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1 Uvod

Nanog&astice (nanoparticles, NP) a v souvislosti s nimi i moZnost inkorporace 1é¢ivé latky do
nanosystému jsou pfedmétem zijmu v poslednich nékolika desitkach let v ramci
farmakoterapie a také jako vyvojovy smér k cilené bunééné terapii. Rizné druhy polymeru
jsou zkoumany a testovany jako efektivni nosie, na které je navazana leciva latka, a ktere
jsou specificky vychytavany buitkami, nadory ¢ orginy a diky tomu miZe byt 1é2iva latka
dopravena na specifické misto uéinku. Vysledkem je potom omezeni vedlejSich uginkn
spojenych se sytémovym podanim 1é¢iva a jeho nizsi toxicita. NP napomahaji zvysit stabilitu
1é¢ivé latky a maji vlastnosti fizeného uvoltiovani (1).

NP maji velikost od 10 do 1000 nm. Léciva latka je rozpusténa, enkapsulovéina, nebo
navazana na NP matrix a v zavislosti na metodé pfipravy jsou tak ziskany nanoéastice,
nanosféry nebo nanokapsle. Nanokapsle jsou vesikularni systémy v nichZ je 1é€iva latka
obklopen4 polymerni membranou, zatimco nanosféry jsou matricovym systémem, v nichZ je
lé¢iva latka stejnomémé dispergovana. Biodegradabilni polymerni NPs jsou novym smérem
ve vyvoji légiv s fizenym uvoliiovanim pro jejich schopnost cilené pusobit v tkanich a
organech, jsou zvaZovany jako nosi¢e v DNA genové terapii a jako lékové formy pro podani
proteinu, peptidi a genl peroralni cestou (2. 3).

Vétsina publikaci se zabyva nanoCasticemi vytvofenymi z poly(D, L)- laktidu, polymléine
kyseliny PLA, polyglykolidu PLG, polylaktid-ko-glykolidu PLGA a polykyanoakrylatu PCA
(1, 4-10).

Nejnovéjsi vyvoj se zabyva NP, k jejichZ ptipravé se pouZivaji hydrofilni / biodegradabilni
polymery — chitosan, Zelatina, alginat sodny. PLA; PLG a PLGA byli jiZ diive vyuzivany ve
formulaci 1é&iv s Fizenym uvolfiovanim k parenterdlni aplikaci a ve formé implantatu diky
jejich kompatibilité s tkangmi (11-13). Déle ve vyvoji NP jsou vyuZivany polymery poly (¢-)
kaprolakton PCL a polyalkylcyanoakrylat PACA.

2 Pfiprava nanoé¢astic

Konvenéni jsou dvé metody pfipravy nanolastic: (a) disperze polymeru, (b) polymerizace
monomeru in situ

21 Disperze polymeru

Nekolik disperznich metod lze pouZit pro piipravu biodegradabilnich NP z PLA, PLG, PLGA
a poly (e -)kaprolaktonu.

2.1.1 Metoda odpaieni rozpoustédia

Polymer je rozpustén v organickém rozpoustédle, napt. dichloromethanu, chioroformu nebo
ethylacetatu. Lé¢iva latka je rozpusténa nebo dispergovana v tomto polymernim roztoku, tato
smés je emulgovina ve vodném roztoku a pfipravena je emulze ole) ve vodé (O/V),
emulgatorem muzZe byt Zelatina, polyvinylalkohol, polysorbat-80, poloxamer 188. Po
vytvofeni stabilni emulze je organické rozpoustédlo odpafeno bud zvySenim teploty/tlaku
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nebo kontinudlnim michanim. Metoda pfipravy emulze V/O/V byla pouZita pii pfipravé NP
obsahujicich ve vodé rozpustné 1é€ivé latky (14).

2.1.2 Spontanni emulgace / difuze rozpoustédia

V ramei této metody jsou pouZita s vodou se misici rozpoustédla jako aceton nebo methanol
spolu s ve vod& nerozpustnymi rozpoustédly jako dichlormethan nebo chloroform, ktera slouzi
jako olejova faze. Diky spontanni difuzi ve vodé rozpustného rozpoustédla se na rozhrani
dvou fazi vyvola interfacialni turbulence, ktera vede ke vzniku malych &astic. S klesajici
koncentraci ve vodé rozpustného rozpoustédla se docili sniZeni velikosti €astic.

213 Vysolovani / emulgace, difuzni metoda

Obé piedchozi metody vyuZivaji organicka rozpustédla, jejichZ stopy v 1é€ivech jsou strikiné
kontrolovany a jsou pro né stanoveny piisné limity kompetentnimi ufady pro kontrolu 1é€iv,
véetné FDA (13, 16).

Prvni metodou, ktera spliiuje pfisna kriteria stop organickych rozpoustédel je vysolovani (17.
18), druhou je metoda ,,emulgace — difuze rozpoustédla“ (19, 20).

21.4 Piiprava NP za pouziti technologie vyuzivajici nadkritickych kapalin
(SCF)

Nadkritické kapaliny (SCF) se staly atraktivni alternativou k pfedchozim metodam, protoZe
nezatéZuji Zivotni prostiedi a jejich pomoci se daji ziskat &astice vysoké kvality beze stop
organickych rozpoustédel (21-22).

SCF jsou vysokostlaené plyny, které kombinuji vlastnosti plynu a kapaliny. SCF je
substance, ktera piekroéila kritickou teplotu (T.) a tlak (P.). Superkriticky bod pfedstavuje
kombinaci podminek teploty a tlaku, za kterych substance existuje v rovnovaze mezi plynnou
a kapalnou fazi. Nejb&Zné&ji pouzivanou SCF je oxid uhli¢ity. Kdyz je dosaZeno
superkritického bodu, CO; se zméni z kapalného skupenstvi v SCF kapalinu.

Metoda rychlé expanze superkritického roztoku (Rapid Expansion of Supercritical Solution,
RESS) spogiva vtom, ze rozpousténa latka je solubilizovana v SCF a takovy roztok je
expandovan pies trysku. V dusledku toho se rozpoustéci vlastnosti SCF se sniZi, prejde do
plynného skupenstvi a rozpusténa latka precipituje. Precipitovana latka neobsahuje Zadne
rozpoustédlo. BohuZel vétiina polymert je velice omezené nebo prakticky nerozpustnd v SCF,
zv1aité ty o vétsi molekulové hmostnosti a to limituje pouZiti této metody.

PH vyuZiti nadkritickych sraZedel (SAS) metode za vysokého tlaku dostateCné mnoZstvi
srazedla vstoupi do kapalné faze a tim se sniZi rozpoustéci schopnost roztoku a rozpusténa
latka precipituje. Po precipitaci a dosaZeni kone¢ného pracovniho tlaku srazedlo cirkuluje
v nadrZi a absorbuje zbytky rozpoustédla. Po redukci obsahu rozpoustédla je tlak v nadobé
vyrovnan s atmosferickym tlakem a precipitat je izolovan.
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2.1.5 Polymeriza¢ni metoda

NP mohou byt téZ pfipraveny polymerizaci monomeri:. Couvreur et. al (23, 24) publikovali
piipravu NP o pruméru piiblizné 200 nm mechanickou polymerizaci dispergovaného methyl-
nebo ethylkyanoakrylatu ve vodném kyselém prostiedi v pfitomnosti polysorbatu-20 jako
tenzidu bez ozafeni nebo bez iniciatoru. Monomer kyanoakrylatu je pfidan do vodncho
roztoku povrchové aktivniho media (polymerizaéniho media) za intenzivniho mechanického
michani za u¢elem polymerizace alkylkyanoakrylatu za b&zné pokojové teploty. Léciva latka
je rozpu§téna v polymeriza¢nim mediu bud’ pfed pfiddnim monomeru nebo pfed ukoncenim
polymerizaéni reakce. Suspenze NP je purifikovana ultracentrifugaci nebo resuspenzi Castic
v isotonickém roztoku neobsahujicim tenzid. Takto piipravené ¢astice rychle degraduji.
Vyhnout se tomuto problému a vyrobit ¢astice o vy38i moleknlové hmotnosti lze pokud je
polymerizace provedena v kyselém prosttedi (pH 1.0-3.5). Polymeriza¢ni reakce probiha po 3-
4 hodiny po dispergaci monomeru ve vodném kyselém roztoku obsahujicim surfaktant a
stabilizator.

Béhem polymerizalni reakce jsou piidavany rizné stabilizatory jako napi. Dextran-70,
Dextran-40, Dextran-10, Poloxamer-188, -184, -327, Polysorbat-20, -40 nebo -80, atd.
Velikost ¢4stic a molekulova hmostnost zavisi na typu a koncentraci pouZitého stabilizatoru
a/nebo tenzidu. Schematicka ukazka produkce polyalkylkyanoakrylatovych NP je na Obrazku
2-1.
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Obrazek 2-1 Schematicka ukazka produkce polyalkylkyanoakrylatovych nanocastic
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Velikost a molekulova hmostnost NP také zavisi na pH polymerizaéniho media. Pfiprava NP
neni moZna za vyssiho pH nez 3.0, zfejmé diky agregaci a postupnému zvySovani molekulove
hmotnosti v prostfedi niziiho pH. Dale tvorbu ¢astic ovliviluje koncentrace monomeru a
rychlost michani.

NP z PACA ziskaly oblibu i pfes jejich nedostatky, kterymi jsou jejich nizké pH (okolo 2) a
cytotoxicita (25). To vedlo k syntéze novych monomeri typu dialkyl esteri methyliden
malonové kyseliny a NP zpolymethylidenmalonatu, PDEMM. Tyto NPs nejsou
biodegradabilni in-vitro a ani in-vivo (26. 27). Aby byl vyfeden tento problém, byly
syntetizovany nové derivaty PDEMM, jmenovité ethyl-2-
ethoxykarbonylmethylenoxykarbonylakrylat. NP z téchto monomera byly pfipraveny stejnou
metodou jako PACA NP, tj. anionovou polymerizaci (28). pH polymerizaéniho media zasadné
ovlivityje fyzikalng-chemické vlastnosti NP, ¢astice o minimalni velikosti byly pfipraveny
v prosttedi o pH 5.5 ~ 6.0 ve srovnani s pH 2.0, které je optimalni pro NP PBCA a pH 7.6,
které je optimalni pro PDEMM.

Snahy byly uéinény ve sméru omezit tvorbu oligomeru a zvysit vytézek PMM. Procesni
parametry jako pH, koncentrace tenzidu a koncentrace monomeru byly optimalizovany pro
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dosaZeni NP o vy3$3i molekulové hmotnosti. Byla publikovana metoda piipravy kopolymeru
ethyl-2-ethoxykarbonyl ethyl methylen malonoatu s polyethylenoxidem (29), tyto blokove
kopolymery maji jak hydrofobni tak i hydrofilni vlastnosti a mohou byt vhodné pro vyVvoj
dlouhopisobicich NP v krevnim ob&hu.

2.1.6 Nanoé&astice pfipravené z hydrofilnich polymera

Kromé b&Zné pouzivanych syntetickych hydrofobnich polymeri se nyni vyzkum zaméfuje i na
piipravu NP za pouziti hydrofilnich polymeri jako napf. chitosan, alginat sodny, Zelatina, atd.
Calvo a spolupracovnici (30-33) vyvinuli metodu pfipravy hydrofilnich chitosanovych NP.
Piiprava spo¢iva v ionické gelaci za pouZiti smési dvou vodnych fazi, z nichZ jedna obsahuje
dvojblokovy kopolymer chitosanu a polyethylenoxidu (PEO) a druba obsahuje polyaniontovy
tripolyfosfat sodny (TPP). Takto piipravené NP vykazuji dobré asociaéni vlastnosti s proteiny,
napf. hovézim sérovym albuminem (BSA), tetanovym toxoidem, insulinem nebo
oligonukleotidy.

Mao a spolupracovnici (34, 35) pFipravili komplexni koacervaéni metodou DNA-chitosan NP.
Stejnou metodou byly piipraveny také DNA-Zelatina NP (36). Chitosan a 1é¢iva latka byly
rozpuétény ve vodé a v emulzi voda / olej, ktera byla pfipravena v tekutém parafinu za pouZiti
emulgatoru. K této stabilni emulzi byla pfidana druha emulze hydroxidu sodného v parafinu.
Ve styku s NaOH koacervaci chitosanu se vytvofily chitosanove NP.

Nové biodegradabilni polyestery sestavajici z kratkych polylaktonovych fetézcu, které jsou
pfipojeny na polyvinylalkohol (PVA) nebo na sulfobutyl-PVA (SB-PVA) byly pfipraveny
polymerizaci laktidu a glykolidu za pfitomnosti riznych polyoli. Modifikované zakladni
struktury vznikly reakci aktivovaného PVA se sulfobutylovymi skupinami. Tak byly
pfipraveny nové ve vodé rozpustné polyestery. Tyto polymery vytvafi nano¢asticové stabilni
komplexy s lidskym sérovym albuminem, tetanovym toxoidem a cytochromem C. Vyvoj NP
z takovych polymert nevyZaduje pouZiti rozpoustédel ani tenzidu (37-39).

3 Inkorporace léc¢ivé latky {Drug loading)

NP systém je Gsp&Sny tehdy, pokud je moZné na NP navazat co nejvetsi mozneé mnoZstvi
lé¢ivé latky a zarovef omezit mnoZstvi nosi¢e nutného k podani 1éciva. Existuji dvé metody
inkorporace 1é&ivé latky: (a) inkorporace 1é¢ivé latky soub&zné s pfipravou a vznikem NP, (b)
absorpce 1égivé latky na NP poté, co NP byla jiZ vytvofena a inkubovana v roztoku lécivé
latky. Je ziejmé, Ze vétsi mnozstvi 1é&ivé latky je zachyceno metodou inkorporace ve srovnani
s absorpéni metodou. (40, 41).V pfipadé absorpéni metody lze obecné fici, Ze v ptipadé
polyalkylkyanoakrylatu (PACA) &im je del3i alkylovy fetézec, tim je vysSi afinita leCivé latky.
Kapacita absorpce je tudiZ zavisld na hydrofobicité polymeru a specifického povrchu €astice.
V pifpad& inkorporaéni metody byla vysledovana zavislost mnozstvi inkorporované lécivé
latky na jeji koncentraci v roztoku a koncentraci monomeru v roztoku. Pro optimalni vysledek
je nutné optimalizovat mnoZzstvi monomeru dostupného pro inkorporaci lécive latky (42).
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4 Uvoliovani légivé latky

Pribéh uvoliiovani 1é¢ivé latky a nasledna biodegradabilita NP jsou duleZité faktory pro vyvoj
uspédného leCivého pripravku.

Pribéh uvoltiovani 1é¢ivé latky zavisi na (a) desopci 1é¢ivé latky z povrchu, (b) difuzi 1é¢ivé
latky pfes matrici NP, (c) difuzi (v pfipade nanokapsli) pfes st€nu z polymeru, (d) erozi NP
matrice, (€) kombinaci eroze a difuze. TudiZz difuze a biodegradace fidi prub&h uvolfiovani
lé¢ive latky.

Metody testovani uvolfiovani in-vitro jsou nasledujici: (a) méfeni difuze jedné strany na
druhou pfes umélou biologickou membranu, (b) dialyzaéni difuzni metoda {c) reverzni
dialyzaéni metoda, (d) ultracentifugace, (e) ultrafiltrace, (f} centrifugalni ultrafiltracni metoda.
Pies kontinualni snahy a vyvoj v této oblasti testovani in-vitro zdpasi s technickymi problemy
praktického provedeni. Tyto problémy jsou zapfi€inény sloZitou separaci NP od testovaciho
disoluéniho media. Jako rychla se osvéd¢ila dialyzaéni metoda, kde jsou vyuzity dialyzaéni
vaky / tubiky, ve kterych je suspenze NP rozdélovana na zaklad€ jejich odlidné molekulové
hmotnosti. Tyto vaky, kazdy obsahuje NP o specifické molekulové hmotnosti, jsou poté
inkubovany spolu s testovacim disoluénim mediem. Jina technika vyuZiva difuzni cely, které
maji dva kompartementy — donor a akceptor. Separace potom probihd pfes umélou nebo
biologickou membranu.

Profil uvoliiovani 1é¢ivé latky z NP zavisi na charakteru biodistribuéniho systému (drug
delivery system, DDS). V piipadé matricového systému lé¢iva latka difunduje z matrice,
difuze 1é¢ivé latky je rychlejsi nez rozpad matrice, tj. rychlost uvolfiovani je zavisla na difuzi.

Rychlé po&ateéni uvolitovani souvisi spiSe stou frakci lécivé latky, ktera je navazana na
povrchu NP, neZli slé¢ivou latkou inkorporovanou v matrici. Pozd&jSi, exponencialni
zpozdény pribsh uvoliiovani je pfipisovan difuznimu uvolfiovani 1é€ive latky z matrice.
Inkorporace 1é¢ivé latky do matrice je 0¢ingj$i metoda jak docilit postupného uvoliiovani
1é¢ivé latky. Pokud byla 1é¢iva latka konjugovana s PLGA NP, uvolfiovani probihalo 25 dni,
zatimco z NP, které obsahovaly volnou nekonjugovanou 1é¢ivou latku probihalo uvolfiovani 5
dni (43).

5 Povrchové vilastnosti nanocastic

5.1 Povrchova adsorpce proteinl plazmy a fagocyt6za nanoéastic

Po i.v. podani jsou NP rychle rozpoznany imunitnim systémem a vylouceny z cirkulace.
V rozsahu opsonizace NP, tj. mnoZstvi adsorbovanych proteini (opsoninu) na povrchu NP,
hraje roli velikost NP a hydrofobicita jejich povrchu. Tyto parametry piedurcuji osud NP in-
vivo (44. 45). Navazani opsoninu na povrch NP, opsonizace, funguje jako spojovaci ¢lanek
mezi NP a fagocyty. Z toho tedy vyplyva, Ze pro GspéSnou formulaci dlouho cirkulujicich NP
je nutné porozumét interakci mezi plazmovymi proteiny a NP. ProdlouZeni setrvani NP
v krevnim obé&hu lze dosahnout jejich povrchovou modifikaci.
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Alleman et al. (46) provedl studii, v niZ zjistil, Ze po inkubaci PLA NP s lidskou plazmou a
sérem hlavnimi adsorbovanymi sloZzkami byly IgG, albumin, apolipoprotein E, stejné jako
komponenty komplementu Cs, ktery je soucasti imunitniho systému a je zodpovédny za
rozpoznani cizich povrchu. IgG a komponenty komplementu C; byly nejvyznamnéjsi
adsobované sloZky. Zajimavé je, Ze i zpisob pfipravy NP ziejmé oliviiuje interakci proteini a
NP. Luck et al. (47) publikoval studii, v niZ je patmé, Ze mnoZstvi nékolika apolipoproteini
adsorbovanych na PLGA pfipravenych sprayovym suSenim bylo vy3si, ve srovnani s adsorpci
na PLA NP, které byly pfipraveny emulzni metodou voda/olej/voda. Neékteré adsorbované
proteiny byly specifické pro NP vyrobené stejnou metodou. Pfitomnost hydrofilnich fetézc
polyoxyethylenu v polymeru vyznamné sniZila adsorpci proteinii v porovnani s istymi
polyestery.

5.2 Metody charakterizace povrchu nanocastic

Jaky efekt ma modifikace povrchu NP, miZeme zjistit na zakladé méfeni zmén povrchového
napéti, density funkénich skupin nebo zvySenim hydrofility povrchu. Jednou z metod na
méfeni modifikace povrchu je uréeni zeta potencidlu vodné suspenze obsahujici NP. Touto
metodou je sledovana mobilita nabitych &astic za pusobeni elektrického potencialu. Mira
hodrofility povrchu potom muzZe byt odhadnuta na zakladé hodnot zeta potencialu.

Jinou bézné pouZivanou metodou je elektronova spektroskopie pro chemickou analyzu
(ESCA). Dale mizZe byt povrchova hydrofobicita méfena hydrofobni interakéni
chromatografii, kde jsou na koloné separovany latky na zékladé jejich interakce s hydrofobni
gelovou matrici (48).

5.3 Metody modifice povrchu nanoéastic

Modifikace povrchu lze provést:(a) metodou pokryti povrchu hydrofilnimi polymery / tenzidy
a nebo (b) vyvojem biodegradabilnich kopolymerii s hydrofilnimi segmenty. Z pouZivanych
hydrofilnich polymeri lze jmenovat polyethylenglykol (PEG), polyethylenoxid (PEO),
poloxamer, poloxamin, polysorbat (Tween-80) a lauryl estery.

5.3.1 Povrchové modifikované nanocastice za pouziti PEG a PEO

Nanocasticim pokrytym PEG bylo vénoviano mnoho pozomosti. Ochranné vlastnosti PEG na
povrchu &astic proti ¢innosti fagocyti zavisi na hustoté pokryti NP a molekulové hmostnosti
pouzitého PEG (4%). Vysoka hustota a dlouh¢ fetézce PEG jsou dilezité pro nizkou adsopci
proteinu na povrch NP, tj. nizkou opsonizaci. Zajimavé je, Ze povrchova hustota hraje
vyznamnéjdi roli pfi sterickém odpuzovani a van der Waalsovych interakcich neZz délka
fetézee (50).

Vzdalenosti mezi PEG fetézci na povrchu NP jsou kritické a rozhoduyjici pro miru navazani
proteinu na jejich povrch. Napiiklad sniZeni vzdalenosti mezi PEG fetézci na povrchu castice
z 6.2 na 5.1 nm vyznamné sniZila adsorpci apolipoproteinu a to o 90%. To také doklada tu
skute¢nost, Ze hustota hydrofilnich segmentl na povrhu je dilezitd v procesu opsonizace.
Ackoliv dalsi snizovani vzdalenosti jiZ nemélo dalsi vliv na adsorpci plazmovych proteint
(31}
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Na Obrazku 5-1 je schematicky znazornén efekt hustoty a konformace PEG na opsonizaci
(52).

Obrazek 5-1 Efekt PEG density a konformace na opsonizaci {52)

N\’
)

(B}

{A) opsonizace probiha pokud je densita PEG nizka
(B) opsonizace neni mozna za vy33i povrchové density PEG
(C) opsonizace neni moZna pokud se oba konce PEG u&astni povrchové modifikace

5.3.2 Povrchové modifikované nanocastice za pouZiti poloxameru a
poloxaminu

Povrchova modifikace hraje roli pfi snizovani vychytavani mononuklearnim fagocytarmim
systémem (MPS uptake), tj. vychytavani NP z ob&hu makrofagy, coZ vede ke sniZovani
dostupnosti nanogastic v ob&hu. Povrchové modifikované polystyrenové NP o velikosti 60
nm, které maji na povrchu navazany poloxamin mély prokazanou prodlouZenou dobu setrvani
v obghu a sniZeny uptake v jatrech kraliku v porovnani s NP o stejné velikosti bez povrchove
meodifikace (53. 54). Poloxamin je ve srovnani s poloxamerem efektivnéjsi jako modifikétor
povrchu a zabranuje vychytavani NP v jatrech kraliku (35).

5.3.3 Cyklodextrin / karbohydrat modifikované nanocastice

Karbohydraty navazané na povrchu NP také zabraiiuji fenoménu MPS uptake (56).

Cyklodextrinové NP jsou vyuZivany ve formulaci ve vodé tézko rozpustnych 1é¢ivych latek
pro peroralni tak i parenteralni aplikaci. Pfitomnost cyklodextrinu v téchto NP vyznamné
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ovlinila povrchové charakteristiky NP, zfejmé diky hydrofilnim vlastnostem cyklodextrinu,
také tyto NP mohou napomoci vyhnuti se MPS.

534 Nanodéastice na povrchu modifikované polysorbatem — jejich
prostupnost hematoencefalickou bariérou

Povrchové modifikované NP byly pouZity pro dodani protizanétlivych 1é¢iv do centralniho
nervového systému.

ZvySeni prostupnosti 1é¢ivych latek obsaZenych v NP pfes hematoencefalickou bariéru je
ovlivnéno nékolika mechanismy; (a) navazanim NP na vnitfni stranu endothelia kapilary
v mozku, kde nasledné &astice dodava lécivou latku na zakladé velkého koncentraéniho
gradientu, ¢imZ podporuje pasivni difuzi; (b) endotelialni uptake fagocyty (57).

Byl zkouman vliv po navéazani tenzidu na povrch NP na permeaci léCivé latky pies
biologickou membranu. Byla pozorovana zvySena permeace NP, které mély na povrchu
navazany polysorbat-80, Obrazek 5-2 (57, 38).

Obrazek 5-2 Uptake lééivé latky pres biologickou membranu (57, 58)

Free Drug ®
°
° ®
®
e o ®
@

(A)

(13)

{A) Uptake volné lécivé latky pies biologickou membranu
(B) Uptake lécive latky vazané na nanodastici povrchové modifikovanou polysorbatem-80 pies
biologickou membranu

Ve snaze dopravit protinadorové 1é¢ivo pomoci NP do mozkové tkané, bylo prokazano, Ze
koncentrace doxorubicinu v cilové tkani byla zvysena 60 —krat navazanim na polysorbatem-80
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povrchové modifikované NP PBCA. Samotné 1éCiva latka neprostupuje hematoencefalickou
bariérou. Polysorbatem-80 modifikované NP dosahly mozkovou tkaii v intaktni formé a 1é€iva
latka byla uvolnéna po endocytdze nanocastic endotelidlnimi buttkami mozkovych cev. V této
studii bylo dosaZeno vysoké koncentrace 1é€ivé latky v mozku, coZ dava nadéji na zlepSeni
terapie mozkovych nadorti (59).

6 Nanoéastice jako nosice proteinu a peptidu

NP jako nosiée (DDS - drug delivery systems) pro peptidy a proteiny maji v sou¢asnosti
ndkolik problému a slabych stranek. Proteiny a peptidy jsou nestabilni v PLGA diky
hydrofobicité a acidit¢é PLGA (60). Dalsim problémem je rychlé uvolnéni z PLGA matrice.
Nyni jsou zkoumany zpiisoby jak ovlivnit tyto negativni vlastnosti PLGA matric za pomoci
hydrogelovych NP (61, 62). V téchto studiich je hovézi sérovy albumin (BSA) nejprve
enkapsulovan do PVA NP, které jsou zaélenény do PLGA mikrosfér. Z této PLGA-PVA
kompozitni NP byl uvoliiovian BSA po dobu 2 mésici.

7 Nanomedicina - nanotechnologie aplikovana v mediciné

V této Casti je vénovana pozornost nékolika moZnostem vyuZiti nanoéastic v soucasné
medicing.

Dva hlavni faktory zpisobuji, Ze se nanomaterialy 1i§i od ostatnich materiala: (a) vétsi
relativni plocha povrchu a kvantovy efekt. Se sniZujici se velikosti ¢astic se vice atomu
nachazi na povrchu neZ uvnitf ¢astice. Napiiklad ¢astice o velikosti 30 nm ma 5% atomu na
povrchu, 10 nm &astice 20% a 3nm ¢astice 50%. Tudiz nanoéastice maji mnohem vétsi
reaktivni povrch ve srovnani s vét§imi &asticemi. Vzhledem k tomu, Ze chemické reakce
probihaji na povrchu a vzhledem k dostupné ploSe nanodastic je patmé, Ze NP budou vice
reaktivni neZ stejny material, ktery obsahuje vétsi ¢astice. Toho se sou€asnd medicina snazi
vyuzit pro cilené dodani légiva véetné fizeného uvoliiovani s cilenou distribuci (targeted drug
delivery including controlled release) (63).

71 Cilené dodani lé¢iva véetné Fizeného uvolfiovani (Targeted drug
delivery including controlled release)

Utelem cileného pisobeni a fizeného uvoliiovani 1&¢iva je lepdi management
farmakokinetiky, farmakodynamiky, nespecifické toxicity, imunogenicity a rozpoznani
biologickym systémem za éelem ziepdeni terapeutického efektu lééiva. Nové nosile lecivé
latky jako konjugaty NP- 1é¢iva latka mohou byt vyvinuty za ucelem zlepsit jejich specificitu
mista uéinku, reakce na podnét a zvysit kontrolu jejich degradace v téle, Obrazek 7-1 (64).
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Obrazek 7-1 Nosice légivé latky jako konjugaty ,nano&astice- légiva latka® (64)
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Uspé&ny NP systém ma nasledujici vlastnosti: optimalni (dostatetnou) inkorporaci 1é&ivé latky
(drug loading), optimalni uvoliiovani 1é€ivé latky, dostate¢nou stabilitu, nizkou toxicitu. NP
jsou slibnym feSenim jako noside ve vod€ tézko rozpustnych 1€¢iv. Pokud je takova 1é€iva latka
enkapsulovana v NP, miiZe byt tak dopravena na misto (&inku a az tam uvolnéna, aniz by byla
pred&asné z t&la vyloudena nebo degradovana. Tento pricip také redukuje mnoZstvi
nezadoucich uginkl, co¥ je zvlasts vyuZitelné pro vysoce u¢inné 1&Civé latky, jako napf.
protinadorova lé€iva.

Jak bylo popsano v pfedchozich kapitolach, NP vyuZivaji polymery, které maji specifické
fyzikaing-chemické vlastnosti, jako biodegradabilita, biokompatibilita nebo reaktivita na zmény
pH a teploty a tim umoziiuji design NP s riznymi funkcemi, pfiklad je uveden na Obrazku 7-2
(64).
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Obrazek 7-2 Struktura nanoéastice s ruznymi funkcemi (64)
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Anorganické jadro obsahujici Zelezo poskytuje moznosti MRI imaging, diblokovy kopolymer je
poskytuje hydrofilni obal a polypeptidovou vrstvu, ktera zprostiedkovava navazani v cilove tkani.

NP mohou byt i feSenim pro nové cesty podani 1é&iv, napf. NP mohou fesit prostup lécivé latky
hematoencefalickou bariérou, nebo poskytovat feSeni pro jiné alternativni podani novych
proteinovych 1ééiv a vyhnout se jejich inaktivaci v gastrointestinalnim traktu. NP a nanokapsle
mohou chranit proteiny pted inaktivaci v gastrointestinalnim traktu tim, Ze umoZni prostup pres
mukézu. Peroralni podani by tudiZ v budoucnosti mohlo byt umoznéno vhodnymi NP.

Dale NP piedstavuji moZnost, jak vylepdit dostupnost lé€ive latky po nasélnim a sublingualnim
podani, stejné tak jsou dale vyvijeny jako lékové formy umoZijici systémové podani pfes
plice. A¢koliv tsp&ch podani proteinovych 1é¢iv pes plice omezen diky piitomnosti proteas a
makrofagh v plicich, stejné jako je jejich dostupnost snizena diky bariéfe mezi kapilarnim
fedidtém a alveolarnim vzduchem.

Rizené uvolfiovani léiva miize byt kontinualni nebo pulzni. Kontinualni uvolfiovani je funkci
polymeru, ktery uvoliiuje 1é€ivou latku v kontrolovaném rezimu diky difuzi z polymeru nebo
asové zavislé degradaci polymeru. Pulzni uvoliiovani je preferovano oproti kontinualnimu,
protoZe toto 1épe simuluje zpisob jakym t&lo pfirozen& uvolfiuje hormony jako napf. insulin,
Tento zplisob miZe byt dosaZen tim, Ze nosié na néjZ je Iéiva latka navazéna reaguje na
specificky stimul (zménu pH, teploty).

Dlouhodobym cilem vyvoje DDS (drug delivery system) je moZnost cilené zasahnout vybrane
buriky / receptory v téle.

Jednou z moZnosti vyuZiti bioresorbovatelnych polymeri je v regenerativni medicing. Takové
biomaterialy by reagovaly pozitivng na zmény v bezprostiednim okoli, stimulovaly specificke
regenerativni procesy na molekularni urovni, fidily bunéEnou proliferaci, diferenciaci bunék a
tvorbu a organizaci extracelularni matrice.
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7.2 Nanocastice a jejich vyuziti v terapii nemoci dychacich cest
V terapii broncialniho astmatu byly provedeny studie vyuZivajici NP. Byly vyvijeny NP, které

zodpovédny za rozvoj a progresi peribronchidlniho zanétu v alergickém onemocnéni
dychacich cest. Nejdfive byl vytvofen konstrukt, ktery by se efektivné vézal na P-selektin.
Tento konstrukt byl tvofen &astici, ktera méla na povrchu ligandy, které se vazaly na elementy,
které zprostiedkovavaly adhesi P-selektinu na ligandy P-selektin glykoprotein ligand-1.
Aktivita této NP byla testovana in-vitro, tak i in-vivo a byl prokazan jeji u¢inek (63)

Dal3i studie byla provedena s chitosan/interferon (INF) - v pDNA NP. Bylo prokéazano, Ze
tyto nanodastice mohou cilen¢ pisobit v mist¢ zanétu v piipadé alergického onemocnéni
dychacich cest a zaroveii, Ze intranazalni aplikace téchto NP muZe efektivné redukovat
alergenem indukované astma v experimentalnim modelu. {(6:6).

7.2.1 Pulmonalni tuberkuléza

Pouziti NP v pulmonalni tuberkuloze bylo zkoumano za Géelem redukce frekvence podavani
antituberkulotik. Byly piipraveny NP z kopolymeru kyselin DL mlééné a glykolové (PLG)
s enkapsulovanymi antituberkulotiky rifampicin, isoniazid a pyrazinamide. Po jednom
peroralnim podani téchto NP byly lé¢iva isoniazid a pyrazinamid nalezeny v krevnim ob&hu
po dobu 9 dni a rifampicin po dobu 6 dni, zatimco terapeutické koncentrace v tkani byly
piitomny po dobu 9 aZ 11 dni. Tyto vysledky vedou k zavéru, Ze podani NP je vyhodné a vede
k redukci frekvence podani 1é¢iv (67).

7.3 Strategie pro ockovani

NP mohou byt také vyuZity ke stimulaci dlouhotrvajicich a ochrannych imunitnich odpovédi
na respiraini virové infekce. Experimentalné byly pouZity NP zpolymlééné kyseliny
povrchové modifikované polyethylenglykolem a tetanovym toxoidem (68). Dale byly pouZity
chitosan-DNA nanosféry, které obsahovaly plazmid DNA koédujici antigeny respiracniho
syncialniho viru (RSV) {09).

8 Shrnuti teoretické casti

Pouziti biodegradabilnich polymerti pro fizené uvoliiovani lé¢iva je v soucasnosti jiZ dobfe
prozkoumano. Pfesto je nyni na trhu pouze omezené mnozstvi 1é¢ivych pfipravki, ktere by
vyuZivaly této technologie (napf. Lupron® Depot). Modifikace povrchu NP je vyznamnym
faktorem pfi optimalizaci NP a tim zprostfedkovani cileného puisobeni 1é€ive latky v cilové
tkani a dosazeni prodlouzeného setrvani v krevnim ob&hu. Z hlediska polymerni chemie je
nutné stale hledat nové polymery s vyvazenymi hydrofilnimi a hydrofobnimi vlastnostmi.
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9 Cil prace

V ramci vyzkumného zaméfeni katedry farmaceutické technologie Farmaceuticke fakulty UK

v Hradci Kralové bylo zadano k feSeni téma, které je soucasti vyzkumnych aktivit spojenych

s formulaci medikovanych nano¢astic. Zadani experimentalné zaméfené rigordzni prace je

mozZno ¢lenit do nasledujicich useku:

¢ Nano¢astice bylo navrZzeno pfipravovat emulzni metodou s rozdélovanim rozpoustédla do
vnéjsi hydrofilni faze.

e DiivEjsi zkuenosti s kyselinou poly(DL-miéénou) jako nosi¢em bylo snahou rozsifit o
dalsi nosice oligoesterového typu s linedmim fetézcem, piipadné s vétvenou konstituci
molekuly.

e Zajem byl hledat vhodnou koncentraci lecitinu jako jiZ diive nalezeného tii€inného
emulgatoru. Osvéd¢ena kombinace lecitinu s neionickym tenzidem byla aplikovana
v podobé poloxameru nebo polysorbatu.

e Nové byly navrZeny vysoce tékavé estery kyseliny octové a mravenéi jako alternativa
méné toxickych rozpoustédel k rozpoustédlium typu chlorovanych uhlovodika.

¢ Terbinafin je léCivo, ktera by mohlo mit vyS3i uginnost, kdyby bylo schopno pronikat do
bunék v prolongované uvoliiované formé z nano¢astic. Byly formulovany nano¢astice
s 10% terbinafinem.

e Pasivni targeting je ovlivnén pfedevsim velikosti ¢asticovych systemi, jednak parametry
jejich povrchu. Proto byly jako kvalitativni znaky uréeny velikost nanocastic a jejich zeta
potencial.

10 Principy méreni velikosti nanocastic

10.1 Dynamicky rozptyl svétla

Zetasizer provadi méfeni velikosti &astic a jejich zeta potencidlu pomoci procesu, ktery se
nazyva dynamicky rozptyl svétla (DLS-dynamic light scattering). DLS proméfuje Browniiv
pohyb, jeho# rychlost souvisi s velikosti ¢astic. Castice prochazi laserovym paprskem,
rozptyluje zafeni viemi sméry. Detektor umist&ny v nalem piipadé na 173" analyzuje
dopadajici zafeni. Kolisajici intenzita rozptyleného dopadajiciho zafeni se zobrazuje na
detektoru jako soustava Cemobilych skvrn. Bilé skvmy jsou zaznamem pro dopadajici
rozptylené zéfeni ve stejné fazi, Gerné skvmy jsou zpisobeny vzdjemnym vyruSenim fazi,
viz.obr.10-1. Detektor zaznamenava rychlost pohybu skvm na stinitku v ¢ase a pfes korelacni
funkci a Stokes-Einsteinovu rovnici ptepoéitava rychlost pohybu &astic na jejich velikost.
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Obrazek 10-1  Skvrna zobrazujici Browniv pohyb

Brownuv pohyb je pohyb ¢astic v dusledku nahodnych srazek s molekulami kapaliny. Hlavni
rys Brownova pohybu je, Ze malé castice se pohybuji rychleji a velké &astice naopak
pomaleji. Vztah mezi velikosti ¢astic a rychlosti Brownova pohybu je definovan jako Stokes-
Einsteiniv zakon. Tak jako jsou castice konstantné v pohybu, tak se skvrna jevi take jako se
pohybujici. Zetasizer nano systém méfi pomér intensity kolisani skvrny a pogitad velikost
dastic.

Stokes-Einsteinuv zakon:

r=kT/6nnD N ... viskozita
k ... boltzmanova konstanta
T ... teplota
D ... difuzni koeficient

Zetasizer méti intensitu kolisani laserového paprsku a tato intensita je pfepocitavana na
velikost Castic uvnitf vzorku. Uvnité pfistroje je souast nazyvana digitalni korelator.
Korelator je program porovnavajici kolisani intenzity svételneho signalu v ¢asovém obdobi.

10.1.1  Korelaéni funkce

JesthiZze jsou méfeny velké &astice, pohybujici se pomalu, intenzita porovnavaci skvmy bude
také kolisat pomalu. JestliZe jsou méfeny malé ¢&astice, pohybujici se rychle, intenzita
porovnavaci skvimy bude take kolisat rychle. Graf ukazuje korelaéni funkci pro velké a malé
¢astice, viz.obr.10-2. Rychlost poklesu korela¢ni funkce je zavisla na velikosti &astic, pokles
Je strmé&)3i pro malé Castice.
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Obrazek 10-2  Graf korela¢ni funkce
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Po zméfeni korela¢ni funkce piistrojem je tato informace pouZita pro vypodet distribuce
velikosti ¢astic. Zetasizer, jeho software, pouziva k vypod&tu algoritmus, ktery pfevadi strmost
poklesu korelagni funkce na distribuci velikostnich skupin &astic, tj. velikostni distribuci.
Typicky graf distribuce velikosti je ukazan na obr.10-3. Na ose X je uvedena distribuce skupin
gastic o stejné velikosti, zatimco osa Y ukazuje relativni intenzitu rozptyleného svétla. Tento
graf se proto ozna¢uje jako distribuce podle intensity.

Obrazek 10-3 Graf distribuce velikosti ¢astic
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Ackoliv zakladni distribuéni velikost vytvofena DLS je distribuce intenzity, muize byt
pievedena 1 na objemovou distribuci. Tato objemova distribuce miiZe byt také dale pfevedena
na ¢iselnou distribuci. Ciselna distribuce v sobé nasobi chyby z distribuce intenzity.
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10.1.2 Ciselna, objemova a intenzitni distribuce

Zde je popsan rozdil mezi intenzitni, objemovou a €iselnou distribuci. Musime si predstavit
vzorek obsahujici pouze 2 velikosti &astic (napf.5 nm a 50 nm), se stejnym pomémym
zastoupenim obou velikosti, viz.obr.10-4. Prvni graf ukazuje vysledky jako ¢iselnou
distribuci. Oba piky jsou stejné velikosti (1:1) jako se rovnaji poéty €astic. Druhy graf ukazuje
vysledky objemové distribuce, oblast piku pro ¢astice velké 50 nm je tisickrat vétsi nez pik
pro éastice velké Snm. Takze objem 50nm &astic je tisickrat vétSi nez Snm ¢&astic, ve vzorci
pro vypocet objemu je tfeti mocnina poloméru. Tteti graf ukazuje vysledky distribuce podle
intenzity paprsku laseru. Oblast piku pro 50 nm &astice je milionkrat vétsi nez pro 5 nm
&astice. Je to proto, Ze velké Castice rozptyluji mnohonasobné vice svétla nez ¢astice malé.

Obrazek 10-4  Graf ¢iselné, objemové a intensitni distribuce
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10.1.3 Méreni velikosti ¢astic

Typicky DLS systém zahmuje Sest hlavnich komponent, viz.obr.10-5. Prvni je laser(1), je
pouZivan jako svételny zdroj k ozatovani vzorku ¢astic uvniti kyvety(2). Vétdina svételného
paprsku prochéazi rovné vzorkem, €ast zafeni je rozptylovana éasticemi uvnitf vzorku. Dali je
detektor(3), pouzivany k méfeni intenzity rozptyleného svétla. Castice rozptyluji svétlo ve
viech smérech, tim je moZné teoreticky umistit detektor do téméf jakékoliv polohy, v které
bude detekovat rozptylené zateni.
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Obrazek 10-5 DLS systém
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Jestlize je detekovano pfilis mnoho svétla, detektor se pfetizi. Proti pfetiZeni je zde tzv.
zeslabovad(4), poZivany k redukci intenzity svétla laseru, ktery redukuje silu rozptyleného
zafeni. Intenzita signalu z detektoru pfechazi na digitalni signal v pfistroji nazyvany
korelator(5), ktery srovnava rozptylovanou intenzitu v nasledujicich asovych intervalech
k odvozovani poméru kolisajici intenzity. Tyto korelaéni informace dale prochdzi pres
pocitaé(6), kde se data analyzuji a odvozuje se velikost.
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10.2 Méreni a principy zeta potencialu

Pro pochopeni principu méfeni zeta potencialu je v prvé fad€ nutné pochopit teorii zeta-
potencidlu a dale fyzikdlni d&je probihajici v prib&hu méfeni.

10.2.1 Teorie zeta potencialu

Zetasizer méH elektroforetickou pohyblivost a poté k vypoftu zeta potencialu pouZiva
Henryho rovnici. Okolo &astic existuje tzv. elektrickd dvojvrstva. Prvni vrstva na
bezprostfednim povrchu ¢éstice, kde jsou ionty pevné vazéany, se nazyva ,,Sternova vrstva®,
Druhou vrstvu tvofi difizni ¢ast, kde jsou ionty piipojeny mén¢ pevné, viz obr. 10-6. Kdyz se
astice pohybuje, tyto ionty dvojvrstvy se pohybuji spolu s ni. Potencial nachéazejici se mezi
pohybujici se éastici s elektrickou dvojvrstvou a okolim se nazyva zeta potencial.

Obrazek 10-6 Zeta potencial
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Zeta potencidl je duleZity pro pochopeni potencidlové stability a v teorii koloidnich systémul.
Koloidni a také makrodisperzni systém je definovan jako soustava sloZena nejmeéné ze dvou
fazi, 1atky dispergované a disperzniho media. Rozmér koloidnich ¢astic se pohybuje v rozmezi
Inm az lpm. V téchto ptipadech nas zajimaji dva hlavni stavy, pevna latka dispergovana
v tekuting (suspenze) a tekutina dispergovana v tekuting, &ili emulze. Castice v suspenzich,
které maji velky negativni nebo pozitivni zeta potencial, maji tendenci k odpuzovani a neni
zde tendence k flokulaci. Jestlize viak ¢astice maji velmi nizky zeta potencial a je zde
nepfitomnost sily ochrafujici &astice, spojuji se a flokuluji. Hlavni délici hranice mezi
stabilnimi a nestabilnimi suspenzemi je +30mV a -30mV. Castice se zeta potencialem vy&§im
neZ +30mV nebo niZ8§im nez -30mV jsou normalné povaZovany za stabilni.Velice dilezity
faktor v hodnoté zeta potencialu je pH. KdyZ si pfedstavime ¢astici v suspenzi s negativnim
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zeta potencidlem, do které piidame alkalickou latku, &astice maji tendenci ziskat vétsi
negativni naboj. KdyZ piidame kyselinu do této suspenze, negativni naboj bude sniZen az
neutralizovan. Dalsi pfidani kyseliny zapfiini vzestup pozitivniho naboje. Proto zeta
potencial bude pozitivni v nizkém pH a negativni ve vysokém pH.

Hodnota, ve které zeta potencial je roven nule se nazyva isoelektricky bod, viz.obr.10-7.
V tomto bodé je koloidni systém nejméné stabilni.

Obrazek 10-7 Isoelektricky bod
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Velice diileZita je existence elektrokinetickych efektu, mezi které patii i elektroforéza.

10.2.2 Elektroforeza

JestliZze v elektrolytu pouzijeme elektrické pole, nabité Castice suspendované v elektrolytu jsou
ptitahovany smérem Kk elektroddm opacného naboje. Viskézni sily brzdi pohyb &astic.
Rovnovaha je dosaZena mezi t&€mito dvéma opacnymi silami, ¢astice se pohybuji se stalou
rychlosti. Rychlost pohybu ¢astic zavisi na nasledujicich faktorech: intenzité elektrického pole
nebo gradientu napéti, dielektrické konstant® media, viskozité media, zeta potencialu.

Rychlost &astic v elektrickém poli je obvykle popisovana jako elektroforeticka pohyblivost.
Pomoci této hodnoty a na zakladé rovnice Henryho zdkona muzZeme vypocitat zeta potencial
castic.

Henrvho rovnice:

Ug=2¢ z f(Ka)/3y

Zorernennn zela potencial
Us...... elektroforeticka pohyblivost

€........dielektricka konstanta
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7.........viskozita

f{Ka)...Henryho funkce

10.2.3 Méreni elektroforetické pohyblivosti

Zaklad klasické mikroelektroforézy je kyveta s elektrodami, viz.obr.10-8. Castice se pohybuji
smérem k elektrodam opacéného naboje, jejich rychlost je méfena a vyjadiena v jednotce
silového pole jako jejich pohyblivost. Technika pouzivana v méfeni rychlosti v Malvernové
zetasizeru je laserovy Doppleruv rychlomér.

Obrazek 10-8 Kyveta s elektrodami
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10.2.4 Zetasizer, nano a zeta-potencialové méreni

Je zde pouZivano $est zakladnich komponent viz obr.10-9, hlavni je laser(1), ktery zdrojem
svételného zateni. Béhem méfeni zeta potencialu je zdroj svétla rozit€pen na paprsek pro
méfeni a srovnavaci paprsek. Srovnavaci paprsek je nezbytny v metodé meéfeni zeta
potencialu. Laserovy paprsek prochazi sttedem vzorku kyvety(2) a rozptyleny paprsek je
méien pod Ghlem 17°. Po aplikaci elektrického pole pohybujici se €astice zpisobi kolisani
intensity detekovaného svétla, frekvence takového kolisani je proporcionalni k velikosti
castice. Dalsi souéast je detektor(3), ktery posila informace do digitdlniho signalniho
procesoru(4). Tyto informace poté prochézi poéitatem(5), kde je Zetasizer nano software
produkujici frekvenéni spektrum. Z frekvenéniho spekira je kalkulovana elektroforeticka
mobilita a tudiZ téZ zeta potencial.

Pro vzorky, které rozptyluji vice svétla, jako velké astice, nebo vzorky vySsi koncentrace, u
nich musi byt mnoZstvi rozptyleného svétla snizeno zeslabovalem (6), ktery je pouZivan
k redukei intensity laseru a proto redukuje intensitu rozptylovani.. Zeslabova¢ automaticky
redukuje mnoZstvi svétla prochazejiciho vzorkem. Dale je zde nainstalovana kompenzaéni
technika(7).
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Obrazek 10-9  Princip méfeni zeta potencialu
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1 Experimentalni ¢ast

11.1 Pouzite pfistroje

Analytické vahy Kern ABS, max 220g, d=0,1g

Vahy Kern 440-33N max 200g, d=0,01g

Vahy Kern 440-47 max 1200g, d=0,1g

Magneticka michacka Heidolph MR 3001 100-1250 ot./min
Homogenizator Diax 900 Heildolph max.8000-26000 otacek / min.,6.pasem
Malver Instruments, UK Zetasizer ZS 90

Ultrazvuk Sonorex super 10P Bandelin

11.2 Chemikalie

Kyselina Poly{D,L mlé¢nd), KFT UK FaF Hradec Kralové
3D, KFT UK FaF Hradec Kralové

PLGA-2, KFT UK FaF Hradec Kralové

PEU-1, KFT UK FaF Hradec Kralove
Dichlormethan {DCM) p.a., Lachema a.s. Neratovice
Chloroform (CHCI;), Lach-Ner s.r.0. Neratovice
Destilovana voda

Lecitin L-a lecitin typ 11 S, Sigma Aldrich
Polysorbat, Lachema a.s. Neratovice

Poloxamer 407, ICI Surfactants UK

Terbinafin hydrochlorid, Zentiva a.s.

Ethylacetat, Lachema a.s. Neratovice

Methylacetat, Lachema a.s. Neratovice

Methylformiat, Lachema a.s. Neratovice
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11.3 Metoda pfipravy nanocastic

Metoda vyuZiva extrakci a odpafovani rozpoustédla (viz.Teoreticka &ast). Tato metoda je
zaloZena na principu pfipravy emulze typu olej ve vod&. Ve vnitini fazi se nachazi roztok
polymeru, popfipadé polymeru a Ié€ivé latky - v naSem pfipad€ byl pouZit jako LL terbinafin
hydrochlorid. Soustava se micha, tim jsou kapky vnitini fize v neustadlém pohybu.
Rozpouitédlo piechazi do vodné faze, odkud se postupné odpafuje. Ve vnitini fazi zistava
polymer, poptipadé polymer a LL, a ¢astice se stivaji pevnymi. Castice byly piipravovany
z nasledujicich polymeri (jejich roztoku o koncentraci 1%): polymeru kyseliny poly DL-
mlééné (PDLLA), PLGA-2, PEU-1 a 3D. Jako rozpoustédla jsme pouZili chloroform (CHCls),
dichlormethan (DCM), smés CHCl; s DCM 1:1, methylacetat (MA), ethylacetat (EA), smés
MA s EA 1:1, methylformiat (MF), smé&s MA s MF 1:1. Jako emulgator byl zkouman lecitin
(L), polysorbat (Pso), smés L (0.75%) s Pso (0.25%), poloxamer 407 (Px407), smés L (0.75%)
s Px407 (0.25%). Samotné emulgatory byly zkoumany o riznych koncentracich - 0.25%,
0.5%, 0.75% a 1%.

11.3.1 Priiprava vodné (vnéjsi) faze

Nejprve jsme navaZili na analytickych vahach potfebné mnoZstvi emuligatoru, popfipad€ smés
dvou emulgétori. Toto mnoZstvi jsme rozpustili ve vod&. V piipadé lecitinu jsme rozpousténi
urychlili kratkym (asi 30 sekundovym) zahfanim v mikrovinné troubé.

11.3.2 Priprava organické (vnitfni) faze

Na analytickych vahach jsme navaZili potiebné mnozstvi pfislusné¢ho polymeru (PDLLA,
PLGA-2, PEU-1 nebo 3D) a umistili jej na dno sklenéné lahvicky s uzavérem, piidali jsme
potfebné mnoZstvi rozpoustédla k piipravé 1% roztoku polymeru.

11.3.3 Priprava nanocastic

Do kadinky s vodnou fizi jsme piidali 1 g 1% organické faze. Tuto smés jsme umistili na
homogenizator a [ aZ 5 minut jsme homogenizovali na stupni 6 (tzn. 26000 otaCek/min). Po
ukondeni homogenizace jsme roztok rychle pfelili do ptedem pfipravené kadinky se 100 ml
destilované vody . Kadinku jsme umistili na magnetickou michacku na dobu 2-3 hodin (do
odpateni rozpoustédla). V ptipadé pouZiti MA a EA byly ¢astice stabilizovany do 1 hodiny.
Hotové ¢astice jsme méfili na Zetasizeru (jejich velikost a zeta potencial). Vysledky jsme si
zaznamenavali a porovnavali jsme ¢astice vzniklé z ruznych polymeri, dale jsme zkoumali
viiv pouZiti riznych emulgatori, jejich ruznych koncentraci a také vliv pouZitého
rozpoustédla na velikost Castic.

11.3.4 Méreni velikosti ¢astic

Vzorek jsme naplnili do specialni kyvety urené pravé pro méfeni v Zetasizeru a méfili
velikost ¢astic. Stejny vzorek byl pouZit pro méfeni zeta potencialu.

Jak bylo zminéno jiz diive zakladni distribuéni velikost vytvofena DLS je distribuce intenzity,
tato miize byt pfevedena i na objemovou distribuci. Tato objemova distribuce miiZe byt také
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dale pievedena na é&iselnou distribuci. Ciselna distribuce v sob& néasobi chyby z distribuce
intenzity.

Pfistroj zobrazuje velikostni distribuci. Na ose X je zobrazena distribuce tfidy velikosti a na
ose Y je zobrazena relativni intenzita rozptyleného svétla (viz nasledujici grafy)

Obrazek 11-1  Ukazka grafu distribuce velikosti ¢astic(v nm) podle intenzity
rozptyleného paprsku

Size Cisiizution by Infensity

Intensity (%)

0.1 1 10 100 1000 10000
Diameter (nm)

Record 1475 Dana PDLLA, DCM - 1

Obrazek 11-2 Ukazka grafu distribuce velikosti ¢astic(v nm) podle objemu

Size Distribution by Volume
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Racord 1475: Dana PDLLA, DCM - 1|
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Obrazek 11-3  Ukazka grafu velikosti Eastic podle €iselné distribuce

Size Distribution by Number

o —r 3 .
ot 1 10 100 1000
Diarmeter {nm)

Record 1475: Dana PDLLA, DCM - 1

11.3.5 Méfeni zeta potencialu ¢astic

10000

Zeta potencial jsme méfili na Zetasizeru pro kazdy vzorek zvlast, ze stejného vzorku jako
velikost ¢astic. Zetasizer zaznamenava vysledky a tyto udaje zpracovava a z vysledkd
sestrojuje zeta potencialovou distribuci a distribuci elektroforetické mobility.

V piipadé grafu Distribuce zeta potencialu je na ose X zobrazen zeta potencial v mV a na ose
Y je zobrazena intenzita. V grafu Distribuce elektroforetické mobility je na ose X zobrazena

mobilita, na ose Y je zobrazena intenzita.

Obrazek 11-4  Ukazka grafu distribuce zeta potencialu

Zela Polential Distribution
S00000 ¥
400000~

300000 *

200000 ¢

Intensity {(kcounts)

100000 *
ar T - i -
-200 =100 0 O
Zeta Potential (mV)

Record 1453 Dana FLGA-2, MA+EA - 2|

21
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Obrazek 11-5 Ukazka grafu distribuce elektroforetické mobility

Bectrophoretic Mobility Distribution
500000
400000 -
3000007 -

200000t

Inlensity (kcounds)

100000
o! - T R T—— .- ] i i ] i 4
-2-11-10 -9 -8 -¥ 6 -5 4 .3 .2 1 0 1 2 3 4 5 6 7 & 8 10 11 12
Mobility (umemV's)

Record 1453 Dana PLGA-2, MA+EA - 2|

11.3.6  Pfiprava nanoéastic z rGznych polymeru

Byly testovany 2 ruzné vngj$i faze - smés lecitinu a Pso a smés lecitinu a Px407. Nanocastice
byly postupné piipraveny v t&chto dvou vnéjsich fazich za poziti polymerti: PDLLA, PLGA-2,
PEU-1 a 3D.

0.75 % lecitin + 0.25% Pso + 1% polymer v DCM

Table 11-1 Roztok 0.75 % lecitin + 0.25% Pso (vnéjsi faze)
Latka Mnozstvi

Lecitin 0,375¢

Polysorbat 0,125¢g

Destilovana voda 49,50 g

0.75 % lecitin + 0.25% Px407 + 1% polymer v DCM

Table 11-2 Roztok 0.75 % lecitin + 0.25% Px407 (vnéjsi faze)

Latka MnoZstvi
Lecitin 0375¢
Px407 0,125g

Destilovana voda 49,50 g
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Table 11-3 Roztok 1% polymeru v DCM{vnitini faze)

:Létka MnozZstvi
Polymer' 0149
DCM 99g

"Pro pfipravu 1% roiioku polymeru jsme pouZili postupné polymer PDLLA, PLGA-2, PEU-1 a 3D.

11.3.6.1 Vysledky
Vysledky jsou presentovany v tabulkach 11-4 a 11-5 a v pfislusném grafu.

Table 11-4 0.75% lecitin + 0.25% Pso + 1% polymer v DCM

Polymer Velikost Velikost Velikost Zeta Zeta Zeta
gastic [nm]  gastic [nm]  éastic [nm]  potencial potencial potencial
1.méfeni 2. méfeni  primér [(mV] [mV] [mV]
= . 1. méfeni 2. méfeni priémér
3D 189 174.8 181.9 -63.75 -67.51 -65.63
PLGA-2 177.9 186.4 182.2 -65.71 -64.08 -64.90
PEU-1 176 177.6 176.8 -66.55 -64.69 -65.62
PDLLA 2477 206.7 227.2 -63.51 -64.65 -64.08

[ 0.76% lecitin + 0.26% Pso + 1% polymer v DCM

300

| 250 -
E 200 - I
§ : = =
§ 150 . -
g 100 i a5 @ Zeta potencial [mV)
& 0 Velikost &astic [nm] |
n

-100
| Typ polymern
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Table 11-5 0.75% lecitin + 0.25% Px407 + 1% polymer v DCM

Polymer Velikbst Velikost Velikost Zeta Zeta . Zeta
gastic [nm]  &astic [nm]  &astic [nm]  potencial potencial potencial
1.méfeni 2. méfeni priimér (mV] [mV] [mV]
= ~ 1. méfeni 2. méfeni prumér
D 187.3 180.1 183.7 -51.32 -50.75 -51.04
PLGA-2 173.7 183.9 178.8 -50.48 -51.71 -51.10
PEU-1 187.7 176 181.85 -51.24 -49.13 -50.19
PDLLA 146.5 151.7 149.1 -50.72 -49.65 -50.19

0,75%Lecitin+0,25%Px407+1% polymer v DCM

250

200

H
HA

150

100

@ Zeta potencial [mV]
50 a Velikost Castic [nm]

Zote prtenciil (v} Vellkost ()

50 4

-100

Typ polymeru

11.3.7 Priprava nano¢astic z 1% roztoku riznych polymert za pouziti riznych
rozpoustédel

Nanogastice byly ptipraveny za pouZiti vn&j§i vodné faze obsahujici 0.75 % lecitin + 0.25% Pso

Table 11-6 Roztok 0.75 % lecitin + 0.25% Pso (vnéjsi faze)

Latka . MnoiZstvi
Lecitin 0,375¢
Polysorbat 0,125g
Destilovana voda 4950¢

Jako vnitini faze byl ptipraven 1% roztok polymeru (PDLLA, PLGA-2, PEU-1 nebo 3D) v
rozpoustédle



y
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Table 11-7 Roztok 1% polymeru v rozpoustédle (vnitini faze)
Latka MnoZstvi
Polymer’ 019
_Rozpoustédio® 99¢g -

'Pro pFipravu 1% roztoku polymeru jsme pouzili postupné polymer PDLLA, PLGA-2, PEU-1 a 3D..
2 Jako rozpoustédio jsme pouzili DCM, CHCI;, MA, MF

V piipadé smési rozpoustédel byl roztok piipraven nasledovné

Table 11-8 Roztok 1% polymeru ve smési rozpoustédel (vnitini faze)
_Latka Mnozstvi
Polymer 019
Rozpoustédio 1° 495¢
Rozpoustedio 2 4,95¢g B

'Pro pFipravu 1% roztoku polymeru jsme pouZili postupné pol&rmer PDLLA, PLGA-2, PE.Li-1 a 3b.
Z)ako smés rozpoustédel jsme pouzili DCM+CHCls, MA+MF, MA+EA
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11.3.7.1 Vysledky

Vysledky jsou presentovany v nasledujicich tabulkach a jim odpovidajicich grafech.

Table 119 0.75% lecitin + 0.25% Pso + 1% PDLLA v rozpoustédle

Rozpoustédie  Velikost Velikost Velikost Zeta Zeta Zeta
dastic [nm]  &astic [nm]  éastic [nm]  potencial potencial potencial
1. méfeni 2. méfeni  primér [mV] [mV] [mV]
B 1. méfeni 2. méfeni  primér
DCM 2477 206.7 2272 -63.561 -64.65 -64.1
DCM+CHCl3 2294 2245 227 -61.85 -70.34 -66.1
CHCI3 2446 235.7 240.2 -84 -62.75 -63.4
MA 286.1 196.4 2413 -72.85 -66.19 -69.5
MF 186 2222 204.1 -40.33 -41.04 -40.7
MA+MF' 360.5 258.4 309.5 -47.24 -47.13 -47.2
MA+EA 189.2 165.1 177.2 -65 -69.46 -67.2

'za poui_iti_smési téchto rozpodétédel a tohoto polymeru se opakované nedafilo vyrobit vzorek 0
konsistentni kvalité nanocastic

0,75%1L.+0,25%Ps0,1%PDLLA

T—

Zeta potf-_:ngél (mV})
a Velikost (nm)

Zeta potencial {mV) Velikost
{nmj}

Typ rozpoustédia
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Table 11-10 0.75% lecitin + 0.25% Pso + 1% 3D v rozpoustédle
" Rozpoustédio  Velikost Velikost Velikost Zeta Zeta Zeta
gastic [nm]  &astic [nm]  Castic fnm] potencial potencial potencial
1.méfeni 2. méfeni  prumér [mV] fmv] mv]
- 1. méfeni 2. méfeni primér
"ECM 189 174.8 181.9 -63.75 -67.51 -65.6
DCM+CHCl3 2183 228.8 2236 -63.9 £7.66 -£65.8
CHCl3 248.9 230.9 238.9 -63.27 -84.29 -63.8
MA 2856 2241 2549 -70.87 -76.26 -73.6
MF 231.5 209.5 2205 -41.04 -39.15 -40.1
MA+MF' 4411 322.3 3817 -47.45 -43.62 -45.5
178.8 -41.51
MA+EA 238.7 252.8 2458 -68.84 -§7.32 -68.1

“'za pouziti smési téchto rozpoustédel a tohoto polymeru se opakované nedafilo vyrobit vzorek 0
konsistentni kvalité nano&astic

0,75%L+0,25%Ps0,1%3D

Zeta potencial {mV) Vellkost
{nm)

Zeta potencial (mV)
a Velikost (nm)

Typ rozpoustédia
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Table 11-11 0.75% lecitin + 0.25% Pso + 1% PLGA-2 v rozpoustédie

E)zpouétédlo Velikost Velikost Velikost Zeta Zeta Zeta
gastic [nm]  &astic [nm]  &astic [nm] potencial potencial potencial
1. méfeni 2. méfeni  pramér mV] [mV] {mV]
1. méfeni 2. méfeni primér
DCM 177.9 186.4 182.156 -65.71 -64.08 -64.9
DCM+CHCla 209 2075 208.3 -59.15 -84.73 -61.9
CHCl3 216.2 267.3 241.8 -63.47 -63.09 -63.3
MA 240.1 229.3 2347 -£69.27 -63.92 -66.6
MF 170.4 184.6 177.5 -40.67 -41.11 -40.9
MA+MF 1858 184.8 185.3 4719 -44 19 -45.6
MA+EA 188.2 264.9 226.6 -71.37 -66.3 -68.8
0,75%L+0,25%Pso,1%PLGA-2
300

£ T & J[

® 200 T3] L

2 B [

g .

< Zeta potencial {mV)

E o Velikost (nm)

:E

(]

]

-]

(=8

4

Q

N

Typ rozpoustédia
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Table 11-12 0.75% lecitin + 0.25% Pso + 1% PEU-1 v rozpoustédle

Rozpoustédio  Velikost Velikost Velikost Zeta Zeta Zeta

gastic [nm]  &astic [nm]  &astic [nm] potencial potencial potencial

1. méfeni 2. méfeni  primér (mV] [mV] [mV]

1. méfeni 2. méfeni pramér

DCM 176 1776 176.8 -66.55 -64.69 -66.6
DCM+CHCI; 2075 188.2 197.9 -62.05 -61.82 -61.9
CHCl3 205.5 183 194.3 -62.2 -63.94 -63.1
MA 200.2 192.3 196.3 -75.86 -66 -70.9
MF 144.8 205.6 175.2 -36.55 -39.95 -38.3
MA+MF 144.4 181.8 163.1 -36.78 -41.65 -39.2
MA+EA 2701 339.9 305 -69.33 -67.8 -68.6

0,75%L+0,25%Ps0,1%PEU-1

200 T ==

@ Zeta potencial (mV)
150 -

a Velikost {(nm)

Zeta potencial (mV) Velikost (nm)

4 Q\ x "
100 RO ERINO & &

Typ rozpoustédia
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Byly testovany 3 ruzné vn&jsi faze obsahujici jako emulgator lecitin, Pso nebo Px407.
Emulgatory byly pouZity o riznych koncentracich ( 0.25%, 0.5%, 0.75%, 1%). Jako vnitini
faze byl pouZit 1% roztoku polymeru PDLLA. VZdy byly pfipraveny Castice s a bez 1é¢ive
latky, cilem bylo zjistit zda a vjaké mife 1éCiva latka ovlivni velikost a zeta potencial

vzniklych nanoéastic. Jako 1é8iva latka byl pouzit 10% roztok terbinafinu.

0.25 % emulgdtor + 1% PDLLA v DCM

Table 11-13 Roztok 0.25 % emulgator (vnéjsi faze)

) Latka ] Mnozstvi
Emulgator 0,12599
Destilovana voda 49.875¢g

0.5 % emulgdtor + 1% PDLLA v DCM

wew s

Table 11-14 Roztok 0.5 % emulgator (vnéjsi faze)

Latka Mnozstvi
Emulgator 025¢g
Destilovana voda 49,75 g

0.75 % emulgdtor + 1% PDLLA v DCM

Table 11-15 Roztok 0.75 % emulgator (vnéjsi faze)

Latka Mnozstvi
Emulgator 0,375¢
Destilovana voda 49,625

1 % emulgator + 1% PDLLA v DCM

Table 11-16 Roztok 1 % emulgator (vhéjsi faze)

Létk“a ] Mnozstvi

Emulgator 0,5¢
Destilovana voda 49,5
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Table 11-17 Roztok 1% PDLLA v DCM (vnitini faze)

: Latka MnoZstvi .
PDLLA 01g
DCM 99g

Pro pfipravu nanogastic s terbinafinem bylo vZdy do vnitini faze pfidano 10% terbinafinu
oproti polymeru, tzn. Do 10 g vnitini faze jsme piidali 0,01g terbinafinu a 0,1g polymeru.



Nano&astice ve farmaceutické technologii Strana 45

11.3.8.1 Vysledky

Vysledky jsou presentovany v nasledujicich tabulkach a jim odpovidajicich grafech.

Table 11-18 Emulgator lecitin + 1% PDLLA bez terbinafinu

Koncentrac  Velikost Velikost Velikost Zeta Zeta Zeta

e gastic [nm]  &astic [nm]  &astic [nm] potencial potencial potencial
emulgatory 1 mafeni 2. méfeni  primér [mV] [mV] [mV]

[%] 1. méteni 2. méfeni primér
0.25 206.1 216.4 211.3 -68.24 -87.76 -68

0.5 231 188.6 209.8 -71.96 -70.57 -71.3
0.75 238 196.5 217.3 -72.37 -66.96 -69.7

1 213.3 204.8 209.1 -70.76 -68.66 -69.7

Table 11-19 Emulgator lecitin + 1% PDLLA + 10% terbinafin

Koncentrac  Velikost Velikost Velikost Zeta Zeia Zeta
e gastic [nm]  &astic [nm]  &astic [nm] potencial potencial potencial
emulgatory 1 _méfeni 2. méfeni  primeér [(mV] [(mV] [mV]
[%] 1. méteni 2. méfeni  primér
0.25 2115 216.9 2142 -58.71 -53.35 -56.0
0.5 218 228.2 223.1 -64.09 -67.59 -65.8
0.75 187.3 190.2 188.8 -68.26 -67.21 -67.7
1 225.1 199.2 2122 -69.43 -66.89 -68.2
Lecitin
250
2001

0 Velikost Terb. {(nm)

3 Zeta pat Tem, (mv}
50 4 O velikost (nm}

0 Zeta petencial (mv)

Zota potencldl (mV]  Vellkost (um)

Locitn %
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Table 11-20 Emulgator Pso + 1% PDLLA bez terbinafinu
Koncentrac  Velikost Velikost Velikost Zeta Zeta Zeta
e gastic [nm]  &astic [nm)  ¢astic [nm] potencial potencial potencial
emulgatory {1 mgfeni 2. méfeni  primér [mV] [mV] [mV]
%] _ 1.méfeni 2. méfeni  primér
0.25 103 199.9 151.5 -38.8 -37.39 -38.1
0.5 159.2 159.9 159.6 -33.33 -39.95 -36.6
0.75 166.7 191.9 179.3 -41.72 -41.68 -41.7
1 203.1 2292 216.2 -38.65 -38.16 -38.4
Table 11-21 Emulgator Pso + 1% PDLLA + 10% terbinafin
Koncentrac  Velikost Velikost Velikost Zeta Zeta Zeta
e gastic[nm]  &astic[nm]  &astic [nm]  potenciél potencial potencial
emulgatory  { meafeni 2. méfeni  priimér [mV] [mV] [mV]
%] 1.méfeni 2. méfeni _ primér
0.25 204.1 251.1 2276 -34.48 -37.78 -36.1
0.5 166.7 243.3 205 -38.08 -38.58 -38.3
0.75 72.71 123.3 98.0 -37.1 -35.9 -36.5
1 255.8 1241 189.95 -35.42 -43.03 -39.2
Polysorbat 80
250
200 +
3 150 1 O Velikost Terb.(nm)
= E 1073 @ Zeta pot. Terb. (mV)
'g ‘_'a' 50 || O Velikost {nm)
§_ 5 o O Zeta potencial (mV)
[ T T T
z~ sL| s L B 2
N -50
-100
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Table 11-22 Emulgator Px407 + 1% PDLLA bez terbinafinu
Koncentrac  Velikost Velikost Velikost Zeta Zeta Zeta
e gastic[nm]  astic[nm]  &astic [nm]  potencial potencial potencial
emulgdtoru 9 m&feni 2. méfeni  primér [mV] [mV] [mV]
%l _ 1. méfeni 2. méfenl  primér
0.25 209.1 201.1 205.1 -23.82 -25.68 -24 8
05 188.3 192.2 190.3 -28.85 -24.39 -26.6
0.75 183.9 174.3 179.1 -29.91 -27.64 -28.8
1 194.6 2006 197.6 -33.02 -29.08 -31.1
Table 11-23 Emulgator Px407 + 1% PDLLA + 10% terbinafin
Koncentrac  Velikost Velikost Velikost Zeta Zeta Zeta
e éastic [nm]  &astic [nm]  &astic [nm]  potencial potencial potencial
emulgatory 1. méfeni 2. méfeni  primér [mV] [mV] [mV]
[%] . 1.méfeni 2. méfeni  primér
0.25 153.3 187.6 1705 -28.77 -27.07 -27.9
05 193.8 153 173.4 -31.11 -27 -29.1
0.75 199.3 195.9 197.6 -22.52 -23.99 -23.3
1 199.2 190.8 195 -22.33 -23.37 -22.9
Poloxamer 407
250
200 ] —
— s
150 + | — — —
O Velikost Terb. (nm)
100 -1 | & il | Zeta pot. Terb. (mV)
0O Velikost (nm)
0O Zeta potencial {mV)
504+ M - | | —]
0 \J : J : u ,
-50
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12 Diskuse
12.1 Obecné poznamky

Existuje n&kolik metod pfipravy nanodastic. V laboratofich se nejvice vyuzivd metoda
zaloZena na smiseni acetonového roztoku nosiée a 1é¢iva s vodnym roztokem tenzidi. Na
zakladé intenzivniho miseni acetonu s vodou dochazi k turbulentnim tokim, které vedou
k desintegraci kapek vnégjsi faze na droveil nanodastic. Postup je rychly a nendroény na
technické zafizeni. Jeho hlavni nevyhodou je nestandardni velikost nanocastic v produktech.

Postupem vypracovanym na pracovisti Skolitele bylo prokazano, Ze pomoci
vysokoobratkového desintegratoru je mozno emulzni metodou pfipravit nano¢astice mensi nez
200 nm s relativnd standardni velikosti. Ziskat dostate¢né malé nanoéastice je mozZno za
urditych ptedpokladi. Kromé vykonného desintegratoru s kvalitni turbinou je nutny 0ginny
emulgator, dal$i podminkou je vnitini faze s nizkou viskozitou. Jako velmi vhodny emulgator
byl jiz dfive nalezen lecitin, ptipadné jeho smési s neionickymi tenzidy. Nizkou viskozitu
vnitini faze je moZno docilit jednak volbou vhodného nosice a dale volbou nizké koncentrace
nosi¢e. Jako nosi¢e vhodné pro formulaci biodegradabilnich implantovatelnych 1éku nového
typu se jevi oligoestery alifatickych hydroxykyselin, zvlasté jejich varianta fetézcu vétvenych
z centralni molekuly polyhydrického alkoholu. Tyto hvézdicovité (star-like) struktury se
vyznaduji vyhodngjsi kinetikou hydrolyzy a lep$i zpracovatelnosti souvisici s niZsi viskozitou
tavenin a roztoka.

Pro méfeni velikosti a povrchového naboje nanodéastic byl vyuZit pfistroj Nanosizer ZS firmy
Malvern Instruments. Pro tUcely této rigorézni prace byla jako charakteristika vyuZita
intenzitni varianta prezentace méfeni, tato charakteristika neni zatiZzena chybou transformace
na odvozené charakteristiky. Ma zvygenou citlivost pro v&tsi ¢astice, tedy ty, které jsou ve
vzorcich z hlediska biodostupnosti pokladany za méné vhodné.

Jak je v teoretické &asti této prace popsano, distribuce velikosti ¢astic se odvozuje z
distribuce intenzity rozptyleného laserového paprsku svétla. Tyto pfimo naméfené idaje jsou
na obr. 11-1. Je na ném vidét, Ze intenzita rozptyleného svétla ostie stoupa s velikosti ¢astic.
Tento zpisob prezentace dat je vyhodny v ptipadé vyssi dileZitosti extrémné velkych &astic a

v ptipadé malého vyznamu malych ¢astic.

Z této zakladni intenzitni kfivky je podle softwarového programu mozZno odvodit distribuéni
kiivku vyjadfujici distribuci objemu nanoéastic (obr. 11-2). Nevyhodou uvedeného programu
jsou moZné nepresnosti vychazejici ze statisticky zpracovanych do rizné miry analogickych
situaci. Nespornou vyhodou je vypovidaci sila tohoto zpusobu prezentace. Ctenal ma moZnost
predstavit si, jaka procentualni frakce (objemova a tedy i hmotnostni) z celkového mnoZstvi
¢astic je v urcité velikostni tiidé.

Dalsf odvozenou veli€¢inou je podetni (&iselnd) distribuce castic. Ukazka pro stejny vzorek je
obr. 11-3. Souvisi tzce s velikosti povrchu nanodastic, coZ pro nékteré systémy s povrchoveé
navazanymi latkami je zakladni udaj. Tato charakteristika ma vyznam pro informaci o
nejmensich &asticich ve vzorku. V n&kterych pfipadech je moZno ztohoto udaje ziskat
informace o mechanismu nebo o prub&hu dé&ju podmiiiujicich vznik systému.
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Povrchovy ndboj nanodastic je mozno méfit se dvéma niznymi vystupy naméfenych dat.
Jednim z nich je distribuce zeta potencialu uréitého velkého souboru métenych Castic. Ukazka
tohoto vystupu je na obr. 11-4. Je mozZno posoudit tvar kiivky, hodnotu intenzity v bodu piku.
Souvisici hodnotou je distribuce hodnot elektroforetické mobility (obr. 11-5).

12.2 Vliv nosi¢e na velikost nanoc¢astic a jejich zeta potencial

Nano¢astice byly pripraveny jiZ diive vypracovanym postupem rozdélovani dichlormethanu
zvnitini faze emulze do vné&jdi vodné za pouZiti kombinace emulgatoru - lecitinu
s polysorbatem nebo lecitinu s poloxamerem. SloZeni emulzi vyplyva z tabulek 11-1 aZ 11-3.
Byly vyzkouseny &tyfi rizné nosige. S kyselinou poly(DL-mléénou) PDLLA byly jiZ dfive
vdané aplikaci dobré zku$enosti, nizkomolekulami kopolymer kyseliny DL-mlééné
s kyselinou glykolovou (PLGA) byl nove syntetizovan. Od néj byl odvozen polyesterurethan
PEU-1 reakei nosice PLGA modifikovaného hydroxyly (butandiol)
s hexamethylendiisokyanatem. Daldim vyzkou$nym nosiéem byl vétveny terpolymer kyselin
DL-mlééné a glykolové s dipentaerythritolem oznaceny 3D.

V tabulce 11-4 a na pfipojeném obrazku je vidét, Ze v emulzi stabilizované lecitinem a
polysorbatem byly nanodastice z PDLLA nejvétsi, ostatni mély zhruba stejnou velikost.
Uplatnila se patrné vy3si viskozita roztoku pii dispergaci. Hodnoty zeta potencialu byly pro
razné nosiée prakticky stejné, pro stabilitu systému byly dostatecné vysoké.

Pokud byl pouzit ve smési emulgatori poloxamer, byla hodnota zeta potencialu nizsi. Souvisi
to patrné s v&t§im rozmérem molekul tohoto neionického tenzidu a jeho stinicim efektem na
naboj adsorbovaného lecitinu. Za velmi pozoruhodny vysledek pokladame vyrazné sniZeni

s

v kombinaci s lecitinem v této fazi neni mozno formulovat.

12.3 Vliv riznych rozpoustédel nosi¢l na parametry nanocastic
z kyseliny poly(DL-mlé¢&né) (PDLLA)

V tabulkach 11-7 a 11-8 je sloZeni roztokd nosi¢ld. Jednotné byla vyuZita jejich 1%
koncentrace. Kromé bé&zné& pouZivanych chlorovanych uhlovodiku byly vyzkou3eny méné
toxické estery. Rozpoustédla byla pouzita jednak samotna, jednak ve smési v hmotnostnim
poméru 1:1. V tabulce 11-9 jsou naméfena data. Pokud se jako nejvhodnéjsi rozpousteédlo
stanovi takové, které pfi dané koncentraci nosice vede k nejmen$im nanoéasticim, potom je
moZno jako nejvhodnéjsi pokladat piekvapivé methylformiat a smés methylacetatu
s ethylacetatem. U methylformiatu je moZno oéekavat kromé stithovych sil pfi dispergaci také
vliv turbulentniho toku rozpoustédla do vnéjsi faze. Pro viechny systémy bylo velké rozpéti
stiednich hodnot velikosti &astic u dvou opakované pfipravenych vzorki. Zajimavy je nizdi
zeta potencial nanogastic pfipravenych s methylformidtem samotnym nebo sjeho smési
s methylacetatem. Tyto vysledky mohou podporovat hypotézu o silnych turbulentnich tocich
rozpoustédla v podateéni fizi piipravy. U nanoéastic s methyacetatem byl naopak namefen
nejvy3si zeta potencial. Nanocastice piipravené z tohoto rozpoustédla vS8ak mély nejvétsi
rozpéti velikostniho parametru.
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12.4 Vliv riznych rozpoustédel nosi¢l na parametry nanocastic
Z terpolymeru kyseliny DL-mlééné, kyseliny glykolové a
dipentaerytritolu (3D)

Nosi¢ oznaceny symbolem 3D obsahoval 3 % hmotnostni vétvici slozky. Jeho roztoky mély
vysokou koncentraci koncovych hydroxylovych skupin a nizkou viskozitu. Velmi vyrazny
vliv riznych rozpoustédel na adsorpéni vrstvu tenzidi se projevil také v pfipad€ nanocastic
z vétveného terpolymeru (tabulka 11-10). Methylformiat zplisoboval mensi adsorpci lecitinu,
methylacetat naopak vedl k vytvofeni velmi kompaktni vrstvy se zeta potencidlem -74 mV.

Pokud jde o velikost nanoc¢astic, stejné jako u kyseliny poly(DL-mlééné) byly vyrazné nejvétsi
nanodastice v pfipadé smési methylesteri kyselin mravenéi a octové. Systém se v tomto
piipadé choval velmi nestandardné. Nejmensi nanocastice pfi relativné reprodukovatelnych
vysledcich byly ziskany z roztoki nosi¢e 3D v dichlormethanu.

12.5 Viiv riznych rozpoustédel nosi€l na parametry nanoéastic
z kopolymeru kyseliny DL-mlééné a kyseliny glykolové (PLGA)

Nosi¢ byl ve vodé nerozpustny, byl relativné hydrofilni, protoZe mél nizkou molekulovou
hmotnost. Na rozdil od vyse uvedeného mél linearni konformaci fetézce.

Ptes odlisny typ molekuly je moZno konstatovat prakticky stejné elekroforetické chovani dané
volbou rozpoustédla. Nanocastice pfipravené z methylformiatového roztoku samotného i ze
smési s methylacetitem mély niz8i hodnoty zeta potencialu, kdeZto nanodastice
z methylacetatového roztoku nebo ze smési s ethylacetdtem mély vyrazne vyssi hodnoty zeta
potencialu (tabulka 11-11).

V ptipadé poly(laktidu-ko-glykolidu) byly pHipraveny standardnim zpusobem velmi malé
nano¢astice s primérem 182 nm (tabulka 11-11). Pri¢inou je patrmé velmi nizka viskozita
roztoku nizkomolekularmiho oligoesteru a optimalni rychlost rozdélovani rozpoustédla do
vnéjsi faze. U nanodastic z methylformidtu mohlo jit o kombinaci stithovych dispergaénich
jevi s turbulentnimi toky. Nanoéastice piipravené z chloroformového a z methyacetatoveho
roztoku byly kupodivu nejvétsi.

12.6  Vliv raznych rozpoustédel nosicit na parametry nanoéastic
polyesterurethanu odvozeného z kopolymeru kyseliny DL-
mléc¢né a kyseliny glykolové (PEU-1)

Tento nosi¢ byl pouzZit t€sné po jeho syntéze, ktera byla realizovana ve tfech krocich.
V prvnim byla ziskana PLGA. Jeji koncové karboxyly byly pfevedeny na hydroxyly reakci
s butandiolem v pfitomnosti ethylhexanoatu cinatého. Ve tfetim stupni byly vytvofeny
urethanové vazby reakci koncovych hydroxyli s hexamethylendisokynatem. Produkt mél
relativné nizkou molekulovou hmotnost a zjevné nizkou hodnotu teploty skelného pfechodu.
Meieni metodou DSC nebylo do zahajeni této prace provedeno.
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I ptes odlisny typ nosiée PEU-1 byly relace vlivi ruznych rozpoustédel postulované u
nanoé&astic z vySe popsanych nosiéu prakticky stejné. Zeta potencial byl nejniZ$i u nanocastic
ptipravenych z methylformiatovych roztokd, nejvy38i u nanodastic z methylacetatovych
roztoku. Rozdil byl velmi vyrazny, ¢inil 30 mV (tabulka 11-12). Téméf vSechny vzorky
z tohoto nosié¢e mély rozmér do 200 nm. OdliSovaly se pouze vyrazné nejvétSi nanocastice
(305 nm), které byly ptipraveny ze smési methylacetitu s ethylacetitem. Nejmensi v daném
souboru byly takové, které byly pfipraveny zaménou ethylacetatu za vyrazné hydrofilni
methylformidt ve smési s methylacetaitem. Nanocastice z methylformidtového roztoku
vznikaly nestandardné, prvni vzorek mél hodnotu charakteristiky 144 nm, druhy 182 nm.

Pfevazoval mechanismus turbulentnich misicich toki z vn&ji faze (tabulka 11-12).

12.7  Vliv lecitinu a terbinafinu na parametry nanoéastic pripraveny z
roztok( kyseliny poly(DL-mlé¢né) v dichlormethanu

Lecitin je velmi u¢inny emulgator a stabilizator hydrofilnich nanoemulzi. Je sloZkou prvni
volby pfi formulaci emulzni parenteralni vyZivy. Je to amfolyticka latka botnanjici ve vodeé.

V tabulce 11-18 jsou data zji$téna pii zvySovani koncentrace lecitinu v roztoku od 0,25% do
1,0%. Je patmé, Ze v daném rozmezi koncentraci se hodnota elektrokinetického potencialu
neméni. Nejnizsi, 0,25% koncentrace tenzidu je dostateénd k tomu, aby nanocastice mély
dostate¢ny ndboj. O vliva koncentrace lecitinu na velikost ¢astic je obtiZné z danych vysledki
spekulovat, protoZe ve dvakrat opakovanych vzorcich byla pomémé znacna variabilita.

Stejnd série experimentil byla provedena s jednou zménou. Tou byla baze terbinafinu pfidana
do systému spolu snosi¢em vjeho 10% podilu. Vyznamnou zménou je sniZeni zeta
potencialu, které bylo zvlast€¢ vyrazné u vzorku snejniZ8i (0,25%) koncentraci lecitinu.
SniZeni bylo 0 12 mV, z 68 mV na 56 mV. Patmé dochazi k interakci mezi bazi terbinafinu a
lecitinem, ktery ma nizkou hodnotu isoionického bodu. Pfi vySSich koncentracich nad 0,75 %
lecitinu se jiz vliv terbinafinu neprojevil.

12.8 Viiv polysorbatu 20 a terbinafinu na parametry nanodéastic z
roztoku kyseliny poly(DL-mlééné) v dichlormethanu

Zaména lecitinu za neionicky polysorbat méla podle oCekivani vliv na zeta potencial
nanocastic. V tabulce 11-20 je uvedeno, Ze hodnoty tohoto parametru se pohybuji mezi 37 mV
a 42 mV. Nebyl prokazan jednoznaény trend zmén hodnot se zménou koncentrace tenzidu.

Pokud jde o velikost nanoéastic, je moZno i pfi jisté variabilité dat sledovat vzrust velikosti
nanodastic se zvySovanim koncentrace polysorbatu od 0,25 % do 1,00 %. Po ptidani 10% baze
terbinafinu jsme zaznamenali u vétSiny vzorki stejné hodnoty zeta potencialu jako u
nanodéastic bez terbinafinu. Velikost nanodastic se do 0,75% tenzidu vyrazn€ sniZovala. Jedna
se o podstatny rozdil oproti nanodasticim bez baze terbinafinu (tabulka 11-20 vs. tabulka 11-
21). Po daldim zvy$eni koncentrace tenzidu na 1,00% bylo zaznamenano vyrazné zvétSeni
nanofastic z98 nm na 190 nm. Pfi¢inou muZe byt plastifikace vnitini faze systému
rozdélovanim polysobatu s naslednym zvySenim viskozity.
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12.9 Vliv poloxameru 407 a terbinafinu na parametry nanocastic z
roztokl kyseliny poly(DL-mlécné) v dichlormethanu

Poloxamer 407 je daldi lékopisna substance pouZitelna pro formulaci parenteralné
aplikovatelnych nanosystémi. Tento neionicky triblokovy polymerni tenzid ma molekuly
vétsich rozmeéni. Proto se jeho stinici efekt na hodnoty zeta potencialu projevil vyrazngji nez
tomu bylo u polysorbatu (tabulka 11-22 vs. tabulka 11-20). Prekvapivé vSak je, Ze
s koncentraci tohoto stabilizaitoru hodnoty zeta potencidlu stoupaji. Pokud jde o velikost
nanodastic, phi zvy$ovani koncentrace tenzidu do 0,75 % se nanodastice zmensovaly, u 1,00%
emulgatoru bylo zaznamendno zvétSeni. MlZe dochazet ke stejnému jevu plastifikace jako u
polysorbatu 20.

Terbinafin sniZuje hodnoty zeta potencidlu v piipadé vy$sich koncentraci tenzidu. MiZe
dochazet k synergismun poloxameru stimto léCivem. Kationicky tenzid muZe c¢asteéné
eliminovat negativni naboj koncovych karboxyli nosi¢e, poloxamer muiZe tento naboj
¢astecné stinit. ZvySovani koncentrace poloxameru vedlo piekvapivé ke zvy$ovani velikosti
nanodastic (tabulka 11-23).

13 Zavéry
Z oligoesterovych nosi¢i s rniznou konstituci fetézce je moZno metodou rozdélovani
rozpoustédla piipravit nano¢astice s velmi dobrymi parametry velikosti a povrchového naboje.
Velikost nanocéastic byla ovlivnéna molekulovou hmotnosti, kterd souvisi pfedeviim s
viskozitou roztokq.

Twr

Jako emulgétor se osvédeil lecitin, ktery je uéinny )iz v koncentraci 0,25 %. Vyhodnégjsi je
kombinovat lecitin s neionickymi tenzidy, jako je polysorbat nebo poloxamer.

Také samotny polysorbat 20 a samotny poloxamer 407 se projevily jako u€inné emulgatory od
koncentrace 0,25 % do koncentrace 0,75 %. ZvySeni koncentrace na 1,00 % u obou téchto
emulgatorti vedlo ke zhor$eni parametri produkti patrné jejich plastifikaénim uéinkem na
nosice.

Volba emulgatoru a jeho koncentrace ma vliv na hodnotu zeta potencialu. Nejvy3si zeta
potencial mé&l amfoterni lecitin, nejniZsi polymemi poloxamer.

Jako velmi vhodné rozpoustédlo pro piipravu nanoéastic byl potvrzen dichlormethan. Bylo
nalezeno dal3i vhodné, méné toxické rozpoustédlo, kterym byl methylacetat. Nanodcastice
piipravené z methylacetatovych roztokl dispergovanych v roztoku lecitinu mély velmi dobré
parametry velikosti a pfekvapivé vysoké hodnoty zeta potencialu.

Jako nevhodné rozpoustédlo se projevil methylformiat. Turbulentni toky sniZily kompaktnost
adsorpéni vrstvy lecitinu a tak doslo ke sniZeni hodnot zeta potencialu. Z methylformiatovych
roztokll byly ziskany malé nanocastice, jejich velikost byla nestandardni.

Do nanoéastic je mozZno pridat 10% bazi terbinafinu. Tato sloZzka mé interakce prvniho fadu
s vlivem ruznych emulgatori na velikost a povrchovy ndboj nano¢astic. U€innost enkapsulace
této substance nebyla v této praci studovana.
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