
Velmi malé molekuly mohou prostoupit pi‘es normalni endotel. 2 - Nanocastice mohou prostoupit mezi

endotelovymi buiikami diky mezeram mezi nimi. 3 - Doch4zi ke kumulaci nanoéastic v tkani (nador, zangt) 15

Vzhledem k tomu, ze na nékteré tkan¢€ a pro néktera 1é¢iva nemuiize byt pouzit pasivni
targeting, jelikoz nemaji dostatecné¢ odliSné vlastnosti, je zde moznost aktivniho
targetingu. Toho dosahneme spojenim nanocastice s dal§i molekulou, kterd je schopna
rozeznat cilovou tkan. Jsou to naptiklad rizné protilatky, hormony, polysacharidy a
lektiny. Nanocastice s lé¢ivem se pomoci této molekuly navaze na cilové misto a tim
pusobi velmi selektivné pouze na konkrétni buniky. Toho je mozné vyuzit naptiklad
v 1é€bé nadort. Ptikladem vyuZiti je napiiklad konjugace nanocastic s monoklonélni
protilatkou proti CD19 antigenu, coZ je protein ktery, se ¢asto vyskytuje na povrchu
nadorovych bunék. Déale monoklondlni protildtka proti HER2 (tento receptor je Casto
nadmérné exprimovan u rakoviny prsu) a protilatka proti receptoru epidermalniho

ristového faktoru (nadméré exprimovéano u agresivnich druh@i rakoviny).'

3.2.3 Polymorfni zmény
Polymorfie znamena schopnost dan¢ latky existovat ve vice krystalovych modifikacich.
Polymorfni forma lipidu vyznamné ovlivitluje mnozstvi lé€iva, které I1ze inkorporovat do

LN. U lipida se vyskytuji tii krystalové modifikace: a (nejméné¢ stabilni), f"a B (stabilni,
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destickovy tvar, mensi velikost). Samotné lipidy rekrystalizuji do modifikace ', kterd
velmi rychle piechdzi na B, a protoze ma velmi uspotfadanou krystalovou mtizku, pro LN
je nevhodna. Pti ptipravé LN dochézi k preméné lipidu na modifikaci a, kterda ma méné
uspotadanou krystalovou miizku, kulovity tvar a schopnost inkorporovat vétsi mnozstvi
1é¢iva. Béhem skladovani mtize dojit k polymorfnim zménam lipid z méné stabilniho do
vice stabilniho krystalického stavu. Coz v kone¢ném dusledku vede k poklesu kapacity
pro 1écivo. Pti polymorfni pfeméné z a na B dochazi ke zméné tvaru z kulovitého na
destickovy, tim vznikaji nové povrchy, které nejsou pokryté surfaktantem a zvysuje se
tendence Castic k agregaci. Zmény teplot béhem skladovani a odpateni vody z formulace
urychluji polymorfni pfemény a ty jsou ¢asto divodem uvolnéni 1é¢iva z SLN. Pro dalsi
vyuziti SLN je tedy dilezité pfedchazet témto polymorfnim zméndm b&hem skladovani
a zamezit uvoliiovani 1é¢iv ze SLN, aby byla zaji$téna bezpecnost této 1ékové formy. Ke
zpomaleni téchto polymorfnich zmén napomaha dostatecné mnozstvi surfaktantu, ktery
stabilizuje nanoc¢astice a dale uchovavani pod dusikem. Dal$i moznosti je vybér lipidu,
které se po tvorbé nanocastic rychle pfeméni na stabilni formu a pfi uchovéavani uz ke

zménam tolik neochazi.> % 10- 12

3.2.4 Uvolnovani lé¢iva ze SLN

Uvoliovani 1é¢iva ze SLN zavisi na n¢kolika faktorech. Velky vliv ma krystalova
struktura lipidu, koncentrace surfaktantu, teplota pfi pfipravé a umisténi inkorporovaného
lé¢iva v Castici. BEhem piipravy SLN muize dochézet k polymorfnim zménam lipidu, tyto
zmény vedou ke vzniku krystalovych modifikaci ve vyS§im energetickém stavu, které
maji v krystalové miizce vice nedokonalosti, a tedy 1 vice prostoru pro 1é€¢ivo. Béhem
skladovani mohou lipidy ptfechédzet do jiného polymorfniho stavu, ktery je stabilnéjsi a
ma méné nedokonalosti v krystalové mfiiZce. MiiZze tedy dochazet k vypuzovani 1éciva
z &astice.? Rychlost uvoliovani je také ovlivnéna naplnénim &astice 1é¢ivou latkou — ¢im
vice 1éCiva Castice obsahuje, tim je jeho uvoliovani rychlejsi. V nékterych ptipadech to
vSak neplati a vétsi mnozstvi l1éCiva naopak zpomali uvoliovani, to je zplsobeno
krystalizaci 1é¢iva uvniti LN,

U LN miizeme modifikovat pribéh uvoliiovani 1é¢ivé latky. Uvolnéni mlze byt
okamzité, prodlouzené¢ nebo kombinované (nejprve se uvolni inicidlni davka, a pak
nasleduje postupné uvoliiovani 1é¢iva).> * Je také mozné vyvinout formulaci
s prodlouzenym uvolilovanim pro intravendzni podani. Pokud LN obsahuji 1é¢ivo hlavné

v plasti a na jeho povrchu, uvoliuji ho okamzité. Uvolnéni je zpomaleno se zvySujici se
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velikosti ¢astic a se snizujici koncentraci surfaktantu. Urcité mnozstvi 1é€iva obsahuje i
vodna faze a toto mnozstvi je zvySovano zahfivanim, druhem a koncentraci surfaktantu.
Cim je vyssi koncentrace surfaktantu, tim se zvySuje rozpustnost 1é¢iva ve vodné fazi a
uvolnéné 1écivo ma okamzity ucinek. SLN s Ié¢ivem v jadfe maji spiSe prodlouzené

uvolnovani.’

3.2.5 Stabilita LN

Na stabilitu LN ma vliv druh lipidu, surfaktantu a jejich koncentrace, déle také skladovaci
podminky a metoda piipravy. Castice jsou stabilizovany stericky pomoci surfaktantu a
elektrostatickymi repulzemi, které jsou zpiisobeny povrchovym nibojem &astic.!! B&hem
skladovani a manipulace se LN muze dojit ke gelaci. Pfi gelaci dochdzi ke zvySeni
viskozity a z disperze nanocastic se stane gel. Dochazi také ke zvétSovani velikosti ¢astic
a kuvolnovani lé¢iva. Faktory, které podporuji gelaci jsou vysokd teplota, svétlo,
mechanicky stres. Tyto faktory zvySuji kinetickou energii ¢astic a zvysSuji tak srazky mezi
casticemi. Dal§imi vlivy jsou vysokad koncentrace lipidu ve formulaci, polymorfni
pfemény a nizkd hodnota zeta potencialu. Pro stabilni LN je potieba alespon hodnota zeta
potencialu alespoii 25 mV, pfii poklesu pod 15 mV se zvysuje riziko gelace. Tento jev
také mtze vzniknout pii kontaktu LN s dalSimi povrchy a pisobenim smykovych sil
(napf. v injekéni jehle).” Gelaci mize byt predchazeno dosazenim dostate¢né hodnoty
zeta potencialu a pfidanim ko-surfaktantu, ktery bude schopny dostate¢né rychle pokryt
nové vznikajici povrchy a zamezi tak shlukovani ¢stic.’ Jak je vidét na obrazku ¢. 4,
stabilita je také ovlivnéna typem LN. Castice typu NLC vykazuji vys§i stabilitu, maji vice

nedokonalosti a nedochazi tolik k pfedéasnému uvoliovani 1é¢iva, jako u SLN.'3
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SLN NLC

"Brick wall” structure Unstructured matrix

High drug load

Drug expulsion Long term drug
during storage stability

Obrazek 4 - Porovnani SLN a NLC- NLC maji vice nedokonalosti. Diky tomu pojmou vét$i mnoZstvi

1é¢iva nez SLN a jsou vice stabilni. 13
Pti ptipravé LN mohou vznikat i dalSi utvary, které maji vliv na stabilitu castic a
uvoliovani 1é¢iv. JelikoZ surfaktanty se nemusi nachazet pouze na povrchu ¢astic, ale 1
ve vodné fazi, mohou tvofit micely a liposomy. Tyto utvary zvysuji solubilizaci 1é¢iv ve
vodné fazi a jsou také alternativnim mistem pro inkorporaci 1é¢iv, kterd jsou tak vice
vystavena vodnému prostfedi, nejsou schranéna tak, jako uvniti LN proti vnéjSimu
prostiedi a je zde vyssi riziko hydrolyzy a degradace 1&¢iv. >

Jelikoz je vétSina formulaci z velké ¢asti tvoiena vodnym prostiedim, je dilezité
ochranit LN pied rtstem bakterii. Toho docilime odstranénim vody z formulace (napf.
lyofilizaci) nebo pfidanim konzervantl. Pfidanim konzervanti miZe byt také naruSena
stabilita, protoZze mohou ovlivnit zeta potencidl, interagovat s povrchem ¢astic. Vhodny
konzervant by mél byt neiontovy, hydrofilni a nemé¢l by interagovat s povrchem castic
ani snizovat zeta potencial.> !* Lyofilizace zvysuje fyzikalni i chemickou stabilitu ¢astic,

jelikoz LN nejsou ve vodném prostiedi, nedochazi k hydrolyze nebo k Ostwaldovu zrani.
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Proces se sklada ze dvou fazi — zmrazeni vzorku a nasledné odparovani vody za sniZeného
tlaku. Pfi lyofilizaci miize dojit ke zménam ve velikosti ¢astic a k uvolnéni 1éCiva a snizi
se stabilizacni Uc¢inek surfaktantu. Ke zvySeni stability je tedy dualezit¢ pouzit
kryoprotektant, to jsou napiiklad trehaldza, sorbitol, mandza a glukdza. ° V polotuhé
formulaci (naptf. krémy) muze byt stabilita naruSena rozpousténim LN v olejich a

lipofilnich latkach. '

3.3 Aplikace LN

Cesta podani LN zavisi na vlastnostech vytvoiené formulace a l1éCiva a zamySleném

ti¢inky LN. Jsou rlizné moznosti podani: napiiklad peroralni, kozni, parenteralni a dalsi.’

3.3.1 Kozni aplikace LN

Nevyhodou béznych ptipravkli podavanych na klizi je variabilni prostup 1é¢iva do klize a
tim 1 jeho ucinek. LN obsahuji lipidy, které jsou velmi dobie snaseny a maji nizké riziko
drazdéni pokozky a toxicity. Dals§imi vyhodami jsou zvySeni hydratace kiize, vyssi
absorpce lé¢iva a zvysena penetrace kontrolované uvoliiovani.'® 1 Predejdeme také first-
pass efektu a snizi se toxicita 1é¢iv. > Pomocné latky pridané k formulaci mohou piisobit
synergicky a vyznamné zlepsit vlastnosti LN. Nékteré latky mohou napoméhat penetraci
léciva (enhancery), ptsobit okluzivné a napomahat k ptekondni kozni bariéry.
Surfaktanty také ovliviuji prinik latek do kiize a mohou ptisobit drazdive. '* Na kozni
podani jsou vhodné neionické surfaktanty.!! JelikoZ tyto pomocné latky prichdzeji do
tésného kontaktu s kiizi, musi byt kladen velky diraz na jejich bezpe¢nost a nedrazdivost.
Pti aplikaci na kiizi musi byt formulace obsahujici LN upravena tak, aby ji mohl pacient
snadno aplikovat. Formulace miZe byt upravena pomoci vizkozifiantl za vzniku gelu
(napf. derivaty celuldzy) nebo muzou byt LN inkorporovany do jiz pfipraveného
meziproduktu (krém, gel). Pii pfipravé gelu jsou preferovany neelektrolyty, napiiklad
derivaty celulozy. Elektrolyty by mohly narusit stabilitu nanocCastic sniZzenim zeta
potencidlu. Vyhodou krémi je moZnost vyssi koncentrace LN. Dals$i moZnosti je pfiprava
zkoncentrovanych LN, které jiz neni tfeba dale upravovat. Vybér upravy zavisi na
stabilité piipravku a riiznych inkompatibilitach. * 137

Mala velikost ¢astic umoziiuje blizsi kontakt 1éCiva s kiiZi, zvySuji se adhezivni vlastnosti
a tim se zvySuje i mnoZzstvi absorbované latky. Pfi podani na kizi se vytvofi z lipidu film,
ktery ma okluzni efekt — vytvoii neprodysnou vrstvu. Tim se zvySuje hydratace, pokozka

ztraci mén¢ vody, dochézi také k rozvolnéni keratynocytl, zvétsi se mezibunécné
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prostory a tim je tak umoznéna biodostupnost a penetrace 1é¢iv do kiize a organismu.? %

1318 Vznikly film také dokaze ochréanit pokozku pted chemikaliemi, které se vyskytuji
bézné v prostiedi a napomahat pfirozenému obnovovani ktize. Okluzni efekt napomaha
k vyhlazovani vrasek, coz miize byt vyuZito v kosmetickych produktech.'® !
RozliSujeme tfi druhy kozniho podéani (obrazek €. 5):

e Topické podani — Lécivo plsobi na, nebo v epidermis a nema systémové ucinky.

e Dermalni podani — Lécivo prochazi do hlubsich vrstev ktize, pisobi v epidermis

a dermis, ale nema systémovy ucinek.
e Transdermalni podani — Po podani 1é¢iva na kizi dochdzi k jeho ptekonani kozni

bariéry a 1é¢ivo piisobi systémové (prochazi do krevniho ob&hu)'¢

Dermalni/Topické Transdermalni

Epidermis

G f ER = B - +——Dermis

- = Krevni refisté

Obrazek 5 - Topické podani — 1é¢ivo piisobi pouze v epidermis. Dermalni podani — 1é¢ivo piisobi v dermis a
epidermis. Transdermalni podani — 1é¢ivo prostupuje pi‘es kiiZi azZ do krevni cirkulace

3.3.1.1 Topické podani

Pro topické je mozné vyuziti pro LN naptiklad v kosmetickych ptipravcich. U nich neni
zadouci systémova absorpce, ale jisty prostup latky do kiize je nutny pro Zadany ucinek.
Vzhledem k mozZnosti prodlouzené¢ho uvoliiovani jsou vhodné napiiklad pro inkorporaci
parfémi nebo insekticidl, jelikoz prodlouzi jejich uc¢inek. Jsou vhodné pro vyrobu
opalovacich krému, protoze chrani kizi proti slune¢nimu UV zafeni. Latky pisobici jako
ochranny faktor v opalovacich krémech mohou prostupovat do systémové cirkulace a
zpiisobovat nezaddouci u€inky a alergie (napf. oxid titanic¢ity, benzofenon). Pfi inkorporaci
latek blokujicich UV zafeni dochazi k synergickému ucinku s LN, tim padem muzeme
snizit mnoZstvi téchto latek, navic se snizi jejich prostup do systémové cirkulace. Snizime
10, 13, 19, 20

tak nezddouci ucinky i cenu ptipravku.
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3.3.1.2 Dermalni podani

LN mohou byt vyuzité i pfi dermalnim podani, jelikoz mohou zlepsit absorpci 1é¢iva kiizi
pii 1écbeé lokalnich koznich onemocnéni, naptiklad alopecie, atopicky ekzém, mykozy,
zandty nebo seborhoicka dermatitida.® 22 Toto lokalni podani 1é¢iv je vyhodné, protoze
se snizi zatéz organismu lé¢ivem a dosdhneme vysoké koncentrace 1é¢iva v misté
zasazeném onemocnénim. VyuzZiti pro 1é¢bu alopecie se zkousi napiiklad u minoxidilu 2!
22 a spironolaktonu.?* Proti b&Zznym 1ékovym formam maji LN moznost prodlouZzeného
uvolnovani a cileného uvolnovani v riznych ¢éastech kiize (targeting). Prostup 1éCiva je
umoznén mazovymi zldzami a vlasovymi folikuly. Misto, kde je 1éCivo uvolnéno, je
ovlivnéno velikosti LN.!* 7 Lé¢iva, u kterych byla zkousena enkapsulace do LN jsou
napftiklad topické glukokortikoidy pro 1é€bu riznych zanéti, zde se predpoklada snizeni
atrofie kize. Cyproteron-acetat, ktery snizuje tvorbu akné, mé antiandrogenni tc¢inky a
z nich odvozené nezddouci ucinky (ztrata libida, gynekomastie a dal$i). Jeho lokalni
podani ve formulaci LN snizuje koncentraci v plazmé a tim 1 nezddouci ucinky. Derivaty
vitaminu A pouzivané pfi 1é€be€ zanéti a akné se vyznacuji vysokou drazdivosti klize. Pti
jejich inkorporaci do LN se tento nezddouci G¢inek snizi.!” Dalsi potencialni vyuziti LN
by mohlo byt u lokalnich piipravkl s nesteroidnimi antiflogistiky, napf. celekoxib®,
indometacin?®, ketoprofen?’ a naproxen?’, které se pouzivaji u lokalni 1é¢by bolesti a
zanétu. Formulace téchto latek ve formé LN by méla snizovat jejich drazdivost, urychlit
nastup U¢inku a umoznit prodlouZené uvoliovani, coz by umoznovalo aplikaci v delSich
Casovych intervalech. LécCiva se také kumuluji ve vrchni zrohovatélé vrstve klize a snizuje
se prostup lé¢iva do systémové cirkulace.!”?’

3.3.1.3 Transdermalni podani

Transdermalni podani je neinvazivni podani, kdy 1é¢ivo difunduje pfes kiizi do cévniho
fecistd.® LN pomahaji prekonat 1é¢ivu kozni bariéru zlepSenim jeho absorpce a také
mohou pusobit cilen¢ na urcita mista v téle. Dalsi vyhodou je snadnéjsi podavani pro
pacienta, snadné&jSi dosaZeni ustalené koncentrace v plazmé a piedchdzeni first-pass
efektu.> 1% 13 18 Parametry, které maji vliv na prostup lé¢iva, jsou kromé vlastnosti
samotného 1éCiva 1 vlastnosti formulace, konkrétné typ a koncentrace surfaktantu, typ
lipidu a formulace a metoda piipravy. Surfaktanty napomahaji prostupu léc¢iv, ale na
druhou stranu mohou zptlisobit podrazdéni kiize. ZvySeni prostupu l1é€iv mohou také
pomoci tzv. enhancery, které ptsobi synergicky s LN a zlepSuji prostup 1é¢iv. Jsou to

napiiklad etanol a limonen.'* ?® U transdermalniho podani mlizeme doséhnout
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prodlouzeného uc¢inku, coz je velmi vyhodné u IéCiv, kterd jsou rychle eliminovéna
z organismu. ° Miizeme také vytvofit rezervoar 1é¢iva, které je pak uvoliovano nékolik
dni a snizime tak frekvenci poddvani. Vlastnosti ovliviiujici interakci LN s bunkami v téle
jsou velikost, tvar, povrchovy naboj a pevnost ¢astic.® '® Modifikaci velikosti ¢astic a
naboje mizeme skryt ¢astice pred imunitnim systémem a prodlouzit jejich cirkulaci.® Cim
jsou castice men$i, tim se zvySuje okluzivni efekt. DestiCkovity tvar LN napoméha
proniknout pfes korneocyty. Transdermalni podani formou LN bylo zkouSeno naptiklad

u latek nitrendipin,?’ mirtazapin a simvastatin.°

3.3.2 Peroralni aplikace

Peroralni podani lé¢ivych latek enkapsulovanych do LN je vyhodné hned z nékolika
diavodt. LN dokézou ochrénit citliva 1é¢iva pted plisobenim kyselého prosttedi v zaludku
a travicich enzymu v travicim traktu. Dalsi vyhodou je naptiklad prodlouZzené uvoliiovani
1é¢iv a zvyseni jejich biodostupnosti.” U vysoce lipofilnich a $patné ve vod& rozpustnych
1é¢iv muze dojit pti enkapsulaci do LN po peroralnim podani k absorpci do lymfatického
systému. Tim lécivo obejde také first-pass efekt. Toho je mozné vyuzit pti 1€cbé metastazi
nadorti.’! Tohoto mechanismu miZe byt také vyuZito u testosteronu, ktery je pii
peroralnim podéani velmi rychle metabolizovan diky first-pass efektu v jatrech. Pti jeho
enkapsulaci do LN se zvysi jeho biodostupnost.’? Velmi vyhodné je jejich vyuziti pii
podani 1éciv, kterd jsou jinak v Zaludku ihned rozloZena (peptidy a proteiny) a po
peroralnim podéni jsou tak neucinna. Pfikladem muzZe byt inzulin, ktery musi byt denné
podavan pacientlim subkutanné, coz vyznamné sniZuje jejich kvalitu Zivota. Inkorporace
inzulinu do LN by ho mohla ochranit proti degradaci a zaroven zvysit jeho absorpci ve

stieveé.?3

3.3.3 Parenteralni aplikace

Diky malé velikosti ¢astic mizeme LN aplikovat i parenteralné. Pii této aplikaci LN
s 1éc¢ivem mizeme dosahnout prodlouzeného uvoliovani 1é¢iva z LN. Tim miizeme snizit
Cetnost aplikaci a snizit mnozstvi podaného 1é¢iva.” V nékterych piipadech chceme
dosdhnout cileného uvoliiovani 1é¢iva v urcitém misté nebo organu v téle (napt. nador) —
aktivni a pasivni targeting. Dosazeni targetingu je ale obtizné, protoZe distribuce LN je
v téle fizena mnoha faktory. Poté co se dostanou do systémové cirkulace, jsou Casto
oznaceny imunitnim systémem za cizorodé a vychytany. Diky lipofilnim vlastnostem LN

se na n€ navazou tzv. opsoniny, to jsou rtizné proteiny a protilatky, které se vdzou na
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cizorodé a potencialné nebezpecné latky. Poté jsou fagocytovany makrofagy, které tyto
opsonizované castice rozpoznaji pomoci svych receptorti a tim jsou odstranény ze
systémové cirkulace. Pro tyto ucely se jako vyhodna ukazala tzv. pegylace nanocastic.
Jde o navazani polyethylenglykolu na povrch castic. Tato pegylace sniZzuje vazbu
opsonintl na ¢astice a stericky brani jejich navazani, zvysi hydrofilni vlastnosti, stabilitu
LN, prodlouzi se doba cirkulace v krevnim obéhu a tim zvySuje biodostupnost
nano¢astic. !> 3% 343536 hodn4 velikost &astic pro prodlouzeni cirkulace je méné nez 200
nm a elipsoidni tvar.’’ Castice mensi neZ 150 nm nejsou rozpoznavany imunitnim
systétmem a zustavaji déle v cirkulaci. Pfi snizeni LN pod 30 nm dochdzi naopak
k rychlému vyloudeni ledvinami.*® Nemodifikované LN jsou vét§inou pomoci pasivniho
targetingu vychytany v jatrech a slezin¢ a diky tomu jsou vhodné napiiklad pro 1écbu
jaternich onemocnéni. 3% 37

Velky potencial maji LN pfi 1é¢bé nadort. Byla zkousena enkapsulace ruznych latek,
napiiklad kamptotecin, florouracyl, doxorubicin, paklitaxel, tamoxifen a n¢které dalsi.
Ukazuje se, Ze enkapsulace do LN snizuje jejich vychytdvani imunitnim systémem a ¢asto
také méni distribuci 1é¢iva v organismu. Casto se LN pouZivaji na uleh&eni piestupu
hematoencefalickou bariérou, a tak je zvySena koncentrace 1éCiva v mozku, coz by
umoznilo 1écbu Spatné¢ dostupnych nadord v mozku. U doxorubicinu diky zméné
distribuce v organismu snizuje jeho kardiotoxicita.*

Pomoci upravy vlastnosti ¢astic mizeme dosdhnout zvySené¢ho vychytavani LN v urcité
tkani (targeting). LN mohou byt cileny naptiklad na centralni nervovou soustavu, coZ je
vyhodné napiiklad u antipsychotik, antibiotik, nebo protinadorovych 1é¢iv.* Ukazuje se,
ze enkapsulace 1é¢iva do LN muze zvysit jeho prostup do mozku v porovnani s béznym
podanim lé¢iva. Ke zvySeni prostupu lé€iv pies hematoencefalickou bariéru pfispivaji
lipofilni vlastnosti LN, dale jejich modifikace vlastnosti (velikost, ndboj) a vyuziti
aktivniho targetingu. Na LN mohou byt navazany specifické molekuly (ligandy), které se
vazou k ur¢itym receptoriim, vyskytujicim se v cilovém misté. Tyto Gpravy mohou zvysit
koncentraci 1é€iva v mozku, ptipadné dokonce zvysit jeho mnoZstvi v konkrétni casti
mozku, napiiklad v nadoru.*® Nej¢ast&jsimi cilovymi buiikami jsou nddorové buiky,
které jsou charakteristické svym nekontrolovanym riistem, vysokymi metabolickymi
naroky, zvySenym piijmem nckterych metaboliti nebo expresi charakteristickych
povrchovych znakl. Ligandy pro targeting do téchto bunck, jsou pak specifické
protilatky, aptamery, derivaty kyseliny listové, pfipadné nékteré polysacharidy c¢i
peptidy.*! LN mohou byt upraveny tak, aby byly vychytavany i v dalich tkanich,
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napiiklad v plicich, lymfatickém systému, buiikdch imunitniho systému nebo v zanétlivé
tkani. Potencidlni vyuziti by mohly LN najit také pti zvySeni dostupnosti 1é¢iv pfi ocnim

podani.’
3.4 Metody pripravy lipidickych nanocastic

3.4.1 Vysokotlaka homogenizace (HPH)

Technika vyuziva plsobeni vysokého tlaku k produkci nanocastic. Lécivo je
dispergovano nebo rozpusténo v roztaveném lipidu, ktery je poté dispergovan ve vodném
roztoku surfaktantu. Poté dochazi k protlaceni za vysokého tlaku ptes uzky prostor.
Smykové napéti a kavitacni sily zptisobené vysokym tlakem vedou ke snizeni velikosti
¢astic. Doba a tlak zavisi na dané formulaci a poZzadované produkci. Velkou vyhodou této
metody je moznost primyslové vyroby a nizka koncentrace surfaktanti. Metoda nemusi
byt vhodna pro nékteré vysokomolekularni latky, jelikoz vysoky tlak muize zpusobit
degradaci n¢kterych latek (naptiklad polymerni latky, peptidy). HPH mize byt provadéna
za tepla nebo za studena. Pti HPH za tepla je tavenina lipidu s lé€ivem dispergovana do
horkého roztoku surfaktantu, po homogenizaci vznik4 emulze, kterd je dale ochlazovéna
na pokojovou teplotu. Ochlazenim dochézi k rekrystalizaci lipidu a vznikaji LN. Pfi HPH
za studena se 1é¢ivo piida do taveniny lipidu, ktera je nasledné ochlazena a vznika tuhy
lipid. Ten je nasledné rozmélnén na mikrocastice, které se ptidaji do chladného roztoku
surfaktantu. Poté nasleduje homogenizace a vznikaji LN. Pro 1é€iva velmi citliva na teplo

je preferovano HPH za studena.> % 1°

3.4.2 Metoda nanoprecipitace (solvent displasement)

Castice vznikaji tak, e tuhy lipid je rozpustén v organickém rozpoustédle misitelném
s vodou (napf. aceton, etanol), k urychleni rozpusténi je moZzné pouzit zahtivani nebo
ultrazvuk. Lipid a 1é¢ivo, které ma byt enkapsulovano, by mély byt dobie rozpustné v
organickém rozpoustédle, ale ve vodé Spatné€ rozpustné. Po rozpusténi se roztok pomalu
po kapkach ptfiddva do vodného roztoku surfaktantu, ktery je neustile michan na
michacce, a tak dochazi k rychlé difuzi rozpoustédla. Lipid po pfidani do vnéjsi vodné
faze precipituje za vzniku nano¢astic. Zbyvajici organické rozpoustédlo se dale odpaii.*
Mechanismem tvorby nanocastic je rychla difuze rozpoustédla, pii které dochazi
k turbulencim na mezifdzovém rozhrani.** Vyhodou této metody je rychla a jednoducha
produkce LN, nedochazi ke zvySovani teploty a tlaku, proto je metoda vhodna i pro citlivé
materidly a lé¢iva. Léciva enkapsulovéana pfi této metodé by méla byt Spatné rozpustna
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ve vod¢, ale dobfe rozpustnd v organickych rozpoustédlech misitelnych s vodou, coz je

nevyhodou této metody. +*

3.4.3 Emulzni odparovaci metoda

Lécivo, které ma byt enkapsulovano a lipidy jsou ptidany do organického rozpoustédla,
které je nemisitelné s vodou. Tato vnitini faze je pfidana do vodného roztoku surfaktantu
a nasleduje homogenizace pomoci ultrazvuku nebo homogenizatoru. Pfi pilisobeni
ultrazvukovych vin dochazi ke kavitaci, malé bublinky plynu v kapalin€ se zvétSuji a
nasledné dochazi k jejich kolapsu.?® V téchto mistech se vyznamné zvySuje tlak a
teplota.** Dochazi k michani a homogenizaci v celém objemu kapaliny. Na vysledny
produkt ma velky vliv intenzita a trvani sonikace. Cim je del§i trvani sonikace, tim se
snizuje velikost Castic, ale zdroven se zvySuje teplota, mize dochazet k degradaci
nékterych &astic (polymery, peptidy) a vzniku volnych radikali.** 4> Vyhodou této
metody je snadna proveditelnost v laboratornich podminkach. Nevyhodou je nizka
koncentrace obsazeného lipidu ve formulaci, jelikoz se zvySujicim obsahem lipidu se
snizuje Gi¢innost sonikace .” Po homogenizaci vznik4 emulze typu olej ve vodé (o/w). Za
stdlého michani na magnetické michacce se odpatuje organické rozpoustédlo a dochazi

k precipitaci lipidu a vznikaji nano¢astice.* °

3.4.4 Emulzifika¢ni metoda difuze rozpoustédla

Vnitini faze se sklada z lipidu a 1é¢iva rozpusténého ve smési organického rozpoustédla
misitelného s vodou a z organického rozpoustédla, které je s vodou nemisitelné. Tato
vnitini faze je pomalu nalitd ke vnéj$i vodné fazi, kterd je neustdle michand a obsahuje
surfaktant. Po smiseni obou fazi dochazi k tvorb¢ kapének ve vodné fazi. S vodou
misitelné rozpoustédlo difunduje rychle z kapének a zmenSuje se tim jejich velikost.
Nasledné dochézi k odpatovani rozpoustédla nemisitelného vodou, kapénky se zpeviuji
a vytvari nanocastice. Modifikaci této metody je vnitini faze tvofena dvéma s vodou
misitelnymi rozpoustédly, z nichz jedno ma vyssi afinitu k lipidu a druhé ma vyssi afinitu

k surfaktantu. 4

3.4.5 Metoda fazové inverze
Nejprve se pfipravi vnéj$i a vnitini faze, které jsou nasledné zahtaté na teplotu 75 °C,
poté jsou smiseny a neustdle michany na magnetické michacce. Pomér vodné a lipidové

smeési je 2:1. Nasledné je tato smés vystavena zménam teplot, dochazi ke tfem cyklim
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ohfivani a ochlazovani. Poté se smés zfedi vodou o teplot¢ 0 °C a behem rychlého

ochlazeni a fedéni dochazi k fazové inverzi a vzniku LN. >4

3.5 Charakterizace nanocastic

Charakterizace nanocastic je diilezitd pro kontrolu jejich kvality. Jsou rizné metody

charakterizace:

3.5.1 Velikost LN

Techniky pouzivané pro méteni velikosti nanoc¢astic jsou laserova difrakce, dynamicky
rozptyl svétla (=fotonova korela¢ni spektroskopie) a riizné mikroskopové metody. °
Dynamicky rozptyl svétla je metoda pouzivand k méfeni primérné velikosti Castic
mensich nez 3 um a PDI téchto ¢astic. Metoda spoc¢iva v méfeni kolisani intenzity svétla
(z laserového zdroje) rozptyleného v disperzi LN. Rozptylené svétlo dopada na detektor
pod urcitym thlem a za urcité intenzity. Kolisani intenzity svétla a uhel dopadu se lisi
pravé v zavislosti na velikosti ¢astic, jejich pohybu a také na jejich tvaru. Castice se
neustale pohybuji vlivem Brownova pohybu, mensi ¢astice se pohybuji rychleji, a naopak
vEtsi Castice se pohybuji pomaleji. Vysledek je nejpresnéjsi u kulovitych ¢astic, u desti¢ek
nebo tyCinek méfeni neni tolik spolehlivé. Vyhodou této metody je rychlé méfeni a
moznost mé&fit vzorek v kapalném stavu.” * % Tuto techniku méfeni pouziva napt.
piistroj Zetasizer pouzity k charakterizaci ¢astic v této praci.

Laserova difrakce je zaloZena na principu méfeni difrakéniho uhlu, ktery zavisi na
poloméru &astic. Castice zptisobuji rozptyl paprsku svétla a vznika difrakéni obrazec,
ktery je pfeveden na hodnoty velikosti ¢astic. MensSi ¢astice zpsobuji vEétsi rozptyl a veétsi
Castice zpusobuji mensi rozptyl svétla. Vyhodou této metody je moznost méteni velikosti
&astic ve vétsim rozsahu velikosti od n&kolika nm az po 1 mm.”*° Stejné jako u predchozi
metody, méfeni velikosti ¢astic neni pfili§ pfesné u ¢astic, které nemaji kulovity tvar.
Vysledkem je, podobné jako u dynamického rozptylu svétla, objemove ekvivalentni
primé&r koule. U téchto typi nekulovych castic je vhodné doplnit méfeni i o jinou
metodou. °

Elektronovéa mikroskopie je dals$i moznosti méfeni velikosti LN. Umoziluje zjistit pfesné
udaje o velikosti 1 tvaru castic. Nevyhodou je vSak nutnd uprava vzorku, vzorek neni
mozné mefit v kapalném stavu a musi byt odstranéno rozpoustédlo. Tim muze dojit ke
zménam ve vlastnostech LN. Elektronovou mikroskopii lez rozdélit na dvé zékladni

podskupiny: transmisni elektronovou mikroskopii, kterd poskytuje informace o vnitini
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struktufe vzorku, protoze elektrony vzorkem prochézeji. Skenovaci elektronova
mikroskopie se vyuziva pro detailni charakterizaci povrchu vzorku a vzorek proto musi
byt pokryty vodivym materialem. Typicky je to tenkd vrstvi¢ka drahého kovu.’

Dalsi moznosti je mikroskopie atomarnich sil. Pfi této metodé je vzorek zkouman pomoci
hrotu sondy, ktery se pohybuje po povrchu vzorku. M¢fi se sila, kterd plisobi mezi
povrchem vzoru a hrotem. Vzorek nemusi byt vodivy, jeho pfiprava je jednodussi a
méieni je rychlé. Pro LN je vhodna nekontaktni metoda, kdy se sonda nedotyka vzorku

a nedochazi tak k jeho zménam."!

3.5.2 Index polydisperzity
Index polydisperzity je ¢islo oznacujici Sitku distribuce velikosti nanoc¢éstic. Hodnota se
pohybuje mezi hodnotami 0-1. Cim niz&i hodnota indexu polydisperzity, tim je vzorek

vice stejnomérny.>>

3.5.3 Zeta potencial LN

Zeta potencidl je elektrokineticky potencial u koloidnich systému. Kolem dispergované
Castice je elektrickd dvojvrstva skladajici se z pevné a difuzni vrstvy. Pevna vrstva ma
opacny naboj nez samotnd castice a v difuzni vrstvé pfevazuje opa¢ny néboj, neZ ma
Castice (obrazek €. 6). Zeta potencidl je definovan rozdilem potencialit mezi disperznim
médiem a pevné¢ vazanou vrstvou k dispergované castici. Hodnota zeta potencialu se
udava v jednotkach milivolt a vyznamné ovliviiuje stabilitu disperzniho systému. Pro
stabilitu suspenze je dulezité dostate¢né odpuzovani Castic, aby nedochdzelo k jejich
shlukovani. Pokud budou mit vSechny castice dostate€né vysoky negativni €1 pozitivni
zeta potencial, budou se vzdjemné odpuzovat a nebude dochazet k jejich shlukovani. Pro
dostatecnou stabilitu je potfeba dosahnout hodnot alespoii -30 mV nebo +30 mV. 3

Zeta potencial je méfen plsobenim elektrického proudu na suspenzi, pficemz dochazi
k migraci nabitych Castic k opacné nabité elektrodé. Velikost naboje je pfimo umérna
rychlosti pohybu nabitych ¢astic. Metody pro méfeni jsou mikroelektroforéza nebo
metoda elektroforetického rozptylu svétla. Pfed méfenim je potfeba vzorek nafedit.
Hodnoty zeta potencidlu mohou byt ovlivnény riiznymi faktory, naptiklad hodnotou pH
¢i elektrolyty. Hodnoty zeta potencialu vyznamné ovliviiuji stabilitu LN a jejich osud

v t&le. >
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Obrizek 6 - Elektricka dvojvrstva koloidni éastice a zeta potencial 5

3.5.4 Diferencialni skenovaci kalorimetrie (DSC)

Tato metoda zkoumad rtizné fyzikalni vlastnosti latek (teplota tani, krystalizace a skelné
pfechody). Mé&fi se zména absorbovaného nebo uvoliiovaného tepla danou latkou pii
zméné teploty. U LN je vyuzivana ke zkoumani teploty tani, krystalizace a polymorfnich
zmén. Pfed métenim se do pfistroje vlozi dva hlinikové kelimky. Jeden kelimek obsahuje
pfesné navazenou zkoumanou latku, sta¢i pouze velmi malé mnozstvi vzorku. Druhy
kelimek je tzv. referencni a je prazdny. Kelimky jsou pfed méfenim zapecetény a
zvéazeny. Nasledn¢ dochazi k ochlazovani nebo ohfivani vzorku konstantni rychlosti.
(obrazek ¢.7). 12:56:57

Rozsah teplot, ve kterém probiha méfeni, a rychlost ohfivani vzoru je nastavena pted
méfenim. Pfi zméndch teplot dochdzi ve vzorku k riznym zméndm (napf. téni,
krystalizace) a také dochazi ke zménam energie a teplot ve vzorku, které jsou pak méfeny.
Pfi tani dosahuje zkoumany vzorek nizsi teploty nez referencni vzorek a spottebuje vice
tepla, jelikoz dodavané teplo je spotiebovano na rozruseni vazeb v krystalové mfizce. Az
zkoumany vzorek kompletné roztaje, teploty obou vzorkl se opét vyrovnaji. Pfi tomto
dé&ji vznika pfi métfeni pik a jeho vrchol oznacuje teplotu tani. Pifi teploté skelného
pfechodu dochazi hlavné ke zméndm mechanickych vlastnosti materialu. Pod touto
teplotou je material kiehky a nad touto teplotou je material vice pruzny a ohebny. Pfi
méfeni pozorujeme mirny ndrast tepelného toku. Pfi krystalizaci latky bude vznikat
zaporny pik a vzorek naopak spotiebuje méné tepla. Pfi méteni LN pomoci této metody
jsou také zkoumany rizné polymorfni premény

u lipidd. 12 56.57
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Obrazek 7 - MéFeni vzorki pomoci DSC. 3

3.5.5 Vysoce ucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

HPLC je analyticka separa¢ni metoda, zaloZend na interakcich analyti v mobilni fazi se

stacionarni fazi. Pfistroj slouzici k této analyze se nazyva kapalinovy chromatogram a

sklada se z n&kolika ¢ésti (obrazek ¢. 8): >°

Zasobnik mobilni faze

Pumpa — umoznuje tok kapalin celym pfistrojem

Vstiikovac — vsttikuje vzorek do mobilni faze, Casto jsou automatické a umoziuji
automaticky odbér vzorkt, dle naprogramovaného nastaveni.

Kolona — zde se setkdvaji stacionarni a mobilni faze dochézi zde k vlastni separaci
analytl. Trubice naplnéna poréznim materidlem.

Detektor — toto zafizeni analyzuje zmény vlastnosti u kapaliny, vychazejici
z kolony. Nejcastéji se pouziva UV detektor, ktery sleduje zmény absorbance.
Pocita¢ — zde jsou nastaveny parametry pied métenim a vyhodnocovany a sbirany
vysledky méteni.

Filtry, odplynovace
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Obrazek 8 - Schéma HPLC: Zasobnik mobilni faze (HPLC solvent), pumpa (HPLC pump), vstiikovaé (injector),

kolona (HPLC column), detektor, poéita¢ (Data aquisition).”

Pti nastiiknuti vzorku dochazi k jeho rozptyleni v mobilni fazi a je dale unasen az ke
staciondrni fazi. Mezi mobilni a stacionarni fazi je velky povrch, dochazi zde k interakcim
analytli s témito fazemi. Riizné analyty jsou ve stacionarni fazi zadrzovany rtizn¢ dlouhou
dobu (dle jejich afinity k této fazi) a dochazi tak k jejich separaci. HPLC délime na
metodu na normalni a reverzni fazi. Pfi HPLC na normalni fazi je staciondrni fdze polarni
(povrch je pokryt -OH skupinami) a mobilni faze je nepoléarni. Pfi HPLC na reverzni fazi
je naopak stacionarni faze nepolarni (-OH skupiny jsou rtizné modifikovany, napf.
alkylaci) a mobilni faze je polarni.’® Pfi analyze nano&éstic je tato metoda vhodna pro

zjisténi naplnéni LN 1é¢ivem a jejich enkapsulaéni efektivity. !
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Pouzité pristroje:

Vahy CAHN 26, Cahn instruments Inc, vyr. ¢. 39562 (USA)

Ultrazvukova sonda Microspitze MS73, Bandelin Electronic (Berlin, Némecko)

HPLC: Agilent Technologies 1260 Infinity (Santa Clara, USA)

DSC 200 F3 Maia NETZSCH (Selb, Némecko)

Zetasizer Nano-ZS, Zetasizer Nanoseries model ZEN3600, Malvern Instruments,
(Malvern, Spojené Kralovstvi)

Viahy Kern 440-53N, Kern&Sohn (Balingen, Némecko) — max. 400 g, d =0,01g
Analytické vahy Discovery, Ohaus (Greinfensee, Svycarsko) — max. 210 g, d = 0,1mg
Susarna Memmert, Memmert (Schwabach, Némecko)

Centrifuga Micro 7, Fischer Scientific, Hampton, USA)

Centrifuga MPW-260R, MPW Instruments, VarSava, Polsko)

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

Dialyza¢ni membrana Dialysis tubing Fisher brand, Fisher Scientific (Hampton, USA) —
MWCO 3500

4.2 Pouzité suroviny
e Isopropyl myristat, (IPM) Sigma-Aldrich, Praha
e Indometacin, (Ind) SUKL 2768/90
e Ethanol, PENTA, s.r.0
e Lecitin (lec), Rohm und Haas, Germany
e Aceton, (ACE) Lach-Ner (Neratovice, CR)
e Kolliphor® P 188, Sigma-Aldrich (Praha, CR)
e Cisténa voda, piiprava na FaF UK
e chloroform (CHLO), PENTA, s.r.o
e dichlormethan (DCM), PENTA, s.r.0
e metanol (MET), PENTA, s.r.0
e Glyceroltristearat, Sigma-Aldrich, Praha

e glycerol monostearat (MS), Sigma-Aldrich, Praha
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4.3 Priprava nanocastic

Castice byly pfipravovany metodou nanoprecipitace a emulzni odpafovaci metodou za
pouziti ultrazvuku. Metoda nanoprecipitace se vSak ukézala jako nevhodna pro pouzity
typ lipidu, proto je ve vétsin€ pokust i ve finalni formulaci pouzitd emulzni odpatrovaci

metoda.

4.3.1 Priprava metodou nanoprecipitace
e Vngjsi faze — Kolliphor P188 byl navazen v navazkach 0,05 g, 0,1 g a 0,2 g,
nasledné k nému bylo pfiddno 10 ml vody. Roztok byl michdn na michacce pii
laboratorni teploté. Vznikly roztoky Kolliphoru P188 o koncentracich 0,5%, 1%
a2%.
e Vnitini faze — Nejprve byl pouzit jako tuhy lipid glyceroltristearat. Na
analytickych vahéach bylo navdzeno 50 mg glyceroltristearatu, ktery byl smisen
s 1 ml ACE. Lipid se vSak nepodafilo rozpustit ani po ptidani dalsiho 1 ml ACE,
1 ml CHLO, zahtivani a ani po pouziti ultrazvuku. Proto byl dale pouzivan jako
tuhy lipid MS. Bylo navazeno 50 mg MS, navéazka byla piipravena celkem tfikrat.
K vzorkiim bylo pfiddno 1 ml ACE. Déle byla ttikrat pfipravena navazka 25 mg
MS, k ni bylo pfidano 1 ml ACE a 1ml CHLO. Smés byla zahtivana aZ do uplného
rozpusténi lipidu.
Vnéjsi taze byla zahtata na teplotu 50-60 °C a probihalo neustalé michani na magnetické
michacce. Do vnéjsi faze byla pomalu po kapkéach pfiddvana zahtata vnitini faze. Po
pfidani celého objemu vnitini faze byla kddinka i s michackou piemisténa do digestofte,
kde dochazelo k odpatovani organického rozpoustédla. Odpafovani trvalo 2 hodiny. Poté
byl obsah kadinky ptefiltrovan pres filtracni papir a nasledovalo méfeni velikosti ¢astic a

zeta potencialu. Pfed méfenim byl vzorek nafedén v poméru 1:10 destilovanou vodou.

4.3.2 Priprava emulzni odparovaci metodou za pouziti ultrazvuku
e Vnéjsi faze — viz. ptiprava metodou nanoprecipitace. Navic byl pii nékterych
pokusech pfipraven roztok Kolliphoru P188 1 v koncentraci 0,1%.
e Vnitini faze — Na analytickych vahach byly pfichystany tfi navazky 25 mg MS.
Ke kazdé bylo vzdy ptfidan 1 ml organického rozpoustédla. V ptipad¢ potieby
byla smés zahtivana az do rozpuSténi lipidi. Jako organickd rozpoustédla byli
pouzity CHLO, DCM, MET, ACE a jejich rtizné poméry. Pouzita rozpoustédla a

jejich poméry u vSech vzorki jsou popsany v tabulce €. 9. V nekterych vzorcich
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byl pfidan k navdZzenému lipidu i ko-surfaktant — lecitin. U vybranych formulaci
byl pfidan do vnitini faze isopropylmyritat v navazkach 5 mg nebo 10 mg. U
finalni formulace bylo enkapsulovano 1écivo indometacin. Ten byl piidan pii
piipravé vzorku do vnitini faze.
5 ml vngjsi faze bylo chlazeno na ledové lazni. Poté byla pfidana vnitini faze a
nasledovalo ptsobeni vysokofrekvenéni ultrazvukové sondy po dobu jedné minuty. U
vzorkl €. 71 az 75 byla prodlouzena doba sonikace na tii a pét minut. Poté byl obsah
kadinky prelit do dalSich 5 ml vné&jsi faze, ktera byla michana. Nasledovalo odpatovani
organického rozpoustédla v digestofi. Odpafovani trvalo 1-2 hodiny, dle pouzitého
rozpoustédla. Po odpateni byl vzorek prefiltrovan pies filtracni papir, nafedén 1:10
destilovanou vodou a byla métena velikost ¢astic a zeta potencial. Méteni probihalo na
piistroji Zetasizer, ktery proméftil kazdy vzorek trikrat. Z téchto tifi méfeni byl vzdy

vypocitan pramér, ktery je uvedeny v tabulkach.

4.3.3 Pouzité metody sonikace

U dvou druhi vnitinich fazi byly zkouSeny riizné metody sonikace.

v

1. K vnitini f4zi se pfida cely objem vnéjsi faze (10 ml), poté nésleduje sonikace.

v

2. K vnitini fazi se ptida polovina vnéjsi faze (5 ml), nasleduje sonikace. Poté je
vznikld emulze pfidana do zbylého roztoku vnéjsi faze (5 ml), ktery je michan
na magnetické michacce.

Metoda ptipravy je u kazdého vzorku uvedena v tabulce €. 9.

4.3.4 Stabilita zavérec¢né formulace

U vybrané finalni formulace obsahujici ve vnitini fazi CHLO a MET v poméru 1:1,
Kolliphor P188 0,1%, lec 15 mg a IPM 10 mg byla zkoumana jeji stabilita. U této
formulace byly méteny hodnoty PDI, velikost LN a zeta potencial. Méfeni probihalo 1.,
4., 6., a 15. den po ptipravé formulace. Vzorek byl mezi méfenimi uchovavan v lednici
pii teploté 2-8 °C. Pfed métenim bylo odebrano potfebné mnoZzstvi k méteni a smes byla

nafedéna destilovanou vodou v poméru 1:10.

4.3.5 Rozpustnost Ind v lipidech

Pro urc¢eni mnozstvi Ind, které bude pfidano do formulace, se zjiStovala jeho rozpustnost
v IPM a MS. Bylo navéazeno 5 mg Ind a 200 mg MS. Tato smés byla zahfivana v suSarné
pfti teploté 80 °C. Po roztaveni lipidu se sledovalo rozpousténi Ind v lipidu. Postupné byl

ptfidavan dalsi MS v navazkach 100 mg aZz do rozpusténi Ind v lipidu. Po kazdém ptidani
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MS byla smés protiepana a nasledné znovu zahtata. Stejny postup pobihal i u IPM. Bylo
navazeno 500 mg IPM a k nému bylo pfidano 5 mg Ind. IPM byl ptidavan v navazkach
50 mg az do rozpusténi Ind ve smési. Byla také zkoumana rozpustnost Ind ve smési MS,
IPM alec v poméru 5:2:3, coz bylo vlastné€ slozeni vnitini faze ve finalni formulaci. Smés
lipidii a lec byla roztavena v daném pomeéru a dikladné promichana. Poté bylo opét
navazeno 5 mg Ind, ke kterému byla postupné pfidavéana tato smés, a zjiStovalo se
mnozstvi, které je tfeba ptidat k rozpusténi Ind. Rozpusténi bylo indikovano opticky,

vymizenim viditelnych ¢astic Ind.

4.3.6 Priprava LN s Ind

Pted ptipravou samotné formulace byla zjistovana rozpustnost Ind ve smési MS, IPM a
lec. Smés téchto latek v poméru 5:2:3 byla pfedem roztavena v su$arné a tadné
zamichdna. Nasledné bylo navazeno 5 mg Ind, ke kterému byla postupné piidavana
navazka této smési pii zahfivani v susarn¢é na teplotu 80 °C. Tato navazka Ind byla
nakonec rozpusténa ve 483 mg této smési. Z této hodnoty byla vypocitana potiebna
navazka Ind, ktery se rozpusti ve formulaci obsahuji 50 mg smési lipidl. Pro ptipravu
byla vybrana finalni formulace obsahujici ve vnitini fazi 25 mg MS, 15 mg lec, 10 mg
IPM a organicka rozpoustédla CHLO a MET v pomérech 1:1 o celkovém objemu 1 ml.
Vnéjsi faze byla 0,1% roztok Kolliphoru P188 o objemu 10 ml. Vypocitana navazka Ind,
ktery se rozpusti ve zkoumané smési lipida, byla 0,518 mg Ind.

Z této hmotnosti bylo vypocitdno mnozstvi Ind, které by se rozpustilo v 80 % a ve 200 %
hmotnosti dané smési lipidi. Hodnoty jsou uvedeny v tabulce ¢. 1. Vypocitané navazky
Ind byly dale pouzity pro enkapsulaci rizného mnozstvi Ind do LN, navazka smési lipidu
pfi ptipravé LN byla vzdy stejna (50 mg). Hodnota 80 % byla vybrana, aby bylo jisté, Ze
bude vSechen Ind enkapsulovan uvniti LN. Hodnota 200 % byla vybrana, abychom zjistili
co se stane, pokud pfiddme do LN vice Ind, nez je rozpustné ve smési lipidi. Tedy zda
jsou LN schopné enkapsulovat i1 vét§i mnozstvi Ind, nez je rozpustné v samotné smesi

lipidi.
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Tabulka 1 — Navazky Ind, které se rozpusti vdaném mnoZstvi lipidii. 100 % mnoZstvi lipidii je zde 50 mg.

Mnozstvi lipidi uvedené v % Ind (mg)

80 0,414

100 0,518

200 1,035
4.4 DSC

Pomoci DSC byly prométeny vzorky s Ind, lec, MS, IPM, jejich smési a riizné formulace
LN. Pfed métenim LN byla provedena nejprve jejich purifikace. Pfi pripravé pred
méfenim bylo nutné velmi piesné navazit zkoumanou latku. Pro méfeni se pouzivaly dva
hlinikové kelimky, jeden byl zvazen prazdny a byl pouzit jako referen¢ni vzorek. Druhy
kelimek byl zvdzen nejprve prazdny a poté se zkoumanou latkou, kterd byla navazena
v mnozstvi 5-10 mg s pfesnosti na pét desetinnych mist. Pro lec byl pouzit vétsi kelimek,
specialné urcen pro kapalné latky. Nasledné byly kelimky zapecetény, zvazeny a vlozeny
pinzetou do pfistroje. Na pocitaci byl nastaven pozadovany rozsah méfenych teplot a
rychlost ohfivani na 10 K.min™!, u nékterych vzorki byla tato rychlost nastavena na 1
K.min™!. Rozsah teplot byl nastaven v rozmezi -20 °C az 200 °C.

V tabulce €. 2 je uveden seznam vSech méfenych vzorkt a jejich rychlosti méteni. Smési
uvedené v tabulce jsou sloZzeny z MS, IPM a lec v pomé&ru 5:2:3. SLN jsou pfipraveny
z 25 mg MS a 15 mg lec, navic je pfi ptipravé pouzit Kolliphor P188, NLC jsou totozné,
akorat navic obsahuji 10 mg IPM.
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Tabulka 2 - Pfehled méfenych vzorki na DSC

Vzorek Rychlost méreni
Ind 10 K.min™!
Ind 1 K.min!
MS 10 K.min'!
MS 1 K.min!
Lec 10 K.min™!
Smés 10 K.min'!
Smés 1 K.min!
Smés + Ind 10 K.min™!
Smés + Ind 1 K.min!
SLN bez Ind 10 K.min™!
SLN s Ind 10 K.min™!
NLC bez Ind 10 K.min!
NLC bez Ind 1 K.min!
NLC s Ind 10 K.min™!
NLC s Ind 1 K.min!

4.4.1 Purifikace LN

Pro zkoumani LN bylo potfeba nejprve provést purifikaci pfipravenych nanocastic.
Ptipravend formulace byla nejprve proméfena na pfistroji Zetasizer a nasledovala
purifikace. Smés byla umistnéna ve stejnych objemech do vialek pro centrifugu.
Centrifuga byla nejprve nastavena na 15 min, 4 °C a 7000 g, ale po centrifugaci vzorkl
se ukazalo toto nastaveni jako nedostatecné, jelikoz nedoslo k sedimentaci nanocastic a
nasledoval dal$i cyklus pii nastaveni na 15 min a 20000 g. Nékteré vzorky musely byt
separovany pomoci centrifugy i potieti a to na dalSich 30 minut a 20000 g. Poté byly na
dné sedimentované LN. Supernatant byl odstran¢én a sedimentované LN byly suseny dva
dny v digestofi za laboratorni teploty na vzduchu. Vysusené¢ LN byli navaZzeny do
hlinikového kelimku. Dale nasledovalo méfeni pomoci DSC.

JelikoZ byla centrifugace u nékterych vzorkli malo efektivni a vytézek byl nizky, byla
zkouSena purifikace LN pomoci dialyzy. Pfipravend formulace LN byla vpravena do

dialyza¢ni membrany, kterd byla uzaviena svorkou. Dialyzacni membréna byla vlozena
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do kadinky s vodou, kterd byla michanda na magnetické michacce. Purifikace touto

metodou vsak nebyla uspesna, jelikoz doslo k vysrazeni LN v membran¢ (obrazek €. 9).

Obrazek 9 - Vysrazeni LN v dialyza¢ni membrané

Dale byly LN purifikovany pomoci centrifugy a centrifuganiho membranového
koncentratoru Vivaspin. Sklada se z malé zkumavky rozdélené na dvé ¢asti ultrafiltrani
membranou. V horni ¢asti se nachazi vzorek, ktery ma byt zkoncentrovan. Béhem
centrifugace dochdzi pomoci membranové ultrafiltrace k odd€leni rozpoustédla, které
pfechdzi do dolni ¢asti této zkumavky. Jsou rtzné druhy téchto filtri, dle objemu
zkoumaného vzorku a molekulové hmotnosti dané latky.®® Pro nase ucely jsme pouzili
centrifuga¢ni filtr Vivaspin 500 MWCO 100 000 g.mol'. Do kazdého filtru bylo
umisténo 0,5 ml vzorku, nasledovala separace pomoci centrifugy. Ziskany filtrat byl dale

pouzit pro HPLC analyzu a koncentrat byl pouzit pro DSC.
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4.5 HPLC

Pro zjisténi enkapsulacni efektivity a naplnéni LN léCivem byly piipravené vzorky
zkoumany pomoci HPLC. Nasledovala ptiprava LN. Celkem byly pfipraveny tfi druhy
vzorkd NLC. Vzorky jsou popsany v tabulce ¢. 3.

Tabulka 3 - Vzorky méfené pomoci HPLC - formulace obsahuje organicka rozpoustédla CHLO + MET v
poméru 1:1, 10 mg IPM, surfaktanty lec 15 mg a Kolliphor P188 0,1% a dale mnoZstvi Ind dle tabulky. Slepy

vzorek je pouze NLC bez enkapsulovaného Ind.

MnozZstvi Ind (mg) Mnozstvi Ind v 1 mg LN
1 Slepy vzorek -
2 0,414 8,28 ug
3 1,035 20,7 ng

4.5.1 Priprava vzorki

Nejprve byly pfipraveny vnéjsi a vnitini f4ze a nédsledovala tvorba LN pomoci emulzni
odparovaci metody. Vnitini faze byla tvofena rozpoustédly CHLO a MET v poméru 1:1
o celkovém objemu 1 ml. Déle obsahovala 25 mg MS, 10 mg IPM, 15 mg lec a Ind
v navaZzce dle druhu vzorku. Vnéjsi faze byla tvotena 0,1% roztokem Kolliphoru P188.
Ptipravené LN byly proméfeny na pfistroji Zetasizer a nésledné prefiltrovany pres filtr
1,2 um. DalSim krokem byla separace LN pomoci centrifugy, pro kterou byl pouzit
centrifugacni filtr Vivaspin 500, 100 000 MWCO. Do kazdé z téchto filtra¢nich vialek
bylo pfidano 0,5 ml vzorku. Centrifuga byla nejprve nastavena na 20 min, 12000 g pfi
teplot¢ 4 °C. Po probéhnuti tohoto cyklu vSak nebylo ziskano dostate¢né mnozstvi
vzorku. Dalsi cyklus byl nastaven na 21000 g, 4 °C a 20 min a prob&hl dvakrat. Po tfetim
cyklu bylo ziskédno dostate¢né mnozstvi vzorku. U nékterych vzorkd bylo nastaveni
centrifugy 12000 g a 40 min. Nastaveni centrifugy bylo individuélni, vzdy dle vysledkt
separace LN. U né&kterych vzorkl trvala separace del§i dobu, zezacatku byla doba
separace nastavena na 20 min, nicmén¢ cyklus musel byt opakovan, a tak byl pozdéji ¢as
nastaven rovnou na 40 min.

Ze vzniklého filtratu bylo odebrano 250 ul vzorku do vialky a k nému bylo ptidano 250
pl mobilni faze, ktera byla predem ptipravena. Nasledné byly vzorky uchovany pfi teploté
-20 °C ve vialce az do méfeni HPLC. Dalsi pfipravované vzorky byly roztok Kolliphoru

P188 v destilované vodé o koncentraci 2,5 mg.ml™!, ktery byl dale fedén. Jako testovaci
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vzorky byly pouzity roztok Kolliphoru P188 o koncentraci 1,25 mg.ml™! a roztok Ind o
koncentraci 2,75 mg.ml™!.

Jelikoz byly ziskané vysledky nedostacujici pro vyhodnoceni, pro upfesnéni vysledki
byly jesté nasledné ptipraveny dalsi vzorky, dva vzorky NLC s navdzkou Ind 0,414 mg,
dva vzorky NLC bez Ind, spike (vzorek LN bez Ind smichany s mobilni fazi, obsahujici
Ind v koncentraci 2,5 ug.ml"! v poméru 1:1). Dale byly analyzovany vzorky MS, IPM a
lec rozpusténé v mobilni fazi. Seznam vSech métenych vzorkl je uveden v tabulce €. 6 a

7.

4.5.2 Méreni

Pfed méfenim byla pfipravena mobilni faze, kterd byla sloZena z acetonitrilu, vody a
kyseliny octové v poméru 90:60:5. Déle byly pfipraveny vzorky pro kalibracni kiivku,
navazka 550 pg Ind byla rozpusténa ve 25 ml mobilni faze, vznikl roztok Ind o
koncentraci 22 pg.ml!, ktery byl dale fedén. Koncentrace roztoku jsou popsany v tabulce

¢. 4.

Koncentrace roztoku Ind pro
Kkalibraéni k¥ivku (pg.ml )
1 22,000
11,000
5,5000
2,7500
1,3750
0,6875
0,3438

Tabulka 4 - Roztoky pro kalibraé¢ni kiivku.

N N | B W

Parametry méfeni jsou shrnuty v tabulce €. 5. Pfed samotnym méfenym byla kolona
promyta nejprve roztokem MET a vody v poméru 1:1 deset minut a nasledn€ mobilni fazi
az do ustaleni tlaku. Pro kontrolu reprodukovatelnosti vysledkl byl jako prvni prométen
trikrat stejny vzorek o koncentraci Ind 1,375 mg.ml!. Nésledn& byl analyzovan vzorek
Kolliphoru P188 o koncentraci 1,25 mg.ml' a poté roztok pfipraveny smisenim
Kolliphoru P188 o koncentraci 1,25 mg.ml™! a roztok Ind v mobilni fzi o koncentraci

2,75 mg.ml! v poméru 1:1. Déle byly proméfeny vzorky pro kalibra¢ni kiivku a poté
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nasledovalo méfeni pfipravenych zkoumanych vzorkti NLC bez Ind, a s enkapsulovanym

Ind v mnozstvi 0,414 mg a 1,035 mg. Tyto vzorky NLC byly ptipraveny vzdy dvakrat.

Tabulka 5 - Parametry méieni ©!

Parametry HPLC

Kolona LiChrospher 100 (LiChroCart 250-4) RP-18
endcapped (5 pm) — s reverzni fazi

Mobilni faze acetonitril, voda a kyselina octova v poméru 90:60:5

Prutok 1 ml.min™!

Nastfikovany objem 50 ul

Teplota kolony 40 °C

UV detekce 260 nm

Doba analyzy 20 min

Tabulka 6 - Seznam méfenych vzorki pomoci HPLC p¥i prvni analyze

Cislo SloZeni vzoru Pocet vzorku
vzorku

1 NLC 0,414 mg Ind 2

2 NLC 1,035 mg Ind 2

3 NLC blank 2

4 Ind 2,5 pg.ml! 3

5 Spike (2,75 pg.ml™! Ind + 1,25 mg.ml"! Kolliphor P188) | 1

6 Kolliphor P188 1,25 mg.ml’! 1
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Tabulka 7 - Seznam méfenych vzorki pomoci HPLC pii druhé analyze

Cislo | SloZeni méfeného vzorku Pocet vzorku
vzorku

1 NLC 0,414 mg Ind 2

2 NLC 1,035 mg Ind 1

3 NLC blank 1

4 Spike (0,25 ml NLC blank + 0,25 ml MF s 2,5 ulml! | 1

Ind)

5 IPM 10,5 mg.ml! 1

6 Lec 13 mg.ml’! 1

7 MS 11,5 mg.ml’! 1

4.6 Vysledky a diskuze

4.6.1 Metoda nanoprecipitace

LN byly nejprve piipraveny metodou nanoprecipitace. Hodnoceny byly parametry LN,
jako jsou velikost ¢astic, hodnota PDI a zeta potencidl. Ziskané vysledky jsou shrnuty
v tabulce €. 8 a na obrazku ¢. 10 a 11. Nejmensi ¢astice o velikosti 236,4 nm vznikaly pii
koncentraci Kolliphoru P188 0,5% o hodnoté PDI 0,492 s vnitini fazi tvotenou ACE a
0,5%, ale pti pouziti vnitini faze pouze s ACE. Metoda nanoprecipitace se ale ukadzala
jako nevhodna, jelikoZ po pfidani vnitini faze do vn&j$i faze vznikaly na hladiné velké
shluky lipidu. Po filtraci zlstalo na filtraénim papife vétSina pfidaného lipidu. Velikost
¢astic a PDI byla pfili§ vysoka a hodnoty zeta potencialu byly naopak nizké. Samotny
ACE se ukézal jako nevhodny pro ptipravu LN, protoze pouzity lipid MS byl Spatné
rozpustny v ACE. MS v ACE bylo potieba zahfivat, ale i po mirném ochlazeni lipid ihned
krystalizoval v roztoku. Proto byla v nésledujicich pokusech pouzita emulzni odpafovaci

metoda.
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Tabulka 8 — LN pripravené metodou nanoprecipitace

Velikost Zeta potencial
Vzorek | Rozpoustédlo Surfaktant | (nm) PDI |(mV) Poznamka
1| ACE P188 0,5% 582,810,385 -4,8 50 mg MS
2| ACE P188 1% 1390,0 {0,493 -22,0 150 mg MS
3|ACE P188 2% 918,310,483 -21,6 |50 mg MS
4| ACE + CHLO 1:1 |P1880,5% 236,410,492 -26,8
5|ACE + CHLO 1:1 |P188 1% 682,710,926 -17,2
6 | ACE + CHLO 1:1 |P188 2% 710,010,612 -13,5

1500

1000

500

Velikost ¢astic (nm)

Zavislost velikosti castic na koncentraci surfaktantu a

rozpoustédle

ACE

ACE+CHLO

m P1880,5%
mP188 1%
W P188 2%

Obrazek 10 — Zavislost velikosti ¢astic na koncentraci surfaktantu Kolliphor P188 a rozpoustédle

Zavislost hodnoty PDI na koncentraci surfaktantu a

rozpoustédle

PDI

ACE

ACE+CHLO

mP1880,5%
mP188 1%
m P188 2%

Obrazek 11 - Zavislost hodnoty PDI na koncentraci surfaktantu Kolliphor P188 a rozpoustédle
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4.6.2 Emulzni odparovaci metoda

U emulzni odpafovaci metody byly zkouseny rizné druhy organickych rozpoustédel a

jejich poméry pfi pripravé vnitini faze. Konkrétni slozeni zkousenych vzorki a jejich

parametry jsou uvedeny v nasledujici kapitole.

4.6.2.1 Prehled vzorku

V tabulce €. 9 je uvedeny seznam métrenych vzorkt, slozeni rozpoustédel, surfaktantli a

parametry LN.

™

Tabulka 9 — Emulzni odpafovaci (metoda 1 — Kk vnitini fazi pfidana cela vnéjsi faze najednou, metoda 2 —

ewr

k vnitini fazi pridana vnéjsi faze ve dvou krocich)

Zeta
Velikost potencial
Vzorek | Rozpoustédlo Surfaktant (nm) PDI |[(mV) Poznamka

7| CHLO P188 0,5% 300,3| 0,483 -5,1 | Metoda 1
8 | CHLO P188 1% 310,7| 0,813 -3,2 | Metoda 1
9| CHLO P188 2% 1261,0| 0,747 -4,8 | Metoda 1
10| CHLO P188 0,5% 252,51 0,659 -8,7 | Metoda 2
11| CHLO P188 1% 241,0| 0,613 -10,7 | Metoda 2
12 |CHLO P188 2% 226,2| 0,986 -4,3 | Metoda 2
13| DCHLM P188 0,5% 437,51 0,787 -8,8 | Metoda 1
14| DCHLM P188 1% 590,5| 0,788 -5,5 | Metoda 1
15| DCHLM P188 2% 1514,0| 0,845 -6,9 | Metoda 1
16 | DCHLM P188 0,5% 853,3] 0,910 -28,1 | Metoda 2
17| DCHLM P188 1% 1008,0| 0,851 -16,3 | Metoda 2
18 | DCHLM P188 2% 1988,0| 1,000 -15,6 | Metoda 2
19 |CHLO P188 0,5% +lec 7 mg 265,81 0,289 -29,1 | Metoda 2
20| CHLO P188 1% + lec 7 mg 231,91 0,306 -30,5 | Metoda 2
21| CHLO P188 2% + lec 7 mg 258,31 0,393 -28,0 | Metoda 2
22 |CHLO P188 0,5% + lec 15mg 188,1| 0,235 -33,0 | Metoda 2
23 |CHLO P188 1% + lec 15 mg 330,6 | 0,479 -43,8 | Metoda 2
24| CHLO P188 2% + lec 15 mg 322,11 0,446 -33,6 | Metoda 2
25| CHLO + MET P188 0,5% + lec 7 mg 200,0| 0,283 -41,3 | Metoda 2
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26 | CHLO + MET P188 1% + lec 7 mg 201,4| 0,298 -30,3 | Metoda 2

27| CHLO + MET P188 2% + lec 7 mg 273,81 0,429 -27,5 | Metoda 2

28 |CHLO + MET P188 0,5% + lec 15mg 150,2 | 0,237 -39,4 | Metoda 2

29| CHLO + MET P188 1% + lec 15 mg 154,4| 0,282 -37,3 | Metoda 2

30 |CHLO + MET P188 2% + lec 15 mg 195,2| 0,364 -29,9 | Metoda 2

31|CHLO + ACE P188 0,5% + lec 7 mg 182,8| 0,302 -33,5 | Metoda 2

32 |CHLO + ACE P188 1% + lec 7 mg 197,41 0,318 -35,6 | Metoda 2

33 |CHLO + ACE P188 2% + lec 7 mg 175,11 0,456 -29,5 | Metoda 2

34| CHLO + ACE P188 0,5% + lec 15mg 140,0| 0,262 -42,7 | Metoda 2

35|CHLO + ACE P188 1% + lec 15 mg 142,21 0,332 -40,2 | Metoda 2

36 |CHLO + ACE P188 2% + lec 15 mg 186,6 | 0,335 -40,9 | Metoda 2
CHLO + MET

37|3:1 P188 0,5% 674,2| 0,471 -23,4 | Metoda 2
CHLO + MET

38(3:1 P188 1% 815,5] 0,693 -23,9 | Metoda 2
CHLO + MET

3913:1 P188 2% 1520,0| 0,814 -17,9 | Metoda 2
CHLO + MET

40 3:1 P188 0,5% + lec 7 mg 197,51 0,290 -30,9 | Metoda 2
CHLO + MET

4113:1 P188 1% + lec 7 mg 203,21 0,344 -30,4 | Metoda 2
CHLO + MET

423:1 P188 2% + lec 7 mg 210,0| 0,431 -29,3 | Metoda 2
CHLO + MET

4313:1 P188 0,5% + lec 15mg 152,4] 0,257 -33,9 | Metoda 2
CHLO + MET

44 3:1 P188 1% + lec 15 mg 159,4| 0,292 -35,5 | Metoda 2
CHLO + MET

453:1 P188 2% + lec 15 mg 198,0 | 0,395 -31,5 | Metoda 2
CHLO + ACE

46|1:3 P188 0,5% + lec 7 mg 148,8| 0,401 -38,9 | Metoda 2
CHLO + ACE

47113 P188 1% + lec 7 mg 118,8| 0,488 -36,6 | Metoda 2
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CHLO + ACE

4811:3 P188 2% + lec 7 mg 153,2| 0,557 -34,4 | Metoda 2
CHLO + ACE

491:3 P188 0,5% + lec 15 mg 139,3| 0,347 -41,9 | Metoda 2
CHLO + ACE

50(1:3 P188 1% + lec 15 mg 113,3| 0,444 -43,0 | Metoda 2
CHLO + ACE

S51(1:3 P188 2% + lec 15 mg 139,2| 0,504 -39,5 | Metoda 2
CHLO + MET

52|13 P188 0,5% + lec 7 mg 160,6 | 0,286 -33,2 | Metoda 2
CHLO + MET

53(1:3 P188 1% + lec 7 mg 215,21 0,414 -34,6 | Metoda 2
CHLO + MET

5411:3 P188 2% + lec 7 mg 322,61 0,615 -28,9 | Metoda 2
CHLO + MET

55(1:3 P188 0,5% +lec 15 mg 122,5] 0,247 -28,1 | Metoda 2
CHLO + MET

56|1:3 P188 1% + lec 15 mg 180,11 0,312 -35,9 | Metoda 2
CHLO + MET

57113 P188 2% + lec 15 mg 279,41 0,490 -37,4 | Metoda 2
CHLO + MET

58(1:3 P188 0,1% + lec 7 mg 146,6| 0,245 -35,7 | Metoda 2
CHLO + MET

5911:3 P188 0,1% +lec 15 mg 119,5| 0,225 -38,0 | Metoda 2

60 | CHLO + ACE P188 0,1% + lec 7 mg 195,1] 0,269 -34,9 | Metoda 2

61 |CHLO + ACE P188 0,1% +lec 15 mg 155,41 0,278 -43.,4 | Metoda 2

62 |CHLO + MET P188 0,1% + lec 7 mg 181,41 0,262 -37,3 | Metoda 2

63 |CHLO + MET P188 0,5% +lec 7 mg 186,8 | 0,267 -35,5 | Metoda 2

64 | CHLO + MET P188 1% + lec 7 mg 196,7| 0,331 -32,5 | Metoda 2

65| CHLO + MET P188 0,1% +lec 15 mg 138,91 0,226 -41,6 | Metoda 2

66 | CHLO + MET P188 0,5% +lec 15 mg 132,9] 0,234 -40,9 | Metoda 2

67 |CHLO + MET P188 1% + lec 15 mg 142,8| 0,278 -38,2 | Metoda 2
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CHLO + MET

683:1 P188 0,1% + lec 7 mg 221,61 0,261 -36,9 | Metoda 2
CHLO + MET Nefiltrované

69 |3:1 P188 0,1% + lec 7 mg 2246 0,267 -40,8 | Metoda 2
CHLO + MET

7013:1 P188 0,1% + lec 15 mg 185,2| 0,249 -43,8 | Metoda 2
CHLO + ACE 2 ml

76| 1:3 P188 0,1% + lec 7 mg 211,41 0,251 -38,7 | rozpoustédla
CHLO + ACE 2 ml

77(1:3 P188 0,1% + lec 15 mg 157,1| 0,246 -40,2 | rozpoustédla
CHLO + MET 2 ml

7811:3 P188 0,1% + lec 7 mg 187,81 0,258 -36,9 | rozpoustédla
CHLO + MET 2 ml

7911:3 P188 0,1% +lec 15 mg 144,5| 0,239 -44,0 | rozpoustédla

U formulace obsahujici ve vnitini fazi pouze CHLO (vzorek €. 7-12) a DCM (vzorek ¢.
13-18) byl zjistovan vliv metody sonikace na vlastnosti ¢astic (obrazek ¢. 12, 13). U
formulace s CHLO mély ¢astice mensi velikost 1 PDI pfi ptipraveé metodou 2, u formulace
s DCM byla zavislost opa¢na. Formulace s CHLO vSak vychédzela v porovnani
s formulaci s DCM Iépe. Nejmensi Castice byly ve vzorku €. 12 o velikosti 226,2 nm,
nejmensi Castice ve vzorku €. 13. o velikosti 437,5 nm a PDI 0,787. U nasledujicich
vzorkl (€. 19-58) byla proto pouzita metoda 2 a jako rozpoustédlo do vnitini faze byl

pouzit CHLO.
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Zavislost velikosti ¢astic na metodé sonikace a koncetraci surfaktantu

1400

1200
£ 1000
2
+ 800
S
+ 600
_g B Vnéjsi faze pridana v
E 400 jednom kroku

200 M Vnéjsi faze pridand ve
0 dvou krocich

Kolliphor P188  Kolliphor P188  Kolliphor P188
0,5% 1% 2%

Koncentrace surfaktantu

Obrazek 12 — Zavislost velikosti ¢astic LN na metodé sonikace a koncentraci surfaktantu. Formulace s CHLO

Zavislost velikosti ¢astic na metodé sonikace a koncetraci surfaktantu

2500

2000

1500

m Naliti vnéjsi faze naraz
1000

m Vnéjsi faze pridana 2x

Velikost €astic (nm)

500

Kolliphor P188 0,5% Kolliphor P188 1% Kolliphor P188 2%
Koncentrace Kolliphoru P188

Obrazek 13 - Zavislost velikosti ¢astic na metodé sonikace a koncentraci surfaktantu. Formulace s DCM.

4.6.2.2 Vliv surfaktantd na vlastnosti ¢astic

U vzorkt €. 7-18 byl pouzit jako surfaktant pouze Kolliphor P188. Je to poloxamer 188,
ktery se sklada z jednotek polypropylenoxidu a polyethylenoxidu. SlouZi ve formulaci
jako stabilizator vzniklych &astic a solubilizator. Cislo v nidzvu oznaGuje obsah
polyetylenoxidu v % a molekulovou hmotnost polypropylenoxidu. Kriticka micelarni

).62 Je to hodnota koncentrace

koncentrace tohoto surfaktantu je 0,48 mmol.I"' (pH = 7,4
surfaktantu, pfi které se zacinaji tvofit v roztoku micely. Po dosazeni této koncentrace,
dalsi pfidavani surfaktantu nesnizuje povrchové napéti, ale vznikaji micely. CMC je
ovlivnéna rliznymi vlivy (napf. teplota, tlak, pfidané elektrolyty).5* ¢4
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Pokud byl pouzit pouze Kolliphor P188, ve formulaci dochdzelo ke shlukovani lipidi
b&hem odparovani rozpoustédla, lipidy vytvarely shluky na hlading. Po filtraci zistavalo
na filtracnim papite velké mnozstvi lipidu. Nejvice hlukt lipidu na hladiné se vyskytovalo
pii koncentraci Kolliphoru P188 0,5%.

K porovnani na obrazku €. 14 je vyuzita metoda sonikace 2, ktera byla vyuZzivana pfi
dalsich pokusech. Nejmensi Castice u formulace s CHLO mély velikost 226,2 nm pfi
koncentraci P188 2% Nejmensi ¢astice u formulace s DCM mély velikost 853,3 nm pfi

koncentraci surfaktantu P188 0,5%.

Porovnani velikosti castic
2500
—g 2000
£
-é 1500 ——
R
% 1000 CHLO
= DCM
()
> 500
0
Kolliphor P188 0,5% Kolliphor P188 1% Kolliphor P188 2%
Koncentrace surfaktantu

Obrazek 14 - Porovnani velikosti ¢astic pii pouZiti rozpoustédel CHLO a DCHLM ve vnitini fazi

Ke zvysSeni stability byl pfidan dalsi surfaktant lecitin. Pfidani dalSiho surfaktantu by
mélo zmensit velikost ¢astic a zvysit jejich stabilitu pti skladovani.” Lecitin se sklada ze
zbytku mastnych kyselin, glycerolu, cholinu a kyseliny fosfore¢né. a vzhledem k jeho
hydrofilnim 1 lipofilnim vlastnostem plisobi emulgaéné. CMC lecitinu se pohybuje
v rozmezi 0,18-0,28 mmol.I"! v zavislosti na pH (nejvys$si CMC pfi zasaditém pH). CMC
miiZze byt také ovlivnéno piidanim elektrolytu.®®

Lec byl v navazce 7 mg nebo 15 mg ptfidan do vnitini faze. Po pfidani lec se vyrazné
zménily vlastnosti ¢astic. Byly testovany formulace obsahujici ve vnitini fazi CHLO a
dale CHLO + MET v poméru 3:1.

Nejvyraznéjsi vliv mél lec na sniZeni hodnoty PDI a na zlepSeni vlastnosti formulace. U
formulace s CHLO (obrazek ¢. 15, 16) mély nejniz$i PDI o hodnoté 0,235 vzorky

v

potencidlu vyrazn€ vzrostly u vSech koncentraci lec, nejvyraznéji u koncentrace

47



Kolliphoru P188 1% + 15 mg lec na hodnotu -43,8 mV. Velikost ¢astic se snizila pii
koncentraci Kolliphoru P188 0,5% + 15 mg lec a naopak se zvysila pfi koncentraci
Kolliphoru P188 2% pfti vSech koncentracich lec. Toto zvétSeni velikosti ¢astic mohlo byt
zpusobeno agregaci LN pfi pfili§ vysoké koncentraci surfaktantu ve vodné fazi. Jak je
vidét na obrazku €. 19 a 20, vyrazné se snizila tvorba shlukii na hlading, po pfidani lec do
formulace.

U dalsi zkouSené formulace obsahujici CHLO + MET 3:1, pfidany lec vyrazné sniZzil
velikost Castic a PDI, také zvysil zeta potencial (obrazek €. 17, 18). Nejmensi Castice o
P188 0,5% a lecitinu 15 mg. Hodnota zeta potencidlu byla nejvyssi pifi kombinaci

Kolliphoru P188 1% a lec 15 mg.

Vliv surfaktantt na velikost ¢astic a PDI

350 1,2
300 1
= 250
g 0,8 .
< mm Velikost bez lec
= 200 P
;§ 06 D mm Velikost Lec 7mg
"g 150 | mm Velikost Lec 15mg
-
= 0,4
g 100 ——PDI bez lec
—#—PDl lec 7mg
50 0,2
—&—PDl lec 15mg
0 0

Kolliphor P188 Kolliphor P188 Kolliphor P188
0,5% 1% 2%

Koncentrace Kolliphoru P188

Obrazek 15 - Vliv surfaktanti u formulace s CHLO na velikost ¢astic a PDI

48



Zeta potencial (mV)

Vliv surfaktantili na zeta potencial

M bez lec
W Lec7mg

W Lec 15mg

Obrazek 16 - Vliv surfaktantii na zeta potencial, pouZité organické rozpoustédlo - CHLO

1600
1400

[any
N
o
o

1000
800
600

Velikost ¢astic (nm)

400
200

a PDI

Kolliphor P188
0,5%

Kolliphor P188
1%

Kolliphor P188
2%

Koncentrace surfaktatu

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1
0

PDI

Vliv surfaktantt u formulace CHLO + MET 3:1 na velikost ¢astic

mm Velikost bez lec
mm Velikost lec 7mg
m Velikost lec 15mg
—o—PDI bez lec
——PDl lec 7mg

—#A—PDI 15mg

Obrazek 17 - Vliv surfaktant u formulace CHLO + MET 3:1 na velikost ¢astic a PDI.
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Vliv surfaktant u formulace CHLO + MET 3:1 na zeta potencial

£

£

(%)

= m bez lec
Ny

0

= mlec 7mg
S

= mlec 15mg
>

Koncentrace Kolliphoru P188

Obrazek 18 - Vliv surfaktantii na zeta potencial u formulace CHLO+MET 3:1

Ptidany lecitin ma amfifilni vlastnosti a zaroven je lipofilni, Kolliphor P188 je hydrofilni,
spolu v kombinaci tvoii komplexni emulgator. Jejich kombinaci dochéazi ke sniZeni
mezipovrchového napéti a lepsi stabilizaci emulze. Vzniklé LN tak maji niZsi velikost i

hodnotu PDL.% 73

Obrazek 19 - Pouzity surfaktant Kolliphor P188 — na hladiné jsou shluky lipidu
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Obrazek 20 - Pouzity surfaktant Kolliphor P188 a lec — bez shluka

Pro ob¢ formulace je vyhodnéjsi vys$si mnozstvi lec az na vzorky ¢. 33 a 36, kde jsou
¢astice mensi pii koncentraci Kolliphoru P188 2% s niz§im mnoZzstvi lec. Hodnoty PDI
jsou vzdy niz$i pii nejnizsi koncentraci Kolliphoru P188 0,5%, vliv lec na hodnotu PDI
neni az tak jednozna¢ny a méni se s koncentraci Kolliphoru P188. Na vlastnosti LN maji
také vyznamny vliv pouzitd rozpoustédla, mensi velikost ¢astic mély Castice pii pouziti
MET+ACE 1:3, hodnota PDI byla vétSinou mirné vyssi (liSila se dle koncentrace
Kolliphoru P188).

Nejlepsi parametry mél vzorek €. 34 s velikosti LN 140 nm, PDI = 0,262 a s hodnotou
zeta potencidlu -42,7 mV. Hlavnim problémem u formulace CHLO+ACE 1:3 byla Spatna
rozpustnost MS v ACE. U formulace CHLO+MET 1:3 se MS rozpoustél 1épe, nicméné
stale byl lipid obtiZné rozpustny. Vnitini faze musela byt pied sonikaci zahtivana, aby
doslo k rozpusténi lipidu. Pfi nasledném ochlazeni vnitini faze dochézelo k rychlé
krystalizaci lipidu. To je mozna i divod vysSich hodnot PDI zejména u formulace
CHLO+ACE 1:3. S témito vzorky se tedy velmi §patné pracovalo, protoZe po rozpusténi
lipidu muselo dojit velmi rychle k sonikaci, aby lipid nekrystalizoval. Vzhledem k témto
okolnostem nebyla tato formulace dale vyuzita pro pfipravu findlni formulace.

U formulace obsahujici ve vnitini fazi CHLO+MET v poméru 1:3 byly testovany Ctyii
koncentrace Kolliphoru P188 a dvé koncentrace lec. Z osmi testovanych moZznosti byly
nejlepsi vysledky u formulace s nejniz§im mnozstvim Kolliphoru P188 0,5% a nejvétsim
mnozstvim lec 15 mg. Castice mély velikost 119,5 nm, PDI 0,225 a hodnotu zeta

potenciadlu -38 mV. ZhorSeni vlastnosti ¢astic pfi zvyseni koncentrace Kolliphoru P188
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muze byt zpisobeno interakci mezi pouzitymi surfaktanty, je tedy tfeba najit vzdy

optimalni koncentraci surfaktantd.

Vliv surfaktantd na velikost ¢astic u formulace CHLO + MET 1:3
350
300
€ 250 -
(%]
2200 ——  mKolliphor P188 0,1%
Ny
5150 - Kolliphor P188 0,5%
o
= 100 - Kolliphor P188 1%
>
50 - Kolliphor P188 2%
0
lec 7mg lecl5mg
Koncentrace lec

Obrazek 21 - Vliv surfaktanta na velikost ¢astic u formulace CHLO + MET 1:3

Na obrazku ¢. 22 a 23 je porovnani velikosti ¢astic a PDI u dalSich pfipravovanych
formulaci, které obsahovaly ve vnitini fazi rizné poméry organickych rozpoustédel
(CHLO, MET, ACE). Ve vétsin¢ ptipadi se velikost ¢astic snizovala se snizujici se
koncentraci Kolliphoru P188 0,5% a obsahu lec 15 mg. U formulaci s vnitini fazi CHLO
+ ACE 1:3 (s obsahem 7 mg i 15 mg lecitinu) a se samostatnym CHLO (s obsahem 7 mg
lec) byla nejvyhodnéjsi koncentrace Kolliphoru P188 1%. Hodnota PDI byla nizsi pfi
mnozstvi lecitinu 15 mg, azZ na vzorek €. 19. a 20., kde ve formulaci s CHLO bylo
vyhodné&j$i mnozstvi lec 7 mg pii koncentraci Kolliphoru P188 1% a 2%. Hodnota PDI
byla ve vSech ptipadech nejnizsi pii koncentraci Kolliphoru P188 0,5%.

Na obrazku €. 24 a 25 jsou shrnuté vysledky ptipravenych formulaci s lec. Z vysledka
tedy vyplyva, Ze se zvySujici koncentraci lecitinu se sniZzuje velikost ¢astic 1 PDI a pfti
zvySujici se koncentraci Kolliphoru P188 se zvétSuje velikost ¢astic 1 PDI. Formulace se
také liSily riznymi vlastnostmi v pribéhu piipravy. Vzorky €. 19 az 24 s vnitini fazi
obsahujici pouze CHLO se odliSovaly i béhem pfipravy. Po sonikaci formulace velmi
zhoustla do konzistence hustého jogurtu a méla bilou barvu. Po odpateni rozpoustédla
byla formulace ¢ird s vyraznou opalescenci. Ostatni vzorky byly ¢iré s mirnou

opalescenci.
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Vliv surfaktantti na velikost castic a PDI a porovnani formulaci
CHLO+MET 1:1 a CHLO+ACE 1:1

0,5 300
0,45
0,4 250
= mmm Velikost - ACE + lec 7mg
0,33 200 E
03 £ mmm Velikost - ACE + lec 15mg
’ =
- .
E 0,25 150 ﬁ [ Velikost - MET + lec 7mg
0,2 g Velikost - MET + lec 15mg
100 =
0,15 K ——PDI - ACE + lec 7mg
0,1 50 —#—PDI - ACE + lec 15mg
0,05 —=—PDI - MET + lec 7mg
0 0 —PDI - MET + lec 15mg

Kolliphor P188 Kolliphor P188 Kolliphor P188
0,5% 1% 2%

Koncentrace surfaktantu

Obrazek 22 - Vliv surfaktantii na velikost ¢astic a PDI a porovnani formulaci CHLO+MET 1:1 a CHLO+ACE
1:1, - velikost ¢astic, body = PDI

Vliv surfaktantti na velikost ¢astic a PDI a porovnani formulaci
CHLO+MET 1:3 a CHLO+ACE 1:3

350
300
= e Veli - ACE +
250 F Velikost - ACE + lec 7mg
% m Velikost - ACE + lec 15mg
200 5
=) fé [ Velikost - MET + lec 7mg
a Q
150 § Velikost - MET + lec 15mg
=
100 E ——PDI - ACE + lec 7mg
50 = PDI - ACE + lec 15mg
~——PDI - MET + lec 7mg
0

-—PDI - MET + lec 15mg

Kolliphor P188 Kolliphor P188 Kolliphor P188
0,5% 1% 2%

Koncentrace surfaktantu

Obrazek 23 - Vliv surfaktantii na velikost ¢astic a PDI a porovnani formulaci CHLO+MET 1:3 a CHLO+ACE
1:3, - velikost ¢astic, body = PDI
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350

300

250

200

150

Velikost ¢astic (nm)

100

50

Porovnani velikosti ¢astic u pripravenych formulaci

Kolliphor P188 0,5% Kolliphor P188 1%  Kolliphor P188 2%
Koncentrace Kolliphoru P188

B CHLO +lec 7mg

B CHLO +lec 15mg

B CHLO + MET lec 7mg

B CHLO + MET lec 15mg

B CHLO + ACE lec 7mg

B CHLO + ACE lec 15mg

B CHLO + MET 3:1 + lec 7mg

B CHLO + MET 3:1 + lec 15mg

M CHLO + ACE 1:3 + lec 7mg
CHLO + ACE 1:3 + lec 15mg

B CHLO + MET 1:3 + lec 7mg

M CHLO + MET 1:3 + lec 15mg

Obrazek 24 - Porovnani velikosti ¢astic u pripravenych formulaci
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PDI

0,7

Porovnani PDI u pfipravenych formulaci

B CHLO +lec 7mg

B CHLO +lec 15mg

B CHLO + MET lec 7mg

B CHLO + MET lec 15mg

B CHLO + ACE lec 7mg

B CHLO + ACE lec 15mg

B CHLO + MET 3:1 + lec 7mg

B CHLO + MET 3:1 + lec 15mg

M CHLO + ACE 1:3 + lec 7mg
CHLO + ACE 1:3 + lec 15mg

B CHLO + MET 1:3 + lec 7mg

M CHLO + MET 1:3 + lec 15mg

Kolliphor P188 0,5% Kolliphor P188 1%  Kolliphor P188 2%
Koncentrace Kolliphoru P188

Obrazek 25 - Porovnani PDI u pfipravenych formulaci

U nékterych formulaci byla zkousSena také koncentrace Kolliphoru P188 0,1% (obrazek
¢. 26). Velikost Castic se opét snizovala s rostouci koncentraci lec. Hodnota PDI se také
snizovala s rostouci koncentraci lec, az na formulaci CHLO + ACE, kde doslo k mirnému
rustu PDI. Zména vSak byla zanedbatelnd. U formulace CHLO + ACE nedoslo sniZenim
koncentrace Kolliphoru P188 ke snizeni velikosti ¢astic (hodnoty byly zhruba podobné
vzorktim s koncentraci 1%), doslo vSak ke sniZzeni hodnoty PDI u vzorku s mnozstvim
lec 7 mg. Zde doslo ke snizeni hodnoty PDI z hodnoty 0,302 (Kolliphor P188 0,5%) na
hodnotu 0,269. Pii mnozstvi lec 15 mg byla sice hodnota PDI niz8i v porovnani
s koncentraci Kolliphoru P188 1% a 2%, ale v porovnani s koncentraci 0,5% hodnota PDI
mirn¢ stoupla z 0,262 (0,5%) na 0,278 (0,1%). Pro formulaci CHLO + ACE je tak
nejvyhodnéjsi koncentrace Kolliphoru P188 0,5% s mnozstvim lec 15 mg a vznikaji
¢astice o velikosti 140,0 nm o hodnoté¢ PDI 0,262. Hodnoty zeta potencialu se u této
formulace pfi zménach koncentraci Kolliphoru P188 vyrazné neménily.

U formulace CHLO + MET 3:1 s mnozstvim lec 7 mg doslo ke zvétSeni velikosti ¢astic

a ke snizeni hodnoty PDI. Pfi koncentraci Kolliphoru P188 0,5% vznikaly Castice o
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velikosti 197,5 nm o hodnoté PDI 0,290 a pii sniZzeni koncentrace na 0,1% byla velikost
¢astic 221,6 nm a hodnota PDI 0,261. Pii mnozstvi lec 15 mg vznikly nejmensi ¢éstice
pti koncentraci Kolliphoru P188 0,5% o velikosti 152,4 nm a nejniZsi hodnota PDI byla
pfi koncentraci 0,1% 0,249. Pro tuto formulaci byla nejvyhodnéjsi kombinace 15 mg lec
a 0,5% koncentrace Kolliphoru P188, kde vznikaly ¢astice o velikosti 152,4 nm a hodnot¢
PDI 0,257. Hodnota zeta potencidlu sniZzenim koncentrace Kolliphoru P188 mirné
vzrostla. Pti jeho koncentraci 0,1% s mnozstvim lec 15 mg byla hodnota zeta potencidlu
-48,3 mV a u vyssich koncentraci Kolliphoru P188 se hodnota pohybovala okolo -30 mV,
nejvyssi hodnotu -35,5 mV mél vzorek s koncentraci 1% a mnozstvim lec 15 mg.

Na obrazku ¢. 27 je porovnani ¢ty koncentraci Kolliphoru P188 a lec u formulace CHLO
+ MET 1:1. Hodnota PDI se zde vZdy sniZuje s rostoucim mnoZzstvim lec. Velikost ¢astic

je mensi, pii niz8i koncentraci Kolliphoru.

Vliv surfaktant( na velikost ¢astic a PDI a porovnani
formulaci pfi koncentraci Kolliphoru P188 0,1%

0,300 250,0
0,250 @ 200,0 mmm Velikost - CHLO + ACE
0,200 - f:_ mm Velikost - CHLO + MET
150,0 .2 )
- 2 m Velikost - CHLO + MET 3:1
8 0,150 - S )
100,0 g Velikost - CHLO + MET 1:3
0,100 - % —#—PDI - CHLO + ACE
>
0,050 - 50,0 —#—PDI| - CHLO + MET
—m—PDI - CHLO + MET 3:1
0,000 - 0,0

PDI - CHLO + MET 1:3
lec 7mg lec15mg

Koncentrace lec

Obrazek 26 - Vliv surfaktantii na velikost ¢astic a PDI a porovnani formulaci pii koncentraci Kolliphoru P188

0,1%
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Vliv surfaktantl na velikost ¢astic a PDI u formulace CHLO + MET
1:1
0,500 300,0
0,450 -+
0,400 - 2200
_ mmm Velikost - Kolliphor P188 0,1%
0,350 - T
200,0 g mmm Velikost - Kolliphor P188 0,5%
0,300 I
- s I Velikost - Kolliphor P188 1%
8 0,250 —| 150,0 ;8
B Velikost - Kolliphor P188 2%
0,200 S
| = ——PDI - Kolliphor P188 0,1%
100,0 @
0,150 >
~#—PDI - Kolliphor P188 0,5%
0,100 _
— 50,0 —m— PDI - Kolliphor P188 1%
0,050 .
-—PDI - Kolliphor P188 2%
0,000 0,0
lec 7mg lec15mg
Mnoistvi lecitinu (mg)

Obrazek 27 - Vliv surfaktant na velikost ¢astic a PDI u formulace CHLO + MET 1:1

Na obrazku ¢. 29 je porovnani vlastnosti LN pifi riznych objemech organického
rozpoustédla pouzitych ve vnitini fazi u formulace CHLO + MET 1:3. Nejmensi velikost
mély vzorky o koncentraci Kolliphoru P188 1% a mnoZstvi lec 15 mg. Pro nizkou
rozpustnost MS v ACE a MET bylo zkouSeno pfidani vétSiho celkového objemu
rozpoustédla. Pro nizkou rozpustnost MS musela byt vnitini faze pti ptipraveé zahtivana.
Lipid vSak pfi ochlazeni rychle krystalizoval a manipulace s témito vzorky byla naro¢na.
Dosazeni stejnych podminek pro vSechny vzorky z téchto formulaci bylo velmi obtizné
ke vzniku shlukti ve formulaci. Tyto shluky byly sice odstranény pfed méfenim filtraci,
ale snizoval se tak vytézek LN. Ptidani vétsiho objemu organickych rozpoustédel mirné
zlep$ilo manipulaci se vzorky, ale velikost ¢astic i hodnota PDI se zvysila a doSlo k
mirnému zvySeni hodnoty zeta potencidlu.

U formulace CHLO:ACE 1:3 byl méfen vzorek o koncentraci Kolliphoru P188 0,1%
pouze s celkovym objemem rozpoustédel 2 ml. V porovnani s koncentraci Kolliphoru
P188 0,5% mély LN sice niz§i hodnotu PDI (0,251 pro lec 7 mg, a 0,246 pro lec 15 mg),
ale velikost se vyrazné€ zvysila (211,4 nm pro lec 7 mga 157,1 nm pro lec 15 mg). ZvySeni

objemu organickych rozpoustédel se tak ukdzalo jako nevhodné, protoze nedoslo
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k vyraznému zlepseni vlastnosti LN a vzhledem k narocné manipulaci s témito vzorky,

nebyly dale tyto formulace pouzivany.

Vliv surfaktantt na velikost éastic u formulace CHLO + ACE

1:3
0,600 180,0
— 160,0
0,500 - =
140,0 _
0,400 - 120,0 E
100.0 = m Velikost lec 7 mg
8 0,300 - R -
a 0 Velikost lec 15 mg
80,0 &
0,200 - 600 £ ™ PDllec?
)
0,100 -+
20,0
0,000 - 0,0
Kolliphor P188 Kolliphor P188 Kolliphor P188
0,5% 1% 2%

Obrazek 28 - Vliv surfaktanti na velikost ¢astic u formulace CHLO + ACE 1:3.

Vliv objemu organického rozpoustédla na vlastnosti LN u
formulace CHLO + MET 1:3
0,270 200,0
0,260 - 180,0
160,0 _
0,250 - —— 1400 E
(%}
0,240 - 1200 8 s Velikost - lec 7mg
8 —— 100,0 ;8
0,230 - 80,0 § Velikost - lec 15mg
-
0,220 - 60,0 g ~#—PDI -lec 7 mg
0.210 — 40,0 PDI - lec 15mg
’ —— 20,0
0,200 0,0
1ml 2ml
Objem organického rozpoustédla

Obrazek 29 - Vliv objemu organického rozpoustédla ve vniti‘ni fazi na vlastnosti LN u formulace CHLO +
MET 1:3, Kolliphor P188 0,1%
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4.6.2.3 VlivIPM na LN
Tabulka 10 — Vliv pfidani IPM u formulace CHLO + MET 1:1, Kolliphor P188 0,1% a 0,5% lec 15 mg a IPM

5mgal0mg
Kolliphor P188 |IPM (mg) | Velikost ¢astic (nm)| PDI|Zeta potenciil (mV)
0,1% 10 140,3| 0,179 -40,1
0,5% 10 151,8| 0,204 -39,6
0,1% 5 139,9| 0,193 -41,0
0,5% 5 145,2| 0,206 -36,9

Jako finalni byla vybrana formulace obsahujici ve vnitini fazi CHLO + MET v poméru
1:1. Diky vys$§imu podilu CHLO byl MS ve vnitini fazi 1épe rozpustny a manipulace se
vzorkem byla snadnd. Nejvhodnégjsi vlastnosti mély LN pii mnozstvi lec 15 mg a
koncentraci Kolliphoru P188 0,1% (velikost = 138,9 nm a PDI = 0,226) a 0,5% (velikost
=132,9 a PDI 0,234). Néasledné byl pfidan k vnitini fazi t€chto formulaci IPM (obrazek
¢. 30). Pfidani tohoto tekutého lipidu snizilo hodnoty PDI u vSech métenych vzorku.
Velikost castic se zvySila pii koncentraci Kolliphoru P188 0,5%. Pii jeho nizsi
koncentraci také doslo ke zvySeni velikosti ¢astic, ale zmény byly zanedbatelné — velikost
se zvysila z hodnoty 138,9 nm (bez IPM) na hodnotu 140,3 nm (10 mg IPM). Vzorky
s niz§i koncentraci Kolliphoru P188 mély také mirn¢ vyssi hodnoty zeta potencialu.
Vybrana finalni formulace nakonec obsahovala koncentraci Kolliphoru P188 0,1%, lec
15 mg a mnoZstvi IPM 10 mg. Bylo zvoleno vétsi mnozstvi IPM, 1 piestoze doslo k
mirnému zvySeni velikosti ¢astic, tato zména byla zanedbatelna a velikost 140,3 nm je
pro farmaceutické ucely dostacujici. Pro vlastnosti naSich LN bylo diilezitéjsi dosahnout
sniZzeni hodnoty PDI. Déle je také pfedpokladano, ze pii vy$Sim mnozstvi IPM bude

mozné enkapsulovat do LN vétsi mnoZstvi 1éCiva.
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0,250

0,200

0,150

PDI

0,100

0,050

0,000

bez IPM
Koncentrace IPM

IPM 5 mg

IPM 10 mg

155,0
150,0
145,0
140,0
135,0
130,0
125,0

120,0

Velikost ¢astic (nm)

Vliv IPM na vlastnosti nanocastic u formulace CHLO + MET
1:1

mmm Velikost - Kolliphor P188
0,1% + lec 15 mg"

mm Velikost - Kolliphor P188
0,5% + lec 15 mg"

——PDI - Kolliphor P188 0,1% +
lec 15 mg

= PDI - Kolliphor P188 0,5% +
lec 15 mg"

Obrazek 30 - Vliv IPM na vlastnosti nano¢astic u formulace CHLO + MET 1:1

4.6.2.4 Vliv doby sonikace na vlastnosti LN
Tabulka 11 - Vliv doby sonikace na vlastnosti LN u formulace CHLO + MET 3:1

Velikost
Vzorek (nm) PDI | Zeta potencial (mV) | Doba sonikace
P188 0,5% +lec 7 mg 197,5 0,290 |-30,9 1 min
P188 0,5% +lec 15 mg 1524 0257 |-33.9 1 min
P188 0,5% + lec 7 mg 122,2 0,225 |-42,9 3 min
P188 0,5% +1lec 15 mg |188.,8 0,269 (-394 3 min
P188 0,5% +1lec 7mg |274,7 0,299 -31,8 5 min
P188 0,5% +lec 15 mg |186,5 0,257 |-35,8 5 min

Pti sonikaci byla kadinka s vnitini a vné&j$i fazi chlazend ledovou lazni, pfesto vSak
dochézelo k vyraznému zahtati smési uvniti kadinky 1 ledové ldzné. Ve formulacich
vznikaly na hladin¢ shluky lipidd. Pro mnozstvi lec 7 mg byla nejvyhodnéjsi doba
sonikace tfi minuty, vznikaly LN o velikosti 122,2 nm s hodnotou PDI 0,225. Pro
mnozstvi lec 15 mg byla vhodnéjsi doba jedna minuta, vznikaly ¢astice o velikosti 152,4
nm s hodnotou PDI 0,257 (obréazek ¢. 31). Pfestoze se u jednoho vzorku ukézalo vyhodné
prodlouzit dobu sonikace, byla nadéle pouZzivana doba sonikace jedna minuta. V naSich
laboratornich podminkach by bylo velmi obtizné dosdhnout spolehlivého chlazeni pro

vSechny pfipravované vzorky, proto byla v ostatnich pokusech doba sonikace jedna

minuta.
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Vliv doby sonikace u formulace CHLO+MET 3:1 + Kolliphor

P188 0,5%
300 0,35
250 0,3
g 200 0,25 mm Velikost - sonifikace 1 min
':'7: 0,2 _ mm Velikost - sonifikace 3 min
38 150 [a]
,:é 0,15 e m Velikost - sonifikace 5 min
% 100 01 —o—PDI - sonifikace 1 min
> ’
DI - - .
50 0,05 —— PDI - sonifikace 3 min
~#—PDI - sonifikace 5 min
0 0

lec 7mg lec15mg
Mnoistvi lecitinu (mg)

Obrazek 31 - Vliv doby sonikace u formulace CHLO+MET 3:1 + Kolliphor P188 0,5%

4.6.2.5 Stabilita zavérecné formulace

Tabulka 12 - Stabilita zavére¢né formulace CHLO + MET 1:1 + P188 0,1% + lec 15 mg + IPM 10 mg - den 1.
az 15.

Den Velikost ¢astic (nm) |PDI Zeta potencial (mV)
1. 135,4 0,177 |-32,9
4. 136,4 0,176 |-39,8
6. 133,7 0,178 |-33,1
15. 133,3 0,180 |-29,7

Velikost ¢astic ve formulaci se pii skladovani nejprve mirn€ zvysila a nasledné klesala.
Pokles byl velmi mirny z hodnoty 135,4 nm az na 133,3 nm. Hodnota PDI se v prub¢hu
skladovéani nejprve velmi mirn€ sniZila, ale nasledné zacala stoupat. Hodnota zeta
potencidlu také nejprve rostla a pak se postupné snizovala az na -29,7 mV. Tyto zmény

jsou vSak zanedbatelné a stabilita vzorku je dobra (obrazek €. 32 a 33).
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Stabilita u formulace CHLO+MET - velikost c¢astic a PDI

137,0 0,181
136,5 - 2 0,180
136,0 /
T 1355 / 0,179
(=
= 1350 0,178
% 1345 / -
O 0,177 2
2 134,0 mm Velikost €astic (nm)
g 133,5 0,176 PDI
3 '
< 133,0 — 0,175
132,5
132,0 | 0174
131,5 0,173

1.den 4. den 6. den 15. den
Dny

Obrazek 32 - Stabilita 1. - 15. den u kone¢né formulace CHLO + MET + Kolliphor P188 0,5% + lec 15 mg +
IPM 10 mg

Stabilita u formulace CHLO+MET
- Zeta potencial

0,0 T T T \
-5,0
-10,0
-15,0
-20,0
-25,0
-30,0

Zeta potenical (mV)

-35,0
-40,0
-45,0

Obrazek 33 - Stabilita u formulace CHLO+MET - Zeta potencial

4.6.2.6 Vliv enkapsulace Ind u zavérecné formulace

V tabulce €. 13 jsou vlastnosti formulace CHLO + MET, lec 15 mg, Kolliphor P188 0,1%
a 10 mg IPM (IPM neobsahuji posledni dva vzorky v tabulce). Tato formulace byla
pripravena pétkrat bez Ind a osmkrat s riiznym mnozstvim Ind. Pro porovnani je zde jesté
uveden vzorek SLN bez obsahu IPM. Porovnaval se vliv enkapsulovaného Ind na
vlastnosti LN. Na obrdzku ¢. 34 mizeme pozorovat mensi velikost u castic bez Ind

v porovnani s ¢asticemi s enkapsulovanym Ind. U hodnoty PDI je obtizné rozdil
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vyhodnotit z obrazku €. 34, nicméné priméerna hodnota PDI u ¢astic s Ind je 0,189 au

¢astic s Ind je tato hodnota 0,193. Rozdily mezi témito ¢asticemi jsou tedy zanedbatelné.

Tabulka 13 - Zavérecna formulace CHLO + MET, lec 15 mg, Kolliphor P188 0,1% - porovnani NLC s

enkapsulovanym Ind a bez néj. Porovnani pripravenych formulaci.

Obsah Ind Velikost PDI Zeta potencial (mV)
(nm)

130 pg 132,1 0,175 -43,0
130 pg 137,2 0,189 -47,9
130 pg 147,4 0,202 -46,4
414 pg 143.,9 0,197 -47,9
414 ng 144,0 0,190 -41,3
1035 pg 146,8 0,203 -46,1
1035 pg 139,5 0,195 -43,0
- 126,4 0,197 -48,0
- 134,6 0,204 -49.,5
- 140,3 0,179 -40,1
- 136,6 0,202 -61,1
- 138,0 0,188 -50,7

- (bez IPM) 136,6 0,224 -42,2
130pg (bez IPM) 139,7 0,240 -37,5

Tabulka 14 - Pramérné hodnoty a smérodatné odchylky u zavére¢né formulace

Velikost (nm) | PDI Zeta potencial (mV)
LN S Ind 141,56 £ 5,15 | 0,193 + 0,009 -46,10 = 5,95
LN bezInd | 136,60+4,77 | 0,194+ 0,009 -49,88 £ 6,72
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Vliv enkapsulace Ind na vlastnosti NLC
0,210 150,0
0,205 -
A 145,0
0,200 - / \
0,195 140,0 —
E mm Velikost s Ind
0,190 1350 9
- Ty mm Velikost bez Ind
Q2 0,185 - NG
1300 % —=—PDl s Ind
0,180 03
= = PDI bez Ind
0,175 - 125,0 =
0,170 -
120,0
0,165 -
0,160 - 115,0

Obrazek 34 - Porovnani vlastnosti ¢astic s enkapsulovanym Ind a bez néj u formulace CHLO + MET, IPM 10
mg, lec 15 mg, Kolliphor P188. Kazdy sloupec piedstavuje jeden vzorek.

4.6.3 DSC

Na obrazku ¢. 35 a 36 jsou termogramy Ind pfi riznych rychlostech ohtivani. Je zde vidét
velmi vyrazny pik pfi teploté 162,4 °C pii rychlosti ohfivani 10 K min™ a 160,3 °C pii
rychlosti ohfivani 1 K min™!, tyto piky oznacuji teplotu tani Ind. Dle literatury je teplota
tani Ind zavisla na polymorfni formé. Jedna forma ma teplotu tani pii 155 °C a druha pfi
164 °C.%8 Teplota tani byla zmé&fena mirné vys§i pii vyssi rychlosti ohfivani, jelikoz vyssi

rychlosti je odezva na teplotni zménu zachycena az pozdg;ji.®®
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DSC /(mW/mg)

1 exo
1.6
1.4 1
1.2 4
1.0
0.8 1
0.6 1
Complex Peak:
Area. 1025000
04 - Peak 160.3°C
Onset 1594 °C
End: 1608°C
0.2 1
001 L ra
0 50 _ 100 150
: Temperature /°C
Main  2020-03-19 10:23  Usen: KFT
Obrazek 35 - Ind, rychlost ohfivani 1 K.min™!
DSC /(mW/mg)
1 exo
6 -
5 a
4 A
3 .
Complex Peak:
21 Area 1054 .7
Peak 1624 °C
Onset 1888 °C
Peak: 555 °C, [.3685 mWFegk: 89.1 °C, 0.3734 miniimg End: 1B47°C
11 Peak 108.7 °C,0.3821 mWiimg
123
s
0

0

Main  2020-03-18 10:28  User: KFT

50

Obriazek 36 - Ind, rychlost oh¥ivani 10 K.min"!

100
Temperature /°C
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DSC /(mW/mg)

exo

1.2 4 4

1.0 1

0.8 1

0.6 1
Caormplex Peak:
Area: 1827 Jfg
Peak:  723°C

0.4 Onset 898 °C
End: 732°C

0.2 1

. L -

-20 0 20 40 60 80
Temperature /°C

ain  2020-03-08 1017 User kKFT

Obriazek 37 - MS, rychlost oh#ivani 1 K.min™!

DSC /{imW/mg)
J exo
5 |
4 4
34
2 Complex Peak;
Arear 1823 J0g
Peak B7.1°C
Onset: 63.8°C
End: G9.5°C
1A
2.3
0
-20 0 20 40 60 80

Temperature /°C

Obriazek 38 - MS, rychlost oh¥ivani 10 K.min™'

U vétsiny vzorkd (smési lipidd a SLN) mizeme pozorovat mensi pik pfi teplotach pod
bodem mrazu v rozmezi zhruba od -6 °C do -15 °C. Tento pik by mohl byt zpiisoben
obsazenym lec, jehoZ termogram je na obrazku ¢. 39. Pozorujeme velmi Siroky pik
s maximem pii -12 °C. Tento pik vSak neni pozorovan u vzorkil bez IPM, proto by mohl
byt zpiisoben i jeho pfitomnosti. Termogram IPM je na obrazku €. 40 a je tvofen dvéma
piky, které se vyskytuji v teplotnim rozmezi -2,1 °C az 11,1 °C. Pfi niz$i rychlosti méteni

u NLC jsou tyto piky téméf nepatrné, coz je nejspis zpiisobeno pomalym ristem teploty.
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DSC /[(mW/mg)

1 exo
0.8 1
Complex Peak
Area 0.03191 Jig
Peak 197.2°C
Onset: 191.9°C
06 End:  1834°C
Complex Peak
Arear 2581 g
Peak: -12.0°C
4 Cnset -256°C
04 Endl 6.4°C
0.2 1
0.0 1
0 50 100 150 200

Temperature /°C

Main  2020-03-03 10:27  User: KFT

Obrizek 39 - Lec, rychlost ohfivani 10 K.min!
DSC Amvw/mag)

L exo

20 4

1.5 4

1.0 1

05

0.0 4

-05 4

10

15

u] S5 100
Temperature {7 C

Obrizek 40 - IPM, rychlost oh¥ivani 10 K.min™!

U smési lipidt s Ind a bez Ind o stejném slozeni jako NLC (obrazek ¢. 41 a 43) vidime na
termogramu dva vyrazné piky — prvni v oblasti pod bodem mrazu a druhy pfi teplotach
okolo 60-70 °C. Tento pik ma proti pikiim u LN zacatek a konec pt vysSich teplotach,
vétSinou ma 1 vyssi teplotu maxima a neni rozdélen na dvé ¢asti. Vzniklé LN tedy zptisobi
zménu tvaru piku i jeho posun do oblasti nizsich teplot.®® ® P#i porovnani téchto

termogramu (obrazky €. 41, 43, 45, 47, 49 a 50) s ohledem na obsah Ind, mizeme vidét
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mirné zvySeni maximalnich teplot a plochy pikid u vzorki obsahujicich Ind, proti
vzorkim bez Ind u SLN a smési lipidt. Nejvyraznégji se zvysila teplota maxima u vzorku
se smesi lipidii. U NLC vzorky obsahujici Ind (velikost LN = 147,4 nm) a neobsahujici
Ind (velikost LN = 134,6 nm) nemtizeme takto jednoznacné¢ porovnat, jelikoz se vyrazné
lisi velikost LN, coz také ovlivituje vyslednou kiivku termogramu. Teplotni maximum je
naopak nizsi u vzorku NLC s Ind, na druhou stranu se ale zvysilo teplotni rozmezi, ve

kterém se pik nachazi a velikost jeho plochy se také zvétsila.

DSC {(mW/mg})
J exo
0.30 4
0.25 4 Complex Peak
Area: 1052 Jig Complex Peak:
Peak -9.1°C Area: B94 Jig
0.20 1 Onset -15.1 °C ] Peak BBS °C
End: 5 g o Complex Peak: Onset 534 °C
Area: 04884 Jig End FOB °C
0.15 - Peak: -4.7°C )

Onset: -5.7 °C

End.  -30°C

0.10 A

0.05 4

0.00 +

-0.05 4

-0.10 4

123

0 50 100 150
Temperature /°C

hain 20200306 10:22  User: KFT

Obrazek 41 - Smés blank, rychlost oh¥ivani 1 K.min"!

Pfi porovnani termogrami NLC a smési o stejném slozZeni (obrazek €. 41 az 48) mizeme
pozorovat u NLC 8irsi piky, dokonce rozdélené na dvé ¢asti, ProtoZe na vyslednou kiivku
termogramu ma vliv 1 rychlost ohfivani vzorku, byly méteny nékteré vzorky zahtivany
dvéma rliznymi rychlostmi, a to 1 K.min a 10 K.min™'. Niz§i rychlost méfeni zlep3uje
rozliSeni a umoziuje detekovat rizné krystalové modifikace. Metastabilni formy se totiz
mohou béhem pomalého zahfivani pfeménovat na stabilnéj$i formy. Pfi vysSich
rychlostech nemusi byt tato zména pozorovatelnd. Vys$si rychlost méfeni posouva

A4

maximum piku k vy$§im teplotam a piky byvaji vétsi a vyssi.®®
U vzorki NLC méfenych pii rychlosti zahtivani 10 K.min™ je pik ¢lenén na dvé &asti a
je zde druhy mensi pik pod bodem mrazu, pii rychlosti zah#ivani 1 K.min™! jsou vidét dva

samostatné piky a pik pod bodem mrazu se témét ztratil. K oddéleni pikil tedy nejspis
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doslo, protoze metastabilni krystalickd forma se vlivem pomalého zahfivani stihla

pfemeénit na stabilnéjsi formu. Pii porovnani vzorkli smési bez a s Ind mizeme vidét velmi

mirny nartist maxima piku u smési obsahujicich Ind. U NLC nemiizeme s jistotu urcit,

jak enkapsulovany Ind ovlivnil termogram, jelikoz kazdy méieny vzorek mél trochu jiné

hodnoty PDI a velikost ¢astic a tyto hodnoty vysledné méteni také ovlivituji. Rozdéleni

piku na dvé c¢asti u NLC tedy mize naznaCovat ptitomnost rdznych polymorfnich

modifikaci, jejichz identifikace by vyzadovala podrobnéjsi DSC méteni.
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Obrazek 42 - Smés blank, rychlost ohFivani 10 K.min"!
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Obrizek 44 - Smés s Ind, rychlost oh¥ivani 10 K.min™!
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DSC /(imW/mg)
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Main  2020-03-03 1018 User: KFT

Obrizek 45 - NLC blank, rychlost ohiivani 1 K.min"!, Velikost = 169,57 nm, PDI = 0,189

Dale je dilezité porovnat rozdily mezi termogramy SLN a NLC (které navic obsahuji 1
IPM) na obréazku €. 46, 48, 52 a 53. Pokud se podivame na kiivku termogramu u NLC,
pozorujeme dva vyrazné piky. Prvni, men$i se nachazi pod bodem mrazu. Druhy
vyrazngjsi pik pii teplotach okolo 50-60 °C je u NLC rozdélen na dvé ¢asti. V porovnani
se SLN (44,8-69,8 °C s Ind, 44,6-69,8 °C bez Ind) jsou piky NLC (45,4-69,1 °C s Ind,
46,9-66,8 °C bez Ind) mirné uzsi, maji vétsi plochu a maxima pii nizSich teplotach,
vyrazn¢ snizené¢ maximum je hlavné u druhého piku (NLC s Ind ma oba piky pfi teploté
48,8 °C, bez Ind 50,0 °C a 63,2 °C, SLN s Ind ma piky pfi teploté 48,8 °C a 68,1 °C, bez
Ind 51,3 °Ca 67,9 °C). Na kiivce termogramu u SLN chybi pik pod bodem mrazu, nejspis
kvtli nepfitomnosti IPM, a jsou zde dva vyrazné piky oddélené od sebe. Nachazi se v§ak
v podobném teplotnim rozmezi jako jeden zdvojeny pik u NLC.

Vliv na vysledné kiivky mohly mit také parametry jako jsou velikost ¢astic a hodnota
PDI. Vlivem ptfidani IPM doSlo ke sniZeni hodnoty PDI — NLC maji hodnoty IPM 0,20
na rozdil od SLN o hodnoté PDI 0,22 a 0,24. U SLN tedy miiZeme rozd¢€leni piku na dva
vysvétlit tak, Ze se ve vzorcich vyskytuji LN o rozdilnych velikostech, coz zptsobi
teplotni pfemény pfti riznych teplotach, rozdéleni také mohou zptisobit riizné polymorfni
formy lipid. SniZeni teploty tani a nekompletni oddé¢leni piku u NLC je znakem nizsi

uspofadanosti v lipidové matrix nanoc¢astic, coz bylo vlastné cilem ptfidani [IPM.
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Obriazek 46 - NLC blank, rychlost ohfivani 10 K.min!, velikost &astic = 136,57 nm, PDI = 0,224
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Obrazek 47 - NLC s Ind, rychlost oh¥ivani 1 K.min"'. Velikost ¢4stic 156,73 nm, PDI = 0,183
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DSC /(imW/mg)
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Obrizek 48 - NLC s Ind, rychlost ohfivani 10 K.min!, velikost &astic = 147,4 nm, PDI = 0,202
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Obriazek 49 - NLC blank, rychlost zah¥ivani 10 K.min'!
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Obriazek 51 - NLC + Ind, rychlost zah¥ivani 10 K.min"!
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Obriazek 52 - SLN bez IP, blank, rychlost zah¥ivani 10 K.min"!
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Obrazek 53 - SLN bez IP, s Ind, rychlost zah¥ivani 10 K.min"!

V zadném z métenych termogramil smési SLN ani NLC neni viditelny pik kolem 160 °C,
ktery by oznacoval Ind. Nepiitomnost piku Ind by mohla znamenat bud’, Ze je Ind
pfitomen v LN v amorfni formé nebo molekularné dispergovany. Nicméné pik Ind neni
zaznamenan ani na termogramu smési lipid.”> ”! Ind bude nejspis v této smési rozpustén.
Tato technika vSak neni schopna potvrdit formu Ind v LN ani pfesnou povahu tepelnych
pfechodli. Zde by bylo potieba upfesnit vysledky jinymi metodami (napf. rentgenova
difrakce).%®
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4.6.4 HPLC

V prvni casti HPLC analyzy byly proméfeny vzorky ztabulky ¢. 6. Parametry

pripravenych vzorkd NLC jsou uvedeny v tabulce ¢. 15. Nebyly méfeny samotné NLC,

ale supernatant.

Tabulka 15 — Formulace LN méfena pomoci HPLC: CHLO + MET 1:1, Kolliphor P188 0,1%, lec 15 mg, IPM

10 mg
Velikost (nm) PDI | Zeta potencia (mN) | MnoZstvi navaZzeného Ind (mg)
136,6 0,202 -61,1 | bez Ind
138,0 0,188 -50,7 | bez Ind
1439 0,197 -47,910,414 mg
144,0 0,190 -41,310,414 mg
146,8 0,203 -46,1 (1,035 mg
139,5 0,195 -43,0 /1,035 mg

Pfed meéfenim vzorkii probehla kontrola opakovatelnosti nastiiku. Retencni cCas

kontrolniho vzorku s Ind 2,5 pg.ml™! byl 6,508 + 0,002 a hodnoty ploch pikii 225,152 +

0,189. Nasledn¢ byly méteny vzorky pro kalibra¢ni kfivku, kterd je na obrazku €. 54.

Kalibracni krivka c. 1

V= R':.")?Rv 4 7[?1 ﬂ?/.

R*=0,9

8 10 12

14 16 18 20 22 24

pg.ml! Indometacin

Obrazek 54 - Kalibra¢ni kiivka pro prvni analyzu

Dle méteni vzorki s Ind o rtiznych koncentracich (tabulka ¢. 16) byl reten¢ni ¢as Ind

pramérné 6,52. S klesajici koncentraci Ind se retencni ¢as posouval mirné k vyS§im

hodnotam.
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Tabulka 16 - Hodnoty reten¢nich ¢asi Ind z kalibra¢ni kFivky

Koncentrace Ind R¢ Ind v Kkalibraéni kiivce | Plocha piku
1[20 pg.ml! 6,513 1879,23633
2(10 pg.ml! 6,519 908,32172
3|5 pg.ml! 6,521 457,85110
412,5 pg.ml! 6,521 224,47447
5/1,25 pg.ml™! 6,520 114,80609
610,624 ng.ml’! 6,522 55,85186
710,314 pg.ml! 6,522 28,56988

Priimér = 6,5197 + 0,0029

U méienych vzorkiit NLC bez Ind a s riiznou koncentraci Ind (obréazek €. 55, 56, 57) neni
nikde vidét pik v retencnim Case 6,52, ktery by ur€il ptitomnost Ind v méfenych vzorcich.

Neptitomnost Ind ve filtratu by naznacovalo, ze témet 100 % Ind, ktery byl pfidan do

formulace je enkapsulovan uvnitt NLC.
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Obrazek 55 - NLC blank
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Obrazek 56 - NLC, navazka Ind 0,414 mg
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Obrazek 57 - NLC navaZzka Ind 1,035 mg

Pro zjisténi plivodu pikli v méfeni byl proméfovan jeSté samostatny Kolliphor P188

(obrazek €. 58). Dale byl jesté prométen spike, coz je roztok Kolliphoru P188, ke kterému

byl pfidan Ind. Retencni ¢as Ind je zde 6,553.
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WADT A Vaidergi-280 rm(JANAKL 1 2019¢ 204010)
VD1 A Waderdi280 rm(JANAKL 120190326 082337008 C801.0)

Obrazek 58 - Porovnani dvou vzorki.
Modr4: Kolliphor P188 1,25 mg.ml"!
Cervena: spike = Ind 2,75 pg.ml"! + 1,25 mg.ml"! Kolliphor P188, Reten¢ni ¢as Ind = 6,553, Plocha = 225,56377

Pro dalsi uptfesnéni vysledkl a objasnéni piivodu piki, byl proveden jesté dalsi pokus.
Byla pfipravena nova kalibra¢ni kiivka (obrazek ¢. 59) a byly zméteny vzorky z tabulky
¢. 7. Parametry pfipravenych NLC jsou v tabulce ¢. 17. Reten¢ni ¢as Ind naméteny u
vzorkd pfi raznych koncentracich jsou tabulce ¢. 18. Retencni Cas Ind je zde oproti
pfedchozimu méfeni posunuty a postupné béhem méfteni klesal. Behem HPLC analyzy
dochazelo postupné k poklesu tlaku pii méfeni, a proto se nejspis snizoval reten¢ni Cas
vzorkd. Neni znamo, z jakého divodu pfi analyze dochéazelo k poklesu tlaku, nicméné
mohlo to byt zptisobeno nekolika faktory, naptiklad Spatn¢ odvzdusnénou mobilni fazi,
netésnosti v systému, kudy se mohl dostavat plyn do kolony nebo tfeba porucha
erpadla.” V disledku klesajiciho tlaku dochazelo ke zpomaleni priitoku mobilni fize

kolonou a snizil se tak reten¢ni ¢as vzorku.

Tabulka 17 - Druhé méieni: Formulace LN méi‘ena pomoci HPLC: CHLO + MET 1:1, Kolliphor P188 0,1%,
lec 15 mg, IPM 10 mg

Velikost (nm) PDI | MnozZstvi navazeného Ind
146,53 0,177 | bez Ind
169,57 0,188 | bez Ind
159,60 0,19210,414 mg
156,73 0,183]0,414 mg
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Kalibracni kfivka ¢. 2
300
y =110,57x+ 1,796
R%=(0,99

200
(9]
=
= /I/

100

0 -
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0
pg.ml! Indometacin

Obrazek 59 - Kalibra¢ni kiivka 2 pro druhou analyzu

Tabulka 18 - Druhé méfeni: Formulace LN méfena pomoci HPLC: CHLO + MET 1:1, Kolliphor P188 0,1%,
lec 15 mg, IPM 10 mg

Koncentrace Ind |R¢ Ind v kalibraéni kiivce | Plocha piku
1[5 ugml! 6.801 280,39920
212,5 pg.ml?! 6.564 135,31331
3|1 pg.ml! 6.367 55,85073
41 0,5 ugml’! 6.202 33,49475
5(0,25 ug.ml! 6.068 15,83146
60,1 pg.ml! 5.948 6,78750

Primér = 6,325+ 0,2912

Na obrazku ¢. 60 je analyza vzorku, ktery obsahoval 0,414 mg Ind. Ani zde neni vidét
zadny pik, ktery by znacil pfitomnost Ind. Pfi porovnani vzorku NLC s Ind a blanku
(obrazek ¢. 55, 56, 57, 60, 61) neni vidét u prvni ani u druhé analyzy vzorku obsahujiciho
Ind Z4dny pik navic nebo zvétSeni piku, coz naznacuje, Ze Ind zde neni pfitomen nebo je
ho zde velmi malé mnozstvi pod hranici detekéniho limitu. MnoZstvi enkapsulovaného
Ind v NLC je tedy 8,28 ng v 1 mg LN.

U vzorka NLC je vidét vyrazny pik v reten¢nim Case 5,6 - 5,4, v prvni analyze je tento
pik pozorovatelny v retencnim case 6,1, kolisani je opét nejspi§ zptisobeno poklesem
tlaku. Tento pik by mohl byt zptisoben piitomnosti [IPM a MS, u kterych se vyskytuji piky
v této oblasti. Dalsi vyrazny pik se u NLC vyskytuje v retencnim Case 3,3. U Zadného
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z métenych lipidi se vyrazny pik v této oblasti nevyskytuje. Lipidy mély vétSinou
vyrazny pik pii niz§ich reten¢nich casech (IPM - 2,5, MS - 2.7, 2,5, a 2,2, lec — 2,7). Zde
mohlo dojit ke tvorbé komplext mezi analyty, které tento pik mohly zpiisobit.

Na obrazku ¢. 64 je vzorek spike, ktery obsahuje 0,25 ml NLC blank a 0,25 ml MF s 2,5
pl.ml™! Ind (koncentrace Ind = 1,25 ul.ml'). V retenénim case 5,49 a 5,64 jsou dva
spojené piky, pik v retenénim ¢ase 5,64 by mohl oznacovat ptidany Ind, nicméné zde by

bylo potfeba optimalizovat metodu tak, aby byly tyto piky odd¢lené.
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Obrazek 60 - NLC navazka Ind = 0,414 mg

81



ol Wl S T
-

Tll Eed
| il
, \

‘| NITMHNUI ‘IL'II,J"f ot/ 'Iﬂ'“ﬂ'J%ﬁ"“ﬁ'W n"v‘" VARV NPV VAN "‘\.'\f\ VAT

g

oo
[=]

a 2 a
= 472

s
=
FURNE T [N TN TN TN TN Y TN TN TN TN N Y N T N TN T WY T NN T T T [N T Y N Y TN WO TN O Y Y S T [ T N

8

[&]
=]

=]

=

0 2 H ] 8 10 12 14 min
Obrazek 61 - NLC blank

PMP1, PMP1A, F"EEEJI'E

Narm. 1 E ]
| P 3
80+ T
W |
?D_: Yy ‘ iy IﬂH 1 .mﬁlnﬁ,,\f ﬁ‘ﬂ\."'-“".ﬂ-'r'u“" I.,|'Nl.h‘llr“-ﬂ'r..rl AL \J N ,ﬂ "'ﬁ'l-J"VAJ,\ TN WA
] b
=]
50 II' ‘
] [
o] I
3::--: I' g
2] 'E‘ _
' ila B8
10 E Ilu |N l Ill
BRI | ® NN g
2ol DA s U =
R ~ DoAY B ]

Obriazek 62 — spike (0,25 ml NLC blank + 0,25 ml MF s 2,5 pg.ml"! Ind)

82



Norm.

[

n
TR T A I I VI A VI A A B A A RO AN AR

25

n
Moo b || I.'Il\
f"“'l A .|u|'|L|.u|| ||”|
v v v
I |||'I|'J§* vllll.lll |||u"

v ‘U

05

-05

0 2 4 6 8

Obrazek 63 - IPM

VVV LD A, VY aVEIR YU IS0 T INL_JAINUATR T SULU-U 1720 U044 | 3WUE-Usu .U
[=1"s] @

25

3

TN T T T A T T T A T O O A T I O T N T N T 1
—
\ =1y

||
N \ !
.,|I ’| 3 IJ ! ql | II |
FUATT L
10 | |]II| | “ﬁ| l"\l
| I| || l'. HI | ‘ I'-J V\I E = rn\‘n '\N‘
5 ARRIFONRR ATV N VW \
/Y fl,‘l/\}é / \’I*»I\'\?E N IuE, v I\”%IJIE\’H“\UE\‘K |I ,fl il |I|\ “‘||||I|j,‘l||‘l,r\I \M. vu.ﬁ |’ \ " g fgﬁz gﬂ\ﬂ
0 ||“,,,| v Il,ll o o Y 'L"ﬁ‘“——-lgi’ﬂ+u—i-._r R S /\
MR SR R S R 14 mi
Obrazek 64 - lec
Norm. - By
] B4 1
] I
] | f‘“ﬁ
1{1—_ II | | N
4 | I‘"--
. | H i
8 [ n
] | A
] | B ‘ |'.|
E L %{ljl ‘p |'I |I
i u Wl - || |
] % %T ‘J‘h g g |
] | Elﬂl I l' ‘l’ﬂ% | o T, |I ||
2] f h o Ib l |I ?'u? -||.| | WV I .»‘E}'f,l”' 'I.P“m'l \ ""*“‘u'"'\ . 4| . ; |
:'\/\ﬁ WV | I{I, /IR *Iw" g%ﬁ]{\ g'g g. I'. | l'E_ J I I'\)'J W II W f'.' 'u\“". \ "q"u'"' . L/J \.'\nu v'u‘ IIJ‘-,
{)__ u e - -‘W—\\-}-"'I_ ;__‘,ujr“\_‘_____ o s o ___E_
E i . . T T T T T j j i T T T T T T T :
0 2 4 6 8 10 12 14 min
Obrazek 65 - MS

&3




5 Zavér

Experimentalni prace se zabyvala ptipravou LN, vybérem optimalni metody ptipravy a
vybérem vhodnych lipidl, surfaktanti a urceni jejich spravnych poméra, které jsou
vhodné k pripravé LN. Tyto LN by m¢ly byt dale pouzitelné pro enkapsulaci 1éCivé latky.
Ind byl zvolen jako modelova latka, prakticky nerozpustné ve vod¢, jehoz biodostupnost
muze byt zvySena pomoci téchto LN.

Finadlni formulace byla piipravena emulzni odpafovaci metodou, kde byla vnitini
organicka faze slozena z CHLO a MET v poméru 1:1 pfi pfipravé pfidavana ve dvou
krocich. LN jsou pfipraveny z 25 mg MS, 10 mg IPM, 15 mg lec a Kolliphoru P188 0,1%
roztok. Vyhodné je pouziti dvou emulgatorti lec a Kolliphor P188, které zde tvorii
komplexni emulgator, ktery 1épe stabilizuje LN a vznikaji tak mensi a méné polydisperzni
gastice.” ”® Pro tuto formulaci je vhodna vy$§i koncentrace lec a niz$i koncentrace
Kolliphoru P188. Organicka rozpoustédla pro vnitini fazi byla vybrana, dle parametri
(velikost ¢astic a PDI) vzniklych LN, dilezitd byla také dobra rozpustnost lipidu
v organickych rozpoustédlech.

Ind byl enkapsulovan v mnozstvi od 130 pg do 1035 pg. Vznikly LN o primérné velikosti
138,9 nm + 5,9, hodnoté PDI 0,19 + 0,01 a zeta potencialu -47,8 mV + 5,28. Velikost
téchto Castic je optimalni z hlediska potencialniho pouziti pii terapii, jelikoz ¢astice mensi
nez 150 nm jsou hiife rozpoznavany imunitnim systémem organismu a maji prodlouzenou
dobu t¢inku.*® Cilem bylo ziskat LN o hodnoté PDI mensi nez 0,2, protoZe niz$i hodnoty
znali, ze je vzorek monodisperzni. Pro stabilni vzorek jsou potiebné hodnoty zeta
potencidlu alespont £ 30 mV. Ziskané hodnoty zeta potencidlu jsou u pfipravenych LN
vys§i a naznacuji dobrou stabilitu vzorku, coz bylo také potvrzeno méfenim. Finalni
formulace byla proméfena po patnacti dnech a vlastnosti formulace se po této dobé& nijak
vyrazn¢ nezménily.

U findlni formulace byla provadéna purifikace NLC. Jako nejvhodnéj$i metoda se ukazala
purifikace pomoci centrifuganich koncentratort Vivaspin 500 MWCO 100000 pii
nastaveni centrifugy 12000 g, 4 °C a 40 min. Purifikované LN byly pouzity pro DSC
meéteni a filtrat byl odebran pro HPLC analyzu. Pti DSC analyze nebyl viditelny pik Ind
pii teploté kolem 160 °C ani u vzorkit LN ani u smési lipidli, coz nejspi§ znamena, ze je
Ind ve smési rozpustén. Pfi porovnéani termogramtt SLN a NLC miZzeme v termogramu
NLC pozorovat sniZeni teplot tani a nekompletni rozdélené pikli. To naznacuje nizsi

uspofadanost s lipidové matrix NLC, cozZ je vyhodné pro enkapsulaci vétSiho mnoZzstvi
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l1é¢iva do NLC. Rozdéleni pikl v termogramu na dvé ¢asti mize naznaCovat pifitomnost
ruznych polymorfnich forem lipidu nebo miize byt zptisobeno riznou velikosti ¢astic ve
vzorku. DSC analyza vSak neni schopnd potvrdit formu Ind v LN ani pfesnou povahu
tepelnych prechodii. Pro uptfesnéni vysledkii by zde bylo potieba pouzit jiné metody.
HPLC analyza naznacuje enkapsulacni efektivitu Ind do ¢astic blizkou 100 %. Coz velmi
dobte koreluje s jeho rozpustnosti ve vod¢ a vysokym logP.

Pfipravené¢ nanocastice jsou biokompatibilni a biodegradovatelnou platformou pro
zvyseni biologické dostupnosti nizkomolekularnich 1é¢iv s problematickou rozpustnosti
ve vod¢. Velikost pod 150 nm je ptredurcuje k cilené distribuci do zanétlivé tkané a
regulaci genové exprese v polarizovanych makrofazich. Pozitim pegylovanych lipidi by
bylo mozné prodlouzit jejich biologicky polocas a zajistit distribuci do naddorovétkané

cestou pasivniho targetingu.
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6 Seznam zKkratek:

LN — Lipidické nanocastic (Lipid nanoparticle)

SLN — Pevné lipidické nanocéastic (Solid lipid nanoparticle)
NLC — Nanostrukturované lipidové nosice (Nanostructured lipid carrier)
ACE — Aceton

DCM - Dichlormethan

MET — Methanol

CHLO - Chloroform

MS - Glycerolmonostearat

CMC - Kritickd micelarni koncentrace

PDI — Index polydisperzity

lec — Lecitin

DSC — Diferencialni skenovaci kalorimetrie

HPLC — Vysoce u¢inna kapalinova chromatografie

HPH — Vysokotlakd homogenizace

Ind — Indometacin

¢. —cislo

IPM — isopropylmyristat

Min - minuta
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