UNIVERZITA KARLOVA
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmaceutické technologie

DIPLOMOVA PRACE

Priprava PLGA nanocastic s oximovymi reaktivatory

Vedouci diplomové prace:

PharmDr. Snejdrova Eva, Ph.D.

Hradec Kralové 2020 Mimoza Veliu



Prohlasuji, ze tato prace je mym puvodnim autorskym dilem, které jsem vypracovala
samostatn¢. Veskera literatura a dal$i zdroje, z nich jsem pii zpracovani diplomové prace
cerpala, jsou uvedeny v seznamu pouzité literatury a jsou fadné citovany. Prace nebyla vyuzita

k ziskani jiného nebo stejného titulu.

V Hradci Kralové 15. 5. 2021 Veliu Mimoza



Podékovani

Rada bych touto cestou vyjadiila poddkovani PharmDr. Evé Snejdrové, Ph.D. za odborné
vedeni plné podpory, trpélivost, velmi podnétné konzultace a rady pii zpracovani mé prace,
dale Mgr. Juraji MartiSkovi za praktické poznamky k experimentalni ¢asti, skvély pfistup a

seznameni s pfistrojovym vybavenim.



1 ABSTRAKT

Univerzita Karlova

Farmaceutické Fakulta v Hradci Kralové
Katedra Farmaceutické technologie
Skolitel: PharmDr. Eva Snejdrova, Ph.D.
Student: Mimoza Veliu

Nazev diplomové prace: Priprava PLGA nanocastic s oximovymi reaktivatory

V teoretické ¢asti je hlavni pozornost vénovana polymernim nano&asticim (NC) s targetingem
do mozku. Jsou popisované vlastnosti 1é¢iva a metody piipravy nanocastic s hydrofilnim
1é¢ivem. Cast je vénovana fyzikalné-chemickym vlastnostem, které maji vliv na prostupnost
téchto latek ptes biologické bariéry na cilené misto. Jsou popisované polymery, které 1ze pouzit
pro piipravu nanocastic s targetingem do mozku. Experimentalni ¢ast byla vénovana formulaci
nanocastic. Nanocastice byly pfipravené metodou dvojit¢é emulze. Metoda ptipravy byla
zvolena na zadkladé rozpustnosti 1é¢iva. V systému W/O/W olejové faze je tvofena linedarnim
kopolymerem kyseliny mlééné a glykolové (PLGA) a jeho derivatech vétvenych na
polyakrylové  kyselin€ (A2) nebo tripentaerythritol (T3). Poloxamer 407 a
dimethyldidodecylammonium bromid (DDAB) byly zvoleny jako stabilizatory NC. Byl
studovan vliv polymeri na velikost nanocastic. Byl studovan vliv pouzitych polymert a
formula¢nich faktori na velikost, polydisperzitu a stabilitu NC. Koncentrace polymeru ve
vnitini fazi a jejich molarni hmotnost mély zasadni vliv. Slibné vysledky pfinesly nanocastice
piipravené metodou dvojité emulze z 1% roztoku PLGA 5:5, stabilizované 1% roztokem
poloxameru 407. Piekvapivé dobré vysledky mély i nanocastice pfipravené z vétveného

polymeru A2, stabilizované 0,01% roztokem DDAB.

Klicova slova: targeting do mozku, HI-6, oximové reaktivatory, polymerni nanocastice, PLGA,

zeta potencial.



2 ABSTRACT

Charles University

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Pharmaceutical Technology
Consultant: PharmDr. Eva Snejdrova Ph.D.
Student: Mimoza Veliu

Title of Thesis: Preparation of oxim reactivators loaded PLGA nanoparticles

In theoretical part the main attention is paid to polymeric nanoparticles (NP) for brain targeting.
The drug properties and methods of preparation of the nanoparticles with hydrophilic drugs are
presented. The part is devoted to physico-chemical properties that affect the permeability of
these substances across biological barriers to the target site. The polymers used for NP
preparation for brain targeting are focused. The experimental part deals with the nanoparticle
formulation. Nanoparticles were prepared by double emulsion method. The method of
preparation was chosen based on the drug solubility. In the W/O/W system oil phase was
formed by linear copolymers of poly(lactic-co-glycolic) acid (PLGA) and its derivatives
branched on polyacrylic acid (A2) or tripentaerythritol (T3). Poloxamer 407 and
dimethyldidodecylammonium bromide (DDAB) were chosen for NP stabilization. The effect
of the polymers on particle size was studied. The effect the polymers used, and the formulation
factors on the size, polydispersity and stability of NP were studied. The concentration of the
polymers in the internal phase and their molar weight played a major role. Promising results
were obtained by nanoparticles prepared by the double emulsion method from a 1% PLGA 5:5
solution, stabilized with a 1% solution of poloxamer 407. Nanoparticles prepared from a

branched polymer A2, stabilized by a 0.01% DDAB solution, also had surprisingly good results.

Key words: brain targeting, HI-6, oxime reactivators, polymeric nanoparticles, PLGA, zeta

potential.
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4 ZADANI

Zadanim diplomové prace bylo pfipravit nanocéstice cilené do mozku a charakterizovat je

pomoci velikosti, polydisperzity a zeta potencialu.

Zadani diplomové prace je mozné specifikovat do nasledujicich bodi:

e Vhodnou metodou pfipravit nanocastice o velikosti mensi nez 200 nm za pouziti dvou
linearnich PLGA s riznym pomérem mlécné a glykolové kyseliny, a dvou PLGA
vétvenych na tripentaerythritolu nebo kyselin€ polyakrylové.

e Optimalizovat parametry metody pfipravy a vyhodnotit vliv téchto modifikaci na
charakteristiky nanocastic. Mezi modifikace patfi zména koncentrace polymert,
mnozstvi 1é¢iva, pH vnéjsi faze, zména stabilizatoru a jejich koncentrace.

e Charakterizovat ptipravené ¢astice jejich velikosti, polydisperzitou a zeta potencidlem.

e Sledovat stabilitu ¢astic po urcitém case od ptipravy.



5 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

A2 - Terpolymer kyseliny D,L-mlé¢né a glykolové vétveny na polyakrylatu
AchE - Acetylcholinesteraza

AP - Ci§téna voda

BSA - Bovine serum albumin — Hovézi sérovy albumin

CNS - Centralni nervovy systém

CTAB - Cetyltrimethylammonium bromid

DDAB - Didodecyldimethylamonium bromid

DMSO - Dimethylsulfoxid

FDA - Food and Drug Administration - Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv
g’ - Stupen vétveni PLGA

GIT - Gastrointestinalni trakt

HEB - Hematoencefalickd bariéra

HSA - Human serum albumin

M, - Ciselné stiedni molarni hmotnost (g/mol)

My - Hmotnostné stfedni molarni hmotnost (g/mol)

NC - Nanocastice

NP - Nanoparticles

PACA - Polyakryl-kyanoakrylat

PBCA - Poly-butylcyanoacrylaty

PCL - Poly-¢-kaprolakton

PEG - Poly-ethylenglykol

PEI - Poly-ethyleniminy

PGA - Polyglykolid

PHA - Polyhydroxyalkanoaty

PLA - Polylaktid

PLGA - Kopolymer kyseliny mlé¢né a kyseliny glykolové

P. 407 - Poloxamer 407

SOP - Standard operation procedure — Standardni provozni postup

T3 - Terpolymer kyseliny mlécné a glykolové vétveny na tripentaerythritolu



6 UVOD

Oblast nanotechnologie je jednou z moznosti pro formulaci &astic s fizenymi parametry.'
Nanotechnologie se zabyva vytvafenim a vyuzivanim materidla, zafizeni a systému
prostiednictvim kontroly hmoty v méfitku fadové nanometru.? Aplikaci principt
nanotechnologie v mediciné (véda o materialech v fadové 10" - 107" m) se zabyva védni obor
oznacovan jako nanofarmacie.’ Nanoskopicka velikost téchto aplika¢nich systémii pomaha pfi
zmén¢ aspektil 1€ku, veetné biologické dostupnosti, biologické distribuce a farmakokinetiky.
Nanofarmacie je védni obor slibujici rozvoj vysoce U€innych sloucenin, které mohou piekonat
biologické prekazky. Zabyva se vyvojem systémi cilenych na postizenou tkan, které dokazou
slouzit jako inteligentni systémy pro distribuci 1é¢iv, pro diagnostiku a lécbu konkrétnich
onemocnénti.

V ramci experimentu bude snaha formulovat nanocéstice s hydrofilnim 1é¢ivem metodou
dvojité emulze. Konkrétné se jedna o ptipravu PLGA nanocastic s oximovymi reaktivatory. Pro
distribuci téchto latek do mozkové tkané je dilezité prekonat bariéru, kterd primarné chrani
mozek pted toxiny i jinymi latkami plsobici Skodlivé na danou tkan. Mezi latky, které nemaji
schopnost pfekonat hematoencefalickou bariéru patii 1 nékterd 1é¢iva, proto je snaha diky

pfipravé a modifikaci nanoc¢astic danou barieru zdolat.
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7 TEORETICKA CAST

7.1 Oximové reaktivatory, charakteristika léciva

Organofosfaty jsou slouCeniny ovliviiyjici cholinergni neurotransmisi. Patii mezi latky
inhibujici enzym acetylcholinesterazu (AchE), ktery degraduje neurotransmiter acetylcholin
v neuronalni synapsi.* Organofosfaty vytvafeji akutni cholinergni krizi, kterd se projevuje
muskarinovymi, nikotinovymi a centralnimi pfiznaky. Obrazek 3 schematicky znézornuje
mechanismus inhibice acetylcholinesterazy a nasledné jeho reaktivaci.*

Obidoxim rovnéz znamy pod komerénim ndzvem Toxogonin patii mezi oximy, které se
pouzivaji pro terapii otrav zpiisobenych organofosfity.’ Mechanismem tu¢inku se jednd o
reaktivator cholinesterazy.® HI — 6 (asoxim) byl navrzen jako nahradni latka pro terapii.’> HI —
6 se pouzival bezpecn¢ k 1é¢be otrav zptisobenych organofosfaty, stejné€ jako u dobrovolnik,
ackoli jeho ucinnost proti otravé organofosfaty u dobrovolniki kvili etice nemize byt
prokazana. Provadi se zkousky Gi¢innosti na zvifatech.’ V soucasné dobé je k dispozici pro
vojenské potieby v Kanadg, Svédsku, USA a v Ceské republice a je ve vyvoji v fadé dalsich
zemi. HI — 6 prokézal, Ze je vynikajicim reaktivatorem enzymu inhibovaného nervovymi

latkami, také prokazal lepsi ochranné uginky proti smrtelnosti vétsiny organofosfati.’

H2N @) Registracni &islo CAS: 34433-31-3
Moldrni hmotnost: 359,2 g/mol
AN NS Bod tani: 145 az 147 °C
HON - | + | . Sumarni vzorec: C14H16C1aN4O3
N Skladovaci teplota: -20 °C
I I -
CHzoC H2 2CI Rozpustnost: Velice dobfe rozpustny ve
vodé
Lékova forma: praSek
HI-6 Jorma: p

Stabilita: 1 az 10% vodny roztok
Barva: bila az bézova

Obr.1 — Strukturni vzorec a charakteristika HI — 67
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7.2 Vstup latek do CNS

Hematoencefalicka bariéra patii mezi velice tézké zdolatelné prekazky a pro nekteré latky je
nepiekonatelnd.®  Z morfologického hlediska se hematoencefalicka bariéra sklada ze
specializovanych bunék, tésnych vybézki astrocytli a kontinualniho endotelu kapilar s tésnymi
spoji.” Hlavni funkci je zajistit optimalni prostfedi pro spravnou ¢&innost neurontl, udrzovat
homeostazu mozku, regulovat pfitok a odtok tekutin a ochraiiovat mozek pied patogeny.
Jedinecnost spocivd vtom, ze danymi piekazkami neprojdou polérni latky, ionty a
makromolekuly. DalS§i ochranou bariérou, kterd ma podobné charakteristiky jako
hematoencefalick4 bariéra je hematolikvorova bariéra. Prinik molekul je zde omezen tésnymi
mezibuné&nymi spoji, které se nachdzi mezi buitkami ependymu choroidélniho plexu.®* 1 kdyz
je CNS chranén specialnimi barierami, z hlediska homeostazy je také dulezité¢ udrzet urcitou
propustnost. Pro transport latek mezi hematoencefalickou bariérou a krvi existuje né¢kolik
transportnich cest, které umoznuji jejich influx a eflux.!” Tyto cesty umoZziiuji transport latek
pfes hematoencefalickou bariéru pomoci diflize, mechanizmem vyuzivajici transcytozu
paracelularni a transceluldrni, transcytézu zprostfedkovanou transportnimi proteiny,
receptorem zprosttedkovanou transcytdzu, adsorpéné zprostredkovanou transcytdzu a bunééné
zprostiedkovanou transcytozu.!® Receptorem zprostiedkovana transcytoza je jeden z
mechanisml umoznujici selektivni absorpci riznych makromolekul, které jsou pfili§ velké pro
samovolnou diflizi, a také nejvice vyuzivana cesta pro targeting.'''> Pouze malé ve vodé
rozpustné molekuly se mohou transportovat paraceluldrnim prostorem (molekulova hmotnost
do 500).'° Latky, které se transportuji pomoci diftize, musi spliiovat n&kolik podminek. Pouze
selektivni latky malé velikosti s poZadovanou rozpustnosti v tucich, vysoké hydrofility a
neionizované slou¢eniny mohou piekonat HEB pomoci difuze.'* Rada dalsich 1é¢iv pro
pifekonani hematoencefalické bariéry a biomembran vyuZziva pro svij transport aktivni
targeting. Jedna se o transport proti koncentracnimu gradientu, ktery pro svou ¢innost potiebuje
energii uvolnénou z ATP.® Kromé vstupu miize probihat i opaény d&j pomoci efluxni pumpy.
Nejvice zastoupenou efluxni pumpou je P-glykoprotein.!* Pfi zanétlivych onemocnéni se

schopnost ochrany HEB snizuje a latky maji vét§i moznost tuto bariéru prekonat.®

7.2.1 Nanoddstice pro targeting do mozku

Nanocastice byvaji definované jako polymerni Castice, anorganické nebo biomimetické Castice
o velikosti 1 az 1000 nm s inkorporovanou lé¢ivou latkou. Tato definice se odchyluje od

fyzikalni definice, dle které je horni hranice velikosti ¢astic 100 nm.'* Termin nano&astice
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zahrnuje nanotobolky i1 nanosféry, které se 1i$i morfologii. Rozdil mezi terminem nanotobolka
(kapsule) a nanosféra prezentuje Obrazek 4.

Polymeric Nanoparticle
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Obr.4 - Schematické znazornéni struktury nanotobolek a nanosfér!?

Nanokapsle je tvotend jadrem, ve kterém je obvykle rozpusténé 1é¢ivo, a polymernim obalem,
membranou, ktery zaroven ¥di uvoltiovani 1é¢iva.'> Nanosféry jsou zaloZeny na kontinudlni
polymerni sité, ve které miize byt 1é¢ivo zadrzeno uvnité nebo adsorbovano na povrchu.'”
Nanocastice maji mnoho vyhod. Mezi pozitiva téchto systému patii lep$i rozpustnost, ochrana
1é¢iv pred travenim nebo schopnost cilit na potiebné misto bez poskozeni zdravé tkang.!> !¢
Cileni 1é¢iv do mozku pomoci nanocéstic je ovlivnéné nékolika kli¢ovymi faktory. Jednim
z nejdulezitéjsich faktorh je velikost Castic. Jako optimalni se uvadi velikost ¢astic do 200 nm.
Nanocastice, které maji mensi velikost nez 200 nm, maji vétsi Sanci na efektivni piekroceni
HEB.!® Pokud se pfi terapii cili na nadorové butiky mozku, jako optimalni se jevi velikost ¢4stic
v rozmezi 7-100 nm. Castice o vétsi velikosti jsou limitované pory nadorovych bunék a do
téchto bunék nemohou vstupovat.'¢

Dal§im dileZitym faktorem, ktery ovlivni vstup latek do CNS je nidboj NC. Vyhodu maji
pozitivné nabité nanocastice. Bylo zjisténo, Ze n¢které nanocastice s vysokym kladnym zeta
potencialem prochdzeji hematoencefalickou bariérou pomoci adsorpéni transcytozy,

receptorem nebo transporterém zprostiedkovanou transcytoézou.'”
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7.3 Polymery pro formulaci nanoc¢astic

Polymerni nano¢astice (PNC) diky svym vhodnym vlastnostem jako je biodegradace,
biokompatibilita, jednoduchy design a strukturdlni variabilita pfedstavuji potencidl pro cilené
podavani 1éki.'® Polymerni nano&astice slouzi v nanomediciné jako nosie pro cilené podavani
1é¢iv a zaroven k prodlouzenému uvoliovani latek.!® Vyuziva se jejich obecné schopnosti
zvySovat stabilitu 1éCivych latek. Pouziti polymernich nanocCéastic umoZznuje navrhnout
individudlni transportni systémy se specifickou aplikaci. Specificky navrhované polymerni
nanocastice maji schopnost dodavat vétsi mnozstvi 1é¢iva do urcitého mista. Toho se vyuziva
pii terapii nddorovych onemocnéni, aplikaci vakcin, nebo pro cilenou terapii antibiotiky.!®> 2
Mezi metody modifikace polymernich nanocéstic patii povrchova uprava, vyuziti raznych
vyrobnich metod, vybér jiz existujicich polymerd nebo kopolymeri a jejich formulace do
novych polymerd." Hlavnim pozadavkem na polymerni nanoéstice pro transport 1é¢iv do
mozku je rychlost biodegrability ne del3i nez n&kolik dnti.'*

Hlavni slozkou pti formulaci je polymer.2° Pro piipravu PNC se pouzivaji piirodni polymery a
syntetické¢ polymery. Mezi polymerni biomateridly lze zahrnout i kombinaci téchto dvou
typti.>1 2> Mezi dtilezité fyzikalng-chemické vlastnosti biologicky rozloZitelnych polymerti patii
hydrofobnost, molekulova hmotnost, krystalinita, biologicka rozlozitelnost, povrchovy naboj,
slozeni kopolymeru a teplota skelného prechodu.? 23 Pro isp&$né vyuziti polymernich systému
v medicin€ a farmacii je dulezité vzit v ivahu kromé jejich biokompatibility, biodegrability,
také netoxicky, neimunogenni a nekarcinogenni charakter.’> 2> Podle né&kolika studii dokazi
polymerni nanocastice s vysokou hustotou pozitivniho naboje ptekro¢it HEB. Jako ptiklad
kationtovych polymert Ize uvést chitosan. Chitosan je pfirozen¢ se vyskytujici biologicky
odbouratelny, biokompatibilni polysacharid, ktery méa schopnost efektivné tvofit nanocastice.

Podobné jako chitosan s polykationickym charakterem jsou polymery polyethyleniminy.?*

7.3.1 Syntetické polymery pro transport léCiv do CNS

Existuje velka Skala syntetickych polymer pro pfipravu nanocastic, které maji schopnost
piekonat biologické bariéry a nasledné slouzit jako nosice 1é¢iv pro targeting.>* Polyestery
z hlediska biokompatibility a biodegrability maji velky potencial vyhod. Monomery i jejich
degradacni produkty jsou eliminovany metabolickymi cestami. Tyto polymery jsou v téle
rozlozeny bez schopnosti vyvolat zanét nebo imunitni odpovédi.?> Pro klinické pouziti
v medicin€ a farmacii byly FDA schvaleny kyselina polymlécnéa (PLA), kyselina polyglykolova

(PGA) a kopolymer kyseliny glykolové a mlééné (PLGA).?
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Poly-butylcyanoacryldty

Castice pripravené z poly-butylcyanoacrylati (PBCA) byly prvni nano&astice pro transport
1é¢iv do centralniho nervového systému. Prvni nanoc¢astice z PBCA slouzily jako nosice pro
dalargin, latku s opioidni aktivitou, stabilizované polysorbatem 80, aplikované intravendzné.
Castice, které nebyly stabilizované polysorbatem 80, mély vyznamné snizeny prinik
hematoencefalickou bariérou.?*

Polylaktid

Polylaktid (PLA) jako biokompatibilni a biologicky rozlozitelny polyester ziskany z kyseliny
mlécné je vhodny pro distribuci 1é¢iv do mozku. Monomer kyseliny mlécné je bezpecny a
piirozeny meziprodukt pro metabolismus sacharidu.?® Studie porovnavaly PLA s jinymi
biopolymery jako PHA, PEG, PCL, ve kterych PLA vykazoval lepsi tepelnou G¢innost, ktera
umoznuje zpracovani riznymi metodami. Byla prokdzana nizsi toxicita PLA oproti PBCA
a diky apravé povrchovych vlastnosti vysoké vychytdvani PLA mozkovymi butikami. 2% 2
Polyglykolid

Polyglykolid (PGA) je strukturou podobny PLA, ale vykazuje odlisné vlastnosti. PGA je
biodegradabilni polymer s dobrou mechanickou odolnosti a omezenou propustnosti pro plyny.
Teplota tani PGA je 220 az 230 °C, je rozpustny pouze v hexafluoroisopropanolu. Diky svym
hydrofilnim vlastnostem je biodegradovan hydrolyticky. Jako polymer mize byt prospésny
dopln¢k PLA. Pro pouziti v mediciné je intenzivn€ studovana inkorporace PGA do PLA.
Nevyhodou PGA je jeho vyssi cena, kterd brani jeho pouZiti ve srovnani s jinymi biologicky

odbouratelnymi polymery.?®
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Poly (laktid-ko-glykolid)
Poly(laktid-ko-glykolid) neboli kyselina poly(mlécnd-ko-glykolovd) (PLGA) je jednim
z nejuniverzalnéjsich biomedicinskych polymeri schvalenych regulacnimi orgény pro pouziti
ve vyzkumu a humdanni medicing.?’” PLGA ziskal pozornost diky svym modifikovatelnym
vlastnostem, kompletni biodegradabilité a biokompatibilité. Ma dobte definované formulaéni
techniky a snadné zpracovani. V nanomedicin¢ lze PLGA pouzivat pro transport 1éCiv,
diagnostiku a k monitorovani u¢innosti terapie.??

PLGA je kopolymer kyseliny mlécné a kyseliny glykolové, jehoz formy jsou obvykle
charakterizovany pomérem téchto dvou monomerd (Obr. 5).%

PLGA zahrnujici RESOMER® RG, DL-PLG a PDLG jsou dostupné v riizném poméru

Rizné komeréné dostupné

monomerd, tj. 50:50, 65:35, 75:25, 85:15, které se lidi fyzikalné-chemickymi vlastnosti.?’
Biodegradace probihd hydrolyticky. Dochazi ke $tépeni dlouhych polymernich fetézct, zvysi
se hydrofilita a nasledné jsou tyto fragmenty degradovany za vzniku kyseliny glykolové a
mléené. Kyselina glykolova a mlé¢na jsou vylucovany z téla béznymi metabolickymi cestami.?’
Molekulova hmotnost kopolymeru vyrazné ovliviiuje fyzikalni i chemické vlastnosti PLGA.
Pro targeting 1é¢iv se vyuziva molekulova hmotnost v rozmezi 5000 az 150 000.2

Metody pro piipravu nanocastic z PLGA zahrnuji nanoprecipitaéni metodu, emulzni diftzni
metodu, a metodu dvojité emulze. Kazda technika ma své vlastni klady a zapory, ale zakladni
volba metody pfipravy zavisi na fyzikdlné-chemickych vlastnostech 1é¢iva, moznych
interakcich 1é¢iva s polymerem, organickymi rozpous$tédly, povrchové aktivnimi latky a

findlnimu pouziti nanosystému.*’

CH; 0

OH/ OHE\J.L //H

Obr.5 — Struktura PLGA, kde n je pocet jednotek kyseliny mlééné a m je pocet jednotek

kyseliny glykolové®®
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Polykaprolakton

Polykaprolakton (PCL) je biologicky rozlozitelny polyester, ktery se pouziva ke zvySeni
flexibility riznych materidlii, jako je naptiklad PLA. Protoze PCL je rozlozen v téle po delsi
dobé nez PLA, spociva jeho vyhoda ve vyrob¢ nanocastic, u kterych pozadujeme prolongované
uvolhovani 1é¢iva 2

Polyakryl-kyanoakryldt

Nanocastice piipravené z PACA zlepsily vlastnosti 1é¢iv, umoznily snizit davkovani a snizit
frekvenci vedlejSich u¢inkt. Mezi vyhody nanocastic z PACA patfi lepsi biologicka dostupnost
1é¢iva a neinvazivni zpusob aplikace. PACA se pouzivd pro transport doxorubicinu,
methotrexatu, loperamidu, tubokurarinu, dalarginu a NMDA antagonisti do CNS. Mezi vyhody
nanocastic piipravené z PACA patfi jejich schopnost ptekonat Iékovou polyrezistenci. Zatazuji

se mezi vhodné transportni systémy pro 1é¢bu nadorovych onemocnéni.??

7.3.2 Prirodni polymery pro transport léciv do CNS

Ptirodni polymery maji své vyhody i nevyhody. Jsou biokompatibilni, biodegradabilni,
netoxické, Iépe tolerované. Z ekologického hlediska pochdzeji z obnovitelnych zdroji
a vétSinou jsou dostupné a levné. Mezi pfirodni polymery, které se vyuzivaji pro transport 1é¢iv
do mozku patfi HSA, Zelatina, chitosan.’> 2 Nevyhodou pfirodnich polymeri je odli$nost
v kvalit€ jednotlivych Sarzi zpisobena plivodem, klimatickymi podminkami a dal$imi vlivy,
které lze velice téZce standardizovat. Chemické sloZeni se tedy miize lisit.>” Dochéazi také
k jejich snadné mikrobidlni kontaminaci. Ptirodni polymery pro lepsi vlastnosti mohou byt
predem technologicky upravené.?

Lidsky sérovy albumin

Ve vodé rozpustny a nizkomolekularni sérovy protein, ktery je vysoce koncentrovany a v krvi
dlouho cirkuluje, piedstavuje pozoruhodny nosi¢ protiniddorovych latek.*® Mezi primarni
funkce HSA patii schopnost zvysit rozpustnost mastnych kyselin s dlouhymi fetézci, zajistit
transport rtiznych iontil a sloucenin, jako jsou naptiklad 1éky a hormony. Kromé toho HSA ma
schopnost regulovat osmoticky tlak v krevnim obg&hu.??3? Strategie pro dodani 1éciva
vyuzivajici HSA lze klasifikovat na exogenni nebo in situ vazebné formulace, vyuzivajici
kovalentni pfipojeni, nekovalentni nebo zapouzdifeni do albuminovych nanocéstic. Tyto

metody piipravy ukazaly pozoruhodné preklinické a klinické tspéchy.*”
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Chitosan

Chitosan je ve vod¢ rozpustny kationtovy polysacharid, je biokompatibilni a biologicky
rozlozitelny pfirodni polymer. Pro své nealergické a netoxické vlastnosti je vhodny kandidat
pro piipravu nanocastic.?? Dokaze interagovat s tésnymi spoji epitelidlnich bunék, nasledné
otevienim t&chto spojii dokaze prekonat epitelidlni bariéry.??

Zelatina

Z hlediska biokompatibility, biodegrability a nizké cenové dostupnosti ma zelatina Sirokou
skalu vyuziti ve farmacii véetné formulace NC.3! Ve své struktufe obsahuje fadu dostupnych
aktivnich skupin pro navazani molekul léciva. Jednd se o cCisténou bilkovinu ziskavanou
hydrolyzou Zivo¢isného kolagenu.?* Hydrolyzou vznikaji produkty majici niz§i molekulovou
hmotnost, které mohou byt gelujici nebo negelujici. Gelujici Zelatina ve studené vodé bobtna a
nasledné zahtatim dojde ke vzniku koloidniho roztoku, ktery ochlazenim vytvoii gel.?’
Negelujici zelatina je dobfe rozpustna ve studené vodé, tak i v teplé vodé a z velké casti
nerozpustnd v organickych rozpoustédlech. Mezi dilezité vlastnosti patii hodnota
izoelektrického bodu, a to z diivodu moznych inkompatibilit s jinymi latkami.?® Zelatina se
Siroce vyuziva pro dodani hydrofilnich 1 hydrofobnich protinadorovych 1é¢iv jako methotrexat,
cytarabin, paklitaxel, doxorubicin, kampthotecin, cis-platinu a jiné. Velkou vyhodou pro
targeting 1é¢iv do CNS je nizk4 toxicita, relativné dobra cena, jednoducha a reprodukovatelna

produkce.?!
7.4 Fyzikalné-chemické vlastnosti nanocastic pro targeting do mozku

Formulace castic je ovlivnéna fyzikélné-chemickymi vlastnosti vcetné velikosti, tvaru,
hydrofobicity, elasticity a povrchovymi vlastnostmi. Fyzikaln¢ chemické vlastnosti nanoc¢éstic
ovlivityji jejich u€inky. Komplexni chovani nano€astic in vivo ovliviiuji biologické faktory a
vlastnosti nanocastic. Fyzikalné-chemické vlastnosti nanocastic ovliviiuji také stabilitu ¢astic
v krvi, v mozkomi$Snim moku, jejich clearance, kontakt s cilovou bunkou a penetraci

nanodastic.3% 33

7.4.1 Velikost

Systémové aplikované nanocastice kromé cilovych organti se dostavaji i do organt s vétSim
piitokem krve.*? Proto je diilezité navrhnout takové nanogastice, aby se vyhnuly organtim jako
jsou jatra, plice, slezina a ledviny a efektivné dosahnout u¢inku v cilové tkani.>? Z toho vyplyva,

ze velikost je jeden z dulezitych parametra ¢astic. Velikost ovliviiuje absorpci, distribuci a
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clearance nanoé¢astic.>> Diky tomu velikost spoleéné s morfologii charakterizuji &astice.>*
Velikost nanocastic ma zdsadni vliv na uvolnovani 1é¢iva. Mensi nanocastice maji veétsi povrch,
coz ma za nasledek rychlejsi uvolnovani 1éciva. Velikost ¢astic ovliviiuje rovnéz biodegradaci.
Bylo zjisténo, ze rychlost degradace PLGA in vitro se zvysSuje se zvySujici se velikosti
nanoéastic.’? Castice mensi nez 5 nm se mohou snadno eliminovat z cilovych tkanich a vylougit
ledvinami. Nanocéstice vétsi nez 100 nm jsou obvykle z obéhu odstranény fagocytujicimi
buiikami.*> PLGA-PEG nanodastice o velikosti 100 nm vykazovaly hlubsi priinik do mozku a

delsi cirkulaci v porovnani s ¢asticemi o velikosti 200 az 800 nm.*3

7.4.2 Tvar

Tvar &astic se fadi mezi diilezité faktory ovliviiujici chovani nanosytému v t&le.’> 3 Tvar je
dalezity pro distribuci, cirkulaci, stabilitu, buné¢nou absorpci a targeting. Tvar ovliviiuje
schopnost pfilnout ke sténdm cév, schopnost difuze a interakce s buitkami. Optimdalni jsou

cvwvr

(osmistén, dvacetistén) a dalsi tvary castic, které by mohly byt aplikované pro terapeutické

cely. Tvar ¢astic Ize ovlivnit metodou piipravy ,,top-down* nebo ,,bottom-up .32

7.4.3 Elasticita

Flexibilita a elasticita nano¢astic prispiva k procesiim fagocytozy a endocytozy. Elastiétsjsi NC
vykazovaly delsi cirkulaci a vys§i organové ukladani. Studie potvrdily, Ze elasticita Céstic
vyznamné méni vychytavani NC buiikami, jejich cirkulaci, schopnost cileni a distribuci. Na

tento parametr je dtilezité dbat pii vyhodnocovani schopnosti nano&astic pronikat HEB ¥

7.4.4 Povrchovy naboj

Povrchovy naboj mlZe byt negativni nebo pozitivni, a to na zdklad€ pouzitého polymeru a
metody piipravy. Patfi mezi dilezité faktory ovliviujici funkci NC. 3¢ Povrchovy néboj a dalsi
fyzikélni-chemické vlastnosti charakterizujici nanocastice ovliviiuji fyzikalni stabilitu,
redispergovatelnost a také jejich ucinek in vivo. Naboj lze detekovat za pouziti elektronového
mikroskopu.** Nanoé¢astice maji uréity povrchovy naboj, ktery lze skrinovat koncentraci
opacného ndboje a tato vrstva se pohybuje spolu s nanocasticemi. Tyto dvé vrstvy naboje kolem
nanodstice jsou oznacovany jako elektricka dvojvrstva.’” Idealni nosi¢ pro piekonani HEB ma
hodnotu zeta potencialu ~35 mV.3®

Povrchovy ndboj a jeho intenzita urcuji interakce nanocastic s biologickym prostiedim

i elektrostatickou interakci s bioaktivnimi slouceninami. Stabilita koloidniho materialu je
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obvykle analyzovana prostfednictvim zeta potencidlu nanogastic.** Jedna se o neptimé méfitko
povrchového naboje. Méfeni zeta potencidlu probihd za pouziti elektrod ze zlata. Povrchovy
naboj ovliviuje biologické vlastnosti, mezi které patii rozpustnost, clearance, biodistribuce,
stabilita, bunééna absorpce, tkafiova difuze a cytotoxicita.>® Buiiky maji negativné nabitou
bunéénou membranu, diky tomu snadnéji interaguji s kladn€ nabitymi Casticemi. Vstup
negativné nabitych &astic do CNS limituje hematoencefalickd bariéra mozku.*® Piitomnost
glykoproteinti a glykolipidi vytvaii negativni naboj HEB a tim plsobi na negativné nabité
Castice elektrostatickym odrazem. Pro vstup musi tyto Castice vyuzit transportéry nebo

receptorem zprostfedkovanou endocytozu.*

7.4.5 Hydrofobicita

Hydrofobicita hraje klicovou roli v riiznych biologickych procesech, jako je adsorpce proteiny,
bunécny uptake a imunitni odpovéd’. Obecné se hydrofobni nanoc¢astice adsorbuji na povrch
proteinu vice nez &astice hydrofilni.>* Tim mtZe dojit k aglomeraci a opsonizaci vedouci ke
krat3i systémové cirkulaci v porovnani s hydrofilnimi nanoé¢asticemi.*’

K charakterizaci hydrofobicity nanocastic je v soucasné dob¢ k dispozici jen nékolik metod.
Dané metody jsou limitované typem nanocastic, cenou a ¢asovou naroc¢nosti. K piekonéni
limitd, pro méfeni hydrofobicity, 1ze danou vlastnost kvantitativn€ charakterizovat métenim
afinity nanocastic k specifickym povrchiim. Afinita nanocastic vici substratim razné
hydrofobicity umoznila p¥imou charakterizaci NC, které nemély zndmou hydrofobicitu a

povrchové vlastnosti.>?
7.5 Rozpustnost, disoluce a profil uvoliiovani léciva

Utinnosti nosiét nezavisi pouze na terapeutické komponenté, ale také na rozpustnosti a difazi.
Pokud dokaZeme kontrolovat velikost ¢astic, lze ovlivnit rychlost uvoltiovani 1é&iva.
Mechanismy uvoliiovani 1é¢ivé latky z polymerniho nosi¢e jsou stejné dilezité jako
inkorporace latky do polymeru. Obecné plati, ze ¢im mensi velikost ¢astic, tim je vétsi plocha
povrchu, tzn. vétsi mnozstvi 1é¢iva bude na povrchu ¢astic, dojde k rychlejSimu uvoliiovani.
Naproti tomu ¢astice vetsi velikosti maji vétsi jadro, vice mista pro zapouzdieni 1é€iva. Vétsi
mnozstvi zapouzdieného 1é&iva poskytuje dlouhodobgjsi uvoliiovani.’! Rizené uvoliiovani
z polymernich nanocastic kromé velikosti Ize dosahnout také rychlosti biodegradace pouzitého
polymeru.* Existuje pét moznych metod pro uvoliiovani l1é¢iva: desorpce 1é¢iva vazaného na

povrch, difuze pfes matici nanocastic, difize skrz polymerni sténu nanotobolek, erozi nebo
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kombinovany proces eroze — difize.*’ Uvolhovani 1é¢iva z nosice také zavisi na pH, teploté,
bobtnani a erozi, typu pouzivanych polymerti, metody piipravy a interakci nanocastic
s biologickym systémem. Navic iontové interakce mezi 1éCivem a polymernim nosi¢em mohou

zpomalit uvolfiovani 1é¢iva az inhibovat jeho uvolfiovani.*?

7.6 Stabilizace polymernich nanoc¢astic

Nanocéstice jako ostatni koloidni systémy je potieba stabilizovat, aby nedoslo k fyzikalni nebo
chemické nestabilité. Stabilita nanocastic ovliviiuje absorpci, cytotoxicitu, farmakokinetiku
a distribuci. Pro omezeni fyzikdlni nestability lze nanocastice stabilizovat sféricky,

elektrostaticky, nebo kombinaci t&chto mechanismli soucasng.*!

Sféricka stabilizace je
nejbézngj$i postup pro zvyseni stability nanodastic v systémovém obéhu.*> Mechanismus
sférické stabilizace spocivd v odpuzovani castic pomoci sférickych efektd, za pouziti
neionickych tenzidd, polymeru a kasein.*!

Chemicka nestabilita se projevi Unikem lécivé latky ze systému nebo degradaci polymeru.
Nanocastice, které jsou pfipravené hydrolyticky degradovatelnymi polymery, budou rozloZeny
ve vodném prostiedi 1 pfi nizké teploté. Bylo prokazano, Zze chemicka nestabilita a adsorpce
nanocastic proteiny je minimalizovana nebo neni pozorovana, pokud jsou ¢astice potazené
hydrofilni latkou, neutralné povrchové aktivni latkou, nebo polymerem jako napt. PEG nebo

neiontovym trojblokovym kopolymerem poloxamer.*> Ze studie vyplyva, ze PEG-NC ziistaly

stabilngj§i pfi malych zménach iontd vapniki a pH mozkomisniho moku oproti jingm NC.33
7.7 Léciva pro targeting do CNS

Dosud zna¢né mnozstvi 1éCiv  bylo transportovano ve form¢ nanocastic pfes
hematoencefalickou bariéru. Jedna se o léCiva vyuzivana v 1é€bé nadorovych onemocnéni,
analgetika, kardiovaskularni léky, inhibitory protedz a jiné (Tab. 1). Dalargin patii mezi 1é¢iva,
kterd nemaji schopnost piekonat HEB, poprvé byl do CNS transportovan pomoci PBCA
nano¢astic.*? Kromé dalarginu byly do mozku transportovany i dalsi 1é¢ivé latky neprekracujici

HEB, jako loperamid, tubokurarin nebo doxorubicin.*?
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7.7.1 Hydrofilni lécCiva pro targeting do CNS

Tab.1: Légiva pro targeting do CNS*3 44
Nazev léciva Charakteristika (ic¢inek) Polymerni nosic¢
PACA
. . , Chitosan
Doxorubicin Protinadorovy PLGA
PBCA
Gemcitabin Protinadorovy PACA
Antimetabolit, analog pyrimidinu PBCA
Kalcitonin Antagonista parathormonu PLGA
Vasopressin Antidiureticky hormon Chitosan
Methotrexat Protinadorovy PBCA
Obidoxime Reaktivator acetylcholinesterazy HSA
Rivastigmin Inhibitor cholinesterazy PBCA
Tubokurarin Myorelaxans PBCA

Hydrofilni latky zGstavaji vyzvou pro moderni medicinu. Z velké casti se jednd o
makromolekuly neschopné penetrace. Hydrofilni 1é¢iva jsou také limitovand nedostatecnou
stabilitou vici proteolytickym a hydrolytickym enzymtm, kratkym biologickym polocasem a
nizkou propustnosti ptes bariéry.* Jelikoz hydrofilni latky z velké ¢asti jsou protinadorova

1é¢iva, maji toxické uginky pro zdravou tkan a nevhodnou biodistribuci.**

7.7.2  Metody p¥ipravy nanocastic s hydrofilnim lécivem

Ptiprava PLGA nanocastic pro enkapsulaci hydrofilniho 1é¢iva metodou dvojité emulze. BéZné
pouzivané techniky pro pfipravu nanocastic, jsou nevhodné pro enkapsulaci hydrofilnich latek
z dtivodu rychlého rozdéleni 1é¢iva do vn&jsi vodné faze. * Konkrétni metoda piipravy se voli
podle rozpustnosti pouzivaného 1é¢iva a molekuldrni stabilité. Ptiprava nanocastic metodou
dvojité emulze byla vyvinuta pro hydrofilni slou¢eniny.* Hydrofilni latka se rozpusti ve vnitini
vodné fazi s naslednou precipitaci polymeru po odstranéni ve vod¢ nerozpustného organického
rozpoustédla.* Tato metoda trpi nizkou enkapsulaci hydrofilnich latek s nizkou molekulovou
hmotnosti. Podle zavéru studie vyplyva, Ze pouzitim castecné ve vodé rozpustné organické
rozpoustédlo, byly ziskany nanocastice sniz§i hodnotou PDI, vétSim mnozstvim

zapouzdieného 1éCiva a vice biokompatibilnich slozek ve srovnani s béznymi metodami
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ptipravy NC. Jako rozpoustédlo byl zvolen ethylacetat a hydrofilni 1é¢ivo pro piipravu NC
alendronat (bisfosfonat). Uvadi se, ze ¢astecné misitelné rozpoustédlo s vodou, umoziuje
rychlou difuzi pies vodni fazi a tvorbu menSich Castic. Velikost pfipravenych c¢astic byla
piiblizné 145 nm.*

Nanocéstice s obsahem doxorubicinu, byly pfipravené tfemi metodami. Jako metoda ptipravy
byla zvolena emulzni, dvojité emulzni metoda a metoda nanoprecipitaéni.*® P¥iprava nanocéstic
technikou dvojité emulze probihala nasledujicimi kroky. Jako polymer pro primarni emulzi byl
pouzit PLGA a jako stabilizdtor Span 20 v roztoku ethylacetaitu. Do roztoku polymeru
v ethylacetatu se pfidal roztok 1éciva a cela smés po promichani byla smisena s 1% roztokem
polyvinylalkoholu obsahujici Tween 20.*° U viech technik pfipravy byla zméfena hodnota zeta
potencidlu vyssi nez + 30 mV. Dand hodnota naznacuje vysokou stabilitu ¢asticovych systému
v dtisledku ¢inného odpuzovani elektrostatickych ¢astic.*® Castice byly charakterizované i
hodnotou PDI. PDI je bezrozmérnd veli€ina, kterd charakterizuje stabilitu nanocastic. Jako
kvalitni systémy u polymernich NC Ize uvést systémy s hodnotou polydisperzity nizsi nez 0,2.
Pokud systémy vykazuji vy$§i hodnoty PDI miize dojit k destabilizaci faze.*’ Viemi tfemi
zvolenymi technikami byly ziskdny reprodukovatelné nanocéstice, nejvyssi kvalitu dosahly
nanocastice piipravené technikou emulzné difazni. Z vysledkl disolu¢nich testl ale vyplyva,
Ze uvolnovani 1éciva a terapeutickd ucinnost jsou neuspokojive, je potieba zdokonalit piipravu

nano¢astic PLGA s obsahem doxorubicinu pro jejich terapeutické pouZiti.*’
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Tab. 2: Velikost ¢astic, PDI, zeta potencidl pro riizné metody ptipravy

Metoda ptipravy | Velikost ¢astic [nm] PDI Zeta potencial [mV]
Emulzné difazni 174 £ 6 0,039 £ 0,025 -40,1 £2,6
Nanoprecipitacni 179 £ 8 0,050 £ 0,027 -31,6 £5,2
Dvojité emulzni 199 +2 0,178 £ 0,012 -38,0+1,5

Nanocéstice s obsahem obidoximu byly pfipraveny metodou dvojité emulze, vody/olej/vody
(W/O/W). Pro piipravu danych &astic jako nosi¢ byl zvolen PLGA.*’ Bylo také studovano, zda
pegylované PLGA nanocastice dokdzou zvysit transport molekuly HEB. Z pfipravenych
nanocastic bylo uvolnéno 79,3 £ 4,2 % obidoximu a z PEG-b-PLGA bylo uvolnéno 88,2 + 4,4
%. Ze zaveéru vyplyva, ze PEG-b-PLGA nanocastice jsou idedlnim nosi¢em 1é¢ivé latky pro

jejich nizkou toxicitu, malo nezadoucich G¢inki a dobry profil uvoliiovani 1é¢iva.*®

Tab. 3: Charakteristiky PLGA nanocastic s obidoximem

Pouzity | Velikost ¢astic Zeta potencial
Metoda ptipravy PDI
polymer [nm] [mV]

Dvojité emulze PLGA 224,6 £5,37 0,067 + 0,03 -16,7+ 1,0

Nanocastice s lécivem HI-6 byly pfipravené desolvataci a naslednym zesitovanim lidského
sérového albuminu (HSA). Cilem této studie bylo pfipravit nanocastice v rozmezi velikosti 100
az 300 nm. Jeden z formulacnich faktort, ktery mél vyznamny vliv na velikost vzniklych
nanocastic, byla hodnota pH roztoku HSA. Vys$si hodnoty pH poskytovaly Castice v rozmezi
150 az 280 nm.°

7.8 Formulace nanocastic s oximovymi reaktivatory

System W/O/W

Systém W/O/W je modifikovana piivodni metoda W/O. Nasobné emulze se vyuziva pro 1é¢iva
s vysokou rozpustnosti ve vodé. Hlavnim negativem pfipravy ¢astic metodou dvojité emulze je
mal4 afinita hydrofilnich latek k polymeru limitujici enkapsulaci 1é¢iva.** > Naproti tomu
metoda jednoduché emulze je ¢asové méné naro¢nd a méla by poskytnout vyssi enkapsulaci

v

1é¢iva, avsak danou metodu lze pouzit pro lipofilngjsi latky.’° Metoda dvojité emulze spociva
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ve vzniku primarni emulze W/O, nasleduje zpracovavani primarni emulze do vnéjsi faze za
vzniku dvojité emulze. Olejova faze tvoii bariéru proti tniku 1é€iva z vnitini vodné faze do
vnéjsi faze.>® Nasobnou emulzi W/O/W lze vyuZit pro p¥ipravu PLGA nanoé&astic s hydrofilnim
1 hydrofobnim 1é¢ivem. PLGA se rozpusti v organické fazi, ktera se spolecn¢ s povrchové
aktivni latkou emulguje do vodné faze. >! Hydrofobni 1é¢iva lze piidat piimo do organické faze,
zatimco hydrofilni 1é¢iva musi byt emulgovana do roztoku polymeru pied tvorbou &astic.>?
Rozpoustédla pro vnitini 1 vnéj$i fazi by se castecné mélo misit s vodou, co nejvice rozpustit
vybrany polymer a mit netoxické vlastnosti.’® Volba vnéjsi faze zavisi na pouzitém 1é¢ivu a
polarité obou fazi. V systému W/O/W vnéjsi vodnou fazi tvofi nejcastéji ¢isténa voda. Do vnéjsi

kontinualni faze pro zvyseni stability lze piidavat i povrchové aktivni latky.>°

PLGA polymery linedrni a vétvené struktury

PLGA je povazovan za jeden znejvice prosperujicich biodegradabilnich syntetickych
polymerd. Linedrni a vétvené polymery kyseliny mlééné a glykolové piedstavuji slibné
biodegradabilni nosic¢e pro prodlouzené nebo cilené uvolinovani 1é¢iv. Kopolymery kyseliny
mlécné a glykolové (PLGA), patfi mezi polymery schvalené FDA, EMA pro pouziti
v medicin€. Mezi hlavni vlastnosti téchto polymerti patii bezpeCnost, biodegradabilita,
vstiebatelnost a biokompatibilita.’®> Uvoliiovani 1é¢iva zavisi na samotnych vlastnostech 1é¢ivé
latky a typech PLGA lisici se molekulovou hmotnosti a pomérem kyseliny glykolové, mlégné.>*
Pomér kyseliny mlé¢né a glykolové ovlivituje vlastnosti PLGA. Podle pomé&ru kyseliny mlécné
a glykolové je ovlivnénd mechanickd vlastnost, bobtnani, teplota skelného ptfechodu a
hydrolyza.?®

Vhodnymi nosici 1é¢iv jsou linedrni a rozvétvené polymery s niz§i molekulovou hmotnosti
degradujici se béhem nékolika dni nebo hodin. Dulezitym parametrem pro rozvétvené
polyestery je hydrofilita. Hydrofilni charakter urcuji volné hydroxylové skupiny se schopnosti
vazat vodu. Hydrofobicita polymeru klesa v fad¢ 7:3—5:5—-T3—A2. A2 vétveny na kyseliné
polyakrylové, T3 kopolymer kyseliny mlécné a glykolové vétveny na tripentaerythritol, PLGA
7:3, 5:5 patii mezi linearni polymery. Bliz8i charakteristiky polymert uvadi Tab. 4.

Pouzité polymery snizkou molekulovou hmotnosti byly pfipravené metodou piimé
kondenzace.>?

Rozpoustédlo

Dimethylsulfoxid je aprotické polarni rozpoustédlo umoziujici dobrou rozpustnost iontim,

polarnim a polarizovatelnym molekulam. Vykazuje také farmakologické ti¢inky analgetické a
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pripravky.’> 3¢ Molekula DMSO je pyramidova struktura s atomem siry, kyslikem a dvéma
postrannimi methylovymi substituenty. Polarni vazba siry s atomem kysliku dodava kapaliné

vysokou relativni permitivitu.>®

Registracni Cislo CAS: 67-68-5
Molarni hmotnost: 78,14 g/mol

:O

Bod tani: 18,5 °C

0]

4

HaC e

Sumarni vzorec: C;HgOS

Rozpustnost: Rozpustny v oleji, alkoholu, misitelny
s vodou

Doporucena skladovaci teplota: 15 az 25 °C

Obr.8 - Charakteristika DMSO?>

Stabilizatory

Dimethyldidodecylammonium bromid (DDAB) je kationtova povrchové aktivni latka
s dvojitym fetézcem poskytujici stabilngjsi systémy nez jednotetézcové povrchni aktivni latky
jako naptiklad cetyltrimethylammonium bromid.”” DDAB je velmi efektivni elektrostaticky
stabilizator nanocastic a miiZze poskytovat nanocastice uz pii nizkych koncentracich v rozmezi
0,5% az 0,1%. Podle nékterych studii nebyl zjiStén vyznamy rozdil ve velikosti Castic
stabilizovanych 1% a 0,5% DDAB.>® Je také dllezité omezit mnozstvi pouzivanych
kationtovych tenzidli. Vysoky obsah povrchové aktivnich latek muize pfispivat ke zméndm
permeability GIT a zpiisobit tak podrazdéni.>®

CH,

CH,(CH,),, CH,— N—CH,

CH,

Br-

CH,(CH,),,CH,

I
CH,(CH,),, CH,— I\Il— CH,

CH,

Br-

Cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) Dimethyldidodecylammonium bromide (DDAB)

Obr. 6 - Struktura jednofetézcového (CTAB) a dvojietézcového (DDAB) stabilizatord®
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https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C2H6OS

Poloxamer 407 zndmy pod komeré¢nim nazvem Pluronic F127 je neiontovy blokovy polymerni
tenzid s nizkou toxicitou.’” Struktura je znazornéna na Obr. 7. Poloxamer 407 je slozen z PEO-
PPO-PEO blokti. PEO blok je hydrofilni, zatimco blok PPO je hydrofobni. Ve vodném
prostedi vytvoii micely, jejichz jadro je tvofené hydrofobnim PPO a vnéjsi obal tvoii hydrofilni

PEO.% Jedna se o 1ékopisnou surovinu s obecnym vzorcem (PEO)yx - (PPO)y — (PEO)x, kde x je

95 az 105 jednotek PEO, y 54 a7 60 jednotek PPO.°!
0 ]
k4 F4

Obr.7 — Poloxamer 407
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8 EXPERIMENTALNI CAST

8.1 Seznam pristroju

Analytické digitalni vahy, KERN ABS, max. 220 g, d = 0,1 mg
Automaticka pipeta, FinnPipette F2 o rozsahu 100 - 1000 pl
Automaticka pipeta Eppendorf research plus o rozsahu 1 - 10 ml
Kyveta PCS 1115, Malvern

Kyveta DTS 1070, Malvern

Magneticka michacka, Maner

pH meter-Hanna instruments HI221

Zeta Sizer Nano ZS, Malvern
8.2 Material

Cisténa voda, Farmaceuticka fakulta Hradec Kralové

Dimethyldidodecylammonium bromid, Sigma-Aldrich

Dimethylsulfoxid, Sigma-Aldrich,

Hydrogenfosfore¢nan disodny dodekahydrat p.a., PENTA s.r.0., Mr358,14 CAS: 10039-32-4
Kopolymer kyseliny D,L- mlé¢né a glykolové (5:5), Faf UK, HK

Kopolymer kyseliny D,L- mlé¢né a glykolové (7:3), FaF UK, HK

Kyselina citronova monohydrat p.a., PENTA s.r.0., M1210,14 CAS: 5949-29-1

Lécivo HI-6 (asoxime)

Poloxamer 407 (Pluronic® F-127), Merck

Terpolymer kyseliny D,L- mlécné a glykolové vétveny na tripentaerythritolu

Terpolymer kyseliny D,L-mlé¢né a glykolové vétveny na polyakrylové kyseliné
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8.3 Metodika

Metodou dvojité emulze a nanoprecipitacni metodou byly pfipravené nanocastice s oximovym
reaktivatorem. Pro pfipravu nanocéstic byly pouzity dva linedrni PLGA polymery s riznym
pomérem mlécné a glykolové kyseliny a dva PLGA polymery vétvené na tripentaerythritol a
kyselin¢ polyakrylové. Nanocastice byly stabilizované vodnym roztokem poloxameru 407 a
DDAB. Pripravené nanocastice jsou charakterizované velikosti, polydisperzitou a zeta

potencialem.

8.3.1 Priprava nanocdstic metodou dvojité emulze

Piiprava roztoki polymeri, léc¢iva a stabilizatori

Nanocastice s hydrofilnim 1é¢ivem HI-6 byly pfipravené dvojit€¢ emulzni metodou. Byl
pfipraven vodny roztok léciva (W1), roztoky polymert T3, PLGA, A2 v dimethylsulfoxidu
(DMSO) (O) a vodny roztokem stabilizatoru (W2). Byla pfipravena primarni emulze (PE)
W1/0, ktera se ptidala do vnéjsi faze (W2) za vzniku sekundarni emulze W1/0O/W2.
Polymery pouzité k pfipravé nanoc¢astic uvadi Tab. 4. Rozpusténim polymeru v DMSO pfi
pokojové teploté¢ a michani na elektromagnetické michacce byly piipraveny 10% zasobni
roztoky. 10% zé&sobni roztok polymeru v DMSO byl natedén na 1% roztok polymeru v DMSO
v Case pripravy. V piipadé polymeru PLGA 7:3 byl zasobni roztok nafedén na 5% roztok
polymeru v DMSO.

Tab. 4: Pouzité polymery a jejich charakteristika

Polymer PLGA 5:5 PLGA 7:3 T3 A2
Roncentace 1% 1% | 5% | 1% | 5% 1%
Charakteristika linearni linearni vétveny vétveny
Mn [g/mol] 1700 2 500 5300 8 600
Mw [g/mol] 2 400 3300 17 400 14 400
g (-) 1,0 1,0 0,43 0,54

M,, - Ciselné stfedni molarni hmotnost, M, - hmotnostn¢ stfedni molarni hmotnost; g” - vétvici pomer,
DMSO - dimethylsulfoxid, T3 — polymer vétveny na tripentaerythritolu (1%, 5% v rekéni smési), A2

— polymer vétveny na kyseliné polyakrylové (1% v reakéni smési)

Byl ptipraven vodny roztok lé¢iva o koncentraci 100 mg/ml. Bylo rozpusténo 50 mg 1é¢iva

v 0,5 ml cisténé vod€ za michani na elektromagnetické michacce po dobu 2 az 3 minuty. Do
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2 ml 1% roztoku polymeru v DMSO za michani se kapalo 0,5 ml vodného roztoku Ié¢iva. Doslo
ke vzniku primérni emulze (PE).

Vnéjsi faze (W2) byla tvofend vodnym roztokem tenzidu. Koncentrace vodnych roztokt
tenzidu a charakteristiky pouzitych tenzidl uvadi Tabulka 5. Roztoky tenzida byly pfipraveny
za pouziti 25 ml kadinek. Navazené mnozstvi se nechalo rozpustit v 10 ml ¢isténé vody pfi

pokojové teploté za michani na elektromagnetické michacce.

Tab.5: Charakteristika pouzitych tenzid

Druh tenzidu Pluronic F 127 DDAB

Koncentrace vodného 0,5 % .

roztoku tenzidu 1% 0,01 %
Triblokovy kopolymer Kvarterni amoniova baze

Charakteristika ethylenoxidu a propylenoxidu | kationtovy tenzid
neiontovy tenzid

Pluronic F 127 — poloxamer 407, DDAB — dimethyldidodecylammonium bromid

Priprava fosfat-citratového pufru pH 5,0

Byl ptipraven fostat-citratovy pufr pH 5,0. Vychazelo se ze dvou roztoku A a B. Roztok A
vznikl rozpuSténim 21,0 g kyseliny citronové monohydratu v 1000 ml. Roztok B vznikl
rozpu$ténim 35,6 g hydrogenfosfore¢nanu sodného dihydratu v 1000 ml vody. Poté byly
roztoky A a B smiseny v poméru 49 dili roztoku A a 51 dilii roztoku B za vzniku pufru pH 5,0.
Kontrola hodnoty pH byla provedena pomoci pH metru. Pro pfipravu nanocastic bylo

ptipraveno 200 ml pufru.

Piiprava nanocastic

I ml vodného roztoku 1é¢iva (W1) byl za pouziti automatické pipety pfidan do roztoku
polymeru v DMSO (O), ktery byl umistén na elektromagnetické micha&ce. Spicka pipety byla
umisténa tésné nad hladinou. Kapala se jedna kapka pfi jedné otd¢ce michadla pfiblizné 1 s,
nakapal se cely objem, ktery byl pipetou naméten. Nasledn¢€ se nechalo michat ptiblizné 2

minuty.
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8.3.2 Priprava Castic nanoprecipitacni metodou

Piiprava vnitini faze

Vnitini faze byla tvofena roztokem polymeru PLGA 7:3 a lé¢iva v DMSO. Polymer byl
rozpustén v DMSO za pokojové teploty a za michani na elektromagnetické michacce byl
ptfipraven 10% zéasobni roztok. V €ase ptipravy byl natedén DMSO na 1% roztok. V tomto
roztoku bylo rozpusténo 50 mg léciva.

Piiprava vnéjsi faze

Vnéjsi faze byla tvofena vodnym roztokem 1% poloxameru 407. NavaZzené mnozstvi tenzidu
se nechalo rozpustit v 10 ml ¢isténé vody pti pokojové teploty za michani na elektromagnetické
michacce.

Nanoprecipitace

Lécivo bylo navaZené na analytickych vahach v mnozstvi 50 mg a bylo pfenesené do 10 ml
kadinky. Nasledné pomoci pipety bylo napipetovano 1 ml 1% roztoku polymeru v DMSO.
Smés byla ponechana v klidu po dobu 15 minut za pokojové teploty. Do vodného roztoku
vnitini faze v mnozstvi 1 ml. Vzorek se nechal michat na magnetické michacce po dobu 15

minut a poté nasledovalo méteni na Zetasizeru.
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Schéma A — znazornéni postupu piipravy metodou dvojité emulze

s

~
*50 mg léciva
rozpustit v 0,5
ml Aqua
purificata

| dropwise
. _—

*2 ml 1% roztoku T3
v DMSO

*(Primarni emulze)

(4 -1 7. .
1 ml dropwise
| do vngjsi faze

0,5 ml Aqua purificata

*2ml1%

roztoku T3

.

| dropwise

v DMSO

1 ml dropwise

/—‘ do vnéjsi faze

*10 ml 1%
Pluronicu
F127
v Aqua
purificata

‘ Vznik NC

*10 ml 1%
Pluronicu
F127
v Aqua

purificata

| Vznik NC

.

Schéma B — znazornéni postupu piipravy nanoprecipitacni metodou

-

~
enavazit 50 mg
1é¢iva na
analytickych
vahach

| prenést
.

qml dropwise |

T

*1 ml 1% roztoku
PLGA 7:3 v DMSO

15 minut v klidu
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Obr. 7 - Schéma piipravy nanoc¢astic metodou dvojité emulze

Obr. 8 - Fotodokumentace nanosuspenzi piipravenych dvojité emulzni metodou

8.3.3 Meéreni velikosti, polydisperzity a zeta potencidalu nanocdstic

Meérteni velikosti a zeta potencialu probihalo na pftistroji Zetasizer Malvern. Kyveta PCS1115
byla pouzita pro méfeni velikosti NC (Obr. 9), pro méfeni zeta potencialu byla pouzita kyveta
DTS1070 obsahujici dvé kapilary (Obr. 10). Pro spravnou manipulaci s programem a plnéni
kyvet byl pouzit navod k pfistroji.®® P¥i plnéni kyvety pro méfeni zeta potecialu byla kyvetu
naklonéna a naplnéna pomalu, aby nevznikly bubliny. Méfeni bylo provedeno pomoci pfedem
nastaveného SOP dle nidvodu.®® Vysledky jako uvedeny jako aritmetické priiméry hodnot z t

mefeni (n=3) s vyjadienim smérodatné odchylky (SD).

Max. 15mm

Min. 10mm I I

Obr. 9 - Kyveta pro méfeni velikosti® Obr. 10 - Kyveta pro méfeni zeta potencialu®
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9 VYSLEDKY

Tab. 6: Charakteristiky nanocastic 5% T3 - stabilizace 1% roztokem poloxameru 407

Faze W1 100 mg LL/1 ml
Faze O 5% roztok T3 v DMSO 2 ml
Objem W1/0 0,25 ml 0,5 ml 1 ml 2 ml
Faze W2 1% roztok poloxameru 407 - 10 ml
Cislo vzorku 1 2 3 4
Velikost [nm] 273.,8 292,7 318,3 370,3
269,0 289,2 317,9 364,3
273.9 290,2 315,2 366,6
pramér+ SD | 272,2 + 2,80 290,7+1,80 | 317,1+1,69 | 367,1+3,03
Polydisperzita 0,104 0,046 0,109 0,175
0,120 0,119 0,158 0,178
0,121 0,111 0,158 0,182
pramér+ SD | 0,115+0,01 0,092 +0,04 | 0,142+0,03 | 0,178 +0,00
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Tab. 7: Charakteristiky nanocastic 5% PLGA 7:3 - stabilizace 1% roztokem poloxameru 407

Faze W1 100 mg LL/1 ml
Faze O 5% roztok PLGA 7:3 v DMSO 2 ml
Objem W1/0 0,25 ml 0,5 ml 1 ml 2ml
Faze W2 1% roztok poloxameru 407 - 10 ml
Cislo vzorku 5 6 7 8
Velikost [nm] 326,5 366,6 362,8 378,2
3223 401,8 360,5 387,2
323,0 488,2 3543 382,9
prumér+SD | 3239+23 369,1 + 1,86 | 359,2+4,39 | 382,9+4,70
Polydisperzita 0,133 0,228 0,134 0,151
0,140 0,194 0,122 0,131
0,142 0,207 0,148 0,132
pramér £ SD | 0,138 £ 0,00 0,210+ 0,01 | 0,135+0,01 | 0,138+0,01
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Tab. 8: Charakteristiky nanocastic 1% T3 - stabilizace 1% roztokem poloxameru 407

Faze W1 50 mg LL/0,5 ml
Faze O 1% roztok T3 v DMSO -2 ml
Objem W1/0 1 ml
Faze W2 1% roztok poloxameru 407 - 10 ml
Cislo vzorku 9 9 one pot 9 BL
Velikost [nm] 180,5 218,5 137,9
183.6 221,8 133,6
182,2 2252 135,8
pramér + SD 182,1 £ 1,55 221,8 £3,35 135,8 £2,15
Polydisperzita 0,227 0,151 0,226
0,229 0,103 0,270
0,219 0,126 0,253
primér + SD 0,225 + 0,00 0,127 + 0,02 0,250 + 0,02
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Tab. 9: Charakteristiky nanoc¢astic 1% PLGA 5:5 - stabilizace 1% roztokem poloxameru 407

Faze W1 50 mg LL/0,5 ml
Faze O 1% roztok PLGA 5:5 v DMSO - 2 ml
Objem W1/O 1 ml
Faze W2 1% roztok poloxameru 407 - 10 ml
Cislo vzorku 10 one pot 10B 10C 10 BL
Velikost [nm] 215,4 186,6 191,9 160,5
213,2 180,9 188,6 165,0
208,9 200,9 187,7 149,3
pramér£SD | 9125.:330 | 189,5+103 | 189,4+2.21 | 164,9+2,03
Polydisperzita 0,381 0,437 0,389 0,305
0,395 0,384 0,375 0,355
0,325 0,358 0,372 0,380
primér+SD | 0367+0,04 | 0,393+0,04 | 0,379+0,01 | 0,347+ 0,04
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Tab. 10: Charakteristiky nanoc¢éstic 1% T3 - stabilizace 1% roztokem poloxameru 407, pH 5

Faze W1 50 mg LL/0,5 ml
Faze O 1% roztok T3 v DMSO -2 ml
Objem W1/0 1 ml
Faze W2 1% roztok poloxameru 407 - 10 ml pufr pH 5
Cislo vzorku 11 one pot 11B 11C 11 BL
Velikost [nm] 2985 1411 1514 405,6
2241 1343 1522 2873
4031 1391 1655 292,1
primér+SD | 3086 4+ 899 1382 + 35 1564+ 80 | 3283 +66,9
Polydisperzita 1,000 1,000 1,000 0,727
1,000 1,000 1,000 0,632
1,000 1,000 1,000 0,740
pramér + SD 0+0 0+0 0+0 0,700 + 0,059
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Tab. 11: Charakteristiky nanocastic 1% A2 - stabilizace 1% roztokem poloxameru 407

Faze W1 50 mg LL/0,5 ml
Faze O 1% roztok A2 v DMSO -2 ml
Objem W1/0 1 ml
Faze W2 1% roztok poloxameru 407 - 10 ml
Cislo vzorku 12 A 12B 12 BL
Velikost [nm] 227.5 287,5 236,1
2252 274,8 239,4
221,6 255,9 240,6
pramér + SD 2248 +2,97 272,77+ 15,90 238,7 +2,33
Polydisperzita 0,251 0,411 0,127
0,246 0,347 0,064
0,227 0,336 0,074
pramér+SD | 0241 +0,01 0,365 + 0,04 0,088 + 0,03
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Tab. 12: Charakteristiky nanocastic 1% T3 - stabilizace 0,5% roztokem poloxameru 407

Faze W1 50 mg LL/0,5 ml
Faze O 1% roztok T3 v DMSO - 2 ml
Objem W1/0 1 ml
Faze W2 0,5% roztok poloxameru 407 - 10 ml
Cislo vzorku 13 A 13B 13 BL
Velikost [nm] 217,9 207,5 144,4
221,3 205,9 139,7
218,3 209,2 139,9
primér+SD | 21974 1,86 207,5 + 1,65 141,3 +2,66
Polydisperzita 0,167 0,171 0,349
0,179 0,172 0,336
0,159 0,125 0,364
prumér + SD 0,168 + 0,01 0,156 + 0,03 0,350 + 0,01
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Tab. 13: Charakteristiky nanocastic 1% A2 - stabilizace 0,5% roztokem poloxameru 407

Faze W1 50 mg LL/0,5 ml
Faze O 1% roztok A2 v DMSO -2 ml
Objem W1/0 1 ml
Faze W2 0,5% roztok poloxameru 407 - 10 ml
Cislo vzorku 15A 15B 15 BL
Velikost [nm] 1582 1197 360,8
1273 1210 374,9
1177 885,2 387,8
primér £ SD 1344 £211,6 1097 £183,9 | 374,5+ 13,50
Polydisperzita 1,000 0,914 0,659
1,000 0,951 0,498
0,970 0,849 0,420
primér £ SD 0,990 + 0,02 0,905 + 0,05 0,526 % 0,12
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Tab. 14: Charakteristiky nanocastic 1% T3 - stabilizace 0,01% roztokem DDAB

Faze W1 50 mg LL/0,5 ml
Faze O 1% roztok T3 v DMSO - 2 ml
Objem W1/0 1 ml
Faze W2 0,01% roztok DDAB - 10 ml
Cislo vzorku 14 A 14B 14 BL
Velikost [nm] 227.6 2374 228.6
226,2 236,2 225,6
2223 225,6 224.6
pramér + SD 2254 +2,75 233,1 £ 6,49 226,3 +£2,08
Polydisperzita 0,243 0,304 0,150
0,211 0,305 0,160
0,208 0,237 0,163
pramér + SD 0,221 £ 0,02 0,282 + 0,04 0,158 +0,01
Zeta potencial [mV] 4572 47,1 32,1
42.4 46,9 34,8
41,1 45,7 36,0
primér + SD 432+ 1,71 46,6 + 0,76 34,3 % 2,00
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Tab. 15: Charakteristiky nanoc¢astic 1% PLGA 5:5 - stabilizace 0,01% roztokem DDAB

Faze W1 50 mg LL/0,5 ml
Faze O 1% roztok PLGA 5:5 v DMSO - 2 ml
Objem W1/0 1 ml
Faze W2 0,01% roztok DDAB - 10 ml
Cislo vzorku 16 A 16 B
Velikost [nm] 173,0 189,0
175,0 191,7
168,1 187,1
primér £ SD 172,0 £ 3.56 189.3 £ 2,31
Polydisperzita 0,207 0,222
0,239 0,189
0,186 0,220
priimér & SD 0211 0,03 0,210 0,02
Zeta potencial [mV] 66,3 64,3
69,4 63,1
68,3 64,8
pramér = SD
64,1 +£0,87 64,1 £0,76
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Tab. 16: Charakteristiky nanoc¢astic 1% A2 - stabilizace 0,01% roztokem DDAB

Faze W1 50 mg/0,5 ml
Faze O 1% roztok A2 v DMSO -2 ml
Objem W1/0 1 ml
Faze W2 0,01% roztok DDAB - 10 ml
Cislo vzorku 17 A 17B
Velikost [nm] 205,6 193,8
203,7 194,9
197,1 193,2
pramér + SD 202,1+4,46 194,0+0,86
Polydisperzita 0,324 0,135
0,296 0,070
0,300 0,117
pramér + SD 0,307+0,02 0,107+0,03
Zeta potencial [mV] 56,0 42,1
42,6 41,2
37,8 40,4
primér + SD 45,549 43 41,2+0,85
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Tab. 17: Charakteristiky nanocastic 1% PLGA 7:3 - stabilizace 0,01% roztokem DDAB,

nanoprecipitacni metoda

Faze O 50mg LL
1% roztok PLGA 7:3 v DMSO 1 ml
Faze W 0,01% roztok DDAB - 10 ml
Cislo vzorku 18 A 18 B
Velikost [nm] 221,1 249.4
2239 2549
227,5 249.6
primér + SD 2242 + 321 251,3+3,12
Polydisperzita 0,121 0,181
0,161 0,198
0,131 0,191
primér + SD 0,138 £ 0,02 0,190 0,01
Zeta potencial [mV] 48,2 47,5
47,5 48,8
47,5 48,6
primér + SD 47,9 %035 483+ 0,70
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Tab. 18: Stabilita nanocastic 1% T3 - stabilizace 1% roztokem poloxameru

Faze W1

50 mg LL/0,5 ml

Faze O

1% roztok T3 v DMSO -2 ml

Mnozstvi faze W1

1 ml

Faze W2 1% roztok poloxameru 407 - 10 ml
Cislo vzorku 9 9-1den | 9-2dny 9 -9 dnit
Velikost [nm] 218,5 224.4 225,9 233,3
221,8 2193 2235 231,7
2252 2224 221,8 231,9
primér£SD | 77184335 | 222,0+£2,57 | 223,7+2,01 | 232,3+0,87
Polydisperzita 0,151 0,063 0,068 0,052
0,103 0,084 0,056 0,049
0,126 0,061 0,072 0,036
primér 8D | (1271002 | 0,069+0,01 | 0,065+0,01 | 0,046+ 0,01
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Tab. 19: Stabilita nanocastic 1% PLGA 5:5 - stabilizace 1% roztokem poloxameru

Faze W1 50 mg/0,5 ml
Faze O 1% roztok PLGA 5:5 v DMSO -2 ml
Objem W1/0 1 ml
Faze W2 1% roztok poloxameru 407 - 10 ml
Cislo vzorku 10 B 10B—1den | 10B—7dnit | 10 B—8 dnt
Velikost [nm] 186,6 154,0 180,5 194,0
180,9 150,6 179,1 189,7
200,9 148,9 177,5 180,1
pramér+ SD | 189,5+10,3 | 151,2+2,60 | 179,0+1,50 | 184,9 +4,80
Polydisperzita 0,437 0,191 0,117 0,194
0,384 0,180 0,168 0,189
0,358 0,173 0,170 0,180
prumér+ SD | 0,393+0,04 | 0,181+0,01 | 0,179+0,03 | 0,188+ 0,01
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Obr. 11: Ukézka distribu¢ni kiivky nanocastic z 5% T3 — stabilizace 1% P. 407

Size Distribution by Intensity
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Obr. 12: Ukazka distribu¢ni kfivky nanocastic z 1% T3 - stabilizace 1% P. 407, pH 5

Size Distribution by Intensity
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Obr. 13: Ukézka distribuéni kiivky nanocastic z 1% T3 - stabilizace 0,01% DDAB
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Obr. 14: Ukazka distribu¢ni kiivky nanocastic z 1% PLGA 5:5 - stabilizace 0,01% DDAB
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10 DISKUZE

Cilem prace bylo pfipravit nanocéstice s hydrofilnim lé¢ivem metodou dvojité emulze a
metodou nanoprecipitace, optimalizovat faktory ovliviiujici charakteristiky NC s cilem ziskat
Castice vhodné pro targeting do mozku. Dvojité¢ emulzni metoda pifipravy nanocastic je
v literatufe prezentovana jako metoda vhodna pro pifpravu &astic s hydrofilnim 1é¢ivem.>
Metodou dvojité emulze byly ziskany nanocastice s 1écivem HI-6 o velikosti 182,1 —382,9 nm
v zavislosti na formula¢nich podminkdch. Nanocastice se nepodafilo pfipravit ve dvou
ptipadech. Céstice okamzit& aglomerovaly pii pH 5 a po sniZeni koncentrace poloxameru 407
z 1% na 0,5% (Tab. 10 a 13). Polydisperzita pripravenych nanocastic byla nizka, pohybovala
se vétsinou pod hodnotu 0,25.

Pro formulaci €astic s hydrofilnim 1éCivem byla také aplikovanad nanoprecipitaéni metoda za
pouziti 1% roztoku polymer PLGA 7:3 v DMSO. Z nékterych studii vyplyva, ze dand metoda
vzhledem k nizké enkapsulaci neni vhodna pro piipravu nanogastic s hydrofilnim Ié¢ivem.%*

Podle uvedeného postupu ptipravy danou metodou byly ziskany castice velikosti 251,3 nm a

2242 nm (Tab. 17).
10.1 Vliv polymeru

Pro pfipravu nanocastic metodou dvojité emulze s hydrofilnim lé¢ivem pro targeting do mozku
byly pouzity kopolymery a terpolymery PLGA. Pro formulaci NC byly pouzity linearni
polymery PLGA 5:5 a PLGA 7:3 liSici se pomérem kyseliny glykolové a mlééné a také molarni
hmotnosti. Dale byly pouzity dva derivaty PLGA s vétvenou strukturou na tripentaerythritol T3
anakyseliné polyakrylové A2. Hydrofobicita polymeru klesa v fad¢ 7:3—5:5—-T3—A2. Blizsi
charakteristiky pouZzitych polymerl pro pfipravu nanocastic jsou uvedeny v Tab. 4. Pro
pfipravu Castic nanoprecipitacni metodou byl pouZit linearni polymer 7:3.

Z Obr. 22 a z Tab. 6 a 7 je patrné, ze pii pouziti 5% roztoku T3 a 5% PLGA 7:3 byly ziskany
vetsi Castice, nez za pouziti 1% roztoku téchto polymert. Divodem je zvySeni koncentrace
polymeru. Céstice pfipravené z PLGA 7:3 stabilizované 1% roztokem poloxameru 407 viz.
Tab. 7 vykazovaly vétsi velikost. Protoze dany polymer ma vétsi hydrofobicitu nez PLGA 5:5,
kvali vy$S§imu podilu kyseliny mlécné, predpokladala se mensi velikost Castic. Jak vyplyva
z Obr. 22 nejspis velikost €astic byla ovlivnéna koncentraci polymeru i mnoZstvim 1éciva,

ackoliv mnozstvi lé¢iva oproti kontrolnimu vzorku nevykazuje vyznamné rozdily na velikosti
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nanocastic. Srovnavani hodnot ¢astic ziskané z polymeru PLGA 7:3 a PLGA 5:5 maji sniZenou
validitu srovnavani z divodu vlivu vice formula¢nich faktort.

Z Tab. 8 a 9 vyplyva, ze velikost ¢astic pripravenych z riznych polymert nebyla markantni,
ackoliv lepsi hodnoty PDI mély c¢astice z polymeru T3, ktery se také stal pfedmétem zajmu.
Vétsi koncentrace polymeru poukazuje na vétsi ¢astice, dany jev se predpokladal.

Pti piipravé nanocastic s lé¢ivem HI-6 metodou dvojité emulze byl jako stabilizator pouzit

poloxamer 407 a DDAB, které stabilizovaly NC sféricky a elektrostaticky.

Obr. 15: Vliv polymeru na velikost ¢astic

Velikost (nm)
250

219,2
202,1 =
200 I
172

150

Velikost [nm]

100

50

1% PLGA 5:5 1% A2 1% T3

Na obrazku 15 jsou porovnavané velikosti nanocastic pfipravené za pouziti polymeru T3,
PLGA 5:5 a A2. Velikost ziskanych ¢astic se pohybovala v rozmezi 172 az 219 nm. Pod hranici
200 nm se dostaly ¢astice pfipravené 1% PLGA 5:5 stabilizované 0,01% DDAB. Tésné pod
200 nm se také dostaly nanocastice pfipravené z polymeru A2 stabilizované 0,01% DDAB.
Nanocastice piipravené z linedrniho polymeru PLGA 5:5 mély mensi velikost nez nanocastice
tvofené vétvenym polyesterem T3. Jak vyplyva i z pfedchozich diplomovych praci nejspis se

projevuje vliv molarni hmotnosti.®
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Obr. 16: Vliv polymeru na polydisperzitu nanocastic
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Polydisperzita charakterizuje ¢astice mnoha riznych velikosti. Pro polymerni systémy se jako
kvalitni povazuji &astice s hodnotou PDI pod 0,2.% Podle hodnoty PDI jako kvalitni Ize uvést
nanocastice tvofené linearnim polymerem PLGA a vétvenymi polymery A2, T3 v koncentraci

1% piipH 7.

10.2 Vliv stabilizatoru

Pro pfipravu nanocCastic byl zvolen jako stabilizdtor poloxamer 407 nebo
didodecylmethylamonium (DDAB). Nanocastice stabilizované DDAB Ize povaZovat za
stabilni, coz dokazuji vy$si hodnoty zeta potencialu + 32 mV. Castice z vétveného polymeru
T3 stabilizované 1% roztokem poloxameru 407 okamzité aglomerovaly pti pH 5 (viz Tab. 10).
Aglomeraty poskytly 1 €astice pfipravené z vétvené¢ho polymeru A2 po sniZeni koncentrace

roztoku poloxameru 407 na 0,5% (Tab. 13).
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Obr.17: Vliv stabilizatoru na velikost ¢astic pfipravenych 1% T3
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Na Obr. 17 jsou porovnavané hodnoty velikosti ¢astic ptipravené 1% T3 v DMSO stabilizované
vodnym roztokem 1%, 0,5% Pluronicu F127 a 0,01% DDAB. V zavislosti na téchto faktorech
byly ziskany ¢astice v rozmezi piiblizné 182 az 225 nm. Céstice, u nichz byl jako stabilizator
pouzit 1% Pluronic F127, vykazovaly mensi velikost. SniZenim koncentrace Pluronicu F127 na
0,5% nedoslo ke vzniku mensich ¢astic. Je zajimavé, Ze pokud se koncentrace tenzidu snizila
z1% na 0,5% u castic pripravené z polymeru A2, doSlo ke vzniku aglomeratu. Lze
pfedpokladat, ze vznik aglomerati bylo ovlivnéno nedostate¢nou koncentraci tenzidu pro
stabilizaci Castic.

Zaroven bylo studovéano, zda zplsob, jakym se vnitini faze ptidava do vné&jsi faze, mlize
ovlivnit velikost pfipravenych nanocastic. Metoda ,,dropwise* ptidavani jedné kapky v urcitém
casovém intervalu, nebo metoda ,,one-pot*“ celé mnoZstvi najednou, jak vyplyva z Obr. 17

nepatrné ovlivituje velikost pfipravenych castic.
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Obr. 18: Vliv stabilizatoru na velikost ¢astic ptipravenych 1% T3 a PLGA 5:5
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Obr. 18 porovnava vliv stabilizatoru na velikost nanocastic ptipravené z riiznych polymerd.
Nanocastice, které byly stabilizované 0,01% DDAB a pfipravené roztokem 1% PLGA 5:5
v DMSO vykazovaly velikost pod 200 nm s hodnotou PDI pfiblizné 0,2. Jak je patrné velikost
pod 200 nm mély 1 Castice ptipravené 1% T3 v DMSO, stabilizované 1% Pluronicem F127. Na
velikost ¢astic se uplatnil 1 vliv molarni hmotnosti PLGA 5:5 s hodnotou My, 2 400 g/mol, ktery

je mensi nez u polymeru T3 s hodnotou My, 17 400 g/mol.

55



L4

Obr. 19: Vliv pH vnéjsi faze na velikost ¢astic
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0 0 Lo
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Vnéjsi faze byla tvofena roztokem fosfat-citratového pufru o pH 5. Pii zméné pH vnéjsi faze
z hodnoty 7 na hodnotu 5 doslo k okamzitému vzniku aglomeréatu. Velikost vzniklych ¢astic
s hydrofilnim lé¢ivem piipravené o pH 5 se pohybovala v rozmezi od 1300 nm aZ 1564 nm viz
Tab. 10. Polydisperzita ptipravenych Castic o pH 5 vnéjsi faze nebyla piistrojem vyhodnocena.
Byl také ptipraven slepy vzorek, ktery také aglomeroval s hodnotou PDI 0,7. V prostiedi

roztoku fosfat-citratového pufru pii nizsi pH nez 7 byla velikost ¢astic vyrazné vétsi.
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Obr. 20 Hodnoty zeta potencialu
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Obr. 20. porovnava hodnoty zeta potencidlu opakované pfipravenych vzorkli. Hodnoty zeta
potencialu se projevily pfi pouziti kationtového stabilizatoru DDAB u ¢astic pfipravené z A2,
T3, PLGA 5:5 a PLGA 7:3. Naméfené hodnoty zeta potencialu se pohybovaly v
piiblizném rozmezi 41,2 az 64,1. Naméfené hodnoty piekro¢ily hranici +30 mV. Castice
s hodnotou +30 mV lze povaZovat za fyzikalné stabilni a silné kationtové NC. Nanogastice,
které mély hodnotu zeta potencialu nad 60 mV, lze povazovat za ¢astice s vynikajici stabilitou.
Pokud se hodnota zeta potencidlu pohybuje v hodnotach -10 mV a +10 mV, lze tyto Castice
povazovat za neutrdlni. Nanocastice s hodnotou zeta potencidlu +30mV nebo -30mV se

povazuji za siln& kationtové a aniontové.®®
10.3 Vliv vnitini faze W1

Objem vnitini faze jako jeden z dalSich formula¢nich faktora, ktery byl studovéan. Na obrazku
21 jsou porovnany hodnoty ¢astic ptipravené metodou dvojité emulze z 5% roztoku polymeru
T3 v DMSO stabilizované 1% Pluronicem F127. Ziskané nanoc¢astice byly v rozmezi ptiblizné

272 az 367 nm s hodnotou PDI pod 0,2. Jak je patrné z obrazku 21, velikost ¢astic zavisi na
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mnozstvi vnitini faze. Castice ptipravené danym postupem nedosahly pozadované hranici pod

200 nm. Vliv objemu vnitini faze na velikost byl oproti vlivu koncentrace polymeru mensi.

Obr. 21: Vliv objemu vnitini f4ze na velikost ¢astic
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Obr.22: Vliv mnozstvi lé¢iva a koncentrace polymeru na velikost ¢astic
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Mnozstvi hydrofilniho 1é¢iva HI-6 jako jeden z formula¢nich faktord, ktery byl studovan na
vliv velikosti nanocastic. Jak je zfejmé z Obr. 22 mnoZzstvi 1éCiva ovlivnilo velikost
pfipravenych castic nepatrné. Nanoc€astice pfipravené z kontrolniho vzorku mély velikost 135,8
nm, nanocastice s 50 mg l1écivé latky 182,1 nm.

Jak je patrné z Obr. 22. ptiblizné dvojnasobné byla velikost ovlivnéna koncentraci vnitini faze,
ackoliv vzhledem k vliviim vice formulacnich faktort (viz. Tab. 6, 8), neni validita vysledkt
zcela piesna. Castice piipravené metodou dvojité emulze z 1% roztoku polymeru T3 v DMSO
vykazovaly mensi velikost, nez Castice ptipravené z 5% roztoku polymeru. Jelikoz na velikost
Castic ptipravenych z 5% roztoku T3 se také nejspiS podilelo 1 vétsi mnozstvi ptidavaného
1é¢iva viz Tab. 6, nelze ptesné posoudit vliv koncentrace na velikost ¢astic vzhledem ke snizené
validité vlivem vice formula¢nich faktort. Polydisperzita pfipravenych astic se pohybovala

pod hodnotou 0,25.
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10.4 Stabilita NC

Vzhledem ke schopnosti polymert hydrolyzovat a bobtnat byla studovana zména velikosti
nanoéastic v ¢ase. Na Obr. 23 je porovnavéna velikost a polydisperzita NC pfipravené 1% T3
stabilizované 1% Pluronicem F127. Hodnoty indexu polydisperzity métenych vzorki nebyly
vetsi nez 0,13 s faktorem Casu se snizovala. Velikost pripravenych castic se pohybovala
v rozmezi piiblizn€ 219 az 232 nm. V zavislosti na faktoru casu se velikost ¢astic vyznamné

nezvysovala.

Obr. 23: Stabilita c¢astic piipravenych 1% roztokem T3 v DMSO stabilizované
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11 ZAVER

Koncentrace polymeru ve vnitini f4zi a molekulova hmotnost polymeru, patii mezi jeden z
nejvyznamnéjSich formulacnich faktord, kterymi Ize ovlivnit velikost cCastic. S rostouci
koncentraci polymeru se velikost Castic zvySuje. Podil vnitini faze také ovlivnila velikost
pfipravenych ¢astic. S rostoucim objemem vnitini faze se velikost nanocastic zvySovala.
Napftiklad vliv tenzidu ma jen nepatrny vliv na velikost ¢astic, ale je ptekvapivé, ze je dilezité
optimalizovat koncentraci podle typu pouzitého polymeru. Castice piipravené 0,5% Pluronicem
F127 za pouziti polymeru A2 aglomerovaly. Na druhou stranu dobré¢ vysledky pfinesly Castice
za pouziti stejnych formula¢nich faktorti, ale ptipravené z polymeru T3, jejichz velikost byla v
rozmezi 219,1 — 207,5 nm s velice dobrou hodnotou polydisperzity tésn¢ pod 0,2. Velikost
¢astic byla ovlivnéna i fadou jinych parametrii, ackoliv v mensi mifte.

Perspektivni se ukdzala pro formulaci nanocastic metoda dvojité emulze s hydrofilnim 1é¢ivem
ptipravené z linearniho polymeru PLGA 5:5. Diivodem ziskani nanoc¢éstic mensi velikosti 1ze
prisoudit niz$i stfedni molarni hmotnosti v porovnani s jinymi pouzitymi polymery. Velikost
nanocastice ziskané danym postupem se pohybovala v rozmezi 172 az 189,3 nm s hodnotou
PDI 0,2. Tésné pod hranici 200 nm se dostaly Castice pfipravené vétvenym polymerem A2.
Byly ziskany nanocastice o velikosti 194 nm s vybornou hodnotou polydisperzity (PDI 0,1).
Pfipravit nanoCastice fosfat-citratovym roztokem o pH 5,0 jako vnéjSi faze se ukazalo
nevhodné, protoze ¢astice okamzité aglomerovaly.

Kladné hodnoty zeta potencialu byly naméfené pii pouziti didodecylmethylamonium bromidu
jako stabilizator u nanocastic piipravené z vétven¢ho polymeru A2 v rozmezi 41,2 mV az 45,5
mV, linearnich polymert PLGA 5:5 64,1 mV, PLGA 7:3 47,9 mV az 48,3 mV a vétven¢ho
polymeru T3 v rozmezi 34,3 mV az 46,6 mV.
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