Laborator pfipravy nano a mikromateridlti

Priprava Nanokrystalli LécCiv - [PNL]

(Denisa Lizoriovd)

1. Uvod

Nanokrystaly |éCiv (z angl. ,Drug Nanocrystals“) predstavuji atraktivni Iékovou formu pro
zlepseni biologické dostupnosti (z angl. ,Bioavailability”, BA; podil latky ktery se vstfeba do
krve) ucinnych latek se Spatnou rozpustnosti ve vodé [1]. Tato tfida |éCiv zahrnuje Fadu bézné
pouzivanych molekul, jako jsou statiny, antihypertenziva ¢i nékterd antibiotika, jejichz nizka
rozpustnost omezuje vstifebavani po peroralnim podani. Redukce velikosti castic do
nanometrového rozsahu (typicky 150-200 nm) vede ke zvyseni specifického povrchu, coz
urychluje rychlost rozpousténi podle Noyes-Whitneyho rovnice. Diky tomu lze dosahnout
rychlejSiho nastupu ucinku, vyssich plazmatickych hladin Ié¢iva a potencidlné i snizeni
pozadované davky.

Jednou z nejpouzivanéjsich metod pfipravy nanokrystall je mokré mleti (z angl. , Wet Milling“
/ ,Wet Stirred Media Milling“). Tento proces vyuZivd mechanickou energii prenasenou z
mlecich kulicek na pevné ¢astice suspendované ve vodném médiu. Vysledkem je postupné
zmensovani velikosti ¢astic az do nanometrového rozsahu; jedna se tedy o tzv. ,top-down”
metodu. Aby nedochdzelo k opétovnému shlukovani ¢astic, je nutna pritomnost stabilizatoru,
které se adsorbuji na povrch ¢astic a zabranuji jejich aglomeraci.

Tato laboratorni tloha je zamérena na pfipravu suspenze nanokrystall |é¢iva pomoci mokrého
mleti s vyuZitim modelové latky kurkumin, kterd je netoxicka, svymi vlastnostmi dobfe
napodobuje béZzné pouzivana Spatné rozpustna léciva a ma navic vyhodné optické vlastnosti
(Zluta barva, fluorescence). Pro pfipravu téchto nanokrystal( bude vyuzito béZzné dostupné
laboratorni vybaveni, jako je magneticka michacka s michadlem, &i zirkoniové mleci kulicky.
Tato uloha zabere jeden laboratorni den (~4 h). V navazujici Uloze (Analyza Nanokrystal( LéCiv;
ANL, nasledujici den, ~4 h) budou suspenze dale analyzovany z hlediska velikosti Castic a
koloidni stability.

2. Teorie

Nanokrystaly léciv Ize pfipravit dvéma hlavnimi zplUsoby: metodami typu top-down, kdy
dochazi ke zmensovani velikosti jiz existujicich ¢astic (naptiklad mokré mleti), a metodami typu
bottom-up, kdy ¢astice vznikaji z molekul v roztoku, typicky procesem antisolventniho srazeni
(angl. antisolvent precipitation). V obou pfipadech je cilem ziskat disperzi s co nejmensi
pramérnou velikosti ¢astic a zaroven s nizkou polydisperzitou. Polydisperzita, casto
kvantifikovana pomoci polydisperzniho indexu (PDI), udava Sitku distribuce velikosti ¢astic v
systému. Nizkd polydisperzita zna¢i homogenni populaci ¢astic a je zadouci z hlediska
reprodukovatelnosti fyzikalné-chemickych vlastnosti, rychlosti rozpousténi a stability
suspenze.
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Vysokd polydisperzita mizZe vést ke zrychlenému rozpadu systému v dlsledku procesu
znamého jako Ostwaldovo zrani, pfi kterém se mensi ¢astice rychleji rozpoustéji a rozpustény
material nasledné krystalizuje na povrchu vétSich castic. Tento déj je termodynamicky
vyhodny, protoZe sniZuje celkovou povrchovou energii systému, ale zaroven vede k rlstu
vétSich ¢astic na Ukor mensich a tim k dalsSimu zvySovani polydisperzity. Pravdépodobnost
Ostwaldova zrani klesa s nizsi rozpustnosti ucinné latky ve vodeé.

Pro zajisténi dlouhodobé stability systému a prevenci aglomerace ¢astic je nezbytné pouziti
vhodnych stabilizator( [2, 3]. Stabilizace nanocastic mize byt zaloZena na elektrostatickém,
stérickém nebo kombinovaném principu. Elektrostatickd stabilizace vyuzivd ndboju na
povrchu castic — Castice se stejnym nabojem se vzdjemné odpuzuji, ¢imz se brani jejich
shlukovéni. Casto se k tomuto Géelu pouZivd dodecylsiran sodny (SDS), jehoz molekula je
amfifilni — tedy obsahuje hydrofobni i hydrofilni ¢ast. Hydrofobni isek molekuly interaguje s
povrchem krystalu, zatimco hydrofilni hlavice nesouci zaporny naboj sméfuje do okolniho
vodného prostredi. Tim dochazi k tzv. ,hydrofilizaci” povrchu nanokrystalu, coz umoznuje jeho
rozptyleni ve vodném roztoku.

Tento zpuUsob stabilizace je vSak velmi citlivy na pfitomnost soli v prostiedi. lonty rozpusténé
ve vodném roztoku totiZ sniZuji dosah elektrostatického plsobeni mezi ¢asticemi — jejich
naboje jsou castecné ,zakryty” (stinény) okolnimi ionty. V dlsledku toho se stejné nabité
Castice jiz navzdjem tolik neodpuzuji, mohou se vice pfibliZit a snadnéji shlukovat. Tento jev je
znam jako vysolovani (salting-out) a vede ke ztenceni vrstvy, kterd plvodné branila agregaci,
coz nakonec zpUisobuje destabilizaci celého systému.

Alternativnim pristupem ke stabilizaci nanocastic je stéricka stabilizace, ktera je méné citliva
na zmény iontové sily a vhodnéjsi pro nékteré farmaceutické aplikace. V tomto pfipadé se na
povrch ¢astic navazuji polymerni fetézce, které svym objemem brani vzajemnému pfriblizeni
¢astic a jejich agregaci diky sterickému odpuzovani. Nejéastéji se k tomuto ucelu pouzivaji
neiontové povrchové aktivni latky, jako jsou polysorbaty, poloxamery nebo polyethylenglykol
(PEG).

PEGylace, tedy navdzani PEG fetézcl na povrch nanoddstic, zvySuje jejich fyzikalni stabilitu a
zaroven vyrazné prodluzuje dobu, po kterou zlstavaji v krevnim obéhu pfi intravendznim
podani. PEG zabranuje adsorpci proteind z okolniho prostredi na povrch ¢astic, a tim sniZuje
jejich rozpoznani a odstranéni z téla. Podobny efekt Ize dosahnout i v pfipadé stabilizace s
vyuzitim fosfolipidl, latek béZzné pouzivanych napt. pri pripravé lipozomU. Fosfolipidy lze
rovnéz PEGylovat, ¢imzZ se ddle zlepsuje fyzikdlné-chemicka stabilita nanokrystall a snizuje se
riziko jejich rychlého odbourani, naptiklad fagocytézou makrofagy — burfikami imunitniho
systému [2].

V této uloze budou jako stabiliza¢ni cinidla pouZity SDS (pro elektrostatickou stabilizaci) a
poloxamer 188 (pro sterickou stabilizaci). Obé latky jsou bézné pouzivané ve farmaceutickych
formulacich, finanéné dostupné a zaroven vysoce relevantni pro vyvoj redlnych lécivych
pripravkd [4]. Obrazek 1 graficky znazornuje orientaci amfifilniho stabilizatoru vaci
hydrofobnimu povrchu nanokrystalu léciva a ilustruje dva typy nanokrystall — stabilizovanych
elektrostaticky a stéricky.
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Obrazek 1. A: Schématické znazornéni orientace molekul SDS na povrchu hydrofobniho
nanokrystalu |éciva. Hydrofobni ¢ast molekuly SDS interaguje s povrchem krystalu, zatimco
hydrofilni hlavicka (sulfatova skupina) sméfuje do okolniho vodného prostredi, ¢imzZ zajistuje
elektrostatickou stabilizaci. B: 3D vizualizace dvou typu stabilizovanych nanokrystalG: vlievo
elektrostaticky stabilizovany systém (napr. pomoci SDS), vpravo stéricky stabilizovany systém
(napf. pomoci poloxameru 188), jehoZ polymerni retézce vytvareji kolem krystalu ochrannou
vrstvu zabranujici agregaci.

3. Cil prace

Tato laboratorni prace zahrnuje pfipravu dvou vzorkli nanokrystalt kurkuminu: (i)
stabilizovanych pomoci SDS (CC_SDS) a (ii) pomoci poloxameru 188 (CC_P188). Nanokrystaly
budou pfipraveny metodou mokrého mleti ve vodném prostfedi za pouZiti destilované vody,
zirkoniovych mlecich kuli¢ek, magnetického michadla a michacky.

Na tuto praci navazuje laboratorni uloha Analyza nanokrystal( IéCiv (ANL), ve které budete
pfipravené vzorky analyzovat metodou dynamického rozptylu svétla (DLS) za ucelem
stanoveni velikosti ¢astic, distribuce velikosti a polydisperzity. Dale bude sledovana stabilita
nanokrystall v pfitomnosti soli, a to kombinaci vizudlniho pozorovani, fotografické
dokumentace a méreni pomoci DLS.

4. Material a pristrojové vybaveni
4.1 Chemikalie

e kurkumin (modelové Spatné rozpustné lécivo)
e dodecylsiran sodny (SDS)

e poloxamer 188 (P188)

e destilovana voda

4.2 Pomucky a vybaveni
e navazovaci lodicky a IZicky

e analytické vahy
e zirkoniové mleci kulicky — asistent urci s jakym typem (velikosti) budete pracovat
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e sklenéné vialky

e magnetickd michadla

e magnetické michacky

e pipety a Spicky

e kadinka na destilovanou vodu

5. Postup prace
5.1 Priprava materialu

Vyjméte lahvi¢ku s kurkuminem z mrazdku a nechte ji zahtfat na pokojovou teplotu, abyste
predesli kondenzaci vody uvniti nadoby. Mezitim si pfipravte ostatni potfebné materialy a
chemikalie. Zaznamenavejte si pfesné navazky.

5.2 Navazovani
Na samostatné navazovaci lodicky navazte (do protokolu zapisujte pfesné navazky):

e 1x 20 mgSDS

e 1x 20 mg poloxameru 188

e 2x30 mg kurkuminu (Pozndmka: po navazeni obalte lahvi¢ku s kurkuminem parafilmem
a co nejdrive ji vratte zpét do mrazaku).

Dale si pfipravte:

e 2 sklenéné vialky
¢ 2 magneticka michadla vhodné velikosti
e 2x 2 g zirkoniovych mlecich kuli¢ek

5.3 Mokré mleti

Do kazdé sklenéné vialky vloZte jedno magnetické michadlo a nasypte 2 g mlecich kuli¢ek. Poté
pridejte 30 mg kurkuminu, 20 mg SDS do jedné vialky a 20 mg poloxameru 188 do druhé vialky.
Nakonec do kazdé vialky napipetujte 1 mL destilované vody.

Umistéte vialky na magnetické michacky a nastavte rychlost michani v rozmezi 800-1400 rpm.
Vizualné zkontrolujte, ze se vSechny mleci kulicky pohybuji, a do protokolu zaznamenejte
pouzité otacky. Zapiste si také €as zahdjeni mleti. Proces bude probihat az do nasledujiciho
dne, tedy pfiblizné 20-22 hodin v zavislosti na ¢ase spusténi.

Pravidelné kontrolujte, zda se vSechny kulicky ve vialce pohybuji. Pokud ne, upravte polohu
vialky tak, aby bylo michani efektivni. V prvnich 30 minutdch je vhodné vialky nékolikrat ru¢né
protfepat, aby se uvolnily krystaly, které ulpély na sténach.

Pokud vialka na michacce nedrzi, pfilepte ji lepici paskou. Sledujte, zda je michadlo spravné
ponotfeno mezi mlecimi kulickami — nemélo by vyskakovat nad jejich povrch. Pokud k tomu
dochazi, zvazte vyménu za michadlo vhodnéjsi velikosti a bez poskozeni. Pro vyjmuti michadla
pouZzijte neodymovy magnet nebo k tomu uréeny nastro;j.
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5.4 Ukonceni prace
Pfed odchodem z laboratofe se ujistéte, Ze jsou vzorky radné oznaceny. Zkontrolujte, Ze se

vialky na michackdch nehybou nebo Ze jsou pfipevnény. Vzorky jesté jednou protiepejte.
Uklidte pracovni plochu a vratte chemikalie a pomUcky na plvodni mista.

6. Zpracovani dat

Tato ¢ast prace neni ndro¢nd na zpracovani dat ani na objem ziskanych vysledk(. Jejim hlavnim
cilem je pochopeni principu mokrého mleti a praktické vyzkouseni pfipravy vlastnich vzorka.
Hlavni ¢ast hodnoceni proto bude zaloZzena na ustnim prezkouseni teoretickych zaklad(i. Do
protokolu pouze vyplnte pfislusné tabulky — zapiste navazky, pipetované objemy a dalsi
parametry procesu podle pozadavk( jednotlivych tabulek.

7. Bezpecnostni pokyny

Béhem prace vidy dodrZujte platna pravidla bezpecnosti prace v laboratofi. Noste laboratorni
plast a pouzivejte predepsané ochranné pomdicky. VSechny nadoby s chemikaliemi musi byt
fadné oznaceny — na stitku musi byt uveden nazev latky, vase jméno a datum.
Neponechavejte v laboratofi Zddné neoznacené kadinky ani jiné sklenéné nadobi. Po pouZiti
vsechny pomlcky vratte na své plvodni misto. NepouZivejte pristroje, na kterych jste nebyli
zaskoleni, a vidy se informujte, s jakymi latkami pracuji kolegové ve vasem okoli. To je dllezité

pro spravnou reakci v pfipadé nehody, napfiklad rozliti chemikalie.

Po ukonéeni prace radné uklidte své pracovni misto. Vase vzorky musi byt na noc bezpecné a
viditelné oznaceny. Dbejte také na to, aby bylo jasné uvedeno, do kdy ma experiment (napf.
mleti) probihat, a predeslo se tak nechténému preruseni ze strany jinych osob.

8. Kontrolni otazky

1. Co jsou nanokrystaly IéCiv a jaké je jejich vyuziti ve farmacii?

2. Zjakych typu léciv je mozné pripravit nanokrystaly?

3. Co znamen3 stabilizace nanokrystall, jaké existuji typy stabilizace a k ¢emu slouzi?
4. Co je metoda mokrého mleti a jaky je jeji princip?

5. Jak ovliviiuje pfitomnost soli koloidni stabilitu nanocastic?

6. Jakd bezpecCnostni opatfeni je tfeba dodrZovat pfi praci v laboratofi? Jak sprdavné
oznacovat vzorky a pouzivané pomucky?
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