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Abstrakt
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Farmaceutick4 fakulta v Hradci Kralové
Katedra farmaceutickej technologie
Skolitel: doc. RNDr. Milan Dittrich, CSc.
Student: Andrea Balciarova

Nazov diplomovej prace: Formulacia a testovanie nanocastic z vetvenych polyesterov s
rifampicinom

V teoretickej Casti prezentovanej prace je hlavna pozornost' venovand pojednaniu o
nanocasticiach uréenych pre cielenii distribtciu, ich typoch, Struktire a nosicoch
pouzivanych pre ich pripravu. Dalej je vtejto &asti uvedeny prehlad
fyzikalne-chemickych vlastnosti a metdd pripravy polymérnych nanocastic vyuziteI'nych
pri formulécii farmaceutickych produktov. Experimentalna Cast’ prace je zamerand na
Stidium vplyvu koncentracie biodegradabilnich polymérov, pritomnosti kationickych
tenzidov a rifampicinu ako modelovej lieCivej latky na velkost' a zeta-potencial
nanocastic. Hlavna pozornost’ je venovand dekorovaniu nanocastic anionickymi
biopolymérmi, kyselinou hyaluronovou a xanthanovou klovatinou. Bola vyskuSana a
otestovana v roznych suvislostiach jednoduchd metoda pripravy, vyuzitelnd pre

formulaciu nanosystémov ovplyviiujicich cielene biologické funkcie.



Abstract

Charles University

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Pharmaceutical Technology
Consultant: doc. RNDr. Milan Dittrich, CSc.
Student: Andrea Balciarova

Title of Thesis: Formulation and testing of rifampicin-loaded branched polyesters

nanoparticles

In presented thesis, the main attention in theoretical part is focused on nanoparticles for
targeted drug delivery, their types, structure and carriers used for their preparation.
Moreover, in this part there is an overview of physicochemical characteristics and
preparation methods of polymeric nanoparticles applicable in formulation of
pharmaceutical products. The experimental part is concerned on studying the influence
of the concentration of biodegradable polymers, the presence of cationic surfactants and
rifampicin as model drug substance on nanoparticles” size and zeta-potential. The main
attention is given to nanoparticles decoration with anionic biopolymers, hyaluronic acid
and xanthan gum. The simple method of preparation which is usable in nanosystems
formulation that influence biological functions purposefully was tried and tested in

different contexts.
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Zadanie prace

Ciel'om prace bola priprava nanocastic z alifatického polyesteru PLGA a alifatického
vetvené¢ho polyesteru T3 srifampicinom roéznymi modifikdciami parametrov
nanoprecipitacnej metddy pripravy nanocastic a vyhodnotit' aky je vplyv tychto
modifikdcii na zakladné charakteristiky nanocastic ako su velkost, zeta-potencidl,
polydisperzita, stabilita a enkapsulacnd ucinnost. Ako zmienené modifikacie boli
prevedené¢ zmeny koncentracie polyméru pouzité¢ho na tvorbu NPs, mnozstvo lieciva,
pridanie emulgatoru do vonkajSej fazy, typ vonkajsSej fazy, rozne pomery vonkajsej
a vnutornej fazy, pH vonkajsej fazy, rozne metédy zmieSania vonkajSej a vnutornej fazy

a rozne metddy dekorovania NPs s dvomi polymérmi - HA a XK.
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Zoznam pouZzitych skratiek

AP - Cistend voda

API - aktivna farmaceuticka substancia

BAV - biodostupnost’

CET - cetrimid (N-cetyl-N, N, N-trimethylammoniumbromid)

CPP - cell-penetrating peptides — peptidy umoznujlce penetraciu do bunky
DLS - dynamic light scattering - dynamicky rozptyl svetla

DMAB - didodecyldimethylammoniumbromid

DMSO - dimethylsulfoxid

ELS - electrophoretic light scattering - elektroforeticky rozptyl svetla
EMA - European Medicines Agency - Eurdpska Liekova Agentira

EPR - efekt zvySenej pentracie a retencie

FC-roztok - vodny fosfat-citratovy roztok

FDA -Food and Drug Administration - Urad pre kontrolu potravin a lie¢iv
HA - kyselina hyalurénova

HMw polyméry - polyméry s vysokou molekulovou hmotnost’ou

LMw polyméry - polyméry s nizkou molekulovou hmotnostou

NPs - nanocastice

PCL - poly-g-kaprolakton

pdl - index polydisperzity

PEG - poly-ethylénglykol

PLA - kyselina poly-mlie¢na

PGA - kyselina poly-glykolova

PLGA - kopolymér kyseliny mlie¢nej a kyseliny glykolove;j
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PNPs - polymérne nanocastice
PVP - poly-vinylpyrrolidon
Pk Area Int - plocha piku

Pk Mean Int - vyska piku

RES - retikuloendotelialny systém
RIFA - rifampicin
T3 - vysoko vetveny terpolymér kyseliny mlie¢nej a kyseliny glykolove;j

vetveny na 3% tripentaerythritole

XK - xanthanova klovatina
Z-Ave - strednd hodnota vel'kosti ¢astic, merana ako ich priemer
7P - zeta-potencial
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1. Uvod - nanotechnologia vo farmacii a medicine

Slovo ,,nano* je odvodené od latinského slova, ktoré v preklade znamena trpaslik.
Nanomedicina je nadejnym a rozvijajicim sa odborom 21. storoc¢ia vyuzivajuca aplikaciu
nanotechnoldgie k zlepSeniu terapie a diagnostiky celej rady doposial’ problematicky
lieCitelnych ochoreni, na molekularnej urovni, vd’aka malej velkosti a vhodnym

vlastnostiam pouzivanych nanocastic.[1, 2]

Mnoho konven¢nych terapeutik (lieCivé latky aich liekové formy), Celi rade
problémov, pre ktoré je ich pouzitie obmedzené, alebo sa negativnym sposobom
podpisuje na terapii. Hlavnymi problémami su toxicita lie¢iva, nizka Specifita pre cielené
postihnuté tkanivo a s nim spojena nedostatocnd dostupné davka lieciva v tomto tkanive.
Co sa odzrkadli negativnym vplyvom na zdravé tkanivo a vzniku rady vedlajsich

neziaducich ucinkov.[3]

Nanotechnologia predstavuje i prilezitost’ pre farmaceutické firmy, ako uplatnit’ v
terapii i mnoho doposial’ vynajdenych, avSak v praxi nepouziteInych latok, kvoli ich
nevyhovujicim vlastnostiam, a tiez predlzovani platnosti patentov doposial zndmych
lie¢iv ich novym spracovanim do nanoformulacii. Liec¢ivd vo formulécii, ktord sa
nachadza vel'kostou v nano-oblasti predstavuju potencial pre zlepSenie terapeutického
uc¢inku mnohych konvencnych liekovych foriem a konvenénych liecivych latok —
podielaju sa na zlepSeni rozpustnosti vo vode zle rozpustnych latok, zvySeni
biodostupnosti, znizeni toxicity danej latky, moézu poskytnut riadené a cielené
uvolniovanie liecivej latky, ¢im sa moze znizit' i ddvkovanie a fluktudcia koncentracie
podavanej medikécie a znizia sa vedlajSie Uc¢inky na necielové tkaniva.[1] Vhodnou

formulaciou tychto nanoStruktir sa dosahuje cielen¢ho terapeutického ucinku.

Niektori autori avSak uvadzaju aj mozné rizikd spojené s uzivanim NPs ako liekovych
foriem, je to dané ich velkostou na subcelularnej urovni a velkym povrchom, kde
dochadza k rozsiahlemu kontaktu s r6znymi tkanivovymi StruktGrami, ato inapriek

tomu, ze su pripravované zvacsa z biokompatibilnych materidlov.[4]
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2. Nanocastice pre cielenu biodistribuciu

Patria do skupiny casticovych liekovych foriem, kde viac castic predstavuje
jednotkovi davku. Nanocastice sa radia do koloidnych systémov pre cielent
biodistribuciu a st definované ako Castice vac¢Sie nez Inm a zaroven mensie nez 1000 nm,
tato velkost’ sa vztahuje bud’ k priemeru gul'atych Castic, alebo k pribliznému priemeru
Castic s nepravidelnym tvarom. Su tvorené z anorganického alebo organického materialu
a v zavislosti na type tohto materialu rozliSujeme rézne Struktarne typy nanocastic, ktoré
budu zhrnuté v tejto kapitole, podrobnejsie vSak bude pozornost’ venovana polymérnym
nanocasticiam, na ktoré je tato praca zamerana. Nanostruktiry su zalozené na jedinecnom
zdruZzovani syntetickych, prirodnych a biologickych komponentov ako su: polyméry,
iony kovov, lipidy. [2, 5]

Dolezité je eSte spomenut, Ze nanocastice predstavuju lieckovu formu, ktord umozni
podavanie terapeutik spdsobmi, ktoré doposial’ pre urcité typy lie€iv neboli vhodné (kvoli
senzibilite ich molekuly na okolité podmienky alebo ich fyzikalne-chemické vlastnosti
nedovol'ovali uréity spdsob aplikacie — napr. p.o. podanie vakcin). NPs mozu byt’ teda

aplikované napriklad p.o., nasalne, parenteralne, intraokularne.

NPs aj napriek mnohym vyhoddm vykazuju aj urcité limitacie, ktoré si zapri¢ené ich
malou velkostou avelkym povrchom, ato si agregacia Castic (a tym stazena
manipuldcia s nimi), limitovany ,,drug-loading* a ,,burst release* a taktiez mozna toxicita,

o ktorej eSte neexistuje mnoho podlozZenych informécii. [6]

2.1 Polymérne nanocastice (PNPs)

Polymérne nanocastice s koloidné nosice lieCiv s velkostou pohybujicou sa
vrozmedzi od 10nm do 1000nm.[1] St tvorené prirodnymi alebo syntetickymi
polymérmi. Prirodzene vyskytujice sa polyméry vo vSeobecnosti podliechaju
enzymatickej hydrolyze, zatial’ Co syntetické polyméry mozu byt navrhované tak, aby ich
degradécia (hydrolytickd alebo enzymatickd) bola kontrolovana.[7] Tieto polyméry

vyuzivané pre nanoformulaciu lie¢iv maju zakladni poziadavku, aby boli
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biokompatibilné, o znamend, aby nevykazovali toxicky vplyv na biologické systémy.
Je vSak doblezité poznamenat’, Ze biokompatibilita nevylucuje nebiodegradabilitu.[5]

PNPs puataja posledné roky pozornost vdaka svojim jedineCnym vlastnostiam
a spravaniu, vychadzajucich z ich malej vel’kosti a ich stavebnych kamenov- polymérov.
Tieto polyméry im prepozi¢iavaju rozne zaujimavé a vyuziteI'né vlastnosti. Vyhody PNPs
zahfnaju ich biokompatibilitu, moznu biodegradabilitu, poskytnutie riadeného
uvolnovania lieCiv, vac¢siu ochranu lieCiva pred okolitymi podmienkami, vyuzitie aj pre
biodistribuciu nielen konvencénych lieCiv s malou molekulou, diagnostik, ale aj pre
biodistribticiu génov a proteinov (aj prostrednictvom peroralneho podania a inych), ktoré
st obzvlast’ citlivé na okolité podmienky a manipulaciu. S povazované za bezpecnejSie
a stabilnejSie formy, nez d’alSie typy nanonosicov pre cielenll biodistribuciu, a to prave
kvoli vysSie zmienenym vlastnostiam.[2, 8, 9] St odlisné od nanosuspenzii tvorenych
Casticami pozostavajucimi len zo samotného lieCiva, ktoré st stabilizované povrchovo

aktivnymi latkami — surfaktantmi.[ 10]

V zéavislosti na metdde pripravy a zloZeni pouzitej organickej fazy rozliSujeme 2

hlavné Struktirne typy PNPs — nanosféry a nanokapsule (nanotobolky).[8]

2.1.1 Nanosféry a nanokapsule

Nanosféry su tvorené polymérnou matrix, v ktorej je lieivo bud’ zachytené, alebo
je adsorbované na povrchu hmoty — lie¢ivo a polymér st rovnomerne dispergované. Su
jednoduchsie lyofilizovate'né nez nanokapsule, ktoré sa pri tomto procese rychlejsie

poskodia, ¢o je zreymé z ich Struktarneho usporiadania.

Nanokapsule su tvorené tekutym jadrom, ktoré je obklopené spevnenou polymérnou
membranou. Jadro predstavuje dutinu, ktora obsahuje vodné alebo lipidové prostredie,
v ktorom je zachytené lieCivo. Ak toto jadro obsahuje vodné prostredie — hovorime o
polymerozdémoch, ktoré inkorporuju hydrofilné lieCiva. Nanokapsule sa teda v podstate
spravaju ako rezervoare lieCiva. LieCivo vSak moze byt aj adsorbované zvonku
na polymérnej membranove]j casti. Narozdiel od nanosfér st nanokapsule svojimi
rozmermi vacSie, maju vyssi ,,drug-loading® a znizeny obsah polyméru, ¢o je zvlast

vyhodné, ak pri formulacii pouzivame nebiodegradabilné polyméry, ktoré by sa mohli
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v tele kumulovat'.[2, 5, 8, 11] Meraniami membranovej viskozity a lateralnej difuzivity
bolo dokézané, e membranova fluidita sa zniZuje so zvy3ujucou sa Mw a diZkou retazca
polyméru. Taktiez elektrochemicka stabilita sa zvySuje so zvySujucou sa hribkou
membrany, ¢o je priamo umerné Mw polymérnej membrany. Preto fosfolipidové
membrany lipozomov v dosledku ich nizkej Mw prasknu skor nez membrany tvorené
polymérmi. NavySe v polymérnych nanokapsuléch je znatelne znizena permeécia vody
cez hrubu stenu polyméru, narozdiel od lipidovych membran a tak poskytuji polymérne
nanokapsule zvySent stabilitu a zniZzeny tnik lieciva (1 zniZené narazové uvolnenie— tzv.

,,burst release) nez je tomu u lipozémov.[5]

o é 6 é

Entrapped drug Adsorbed drug

Nanocapsme O ‘ 0

Obrazok 1 — Nanosféry a nanokapsule [12]

2.2 DalSie typy nanoéastic

Podl'a materialu z ktorého su NPs zlozené a spdsobe usporiadania tohto materialu
rozliSujeme okrem PNPs d’al§ie nanocasticové formy ako su napriklad kremicité NPs,
uhlikové nanotrubicky, ,quantum dots*, kovové NPs (napr. Au, oxidy Fe),
dendriméry (opakovane vetvené Castice Strukturou podobné ,,stromu® tvoriace kavity
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a obsahujuce koncové skupiny, ktoré mézu byt upravené podla poziadaviek, maji
kontrolovan Mw), lipozémy (tvorené zdruzovanim fosfolipidov do unilamelarnych
alebo multilamelarnych Struktar tvoriacich vodné kompartmenty, lieCivo moze byt
zabudované do vodného kompartmentu, alebo interkalované do fosfolipidovej
dvojvrstvy, alebo pripadne mdze byt rozdelené medzi obe fazy — zavisi to na fyzikalne-
chemickych vlastnostiach lieciva), polymérne micely (tvorené zdruzovanim amfifilnych
blokovych kopolymérov do supramolekularnych Struktar pozostavajicich z jadra
a membrany, st vhodné pre distribuciu vo vode nerozpustnych lieCiv, vykazuju vysoky
»drug loading® a stabilitu, navyse ich hydrofilny povrch im zaistuje odolnost” voci
pohlteniu RES), a d’alSie.[1] Niektoré z tychto foriem nasli uz v praxi uplatnenie,

niektoré vsak este nie.

3. Materialy pouZivané na pripravu PNPs

PNPs su pripravované bud z uZ predom pripravenych polymérov, alebo

z monomeérov, ktoré polymerizuju pocas procesu pripravy samotnych NPs.
Polyméry podl'a povodu delime na prirodné alebo syntetické. Prirodné st zvycajne
biokompatibilné¢ a biodegradovatel'n¢, avSak si limitované v uziti kvoli ich
interindividudlnej variabilite a st vS§eobecne viac imunogénne nez syntetické. Syntetické
polyméry disponuju hlavnou vyhodou oproti prirodnym polymérom, ze maju
kontrolované chemické vlastnosti. [8]

Medzi najviac pouzivané prirodné polyméry pre tvorbu PNPs patria: albumin,
alginaty, chitosan a Zelatina. Medzi syntetické polyméry pre PNPs sa vyuzivaju hlavne
alifatické polyestery (PLA, PGA, PLGA, PCL), polyethylenglykol, polyanhydridy,
polyakrylova kyselina, polykyanoakrylaty, polymethylmethakrylat a iné. [2, 5]

Podl'a degradability su tieto polyméry bud’ biodegradovatel’'né, co znamena, Ze st
kompletne  eliminované  prirodzenymi  metabolickymi  cestami,[8]  alebo
nebiodegradovatel’né (spravidla tie svysokou Mw), o moze byt vyuZzité pre
prolongovany ucinok, avsak je to limitujucim faktorom, pretoZe sa tieto polyméry moézu

v tele kumulovat'. [13]
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3.1 Vplyv fyzikalne-chemickych vlastnosti polyméru na PNPs

Fyzikalne-chemické vlastnosti polymérov su dolezit¢  charakteristiky, ktoré
pomahaju pri vybere spravneho typu polyméru pre formulaciu nanonosic¢ov o vhodnych
vlastnostiach pre dané pouzitie. Medzi tieto dolezité fyzikalne-chemické vlastnosti patria:
molekulova hmotnost’, hydrofobicita, povrchovy ndboj, kompozicia pouzitého ko-
polyméru, teplota sklovit¢tho prechodu, krystalinita a charakter obal'ovacieho

materialu.[14]

3.1.1 Molekulova hmotnost’ polymérov (Mw)

S Mw stvisi rada dalSich vlastnosti polymérov — Tg, rozpustnost’, viskozita,
krystalinita, mechanickd odolnost’ a miera degradacie. Mw ma vplyv na degradacny
proces polyméru, ¢im vykazuje signifikantny vplyv na kinetiku uvoliovania API z PNPs.
HMw polyméry tvoria relativne nedeformovatel'nu matrix, ktora limituje pocet tvoriacich
sa pérov v nej. Naopak, LMw polyméry tvoria matrix, ktora je viac deformovatel'na, coho
vysledkom je expanzia tvorby pérov ako dosledok osmotického tlaku. Z toho vyplyva, ze
LMw polyméry podliehaju rychlejSej degradacii nez je tomu u HMw polymérov.
Polyméry s dlh§im ret'azcom (s vy$§imi hodnotami Mw ) vykazuju pomalSiu degradaciu,
a tym 1 znizené pociatocné narazové uvolnenie z celého objemu polymérnej Castice (tzv.
,ourst effect®) a st schopné poskytnut’ riadené uvoliiovanie. Okrem toho, Mw méZe mat’
vplyv na radu d’alSich vlastnosti, napr. na velkost’ vzniklych nanocastic, enkapsula¢nt
ucinnost’, mieru absorpcie — nedaju sa vSak popisat’ priame zékonitosti medzi hodnotou
Mw (¢i vz LMw alebo HMw) atymito parametrami. Mw je preto jednym
z najdolezitejSich faktorov ovplyviiujicich farmakokinetu a farmakologicktl G¢innost’
PNPs.[14, 15]
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3.1.2 Hydrofobicita, hydrofilita polymérov

Afinita polyméru jak k vodnej, tak organickej faze reprezentuje jeho in-vivo a in-
vitro osud, je dana jeho chemickou $truktirou (a teda aj krystalinitou) a dizkou retazca.
Vseobecne plati, ze hydrofobicita polyméru sa zvySuje s jeho Mw, priCom zvySenym
vetvenim polyméru sa zvySuje jeho rozpustnost’ vo vode. Kompozicia monomérov
polyméru je vel'mi dolezitd pre jeho rozpustnost. Napr. u ko-polyméru PLGA je jeho
hydrofobicita dana molarnym pomerom zastipenia hydrofobnejsej zlozky (kys. mlie¢nej)
ku hydrofilnejsej zlozke (kys. glykolova) — prevladajuca zlozka urci charakter vysledného
ko-polyméru. Co sa tyka dizky retazca polyméru, ¢im je dlhsi (zaroveti rastie i Mw), tym

je jeho hydrofobicita vyssia.[14, 15]

Hydrofobicita polyméru ma vplyv na absorpény charakter a degradaéni kinetiku
nanolastice. UrCuje teda mieru atrvanie uvolfiovania lie¢iva. Cim je polymér
hydrofobnejsi, tym je pomalSia jeho degradacia. Medzi najviac pouzivané hydrofobne
polyméry patria polyestery. Hydrofobicitou ev. hydrofilitou pouzit¢ho polyméru sa da
ovplyvnit’ biodostupnost’ lieCiva (ddlezité je to hlavne pri ordlnom podani). NPs
potiahnuté na povrchu hydrofobnym polymérom st rychlejsie vychytdvané lymfoidnym
tkanivom Criev — Peyerovymi plakmi. Tieto plaky maji malé slizni¢né pokrytie, a ked’ze
hydrofobne polyméry vykazuji malt afinitu k slizniénému povrchu, tak si zvySene
vychytdvané prave v tomto mieste — tymto sa obide efekt prvého priechodu pecetiou
a zvysi sa BAV lie€iva. Naopak u NPs potiahnutych na povrchu hydrofilnym polymérom
je zvySend BAV dosiahnutd odlisnym mechanizmom — hydrofilné polyméry vykazuji
mukoadhezivne vlastnosti, tym je zvySena retencia na slizniénom epitele tvorenom
absorpénymi enterocytmi a dochadza k zlepSenej absorpcii tymito bunkami a zvySeniu

BAV.

Castice potiahnuté hydrofébnym polymérom na povrchu st rychlo rozpoznavané
RES (makrofagy) po i.v. podani, deje sa to vdaka interakcii medzi hydrofébnym
povrchom NPs a plazmatickym opsoninom (opsonizacia). Makrofagy takto opsonizované
NPs rychlo rozpoznajt a fagocytuju ich, ¢o znizi ich plazmaticky pol¢as. Tohto javu sa
da vyuzivat’ cielene u niektorych ochoreni (intracelularne infekcie, hepatitida a iné).

Naopak, niekedy je tdto opsonizacia neziaducim javom a dé sa jej predchadzat’ upravou
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povrchu pokrytim hydrofilnymi materidlmi (najcastejSie PEG, surfaktantmi alebo inymi

ligandmi), &o predizi plazmaticky pol¢as NPs. [14]

3.1.3 Povrchovy naboj

Povrchovym ndbojom polyméru, z ktorého st NPs tvorené sa da ovplyvnit: miera

absorpcie, opsonizacie, stability, imunitnej odpovede a biodistribucie NPs.[14]

3.1.4. Teplota sklovitého prechodu (Ty)

Teplota sklovitého prechodu je definovana ako teplota, ev. teplotny rozsah, v ktorom
polymér prechadza zo sklovitého stadia do viskoznej kaucukovitej fazy. Typ polyméru
a teplota urcuju, ¢i sa amorfna oblast’ polyméru nachadza v sklovitej alebo kaucukovitej
forme. Pod Tg sa polymér nachadza v sklovitej forme, vykazuje limitovanii mobilitu
a niz§iu mieru difazie. Pri Tg sa polymér nachédza teda v kaucukovitej forme, ktora
umoznuje vyssi transfer vody a molekul API cez matrix. Tg reflektuje Struktaru a
stereochémiu polyméru, pritomnost’ flexibilnych retazcov tuto teplotu znizuje (staci im
prijat menSie mnoZstvo tepelnej energie k pohybu retazcov), zatial ¢o pritomnost’
rigidnych retazcov ju zvySuje. Tg zavisi na Mw a kompozicii polyméru ev. ko-polyméru.
U PLGA sa s redukciou obsahu laktidového monéru a zniZzenim Mw znizi Tg, a mnoho
Studii objavilo, Ze Tg mé4 vplyv na uvolfiovanie API z polyméru. Tg je ddlezitym
parametrom, pretoze nam indikuje minimélnu teplotu pre spracovanie amorfnych

polymérov a slizi pre popis kinetiky uvoliiovania lieciva.[14, 15]

3.1.5 Stupen kryStalinity

Vyjadruje podiel zastupenia krystalickych (pravidelne usporiadané Casti) oblasti v
polymére ku amorfnym oblastiam. Struktirna a chemicka pravidelnost makromolekuly
polyméru je nutnd pre jeho krystalizaciu. Nepravidelnost’ v makromolekule polyméru,
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pritomnost’ dlhSich postrannych retazcov a objemnych substituentov krystalizaciu

ztazuju.[15, 16]

Stupent krystalinity ma vplyv na mieru bobtnania, hydrolyzy, biodegradacie
a mechanickej odolnosti polyméru. Cim je stupei krystalinity va¢si, tym je polymér
mechanicky pevnejsi. Amorfné oblasti v polymére si permeabilné a pristupné pre
molekuly vody, krystalické su naopak nepermeabilné pre vodu, a teda medzi kinetikou
uvolnovania lieciva a stupiiom krystalinity je inverzny vztah. Vysoky stupen krystalinity
zapricinuje pomalSie uvolfiovanie API, tyka sa to hlavne LMw polymérov, u HMw
polymérov stupen krystalinity nema az taky vplyv na uvolfiovanie kvoli jeho zvySenej

porozite.[15]

Krystalinita polyméru okrem iného ovplyviuje i EE — v§eobecne za znizuje EE so
zvySovanim stupiia krystalinity, pretoZe liecivo je enkapsulované prevazne v amorfnej

Casti, pretoze kryStalické segmenty st nepermeabilné pre vodu. [14]

Vyvéazeny pomer medzi krystalickym a amorfnym zastipenim v polymére je preto

vel'mi dolezity.[15]

4. Metody pripravy PNPs

Pri vybere spravnej metddy na pripravu PNPs sa berie zretel na typ polyméru,
fyzikéalne-chemické vlastnosti lieCiva a findlne pozadované vlastnosti PNPs. Vsetky
metody zdiel'aji jeden spolo¢ny krok, ktorym je precipitacia polyméru, ktord nastane bud’
pridanim nonsolventu (rozpustadla, v ktorom je polymér nerozpustny) alebo znizenim
solubility polyméru. Vacsina pouZivanych metodd vytvori NPs, ktoré su vo forme vodnej
suspenzie, v ktorej je fyzikdlne-chemicka stabilita nizka. Vel'mi Casto sa pouZziva
lyofilizacia ako rieSenie, ktoré zvysi stabilitu systému a z dlhodobého hl'adiska a ul'ah¢i
manipulaciu a skladovanie NPs. Lyofilizacia je stresujuci proces, ktory mdze poskodit’

NPs, preto sa pri tomto kroku pouziva pridavok kryoprotektantov a lyoprotektantov.

Pripravené NPs ¢asto obsahuju potencidlne necistoty, ktoré st ako rezidua pouZitych

latok a rozpustadiel, alebo pripadné Casticové agregaty, ktoré vznikli pocas procesu
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pripravy. Tento problém sa riesi ¢istenim. Medzi bezne pouZivané Cistiace metddy patria

filtracia, centrifugicia a dialyza.

PNPs sa pripravujit dvomi zakladnymi sposobmi, ako uz bolo uvedené
v predchadzajucej kapitole, a to bud’ pripravou uz z predom pripravenych polymerév
alebo polymerizaciou monomérov pocas vlastného procesu pripravy NPs. Metody,
ktoré¢ vyuzivaji predom pripravené polyméry su bud dvojkrokové (tvorba
emulzifika¢ného systému nasledovana tvorbou NPs) alebo jednokrokové (emulzifikacia

nie je nutnd pre tvorbu NPs). [8, 9]

4.1 Polymeriza¢né metédy pripravy NPs

Vyuziva dva sposoby pripravy, emulzné polymerizacné techniky alebo interfacialnu
polymerizaciu. Medzi nedostatky polymerizanych metdd patri vznik vedlajsich
produktov casto nebiokompatibilnych a toxickych (rezidua monomérov, inicidtory
polymerizécie), preto je nutnd rozsiahla purifikdcia vyslednych NPs. Poziadavkom
metody je tieZ spustenie polymerizacie bez pouzitia voInych radikalov alebo UV , ktoré
by mohli poSkodit’ proteiny, peptidy, nukleové kyseliny. Pre tieto nedostatky su

uprednostiiované metddy pripravy NPs uz z predom pripravenych polymérov.[8]

4.2 Metody pripravy NPs z predom pripravenych polymérov

4.2.1 Dvojkrokové metody

Tvorba emulzifikacného systému je nasledovana tvorbou NPs. Roztok polyméru
v organickom rozpustadle je emulgovany do vodnej fazy. S naslednou tvorbou
nanokvapiek, z ktorych sa utvoria NPs pocas odstrafiovania organického rozpustadla, o
je zapriCinené precipitaciou polyméru. U tychto metdd je lieivo spravidla pridané

k roztoku polyméru v organickom rozpust'adle.[8]
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4.2.1.1 Emulzne-odparovacia metoda (Emulsification-solvent evaporation)

Pripravuju sa bud’ jednoduché emulzie typu o/v alebo zlozené emulzie typu v/o/v.
Emulzia typu o/v je vhodna pre hydrofobne alebo pre vo vode slabo rozpustné lieCiva,
naopak emulzia typu v/o/v je vhodna pre vo vode dobre rozpustné lieciva.[9] Pre
jednoduchu emulziu plati, Ze polymér je najprv rozpusteny v prchavom rozpustadle
(solvente), prida sa lie¢ivo, tento roztok je potom emulgovany do vodnej fazy obsahujtcej
surfaktant alebo iny emulgator (Zelatinu, polysorbat). Vysokorychlostnou
homogenizaciou alebo za pouzitia ultrazvuku vznikd emulzia obsahujica rozptylené
nanokvapky organickej fazy. Suspenzia NPs sa formuje pocas odparovania solventu,
ktoré difunduje kontinualnou vonkajSou vodnou fazou emulzie. Odparovanie prebicha
bud’ suvislym mieSanim na magnetickej mieSacke pri laboratornej teplote, alebo pod
znizenym tlakom. Pre zloZzenu emulziu typu v/o/v plati podobny postup s rozdielom, ze
liecivo je rozpustené vo vodnej faze, tato vodna faza je pridanad do organickej fazy za
staleho mieSania s naslednou tvorbou primarnej emulzie v/o. Tato primarna emulzia v/o
je potom emulgovand do vodného roztoku za tvorby emulzie v/o/v. S néaslednym
odparenim rozpust'adla z tejto zlozenej emulzie sa formuji NPs. Nastavenim parametrov
tohto procesu ako st napr. teplota, metéda odparovania, pomer objemov organickej
a vodnej fazy, koncentrécia surfaktantu, Mw polyméru sa daja pripravit’ NPs s roznymi

vlastnostami.[8, 17]

P O ¥
Phase | Phase Il P/D? A -
Agqueous solution Organic solution
Water and surfactant  polymer + Drug ®Drug ", polymer @ Surfactant

Obrazok 2 - Emulzne-odparovacia metéda pripravy PNPs [8]
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4.2.1.2 Emulzne-difuzna metéda (Emulsification-solvent diffusion)

Touto metédou sa tvori emulzia o/v. Vnltornii fazu predstavuje organické
rozpustadlo Ciastocne mieSatelné s vodou, v ktorom je rozpusteny polymér a lieCivo.
Vodna faza obsahuje surfaktant. Dolezité pre tento postup je, aby na zaciatku tohto
procesu bola vodna faza a organické rozpustadlo vzajomne nasytené pri laboratornej
teplote, aby bola medzi nimi termodynamickd rovnovaha. Po vytvoreni emulzie
vysokorychlostnou homogenizaciou sa emulzia zriedi vi¢Sim mnozstvom vody, ¢o
indukuje difuziu organického rozpustadla z dispergovanych kvapiek emulzie do
vonkajSej vodnej fazy v dosledku narusenia termodynamickej rovnovahy systému.
Vysledkom tohto deja je vznik NPs. Rozpustadlo je nakoniec eliminované odparenim
alebo vakuovou destilaciou. Tento typ metédy dava vznik mensich NPs, nez ako je tomu
u emulzne-odparovacej metddy. VSeobecne takto vznikaji nanosféry, avSak pri pridani
malého mnoZstva oleja do organickej fdzy sa tvoria nanokapsule. Rozpustadlo je
nakoniec eliminované odparenim alebo filtraciou NPs. Vyhodami metoédy su vysoka
enkapsula¢na ucinnost’, vysoka reproducibilita, NPs s uzkou velkostnou distribuciou.[8,

17, 18]

Dilution
with water
=
/ - - P ——
= ) Organic solution - R ————
H-\“*"‘*'f Polymer + Ol + —_——
™ Drug in partially . )
s water soluble solvent ., EMulsification e Evaporation
! _ : ( Purification
—» Aqueous solution i,
Water and surfactant | @%
R s>

Solvent diffusion

Phases
saturation * Drug “u. Polymer  © Surfactant

Obrazok 3 — Emulzne-difizna metoda pripravy PNPs [8]
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4.2.1.3 Emulzne-reverzna vysol’ovacia metoda

Emulzne-difizna metdda je modifikaciou tejto metddy. Rozdiel je v kompozicii
emulzie, vnutornu organicku fazu tvori opédt s vodou mieSatené rozpustadlo, ale
vonkaj$iu vodni fazu tvori vodny gel obsahujici vysolovacie Cinidlo a koloidny
stabilizator. Pouzivané vysolovacie c¢inidla st elektrolyty (MgCly,, CaCly, acetat
horecnaty) alebo aj neelektrolyty (sacharéza). Ako koloidny stabilizator sa mdze pouzit’
napriklad PVP. MieSatelnost’ organickej fazy a vodnej fazy je zniZzena nasytenim vodnej
fazy vysol'ovacim ¢inidlom, ¢o umozni tvorbu emulzie o/v aj pri vzdjomnej mieSatel'nosti
tychto faz. Zriedenie tejto emulzie prebytkom vody podpori diftiziu organického
rozpustadla do vodnej fazy za sucasnej precipitacie polyméru a vzniku NPs. Podmienka
uplnej mieSatelnosti organického rozpustadla s vodou nie je nevyhnutnd, ale ul'ah¢i tento
proces tvorby NPs. Na zaver sa eliminuje organického rozpustadlo aj vysolovacie
¢inidlo. Vyhodou metdédy je vyhnutie sa pouzitiu chléorovanych  organickych
rozpustadiel, ktoré su ekologicky Skodlivé. Nevyhodami st pouzitie vyhradne pre
enkapsulaciu lipofilnych lieCiv a nutnost’ intenzivneho precistenia od vysol'ovacich

Cinidiel.[8, 17]

Dilution
with water

Organic solution ) @

Polymer + Drug in water N
miscible solvent
+ Emulsification Purification
e —— _— -
Aqueous solution o

Surfactant + Salting-out agent
(MgCl,; Mg(CH3COO),,CaCly)

Py

Diffusion of the organic solvent to aqueous phase

* Drug " Polymer © Surfactant

Obrazok 4 — Emulzne-reverzna vysolovacia metéda pripravy PNPs [8]

4.2.2 Jednokrokové metody pripravy

U tychto metdd tvorba NPs vznika v jednom kroku a tym je precipitacia polyméru.
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4.2.2.1 Metdéda vyuzivajuca princip dialyzy

Vseobecne sa pouziva pre pripravu NPs o malej velkosti aizkou velkostnou
distribicou. Podmienkou je vzajomna mieSatelnost’ oboch faz, vonkajsej i vnutorne;.
Polymér je rozpusteny aj s lieCivom v organickom rozpustadle (solvente) a tvori
vnutornu fazu, tato faza je umiestnena do dialyza¢ného vrecka alebo trubicky tvorenej
polopriepustnou membrénou s presne urcenou velkostou jej poérov, aby polymér
nepresiel touto membranou Dialyza prebieha proti vonkajSej faze, v ktorej je polymér
nerozpustny (nonsolvent). Prechod solventu =z dialyzatného vrecuska a prechod
nonsolventu dovnutra vreckuska utvori zmes, v ktorej polymér straca rozpustnost

a precipituje za formacie NPs. [8, 17, 19]

Phase Il ,-'/-\».
Organic solution -_E
placed inside a Dialysis 3 _—Jr"’
dialysis bag ——— | w . }

\ gl
Phase | K
Aqueous solution =TT — g g

MNanoparticles suspension

* Drug ™ Polymer = Stirrer bar

Obrazok 5 — Metéda pripravy PNPs vyuzivajuca princip dialyzy [8]

4.2.2.2 Metoda sprejového suSenia

Je alternativou konvenénych pripravnych metéd PNPs. Ponuka mnoho vyhod,
rychlost’ a jednoduchost’ prevedenia. Pri tejto metdde sa najprv pripravi emulzia typu v/o,
ktora je nastrekovana do prudu horuceho vzduchu, ¢o vedie k tvorbe NPs. Nevyhodou je

adhézia vytvorenych NPs na steny pristroja.[17]
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4.2.2.3 Technoldgia superkritickych kvapalin

Metoda je SetrnejSia k zivotnému prostrediu a produkuje PNPs o vysokej Cistote
s menSim mnozstvom stopovych necistot. Vyuziva rapidnu expanziu superkritickych
roztokov (roztok polyméru v superkritickej kvapaline, ktorou je napr. CO») vo vzduchu

alebo v kvapaline za sicasnej formacie NPs.[17, 19]

4.2.2.4 Nanoprecipitana metéda

Metdda po prvy krat vyvinutd Fessim a kolektivom. Principom metody je depozicia
polyméru na medzipovrchovom rozhrani organickej vnltornej fazy a vonkajSej vodne;j
fazy pri prechode rozpustadla z organickej do vodnej fazy. Polymér je rozpusteny
v organickom rozpust'adle strednej polarity, ktoré je miesatel'né s vodou (aceton, DMSO,
ethanol, methanol), do tohto roztoku sa prida lie¢ivo. Tento roztok nam tvori vnatorni
fazu, ktord je nésledn priddvana vo vonkajSej vodnej fazy, toto pridanie moze byt
prevedené viacerymi sposobmi: v jednom kroku - ,,one-shot“, postupne - ,,step-wise*
alebo po kvapkach - ,drop-wise”. Vdaka rychlej spontinnej difizii organického
rozpustadla do vodnej fazy zacne polymér okamzite precipitovat za vzniku NPs.
VSeobecne sa organicka faza priddva do vodnej, ale nie je to zdkonitostou. Do vodnej
fazy je mozné pridat’ i surfaktanty, avSak nie je to nevyhnuté pre samotnu tvorbu NPs. Je
mozné pouzit' 1zmesi rozpuStadiel pre tvorbu vnltornej fazy a taktieZ zmesi pre
vytvorenie vonkajSej fazy, pokial podmienky rozpustnosti a mieSatel'nosti ostanu
zachované. R6znym nastavenim podmienok pripravy ako su typ, koncentradcia a Mw
polyméru, pomer jednotlivych faz, miera naokovania vnutornej fdzy do vonkajsej a
rychlost’ mieSania mézu ovplyvnit’ vysledné vlastnosti vzniknutych NPs. Napriklad bolo
popisané pri zvyseni koncentracie a Mw polyméru sucasné zviacsenie velkosti NPs, ktoré
sa pripisuje zvySenej viskozite organickej fazy, ktord brani difuzii rozpustadla
s vysledkom nanokvapiek o vidcsej velkosti. Metdda ma jednoduché prevedenie

a vyuziva sa pre enkapsulaciu hydrofébnych lie¢iv.[8, 17]
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Obrazok 6 — Nanoprecipitaéna metéda pripravy PNPs [8]

5. Dolezité charakteristiky nanocastic ovplyviiujuce ich ucinok

Medzi najdoélezitejSie vlastnosti NPs ovplyviiujuce ich spravanie in-vitro aj in-vivo
su velkost’, index polydisperzity suspenzie NPs, tvar, zeta-potencial a povrchova
uprava NPs. Len malé zmeny v tychto vlastnostiach moZzu predstavovat’ velké zmeny
v ich ucinku, preto je potrebné ich pocas formulécie sledovat’ a pripadne upravovat

réznymi obmenami postupov pripravy.[20]

5.1 VePkost’ NPs

Od velkosti NPs sa odvija ich in-vivo distribucia, biologicky osud a toxicita. Velkost’
ma navyse vplyv na stabilitu NPs systému, uvolfiovanie lieCiva a ,,drug loading*.[6] Je
dolezité, aby NPs mali optimalne zvolenu velkost, pretoze prili§ malé alebo prili§ vel'ké
NPs st predCasne eliminované z tela (glomerularnou filtraciou — prili§ malé Castice,
pohltenim RES — vel'ké Castice) a tak nemdzu dosiahnut’ svoj ciel.[20] Vynimkou je, ak
je pozadované NPs zacielit’ prave na RES. MenSie NPs disponuju va¢§im povrchom nez

vicsie NPs, Co spdsobi rychlejSie uvolfiovanie lieCiva, ktoré sa nachadza na povrchu

28



alebo v blizkosti povrchu nanogastice. Co sa tyka stability, u astic s mensou velkostou

hrozi vécsie riziko agregacie.[6]

5.2 Index polydisperzity (pdI)

Poskytuje nam informéciu o velkostnom zastipeni NPs v suspenzii — o miere
neuniformity disperzie. VSeobecne, ¢im viac NPs o roznych velkostiach sa nachadza
v disperzii, tym je pdl vyssi. Je dolezitym parametrom, pretoze polydisperzna sustava
moéze vykazovat neocakavané odchylky v predpokladanom spravani nanoformulacie
(bezpecnost’, stabilita, uc¢innost’).[20, 21] Je bezrozmernou veli¢inou, ktorej hodnoty sa
pohybuji vrozmedzi 0-1. Hodnoty pod 0,05 vyjadruju, Ze ststava je vysoko
monodispérzna, zatial ¢o hodnoty vysSie ako 0,7 popisuju ststavu s velmi Sirokou

distribuciou velkosti NPs. Pre PNPs je v§eobecne akceptovatelnd hodnota pdl do 0,2.[21]

5.3 Zeta-potencial (elektrokineticky potencial)

Zeta-potencidl je nepriamym vyjadrenim povrchového ndboja Castice v prostredi
hydrofilnej (vodnej) kvapaliny.[11] Castica v hydrofilnom (vodnom) prostredi vd’aka
disociacii povrchovych funkénych skupin vykazuje urcity povrchovy néboj, ktory je
obaleny v elektrickej dvoj-vrstve. Této elektricka dvoj-vrstva pozostava zo Sternovej
vrstvy a difuznej vrstvy. Sternova vrstva predstavuje tenku, tesne priliehajicu a rigidnu
vrstvu opacne nabitych i6nov, nez ma cCastica. Tato tenkd vrstva vSak nestaci pre
vyrovnanie nabojov a preto na Sternovu vrstvu nadvézuje vrstva difuzna, ktord méa uz
menej organizovanu Strukturu, je pohyblivejsia a je tvorend obomi, kladnymi i zdpornymi
16nmi, v prevahe su vSak i6ny opacne nabité nez je Castica — protiiony (vyrovnavaju naboj
Castice). S rastucou vzdialenostou vSak hustota tychto protiionov klesd a rastie
koncentracia opacne nabitych i6nov az sa ich koncentracie vyrovnaju. Difuznu vrstvu
tvoria dve Casti, medzi ktorymi sa nachadza klznd vrstva, t4& oddel'uje pohyblivé i6ny
roztoku od i6nov nepohyblivych, ktoré st neoddelitelnou sucastou castice. ZP teda

predstavuje potencialovy rozdiel medzi klznou vrstvou a disperznym médiom.[22]
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ZP je ddlezitym parametrom pre predpovedanie stability koloidnych disperzii a in-
vivo spravanie NPs (interakcie s biologickymi Struktirami).[8] Jeho hodnota zavisi na
kompozicii NPs a vlastnostiach roztoku, v ktorom sa Castica nachadza (i6novej sile, pH).
NPs, ktoré su slabo nabité alebo nenabité vykazuji proagregacné spravanie a tvoria tak
nestabilnu disperziu, preto je pre stabilitu disperzie dolezité aby boli Castice dostatocne
nabité a vzajomne sa odpudzovali. Ddlezité je poznamenat’, Ze vyznam ZP klesa s rastom
vel'kosti Castice. Disperzia, obsahujuca Castice so ZP hodnotnou +30mV alebo -30mV je
pokladana za stabilnu, priom so zvySovanim hodnoty nad +30mV a znizovanim
pod -30mV sa stava sustava este viac stabilnejSou. Rozmedzie hodnét ZP medzi -30mV
az +30mV je pokladané za nestabilné.[22, 23] Cim nizie hodnoty ZP &astica vykazuje,
tym je menSia pravdepodobnost’, Ze bude rozpoznavana plazmatickymi proteinmi a dlhSie
zotrva v plazme. Doélezité je spomenut’, ze Castice interaguju s biologickymi Struktiirami

na zaklade svojich ZP, nie na zaklade ich povrchovych nabojov.[24]
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Obrazok 7 — Elektricka dvojvrstva solvatovanej €astice a jej ZP [24]
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6. Meranie vel’kosti a zeta-potencialu NPs

6.1 Meranie vel’kosti NPs

6.1.1 DLS — Dynamicky rozptyl svetla

V koloidnej disperzii sa NPs pohybuji difuznym Brownovym pohybom, ktorého
rychlost’ zavisi na velkosti Castic, teplote a viskozite média. Disperzia je po¢as merania
oziarena monochromatickym laserovym luc¢om, kde pohybujice sa NPs rozptyl'uju toto
svetlo a menia jeho frekvenciu (Dopplerov posun). Tieto zmeny intenzity Ziarenia v ase
(predstavuja rychlost’ astice) su spdsobené prave Brownovym pohybom ¢astic. MenSie
Castice spdsobuju vacsiu fluktudciu intenzity Ziarenia nez tie vicsie, pretoze sa rychlejsie
pohybuju. Naopak vicsie Castice sa pohybuji pomalSie, atak v rovnakom ¢asovom
intervale dojde u nich k mensiemu poctu vykyvov intenzity ziarenia. Zo ziskanych udajov
sa matematickym odvodenim z korelacnej funkcie pristroja zisti difuzny koeficient
potrebny pre Einstein-Stockesovu rovnicu, z ktorej sa nasledne vypocitaji hodnoty
hydrodynamického priemeru NPs. DLS predpoklada, ze Castice su sférického tvaru.
Vysledna velkost’ Castice je vratane jej solvatového obalu (hydrodynamicky priemer).
Touto metddou nie je vhodné merat’ Castice vicSie ako 1000 nanometrov a vzorky

absorbujuce Ziarenie v oblasti, ktora je pouZitd pri metode. [11, 22, 25-27]
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Obrazok 8 — Dopplerov efekt rozptylu laserovho luc¢a [28]
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6.2 Meranie zeta-potencialu NPs

Vyuziva princip elektroforézy, pretoze nie je priamo meratelnym. Posobenim
vonkajSieho elektrického pola na disperziu nabitych NPs dochadza kich pohybu
k opaénej nabitej elektrode. Cim mé astica vacsi naboj, tym rychlejsie sa pohybuje
smerom k opacne nabitej elektrode. Tato elektroforetickd mobilita sa d4 zmerat’ dvomi

metoédami — elektroakusticky, alebo vyuzitim Dopplerovho posunu (ELS).[25]
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Obrazok 9 - Elektroforeticka mobilita nabitej ¢astice [25]

6.2.1 ELS — Elektroforeticky rozptyl svetla

Mobilné NPs, ktoré sa pohybuju pdsobenim vonkajsSieho elektrického pol'a na
disperziu, spdsobuju rozptyl laserového luca. Takto rozptyleny lu¢ vykazuje odlisnt
frekvenciu (vinovii dizku) od pdvodného dopadajuceho luéa a tento frekvenény posun
je znamy tiez ako Dopplerov posun. Na zdklade fluktuacie intenzity ziarenia tohto
posunu je odhadovana rychlost’ Castic a naslednymi matematickymi vypoctami je
ziskand hodnota ZP Castic. Vyuziva v podstate rovnaky princip ako DLS, ale zdrojom

pohybu Castic je v tomto pripade elektroforeticka mobilita.[25, 29]
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Obrazok 10 — Princip DLS merania a vypoctu velkosti NPs [30]

7. Povrchova uprava NPs

NPs v zavislosti na ich kompozicii a okolitom disperznom médiu vykazuji
povrchové vlastnosti ako st ZP, hydrofilitu / hydrofobicitu, ktoré ovplyviiuju ich stabilitu,
imunogenicitu, preferenéné miesto biodistiblicie, BAV a toxicitu. Vhodnou tpravou
povrchu sa daju tieto vlastnosti ovplyvnit’ s cielom dosiahnutia Ziadanych parametrov

NPs pre dany ucinok.[31]

Medzi najcastejsi typ modifikdcie povrchu patri jeho zvySenie hydrofility, pretoze
hydrofobny povrch NPs vedie k ich rozpoznaniu plazmatickymi proteinmi po i.v. podani,
naslednej opsonizacii a fagocytdze, Co skrati ich cirkulaény pol€as. ZvySenie hydrofility
sa najcastejSie dosahuje pokrytim povrchu NPs s hydrofilnymi polymérmi alebo
surfaktantmi, najCaste