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Funkcjonalny nosnik dla lekéw inhalacyjnych -
wytwarzanie, wtasciwosci, skutecznosé

Wstep

Skutecznos¢ leczenia inhalacyjnego jest ograniczona przez sluzowo-
rz¢gskowy mechanizm oczyszczania ptuc. Zabezpiecza on drogi odde-
chowe, a tym samym takze caly organizm przed szkodliwym dziata-
niem obecnych w powietrzu zanieczyszczen i patogenow. Integralng
czescia tego mechanizmu jest pokrywajaca nabtonek drog oddecho-
wych warstwa s$luzu oraz tzw. komorki migawkowe, ktorych zadaniem
jest usuwanie w kierunku gardta $luzu wraz ze zdeponowanymi na jego
powierzchni ciatami obcymi. Opisany mechanizm bardzo skutecznie
spetnia swoja funkcjg, lecz niestety przyczynia si¢ takze do ogranicze-
nia efektywnosci leczenia wziewnego. Dotyczy to gtownie stanow cho-
robowych, w ktorych grubo$¢ oraz stopien sieciowania sluzu oskrzelo-
wego znacznie wzrasta. Powoduje to, ze skuteczny transport lekéw do
komorek nablonka jest utrudniony, a tym samym efekt terapeutyczny
zwiazany z inhalacja leku aerozolowego czgsto nie jest osiagany [Cone,
2009].

Stosujac metody inzynierii chemicznej, podj¢to dziatania zmierza-
jace do wytworzenia i scharakteryzowania czastek umozliwiajacych
efektywne dostarczenie lekow inhalacyjnych w glab drzewa oskrzelo-
wego oraz modyfikujacych strukturg $luzu dla zwigkszenia szybkosci
transportu lekow do receptoréw komoérek nabtonka drog oddechowych
[Odziomek i in., 2012]. Do ich wytworzenia niezbgdne bylo wyko-
rzystanie substancji, ktore zapewnialyby pozadany efekt leczniczy,
a jednoczesnie nie powodowatyby efektow ubocznych. Dlatego tez,
czastki no$nikow zostaty wytworzone metoda suszenia rozpytowego
z wodnych roztwordéw zawierajacych substancje o cechach mukolitycz-
nych, ktore sa obecnie dopuszczone do stosowania w farmaceutykach
(N-acetylocysteina) lub oczekuja na takie dopuszczenie (niskoczastecz-
kowy dekstran). N-acetylocysteina (NAC) zostata uzyta jako sktadnik
redukujacy mostki disiarczkowe taczace pojedyncze molekuty gtowne-
go sktadnika $luzu — mucyn w dtugie, gesto splecione tancuchy. Do sta-
bilizacji wytworzonych czastek wykorzystano natomiast niskoczastecz-
kowy dekstran (4 kDa), ktory po depozycji w drogach oddechowych
wplywa jednoczesénie na zwigkszenie uwodnienia $luzu [King i Rubin,
2002] Zgodnie z przyjeta koncepcja potaczone dziatanie obu substancji
ma usprawni¢ dziatanie mechanizmu $luzowo-rz¢skowego i spowodo-
waé zmniejszenie grubosci warstwy $luzu. Jednoczesnie ograniczenie
ilo$ci odziatywan pomigdzy sktadnikami §luzu ma przynie$¢ poprawe
transportu lekéw do komoérek nabtonka oskrzeli.

Wedlug zaproponowanego rozwiazania nosnik zawierajacy NAC
i dekstran dostarczany ma by¢ razem z lekiem w glab drog oddecho-
wych. Jako ze skuteczno$¢ wziewnego dostarczania lekow jest $cisle
zwigzana ze $rednicg aerodynamiczng czastek aerozolu, do wytworzenia
tego typu proszkow wykorzystano metodg¢ umozliwiajaca kontrolowa-
nie tego parametru — suszenie rozpytowe. Warunki procesowe dobrano
W sposOb zapewniajacy wytworzenie produktu charakteryzujacego si¢
jak najwigkszym udziatem czastek o $rednicy ponizej 5 um tworzacych
tzw. frakcje czastek drobnych FPF (Fine Particle Fraction). Wedtlug
danych literaturowych czastki tej wielkosci deponuja si¢ w drzewie
oskrzelowym z najwyzsza skutecznos$cia [Heyder, 2004]. Wskazniki te-
rapeutyczne (FPF oraz MMAD — mediana rozktadu masowego) uzyska-
ne po rozproszeniu wytworzonych proszkéw w komercyjnym inhalato-
rze kapsutkowym potwierdzily ich odpowiednie z medycznego punktu
widzenia parametry (FPF 46+51%, MMAD 2,28+2.,43 pm). Stabilno$¢
tych parametrow jest w duzej mierze uzalezniona od tendencji prosz-
kow do rekrystalizacji pod wplywem temperatury i wilgoci. Jak jednak
pokazuje wysoka warto$¢ temperatury zeszklenia 7, (51+61°C), otrzy-
mane proszki powinny charakteryzowacé si¢ wystarczajaca stabilnoscia

podczas przechowywania w warunkach standardowych. Wyniki badan
dotyczace wlasciwosci aerozolowych otrzymanych proszkoéw zostaly
szczegdtowo opisane w pracy [Odziomek i in., 2012].

Dla petniejszej oceny przydatnosci funkcjonalnych no$nikow nie-
zbedne jest przeprowadzenie dalszych badan dotyczacych oddziaty-
wania funkcjonalnych no$nikow ze §luzem oskrzelowym. W niniejszej
pracy za pomoca wiskozymetru rotacyjnego okreslono wpltyw nos$ni-
kow oraz ich sktadnikow na lepkos¢ sztucznego odpowiednika $luzu.
Ponadto, przebadano wpltyw modyfikacji §luzu wywotanych przez
wprowadzane czastki na wartos¢ efektywnego wspotczynnika dyfuzji
substancji modelujacej lek inhalacyjny.

Metodyka

Sztuczny $luz oskrzelowy zostal przygotowany zgodnie z procedu-
ra opisana w pracy [McGill i Smyth, 2010]. Kluczowym elementem
tej procedury bylo sporzadzenie 20% mas. roztworu mucyny (Sigma
Aldrich; M2378, type 1I) w buforze fosforanowym o pH 7,4. W celu
zabezpieczenia $luzu przed rozwojem mikroorganizméw dodano do
przygotowanego roztworu niewielka ilos¢ (0,05% mas.) azydku sodu.

Warto$¢ pH wptywa zaréwno na strukturg $luzu, jak i na aktywnosc¢
sktadnika mukolitycznego NAC. Dlatego tez, w prowadzonych bada-
niach pH bylo Scisle kontrolowane i precyzyjnie ustawiane za pomoca
wodnego roztworu NaOH. Po ustawieniu wartosci pH probki byty pod-
dane mieszaniu przez co najmniej 24 h, w temperaturze 37°C. Przygoto-
wanie docelowych probek poddawanych badaniom lepkosci lub dyfuzji
polegato na dodaniu do przygotowanego $luzu zadanych ilosci anali-
zowanych substancji: NAC, dekstran, czastki nosnika DA-1 (dekstran/
NAC —4:1) oraz DA-2 (dekstran/NAC — 1:1).

Pomiar lepkosci

Lepkos¢ $luzu zostala zmierzona za pomoca wiskozymetru rotacyj-
nego (Fungilab — Smart series, Hiszpania). Aby zapewni¢ mozliwos¢
porownywania uzyskiwanych wynikéw pomiary kazdej z badanych
probek prowadzone byly z identyczna predkoscia obrotowa wrzeciona
pomiarowego (6 rpm), tj. przy jednakowej szybkosci $cinania y = 8 s
Wybrana warto$¢ y miesci si¢ w zakresie szybkosci $cinania, jakim
poddawany jest $luz w warunkach fizjologicznych (0,120 s™). [Cone,
2009]. Wszystkie pomiary lepkosci prowadzone byly w statej tempera-
turze 37°C (warunki fizjologiczne).

Badania prowadzone byty w czterech seriach pomiarowych z zacho-
waniem trzykrotnego powtdrzenia kazdej z nich. W pierwszych dwoch
seriach okreslono wptyw substancji wchodzacych w sktad funkcjonal-
nych no$nikéw na lepkos¢ sluzu (NAC, dekstran). W kolejnych dwoch
zbadano efekt jaki wywieraja na §luz funkcjonalne nosniki DA-1 oraz
DA-2. W kazdej serii pomiarowej udzial badanych substancji w §luzie
stopniowo wzrastat (0; 0,5; 1; 2% mas.).

Pomiar transportu masy przez warstwe $luzu

Wartos¢ efektywnego wspotezynnika dyfuzji D, rodaminy B w sztucz-
nym odpowiedniku §luzu oskrzelowego wyznaczono z wykorzystaniem
celek dyfuzyjnych wilasnej konstrukcji (Rys. 1)

Uktad sktadat si¢ z celki donorowej oraz akceptorowej o objgto-
Sci 3 cm’ kazda. Pomiedzy celkami umieszczono dodatkowy element
o grubosci 2 mm, a po obu jego stronach dwie membrany Durapore
z polifluorku winylidenu — PVDF (Millipore, USA). Probka badanego
$luzu umieszczana byta wewnatrz wycigcia (§rednica — § mm) wykona-
nego wewnatrz elementu centralnego.
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Rys. 1. Schemat uktadu do badania transportu rodaminy B w warstwie §luzu

Celki donorowe byly wypehione roztworem barwnika fluorescencyj-
nego rodaminy B o st¢zeniu 0,05 mg/ml, natomiast celki akceptorowe
— buforem fosforanowym (pH 7,4). Zawarto$¢ obu celek byta stale mie-
szana w celu zredukowania lokalnych oporéw wnikania masy wystepuja-
cych przy membranie. Probki cieczy z celki akceptorowej byly pobierane
do analizy w polgodzinnych odstgpach czasowych w trakcie 6-godzin-
nego eksperymentu. Na podstawie pomiaru intensywnosci fluorescen-
cji okreslano zawartos¢ barwnika w analizowanych probkach. Pomiary
prowadzono z uzyciem spektrofluorymetru Lumina (Thermo Scientific,
USA) pracujacego przy dhugosci fali wzbudzenia — 555 nm i emisji — 580
nm. W badaniach postuzono si¢ krzywa wzorcowa, sporzadzona dla dwu-
nastu wodnych roztworéw rodaminy B o znanym stezeniu.

Efektywny wspotczynnik dyfuzji D, zostat wyznaczony wg metodyki
zaproponowanej w literaturze [Desai, 1991], stosujac pierwsze prawo
Ficka. Zatozenie o przebiegu procesu w stanie ustalonym byto podyk-
towane przyjeciem stalosci gradientu st¢zenia rodaminy podczas ekspe-
rymentu, co jest uzasadnione przez bardzo duza roznicg stgzen trasera
w celce donorowej i akceptorowej w trakcie catego eksperymentu.

Badania prowadzone byly w trzech seriach pomiarowych z trzykrot-
nym powtodrzeniem kazdej z nich. W pierwszych dwoch seriach okre-
$lono wptyw czystej NAC oraz dekstranu, natomiast w trzeciej — wplyw
nosnikow DA-2. W kazdej serii pomiarowej udziat badanych substancji
w $luzie byt coraz wyzszy (0; 0,5; 1 1 2% mas.).

Wyniki i dyskusja

Lepkos$¢ $luzu po dodaniu czystej NAC jak i czastek funkcjonalnego
nosnika DA-1 oraz DA-2 jest znaczaco zredukowana (Rys. 2A). Jest to
prawdopodobnie zwigzane z redukcja mostkoéw disiarczkowych tacza-
cych pojedyncze czasteczki mucyn. Swiadczy to o zachowaniu aktyw-
nosci sktadnika mukolitycznego — N-acetylocysteiny podczas procesu
suszenia rozpytowego.
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Rys. 2. Wplyw modyfikacji $luzu wywolanych przez badane substancje na:
(A) lepkos¢ oraz (B) wartos¢ efektywnego wspotczynnika dyfuzji D, rodaminy B.
Na wykresach pokazano warto$¢ srednia + SD (trzy powtorzenia)

Lepkos$¢ sluzu obniza si¢ wraz ze wzrastajaca zawartoScia NAC
w badanych probkach. Jest to widoczne zarowno w przypadku probek
z dodatkiem czystej NAC, jak i funkcjonalnych nosnikow o réznych
proporcjach NAC i dekstranu. Redukcja lepkos$ci zwiazana z czastkami

DA-2 jest na poziomie $rednio 10+15% wyzszym niz w przypadku cza-
stek DA-1, na co moze jednak mie¢ rowniez wptyw mniejsza zawarto$é
dekstranu w tych czastkach. Jak wykazaty przeprowadzone badania,
dodatek czystego dekstranu powoduje nieznaczny (o 10+20%) wzrost
lepkosci §luzu. Wyniki te wskazuja, ze obserwowana w warunkach in
vivo aktywnos$¢ mukolityczna dekstranu jest zwigzana glownie z me-
chanizmem osmotycznym.

Wyznaczone warto$ci efektywnego wspotczynnika dyfuzji D, roda-
miny B w §luzie zostaly przedstawione na rys. 2B. Uzyskane wyniki
wskazuja na istnienie wyraznych zaleznosci pomigdzy lepkoscia §luzu,
a intensywnoscia transportu masy. Wspotczynnik D, wyznaczony dla
rodaminy B (masa molowa, M, = 479 g/mol) w przypadku transportu
przez niezmodyfikowany §luz jest na poziomie 202510 m%s, co jest
warto$cia okoto 5-krotnie mniejsza niz wspoétczynnik dyfuzji rodaminy
B w czystym buforze (1 19-10™"" m%s). Uzyskane wyniki sa zgodne z do-
stgpnymi danymi literaturowymi dla substancji o podobnej wielkosci
czasteczek (np. fenoloftaleina M, =318 g/mol: D,= 18-10"" m?/s; difos-
foran fenolftaleiny M, = 566 g/mol: D, = 3310 mz/s) [Desai, 1991]
Pomiary przeprowadzone dla czystego dekstranu wykazuja nieznaczny
wzrost wspotczynnika D, do warto$ci 32:10" m’/s w przypadku, gdy
jego stezenie w Sluzie nie przekracza 1% mas. Powyzej tego st¢zenia
warto$¢ wspotczynnika D, zmniejsza sig, co jest najprawdopodobniej
zwiazane ze wzrostem usieciowania §luzu. Poczatkowy wzrost wspot-
czynnika D, moze wynika¢ z silnych wlasciwosci higroskopijnych
dekstranu, sprzyjajacych lepszemu uwodnieniu badanej probki, a tak-
ze ograniczeniu oddzialywan pomigdzy skladnikami $luzu. Wartos¢
wspotezynnika D, rodaminy B dla $luzu ze wzrastajaca zawartoscia
NAC zwigksza sig osiagajac 58- 10" m?/s (dla zawarto$ci 2% mas.), co
jest wartos$cia dwukrotnie wyzsza niz dla czystego sluzu. W przypadku
modyfikacji $luzu przez funkcjonalne no$niki DA-1 maksymalna osia-
gana wartos¢ D, jest rOwna 43+ 10" m¥/s (zawartos$c¢: 1% mas.). Wigkszy
dodatek czastek DA-1 prowadzi do zmniejszenia warto$ci wspotczynni-
ka D, rodaminy co jest prawdopodobnie zwigzane z wyzsza zawarto$cia
dekstranu w wytworzonych czastkach.

Whioski

Modyfikacja struktury sztucznego $luzu wywotana przez opracowane
funkcjonalne proszkowe no$niki lekoéw inhalacyjnych, a takze przez ich
indywidualne sktadniki wywiera znaczny wptyw na warto$¢ efektywne-
go wspolczynnika dyfuzji wyznaczonego dla rodaminy B w $luzie. Za-
uwazalny jest rtowniez wyrazny wplyw tych dodatkow na lepkos¢ §luzu.

Uzyskane rezultaty potwierdzaja, ze koncepcja funkcjonalnych nos-
nikéw moze by¢ uzyteczna na polu wziewnego dostarczania lekow. Dla
pelnego scharakteryzowania uzytecznosci czastek tych no$nikow nie-
zbgdne jest jednak przeprowadzenie dalszych badan, uwzgledniajacych
szersza grupe lekow, zroznicowanych pod wzgledem masy czasteczko-
wej, stopnia hydrofobowosci i wtasnosci jonowych.
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