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ABSTRAKT
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Konzultant: Mgr. Juraj Martiska

Predlozena diplomova prace je zaméiena na biodegradovatelné polymerni
nanocastice s terbinafinem na bdzi kopolymeru kyseliny mlééné a kyseliny
glykolové, vétveného na kyselin€ polyakrylové. Pro ptfipravu nanocéstic byla pouzita
nanoprecipitacni metoda a studovan vliv formulacnich faktori na charakteristiky
nanocastic. Sledovanymi formula¢nimi faktory byly koncentrace polymeru, mnozstvi
terbinafinu, podil vnitini faze a koncentrace tenzidu. Byly ziskdny nanocastice
o velikosti 120 nm az 300 nm v zavislosti na podminkéch pfipravy. Polydisperzita
nanocastic byla ve vSech piipadech pohybovala od 0,080 do 0,230. Pfipravené
nanocastice byly stabilni, coZ dokazuji hodnoty zeta potencidlu vySsi nez 38 mV.
Kladna hodnota zeta potencialu je Zadouci z hlediska adheze na pokozku a sliznice
pfi topické a o¢ni aplikaci nanocastic s terbinafinem. Velikost ¢astic byla ovlivnéna
zejména mnozstvim polyesteru pouZitého pii ptiprav€. S rostouci koncentraci
polyesteru ve vnitini fazi rostla velikost nanocastic. Vliv terbinafinu a koncentrace
tenzidu na velikost nanocastic byl podstatné niz§i. Cetrimid vytvaii obecné mensi
nanocastice nez didodecyldimethylamonium bromid. Na velikost ¢astic ma vliv

1 mnozstvi vnitini faze. Cim vyssi byl podil vnitini faze, tim vétsi byly nanocéstice.

Kli¢ova slova: polymerni nanocastice, vétvené polyestery, PLGA, velikost astic,

terbinafin, zeta potencial, polydisperzita.



ABSTRACT
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Title of Diploma thesis The influence of formulation factors on the
characteristics of terbinafine loaded nanoparticles

Supervisor: PharmDr. Eva Snejdrova, Ph.D.

Consultant: Mgr. Juraj Martiska

The diploma thesis is focused on biodegradable polymer nanoparticles loaded by
terbinafine based on the copolymer of glycolic and lactic acid branched on
polyacrylic acid. The nanoprecipitation method was employed, and the influence of
formulation factors on nanoparticle characteristics was studied. The following
formulation factors were the concentration of the polymer, the amount of terbinafine,
and the concentration of surfactant. Nanoparticles of 120 nm to 300 nm were
obtained depending on the preparation conditions. The nanoparticle polydispersity
was in all cases from 0.080 to 0.230. The prepared nanoparticles were stable, as
evidenced by zeta potential values above 38 mV. A positive zeta potential is
desirable for dermal and mucosal adhesion in the topical and ocular application of
nanoparticles with terbinafine. The amount of polymer used to form nanoparticles
has the greatest effect on particle size. With increasing polyester concentration in the
internal phase, the size of the nanoparticles increased. The impact of terbinafine and
surfactant concentration on nanoparticle size was significantly lower. Cetrimide
created generally smaller nanoparticle than didodecyldimethylammonium bromide.
The particle size is also influenced by the amount of internal phase. The size of the

nanoparticles increased with increasing ration of the inner phase.

Keywords: polymeric nanoparticles, branched polyesters, PLGA, particle size,

terbinafine, zeta potential, polydispersity.
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1

ZADANI

Zadanim diplomové prace bylo studium formulacnich faktorG na charakteristiky

nanocastic tvofenych polyesterem kyseliny D,L-mlé¢né a glykolové vétveném na

kyselin€ polyakrylové.

Zadani prace lze rozdélit do nésledujicich krok:

1.
2.

Ptipravit polymerni nanocastice s terbinafinem pomoci nanoprecipitacni metody.
Jako nosi¢ terbinafinu pouzit polyester kyseliny D,L-mlééné a kyseliny
glykolové vétveny na kyselin€ polyakrylové (A2).

Vétveny polyester pouZit v koncentraci 1 %, 3 %, 5 % a 7 %.

Terbinafin pouzit ve formé& hydrochloridu v mnozstvi 25 mg, 50 mg a 75 mg.
Jako tenzid pouzit cetrimid v koncentraci 0,1 %, 0,2% a 0,5% nebo
didodecyldimethylamonium bromid v koncentraci 0,01 %, 0,10 % a 0,50 %.
Vnitini fazi pouzit v mnozstvi 10 %, 15 %, 20 % a 30 %.

Provést méteni velikosti Castic, polydisperzity a zeta potencialu.

Zjistit vliv formulacnich faktorti na velikost, polydisperzitu a zeta potencial.
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2 UvVOD

Nanotechnologie je s pomérné velkym uspéchem vyuzivdna ve vyzkumu 1éka.
Pro klinické aplikace nanotechnologii je nejdilezitéjsi piimé pouziti nanotechnologii
pfi formulaci 1é¢ivych pfipravki. Existuje celd fada divodd, pro¢ je casticovym
formam vénovano ve védecké oblasti tolik pozornosti - snizeni nezadoucich ucinkl
1€k, zvySena ucinnost 1écby, moznost fizené¢ho uvolnovani a cileni 1éciv. Idealni
systém cilené 1€cby by mél v télnim obéhu pilisobit dlouhou dobu, mél by byt
v cilovém misté pfitomen ve vhodnych koncentracich a zarovein by nemél ztratit
svou aktivitu ani terapeutickou u¢innost v misté u¢inku. Nanocastice mohou diky své
velikosti prochdzet mensimi kapildrami a vstupovat do bunck, takze se akumuluji
v cilovych mistech. Nanoc¢éstice mizeme délit podle stavby na polymerni, lipidové,
dendrimery, uhlikové a kovové nanocastice. Piedlozend diplomova prace je
zaméfena na pevné polymerni nanocastice, které mohou byt formulovany bud’
pfimou polymeraci monomertli, nebo z pfedem syntetizované¢ho polymeru. Bézngjsi
v oblasti farmaceutické technologie je metoda druha, vyuziti biokompatibilniho
polymeru jako nosice 1é¢iva, a volby vhodného postupu, jako jsou emulzni metody
za evaporace rozpousStédla, nanoprecipitatni metody, vysolovani, dialyza
a superkritickd kapalinova technologie aj. V rdmci experimentu piedloZené prace
byla pro formulaci nanocéstic s terbinafinem na bézi vétvenych PLGA pouzita
nanoprecipitacni metoda a sledovan vliv formula¢nich faktorli na charakteristiky

nanocastic.
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3 TEORETICKA CAST

3.1 Vyuziti polymeri ve farmacii

Vyuziti polymert ve farmacii je Siroké, od 1éCivych latek ptes latky pomocné az
k obalim. Kvili svym vlastnostem se vyuzivaji spiSe jako latky pomocné. Jako
1é¢ivé latky se totiz uzivaji prevazné jednodussi molekuly. Maji lepsi vstiebatelnost,
jednodussi metabolismus a exkreci. Polymery, jako pomocné latky, jsou
ve farmaceutické technologii nepostradatelné, napt. ve funkci stabilizator(, nosict
1é¢iv, potahovych materiali a obald. Pouzivaji se jak ptirodni, tak syntetické. Jako
ptirodni polymery chapeme latky, které jsou extrahovany z rostlin a zivoc€icht, jsou
produktem mikroorganismi, nebo jsou to chemicky modifikované ptirodni latky.
Jejich nespornou vyhodou je dlouholetd zkuSenost s pouZitim téchto latek ve farmacii
a potravinaistvi. Pouzivaji se latky oznacené jako GRAS (Generally Recognised
as Safe), tedy obecné uznavané jako bezpecné. Vyhodou syntetickych polymeri je
moznost jejich modifikace vybérem monomerd, volbou stavebnich jednotek,
pfipravou kopolymeri a rlznym stupném sitovani. Problémem pii zavedeni
nekterych syntetickych polymeri do praxe miize byt zajiSténi biokompatibility,
nedostatek praktickych zkuSenosti a také dlouhodobé klinické testovani.
V poslednich letech se cCastéji zvazuji ekologické dopady pouzivéani syntetickych
polymert, klade se diraz na polymerni materialy, které jsou k pfirodé mnohem vice

v s 1
setrne.

3.1.1 Polymerni pomocné latky v pevnych lékovych formach

K vyrobé 1ékovych forem je potieba kromé 1écivé latky 1 latek pomocnych. Ty samy
0 sob& nemaji 1écivy UcCinek, ale usnadituji a umoznuji pfipravu, upravu a podavani
1ékt. Polymery nachdzeji uplatnéni jako plniva, pojiva, vlhéiva, kluzné latky
arozvoliiovadla. Riizné pomocné latky mohou plnit stejnou funkci. Zaroven plati,

ze jedna latka muze v riznych ptipadech zastavat vice funkci (viz Obr. 3).
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Plniva

Jako plniva se z ptirodnich polymernich latek pouziva celulosovy prasek, pro plnéni
tobolek; mikrokrystalicka celulosa a dextrin, pro plnéni tablet; Skroby pro tvorbu
zasypu a peroralnich praski.

Celulosa je polysacharid slozeny z beta-D-glukosy a jako plnivo ji lze vyuzit jako
celulosovy préasek, nebo jako mikrokrystalickou celulosu. Celulosovy prasek ma
relativni molekulovou hmotnost asi 250 000 a pouzivd se hlavné jako plnivo
do tobolek. Mikrokrystalickd celulosa je castené depolymerizovana, relativni
molekulovou hmotnost je ptiblizné 36 000, jde tedy o pfiblizné¢ 220 glukosovych
jednotek. Aglomeraty téchto primarnich ¢astic Ize pouzit jako plniva pro tablety.
Skroby jsou polysacharidy alfa-D-glukosy. Pouziva se v nativni formé, coz je
nejcastéji ryzovy, pSenicny, bramborovy nebo kukufi¢ny Skrob. Déle se pouziva
i ¢astecné hydrolyzovany — dextrin. Dextrin mé relativni molekulovou hmotnost

85 000 — 4 500 a pro svoji lisovatelnost se poziva jako plnivo pro tablety.

Pojiva

Jako pojivo se pouziva mikrokrystalickd celulosa, vapenatd stl karmelosy,
methylcelulosa, hypromelosa (HPMC), hyetelosa (HPC), dextrin, dextran, zelatina,
povidon (PVP), kopovidon (kopolymer polyvinylpyrrolidonu a polyvinyacetatu),
karbomery a makrogoly.

Karmelosa, methylcelulosa, HPMC a hydroxyethylcelulosa jsou derivaty celulosy.
Methylcelulosa a HPMC se rozpousti ve studené vodé, zatimco karmelosa
a hydroxyethylcelulosa se rozpoustéji rychleji v teplé vodé. Dextran a dextrin jsou
oba polysacharidy alfa-D-glukosy, nicméné dextran se vyrabi hydrolyzaci
rostlinnych  Skrobli, zatimco dextran je produktem bakterii Leuconostoc
mesenteroides a Streptococcus mutans.

Zelatina je velice zasadni polymer a jako pomocna latka se neuziva pouze jako
pojivo. Zelatina je smés bilkovin s relativni molekulovou hmotnosti od 10 000
po nékolik miliont. Je to velmi pestra smés linearnich, vétvenych a sitovanych
bilkovin. Zelatina je schopna tvofit tenké vrstvy, a tak se pouziva pro vyrobu

tobolek, mikrotobolek i nanotobolek. Pfi vyrobé zelatinovych tobolek lze vyuzit
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i HPMC a vytvofit plovouci tobolky.? HPMC v prostiedi Zaludku nabobtnd a zvétsi
objem tobolky, ta potom plave na hladin¢ zalude¢niho obsahu.

Povidon, kopovidon, karbomery a makrogoly jsou syntetické derivaty. VSechny jsou
rozpustné ve vode, v zavislosti na koncentraci se méni jejich viskozita. Pro ptipravky
s béznou liberaci 1éCiv je vyhodngjsi stfedni nebo nizsi viskozita, vysSe viskozitni

typy se pouzivaji pro modifikaci liberace 1éCiva.

Kluzné latky
Polymery pouzivané jaké kluzné latky jsou mikrokrystalickd celulosa a makrogoly

(PEG).’

Rozvoliiovadla

Z polymernich latek se jako rozvoliiovadlo pouziva Skrob, mikrokrystalické celulosa,
sodnd a véapenatd sitl karmelosy, kroskarmelosa, sodna sul kyseliny alginové,
krospovidon a kopolymer methakrylové kyseliny a divinylbenzenu.*

Karmelosa je derivat celulosy, jde v podstaté¢ o O-karboxymethylcelulosu. Ve vodé
bobtna a tim rozvoliuje tabletu. Kroskarmelosa je zesitovana karmelosa, stejné jako
krospovidon je zesitovany povidon. Alginat sodny je odvozen od kyseliny alginové.
Ta se ziskdvd z moiskych fas a jde o linedrni fetézec kyseliny manurunové

a guluronové, jeji relativni molekulovd hmotnost je 20 000 — 200 000.

Uprava povrchu

Dutivody pro upravu povrchu pevnych 1ékovych forem mohou byt estetické (hladkost
povrchu, barva), mechanické (zvySeni pevnosti) a technologické (enterosolventni,
acidorezistentni Uprava).

Pti1 draZovani je potieba z diivodu stability 1éCiva oddé€lit tabletu s 1é¢ivem od obalu.
K tomu se z polymernich latek pouzivda HPMC nebo Eudragit E.

Potahované tablety miZeme rozdélit na rozpustné v kyselém pH a acidorezistentni.
Potahy rozpustné v kyselém prostiedi se vyuzivaji napt. kvili maskovani chuti nebo
ochrané pted vlhkosti. Polymery tvofici takové potahy jsou HPMC, hyetelosa (HPC)
a Eudragit E.
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Eudragity jsou syntetické polymery vzniklé kopolymerizaci kyseliny akrylové,
kyseliny methakrylové a jejich estert. Patii mezi pomocné latky s vysokou stabilitou,
dobrou skladovatelnosti a Sirokou nabidkou produkti s rlznymi fyzikalné-
chemickymi vlastnostmi zavislymi na obsaZenych funkénich skupinach.’

Pro acidorezistentni potahy se pouziva acetatftalat celulosy (celacefat), ftalat

hydroxypropylmethylcelulosy, acetattrimellitat celulosy a Eudragity L, S nebo FS.’

Systémy s Fizenym uvoliiovanim léciv

Jedna se bud’ o matricové, nebo rezervoarové systémy. V matricovém systému je
1é¢iva latka rozptylena a liberuje se postupné tak, jak do systému vnikd voda.
Zakladem matricového systému je ve vodé nerozpustny polymer. Tim mize byt
ethlycelulosa, hypromelosa (HPMC),” kyselina polymlééna (PLA), kyselina
polyglykolovd (PGA) nebo kopolymer kyseliny polymlééné a polyglykolové
(PLGA).® Uvoliiovani 1é¢iva je nasledn& zavislé na pérovitosti matrice, kterou lze
ovlivnit dal§imi pomocnymi latkami. Existuji 1 hydrofilni gelové matricové systémy,
jejichz hmotu tvofi pfedevsim karbomery a povidon.

Zakladem funkce rezervoarovych systému je polymerni obal, ktery fidi liberaci
léciva na zékladé¢ rizné propustnosti, fizené osmoézy, nebo se pusobenim
rozpoustédla cely rozpadd. Polymery pouzivané pro tvorbu rezervoarovych systémi
jsou hlavné ethylcelulosa a amonioalkylmethakrylatové kopolymery (Eudragit RS,
Eudragit RL). Rezervoarové systémy mohou byt jednoduché (Zelatinova tobolka),

nebo znaéné komplikované (systém OROS — oralni osmoticky systém).’

24 4006 04,
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Obrézek 1: Matricovy systém® Obrézek 2: Rezervoarovy systém”
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Systémy fizeného uvoliiovani mohou mit nakonec mnohem mensi velikost, nez je
tableta. Jedna se bud’ o pelety (velikost v fadech mm), mikrocastice (velikost
v fadech pm) nebo nanocastice (velikost v fadech nm). Polymery pouzivané
pro tvorbu ¢asticovych systému jsou prevazné biodegradabilni polymery. Prikladem
je kyselina polymléna (PLA), polyglykolovd (PGA) anebo jejich kopolymer
(PLGA).” Lze té7 vyuzit polymethylmethakrylaty, polyalkylkyanolaty, Zelatinu

a polysacharidy.'®!!

3.1.2 Pomocné latky v polotuhych lékovych formach

Polotuhé 1¢kové formy, jako masti, krémy pasty a gely, se pouzivaji lokalné. Obecné
jsou to emulzni, suspenzné emulzni, suspenzni nebo roztokové systémy. Polymery se
v nich uplatiiuji nejcastéji jako hydrofilni viskozifikanty a emulgatory. Jako
viskozifikanty se pouzivaji jednak ptirodni polymery, jako jsou Skroby, tragant,
xanthanova klovatina, derivaty celulosy (methylcelulosa, sodnd stl karmelosy,
hypromelosa), ale i1 syntetické polymery, jakou jsou makrogoly, karbomery
a polyvinylalkoholy.

Mezi emulgatory se zftad polymeri ftadi methylcelulosa, zelatina, albumin,
makrogoly a polysorbaty (Tweeny). Jako gelotvorné latky se vyuzivaji
12

mikrokrystalické celulosa, tragant, polyakrylamid, Skrob, zelatina, agar, karagenan,

nebo blokové kopolymery PEG/PLGA. "

3.1.3 Polymerni pomocné latky v tekutych lékovych formach

Roztoky, emulze, suspenze a slizy jsou tekuté lékové formy, kde se vyuziva
vlastnosti polymert. Jako rozpousStédla se zde vyuZzivaji makrogoly stfedni
molekulové hmotnosti. Cast&ji se setkdme s uzitim polymerd jako stabilizatori
emulzi a suspenzi (arabska klovatina, hydrolyzovany nizkomolekularni chitosan,
lecitin, Zelatina, methylcelulosa, hypromelosa, povidon, polysorbaty, blokoveé

kopolymery ethylenoxidu a propylenoxidu).

3.1.4 Obalové materialy
Abychom méli kompletni pfehled o vyuZivani polymernich materiali ve farmacii,
nesmime zapomenout na obalové materidly. Obaly se, dle zdkona 378/2007 Sb.,

zékon o 1éCivech ve znéni pozdéjSich predpisi, d€li na vnéjsi a vnitini. Vnitini obaly
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jsou v bezprostiedni blizkosti 1é¢ivého piipravku. Vnéjsi obaly jsou obaly,
do kterych se vkladaji vnitini obaly."*

Pro piiblizné 85 % tuhych lékovych ptipravkil se pouziva jako vnitini obal blistr."
Ten je slozen ze dvou vrstev. Z plastu (nejcastéji polyvinylchlorid — PVC) je tvofen
spodni dil, ktery je tvarovany teplem. Horni dil tvofi hlinikova folie, ktera zabraiiuje
priuniku vzduchu a vody do obalu. Jako obalovy material se nejCastéji pouzivaji
syntetick¢é polymery zejména polypropylen (PP), polyvinylchlorid (PVC),
polyethylentereftalat (PET), polyethylenvinylacetat (PEVA) a polyethylen (PE)
s piisadami nebo bez piisad.'® PouZiva se téZ vulkanizovany kauduk pro vyrobu

uzaveru.
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praskovana celulosa Pl
mikrokrystalickd celulosa PLPo,KL,R, G
karmelosa sodna sul R,V
karmelosa vapenanta stl Po,R
kroskarmelosa R
methylcelulosa Po,V,E
Celulosa a jeji derivaty |ethylcelulosa M, Rez
hypromelosa Po,PR,M, V
2 hydroxypropylcelulosa PR
g hyetelosa Po
% ftalat hydroxypropylmethylcelulosy  PA
g celacefat PA
3 acetattrimellitat celulosy PA
%E Skroby nati@i skroby PLR,V,G
dextrin Pl, Po
dextran Po
karagenan G
Dal3i polysacharidy agar ) ) G
xanthanova klovatina \Y
alginat R
tragant V,G
. zelatina Po,E, G
Protemny .
albumin E
polyvinylalkohol \%
polyvinyly povidon Po
krospovidon R
kopovidon Po
karbomera Po,V
Eudragit E PR
> Eudragit L PA
g polyakrylaty Eudragit S PA
%‘ Eudragit FS PA
? Eudragit RS Rez
ﬁ Eudragit RL Rez
g polyétery makrogol Po,KL,V,E
A PLA M
polyestery PGA M
PLGA M
polyethylen (0]
polypropilen o
dalsi syntetické polymery|polyvinylchlorid 0
polyethylentereftalat (0]
polypropylenvinylacetat 0
P1- plivo PR - potah rozpustny E - emulgator
Po - pojivo PA - potah acidorezistentni S - stabilizator suspenzi
KL - kluzné latky M - matrice G - gelotvorna latka

R - rozvolhovadla

Rez - rezervoarovy systém
V - viskozifikant

O - obalovy material

Obrazek 3: Piehled polymerti pouzivanych jako pomocné latky
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3.2 Biodegradabilni materialy

Za biodegradabilni materidly povazujeme takové materialy, které podléhaji rozkladu
pomoci ptsobeni biologickych Cinitel na mensi jednotky, které se piirozené
vyskytuji v ptirodnim prosttedi, tedy biodegradaci. Ve své podstaté¢ ale mize byt
biodegradabilni téméf kazdy material, nebot’ tento pojem nezapocitdva dobu,
za kterou ma k biodegradaci dojit. To mlze trvat od n¢kolika dni po nékolik stoleti.
Pro praktické uziti v medicin¢ je tedy potfeba hledat takové materialy, které
se rozlozi v téle, a to bud’ enzymaticky, nebo neenzymaticky (napt. hydrolyzou).
Pokud hledame material, ktery ma slouzit v téle pouze omezenou dobu, hledame
takovy, ktery se rozlozi co nejdiive a nejlépe kontrolovangé. Zaroven budeme
pozadovat, aby samotny materidl nevyvolaval imunitni rekce, aby mé¢l odpovidajici
mechanické vlastnosti (naptiklad pfi pouziti v ortopedii), aby byl lehce zpracovatelny
a aby &asti, které vzniknou biodegradaci, byly netoxické a daly se z t&la vylougit.'”'®
Biodegradabilni polymery d€lime podle plvodu na pfirodni (proteiny
apolysacharidy) a syntetické (hlavné polyestery - polyhydroxykyseliny
a polyanhydridy).

BIODEGRADABILNIi POLYMERY

/\

PRIRODNi POLYMERY POLYESTERY
/\ /\

Proteiny Polysacharidy Poly - Polyanhydridy
hydroxykyseliny

- Kasein - Skrob -PLA - Kyselina

- Kolagen - Celuloza - PGA poly(sebakova)
- Zelatina - Glykogen - PLGA - Kyselina

- Zein - Chitin - PCL poly(adipova)

- Lepek - PBL

Obrézek 4: Klasifikace biodegradabilnich polymerti 19

Biodegradabilni polymery jsou na poli biomediciny témét vSudypiitomné. Jejich
velkou vyhodou je jejich kontrolovatelna biodegradabilita.”” Naptiklad hydrolyzou
polymerniho fetézce na mensi Casti. Roz§t€épené monomery poté musi byt dobie
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metabolizovatelné. Pokud dochdzi ke kumulaci polymernich nosic¢l v téle,
pfedstavuje  tato  kumulace  signifikantni  zdravotni  riziko.?'  Napiiklad
polystyren (PS), polymethylmethakrylat (PMMA), nebo poly(N-isopropylakrylamid)
(PNIPAM) jsou pro svoji Spatnou biodegradabilitu obtizn¢ pouzitelné v systémech
s fizenym uvoliiovanim nebo distribuci 1é¢iv.*

Vyznamnou pozornost si diky své biodegradabilité a biokompatibilit¢ za poslednich
neékolik desetileti vydobyly alifatické polyestery: polymlécna kyselina (PLA),
polykaprolakton (PCL), polyglykolova kyselina (PGA), polydioxanon (PDO),
polybutyrolakton (PBL), polyvalerolakton (PVL) a kopolymer kyseliny mlécné
a kyseliny glykolové (PLGA).”!

1

Obrézek 5: Polyestery pouzivané jako nosice 16¢iv

3.2.1 Poly (alfa-hydroxykyseliny)

Ze skupiny alifatickych polyesteri se jevi nejvétsi zdjem o skupinu
poly(a-hydroxykyselin), zvlast¢ homopolymery a kopolymery kyseliny mlé¢né a
kyseliny glykolové. Vyuzivaji se jako ortopedické fixa¢ni implantaty, Sici material,
nanovlakna nebo scaffoldy — podklady pro tvorbu tkand.*® Linearni polymery
vznikaji reakci alfa-hydroxykyselin. Pro tvorbu vétvenych polymert se vyuziva
polykondenzace alfa-hydoxykyselin s vicesytnymi alkoholy.”

PLA je komeréné dostupny polymer zaloZeny na kyseliné mlécné. Jelikoz je kyselina
mlécna chiralni, je potfeba jednotlivé produkty odliSovat. Polymery odvozené

od chiralné ¢isté kyseliny L-mlécné jsou znaceny jako PLLA, polymery odvozené
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od racematu jsou znaeny naopak PDLLA.* B&hem biodegradace jsou esterové
vazby hydrolyzovany na jednotlivé monomery kyseliny mlécné. Ty jsou dale bud’
oxidované na pyruvat a nasledné¢ zpracované v Krebsové cyklu, nebo jsou
konvertovany na glukozu prostiednictvim jaterni glukoneogeneze.

Polykondenzaci kyseliny glykolové vznikd produkt PGA. Obdobn¢ jako v ptipadé
PLA jsou pii biodegradaci hydrolyzovany esterové vazby. Kyselina glykolova se
z vet§i &asti vyloudi ledvinami.”> Metabolicky je zpracovana bud’ v Krebsové cyklu,
nebo je pieméndna na glyoxylat, ktery je dale pfeménén na glycin.*

Treti viadé je kopolymer kyseliny mlécné a glykolové. PLGA je syntetizovan
nahodnym otevirdnim kruht laktonu a glykolidu. Formy PLGA jsou rozeznavany
pomoci pomért. Napiiklad PLGA 50 : 50 zna¢i kopolymer se slozenim 50 %
kyseliny mlé&né a 50 % kyseliny glykolové.” Metabolicky je PLGA §tépena
nejdiive hydrolyticky na kyselinu mlénou a kyselinu glykolovou (Obr. 6). Tyto
kyseliny jsou nasledné¢ metabolicky zpracovany stejné jako v ptipadech popsanych

vyse.

0 H' 0 @)
H OH
C”’ - HO
x Y OH

PLGA Lactic Acid Glycolic Acid

y

Metabolic
Pathways

Obréazek 6: Hydrolyza PLGA *°

3.2.2 Vétvené polymery

Vétvené polymery maji oproti linedrnim niz8$i viskozitu, diky vétveni maji
kompaktngj§i konformaci,”® vy$§i podet koncovych funkénich skupin a tedy
moznosti vazat 1€¢ivo. Nanocastice z vétvenych polymerd, uzivané jako nosice 1€€iv,

se pod termodynamickou kontrolou Casto srazi, coz znaci, ze stabilita téchto Castic
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nezavisi pouze na interakcich mezi jejich komponenty (1é¢ivo a polymer), ale také
na koncentraci 1éCiva. Hustota polymeru ma vliv i na biologické interakce. Vétveni
znamena tésnéjsi blizkost segmentli. To ma za disledek sniZenou absorpci proteint
aadhezi bunck. Efekt je 1 béhem degradace. Vétvené polymery maji mensi
pravdépodobnost krystalizace a agregace. A nakonec ma vétveni také efekt
na rozlozeni molekulové hmotnosti. V porovnani s linedrni kompozici mlize mit
vétveni diisledek ve vyssi polydisperzité, coz mize byt vnimano jako nevyhoda.”
Vétvené polymery mizeme rozdélit podle struktury do péti kategorii:

e hvézdicové (star polymers)

e roubované (graft polymers)

e hiebenové (comb polymers)

e dendritické (dendritic polymers)

e hyperrozvétvené (hyperbranched polymers)

Hvézdicové polymery jsou charakterizovany jedinym bodem vétveni, ze kterého
vychazeji linedrni fetézce. Funk¢énost tohoto bodu je ddna poctem ramen linedrniho
tetézce, kterd z ného vychazi. Hvézdicové polymery jsou syntetizovany bud’ sbihavé
(konvergentn€, arm-first), nebo rozbihave (divergentné, core-first). Nezavisla
syntéza ramen u konvergentni metody sice dovoluje jeji lepsi charakterizaci, nicméné
vzajemné sterické branéni zhorSuje funkcnost jadra, zvlasté pokud jde o vétsi
ramena. Konvergentni metodu tedy znevyhodnuje, Ze konecny pocet ramen se neda
Pokud jsou na hlavni fetézec piipojeny vedlejsi fetézce jakékoliv architektury
s odliSnym chemickym sloZenim, jedna se roubovany polymer. Roubované polymery
vznikaji pfipojenim pfedem syntetizovanych postrannich fetézcii na fetézec hlavni
(grafting on, grafting to), polymeraci nebo kopolymeraci vhodnymi
makromonomery (grafting through) nebo tvorbou postrannich fetézct in situ
Pokud se od hlavniho linearniho fetézce s pravidelnymi nebo nepravidelnymi
odstupy vétvi fetézce postranni, hovotime o hiebenovych polymerech. Hiebenové
polymery jsou tedy zvlaStnim pfipadem roubovanych polymerd, vétSinou

syntetizovany metodou grafting through.
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Dendritické a hyperrozvétvené polymery jsou makromolekuly s vysoce vétvenou
strukturou, které maji statisticky stejny pocet vétvicich bodii. Dendritické polymery
maji pravidelnou, kaskadovitou architekturu. Hyperrozvétvené polymery jsou
uspotadané nahodné. Pti piipravé dendritickych polymert Ize pouzit divergentni

a konvergentni ptistupy jako pro hvézdicové polymery.?

Hyperbranched Dendrimer

6/‘%

=
Ay,

- -, A

SR

Polymer Networks

Obrézek 7: Piiklady nejcastéjsich typti vétvenych polymert ’

3.3 Nanocastice

Nanocastice jsou pevné, koloidni castice, které jsou pifevazné sloZené
z makromolekularnich sloucCenin, neni to vSak pravidlem (viz napf. kovoveé
nanodastice). Velikost nano&astic se pohybuje v rozmezi od 10 do 1000 nm.*® Pokud
chceme nanocéstice pouzit jako nosice léCiva, muze byt lé¢ivo do nanocastice
rozpusténo, zachyceno, absorbovédno, piipojeno nebo zapouzdieno. Pouzivani
nanocasticovych systéma ma celou fadu vyhod, jako snizeni vedlejSich nezadoucich
ucinki, zvySeni uinnosti 1€¢by, moznost fizeného uvoliiovani 1€¢iv, zajisténi cilené

distribuce 16¢iv."! Idealni systém cilené 1éby by mél v t&lnim ob&hu pisobit dlouhou
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dobu, mél by byt v cilovém misté ptfitomen ve vhodnych koncentracich a zaroven by
nemél ztratit svou aktivitu ani terapeutickou u&innost v misté uginku.** >

Vyhody pro pouziti nanoc¢astic jako nosicu 1é¢iv jsou dvé vlastnosti. Diky své
velikosti mohou prochdzet mensimi kapildrami a vstupovat do bunck, takze
se akumuluji v cilovych mistech.”’ Druhou vyhodou je pouziti biodegradabilnich
materidlt, které umoznuji prodlouzené uvolnovani v cilovém misté¢ v fadech dni
a tydna.

Nanocastice muzeme d¢lit podle stavby na polymerni, lipidové, dendrimery,

uhlikové a kovové nanocastice.

Polymerni nanocdstice

Polymerni nanocastice se podle tvaru a zptisobu ptipravy déli na zékladni Ctyti typy:
e nanokapsule
e polymersomy
e nanosféry

e polymerni micely

Nanokapsule jsou rezervoarové systémy, kde je 1éc¢ivo, obvykle hydrofobni,
uzavieno v dutiné¢ ohrani¢ené jednovrstevnou polymerni membranou. Velikost
nanokapsul je obvykle 100 az 300 nm.** Nanokapsule jsou ¢ast&ji piipravovany z jiz
pripravenych polymert riznymi fyzikalng-chemickymi procesy."’

Polymersomy maji obvykle hydrofilni jadro obalené polymerni dvojvrstvou.
Liposomy jsou charakterizovany amfifilni dvojvrstvou.*>

Nanosféry jsou v podstaté¢ matricové systémy, kde je 1é€ivo rozptylené rovnomérné
po celé &astici.” Obvykle dosahuji velikosti 100 az 200 nm a vykazuji zna&nou
polydisperzitu.**

Polymerni micely jsou tvofeny amfifilnimi polymernimi fetézci, které
se pii koncentraci vysSi nez je kritickd miceldrni koncentrace shlukuji do micel.
Na rozdil od klasickych micel tvofenymi tenzidy jsou polymerni micely stabilnéjsi
ve fyziologickém prostiedi.”” Tento typ nanoéastic je vhodny pro 1é¢iva nerozpustna

ve vodg¢, kterd jsou inkorporovana do hydrofobniho stfedu micely. Hydrofilni konec
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pak zajistuje stabilni disperzi ve vodném médiu.>® Velikost polymernich micel je

obvykle 10 az 100 nm.**

5 .

nanokapsule polymerson nanosféra polymerni micela

Obrazek 8: Polymerni nano&astice >~

Lipidové nanocastice

Lipidové nanocéstice jsou tvoreny z lipidl, nebo fosfolipidl. JakozZto ptirodni latky
neni problém s jejich biokompatibilitou a metabolismem. Patfi sem hlavné liposomy,
SLN a NLC.

Liposomy jsou malé¢ umélé vacky kulovitého tvaru tvotfené z cholesterolu, nebo
netoxickych fospolipidi. Hydrofobni obal tak zapouzdiuje tekuté jadro. Léciva
rozpustna ve vod¢ jsou tedy zapouzdiena v jadre, kdezto 1éciva lipofilni povahy jsou
rozpusténa v obalu. Liposomy lze je rozdélit do tii typt podle velikosti. Malé
unilamelérni vezikuly (SUV) jsou c¢astice velikosti 25-50 nm s jednou vrstvou lipida.
Velké unilamelarni vezikuly (LUV) maji také jednu vrstvu, velikost se zna¢né lisi.
Ttetim typem jsou multilamelarni vezikuly. Ty jsou obklopeny vice vrstvami, které
jsou od sebe oddéleny vrstvou vodného roztoku. >

SLN (solid lipid nanoparticles) jsou pevné lipidové nanocastice. Velikost SLN se
pohybuje pfiblizné mezi 50 a 1000 nm. Jsou tvofené hydrofobnim jadrem, jde
v podstaté o matricovy systém. SLN je potieba stabilizovat tenzidy napft. lecitinem
nebo Tweeny. Vyhodou SLN, oproti polymernim nanoc¢asticim, je moznost vyrabét
je pomoci vysokotlaké homogenizace, coz je technologie ve farmaceutickém
pramyslu jiz vyuzivana.*

NLC (nanostructured lipid carriers) byly vyvinuty kviili nizké kapacité SLN jako
nosicli 1éciva. NLC se s timto problémem vypotadavaji tak, ze ve své struktuie

obsahuje jak pevné, tak tekuté lipidy. Pomér pevnych a tekutych lipidii se pohybuje
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od 70 : 30 do 99,9 : 0,1. Diky rozdilnosti lipidi je cely systém méné organizovany,

a tak zanechavé v&tsi prostor pro inkorporaci 1é&iva.*

Lipid nanoparticle
dispersion

@ SLN lipid matrix
Aqueous media K b /
'\ s d

Lipid nanoparticles s————

¢ Drug

©
O NLC lipid matnx
0 . X

Stabilization agent «—| o)
\-\_,_/\

Obrazek 9: Rozdil ve struktuie SLN a NLC *°

Dendrimery

Dendrimery jsou makromolekularni slouceniny, charakteristické Castym vétvenim
okolo vnitiniho jadra.’’ Dendrimery jsou zajimavé jako nosi¢e 16&iv diky své
velikosti v fddech nanometrl, jednoduchosti pifipravy a velkym mnoZstvim
terminalnich &asti fetézc.”® Tyto konce lze modifikovat a vytvofit tak kulovitou
¢astici s vnitinim hydrofilnim prostifedim a vng&jSim hydrofobnim obalem nebo
naopak. Lécivo tedy lze jak zapouzdfit dovniti molekuly, tak pfipojit k termindlnim
konciim makromolekuly. Dendrimery lze syntetizovat od stfedu a postupné

piipojovat vnéjsi Casti, tedy divergentné, anebo konvergentné od vnéjsku ke stredu.

Uhlikové nanoddstice

Mezi uhlikové nanocéstice pocitdme fullereny, nanotrubice, uhlikové tecky nebo
nanodiamanty. Fullereny jsou makromolekuly slozené z atomti uhliku, které maji
kulovity az elipsoidni tvar. Atomy uhliku jsou zde uspotadany v péti¢lennych nebo
Sesticlennych cyklech. Nejstabilngjsim fullerenem je Cg slozeny z 60 atomu
uhliku.* Podobnou strukturu jako fullereny ma grafen, tenka vrstva atomt uhliku
spojenych po SestiClennych kruzich. Na vySku ma grafen velikost odpovidajici
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jednomu atomu uhliku.* Pokud bychom grafen stogili do trubice, ziskame strukturu
znamou jako nanotrubici. Nanotubice ovSem nejsou nejvyhodngjsi struktury pro uziti

v biomedicing, protoze mohou aktivovat komplement.*'

Kovové nanocastice

Zménou velikosti uslechtilych kovli na nano uroven, miizeme dosdhnout fady novych
vlastnosti, které lze vyuzit v rlznych oblastech. Zlaté, stfibrné a platinové
nanocastice lze vyuzit v diagnostice a 1é€bé nadorovych onemocnéni. Maji také
antimikrobni U¢inky a zkouma se mozné uziti kovovych nanocastic na lécbu
tuberkul6zy, AIDS a dal$ich bakteridlnich nebo virovych onemocnéni. Problémem je
zatim nevyfeSend cytotoxicita nanocastic, agregace nanocastic a lepSi moZznosti

. . vr ,e 42
kontroly velikosti a tvaru nanocastic.

3.3.1 Priprava polymernich nanoéastic

Polymerni nanocastice mohou byt pfipraveny bud’ z ptedem ptipravené¢ho polymeru,
nebo primou polymeraci monomerd s vyuzitim klasické polymerace.* Metody, jako
je odpafovani rozpoustédla, nanoprecipitace, vysolovani, dialyza a superkriticka
kapalinova technologie (SCF), zahrnujici rychlou expanzi superkritického roztoku
nebo rychlou expanzi superkritického roztoku do kapalného rozpoustédla,
se pouzivaji pro piipravu polymernich nanocastic z pfedem vyrobenych polymert.
Polymerni nanoc¢éastice mohou byt syntetizovany pomoci polymerace monomert
za pouziti rtiznych polymeracnich technik, jako je emulgace, mikroemulgace,
miniemulgace, emulgace bez povrchové aktivnich latek a mezifdzova polymerace.
Polymerni systém, ktery je urcen pro aplikaci v oblasti biomediciny nebo Zivotniho
prostiedi, by mél byt zcela bez prisad nebo reaktantd, jako jsou povrchové aktivni
latky nebo stopy organickych rozpoustédel. V tomto piipadé€ jsou vhodné techniky
RESS (rychld expanze nadkritického roztoku) nebo RESOLV (rychld expanze
nadkritického roztoku do kapalného rozpoustédla), protoze se pii nich nepouZzivaji

povrchové aktivni latky ani organickd rozpoustédla.**
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Obrézek 10: Prehled technik tvorby polymernich nanocastic 44

3.3.2 Nanoprecipitace

Metoda nanoprecipitace, také nazyvana jako metoda vytésnéni rozpoustédlem, je
jednou ze zakladnich metod piipravy polymernich nanocastic. Zakladni princip této
metody je zaloZzen na mezifazové depozici polymeru po ptremisténi z lipofilniho
roztoku (olejova faze) do semipolarniho rozpoustédla misitelného s vodou (vodna
taze). Rychla difuze rozpoustédla z olejové faze do vodné faze vede ke snizeni
mezifazového napéti mezi obéma fazemi, coZ zvySuje povrchovou plochu a vede
k tvorb& malych kapidek organického rozpoustédla.”> Nanoprecipitaéni systém
se sklada ze tfi zékladnich sloZek: polymeru, rozpoustédla ve kterém je polymer
rozpustny (olejova faze) a rozpoustéla ve kterém polymer rozpustny neni (vodna
taze). Jako olejova faze se voli organickd rozpoustédla, ktera jsou misitelna s vodou
a jsou snadno odstranitelna odpafovanim. Nejdast&ji se pouziva aceton,” dale lze
pouzit 1 dimethylsulfoxid (DMSO). Jako vodna faze se nejcastéji pouziva voda nebo
roztok povrchové aktivni latky. Bézné pouzivané polymery pro nanoprecipitacni
metodu  jsou  degradabilni  polyestery  polymlééna  kyselina  (PLA)*
a poly(laktid-co-glykolid) (PLGA).*’
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Nanocéstice se pripravuji pomalym piidavanim vnitini (organické, olejové) faze
do vné¢jsi (vodné) faze za definované rychlosti michani. K tvorbé nanocastic vede
1opacny postup, pridavani vodné faze do organické. Klicové faktory urcujici
uspeésnost a ovlivnéni fyzikalné-chemickych vlastnosti nanocastic jsou spojeny
s podminkami pfidavani organické faze do vodné faze. Jedna se o rychlost a zptsob
pridavani organické faze do vodné, rychlost michani vodné faze a pomér organické
faze a vodné faze. Podstatné faktory pro formulaci nanocastic jsou samoziejme
1 povaha a koncentrace slozek. Ackoliv povrchové aktivni latka neni vyzadovana
pro zajisténi tvorby nanocastic nanoprecipitacni metodou, ovliviiuje velikost ¢astic
jak svoji povahou, tak koncentraci.*® Navic piidavek povrchové aktivnich latek
zabranuje aglomeraci a stabilizuje cely systém béhem delSiho skladovani.

Nanoprecipitaéni metoda zahrnuje tfi faze: nukleace, rlst a agregace. Kazda z téchto
fazi ma vliv na velikost nanocastic. Hnaci silou téchto jevil je pomér koncentrace
polymeru a rozpustnost polymeru v organickém rozpoustédle. Dilezitym faktorem
pro tvorbu uniformnich ¢astic je oddé€leni nukleac¢ni a ristové faze. V idedlnim
ptipadé by podminky mély umoziiovat vysokou miru nukleace a nizkou miru ristové
faze. Obecné je nanoprecipitace v literatufe prezentovana jako jednoducha, rychla
areprodukovatelnd metoda, ktera je Siroce pouzivana pro piipravu nanosfér

a nanokapsuli s hydrofobnimi 1é&ivymi latkami.*
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3.4 Slozky pouzité v experimentalni ¢asti prace

3.4.1 Terbinafin

Terbinafin (TER) je antimykotikum ze skupiny allylaminti. Jako inhibitor
skvalenepoxidazy, enzymu potiebného k tvorb¢ lanosterolu, ktery se dale zpracovava
na ergosterol, negativné ovlivituje tvorbu bunééné membrany mykotickych bunék.
Ergosterol je piimo soucasti bunécné membrany. Zastaveni jeho tvorby, je tedy pro
mykotickou builku toxické. Hromadéni skvalenu v buiice v disledku inhibice

skvalenepoxidazy bunku dale zaté¢zuje. Piisobeni terbinafinu je tedy fungicidni.

Obréazek 11: Terbinafin ¥

Tebinafin je pouZzivan jak v peroralnim, tak topickém podani. Pfi peroralnim podani
je obvykla davku pro dospélého 250 mg v jedné denni davce. Davka 125 mg je

indikovana pro déti, které vazi mén& nez 25 kg’

Absolutni biodostupnost
po ,.,prvnim prichodu jatry“ je piiblizng 50 %.°' Distribuéni objem peroralné
podaného terbinafinu je vétsi nez 2000 litré.>? Bude se tedy kumulovat v tkanich.
Konkrétné v kiizi a nehtech. V lokalni formé podani je registrovan v Ceské republice
pouze v koncentraci 10 mg/g. Prestup do celkového ob&hu je minimélni.”* Obvykla
doba 1é¢by terbinafinem pfi topickém podani v koncentraci 10 mg/g je 1 az 2 tydny,
dosahuje uspésného vyléceni u 80 % pacientli v piipadé onemocnéni tinea pedis,

tinea corporis, nebo cutaneous candidiasis.™

3.4.2 Poly(D,L-lactide-co-glycolid) vétveny na kyseliné polyakrylové

Polykondenzac¢ni reakci a-hydroxykyselin s vicesytnymi alkoholy nebo kyselinami je
mozno ziskat oligoestery a nizkomolekularni polyestery s vétvenymi molekulami,
vyhodné z hlediska kontinualniho pribshu a kratsi doby degradace.”® Vétveny

polyester s oznacenim A2, pouzity v piedloZzené diplomové praci jako nosi¢
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terbinafin-hydrochloridu, syntetizoval doc. RNDr. Milan Dittrich, CSc na Katedfe
farmaceutické technologie, a to polykondenzacni rekci z reakéni smési tvorené
ekvimolarnim mnozstvim kyseliny glykolové a kyseliny mlééné s ptidavkem 2 %
kyseliny polyakrylové o molarni hmotnosti 2 000 g/mol (Obr. 12 — 14).>° Vysledny
polyester ma vétvenou strukturu, kterou je mozno blize specifikovat jako hfebenovou
(brush-like). Oznaceni hiebenovy polymer ani kartaCovy pravdépodobné spravné
neni, nebot’ tyto polymery jsou definovany jako makromolekuly, jejiz hlavni fetézec
ma fadu vétvicich bodd, z nichz z kazdého vychazi linearni boéni fetézec.’® Kyselina

polyakrylova neni v tomto polymeru hlavni fetézec.

@) @) Os__OH

HO)|\/OH ﬁ)‘\OH

OH n

Obrazek 12: Kys. gykolova®’ Obrazek 13: Kys. mlééna™®  Obrazek 14: Kys. polyakrylové,s ?

3.4.3 Tenzidy

V experimentalni ¢asti prace byly pifi nanoprecipitaéni metodé piipravy nanocastic
s terbinafinem pouzity cetrimid (CET) a didodecyldimethylamonium bromid
(DDDMA). Cetrimid je smé&s tvofend hlavné trimethyltetradecylamonium-bromidem
(Obr. 15), ktera mtze obsahovat malé mnozstvi Ci, a Ci¢ homologﬁ.60 Rozpustnost
cetrimidu ve vod& je 5 g na 100 mL.°' Je to kationicky tenzid, ve vodném prostiedi
ma kladny néboj. Jako tenzid sniZzuje povrchové napéti rozpoustédla.

Cetrimid jakoZto povrchové aktivni latka ma antiseptické a dezinfekéni vlastnosti.®?
Nicméné v soucasné dobé neni v Ceské republice zadny piipravek s cetrimidem jako

ucinnou latkou registrovan.

QHg Br
CHs(CHz)12CH,—N*=CHg
CHs;

Obrézek 15: Trimethyltetradecylamonium-bromid ®
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Didodecyldimethylamonium bromid (DDDMA) (Obr. 16) je dvou fetézcovy

kationicky tenzid, ve vodném prostifedi mé kladny naboj.

Br ?Hz(CHe)BCHa
HsC~N=CHa(CHp)sCHg
CHa

Obrézek 16: Didodecyldimethylamonium bromid

3.4.4 Dimethylsulfoxid

Jako organické rozpoustédlo, ve kterém je rozpustény polymer a 1é¢ivo, byl pouzit
dimethylsulfoxid (DMSO). Dimethylsulfoxid (Obr. 17) je cira, bezbarva az zluta
tekutina. Teplota tani DMSO je 18,5 °C. Diky volnym elektronovym pariim na siie
a kysliku ma molekula dipolarni nukleofilni charakter. Je povazovan za aprotické
rozpoustédlo, protoze zpravidla nedokaze odevzdavat kationty vodiku, Castéji
se chové jako akceptor vodikovych kationtt, tedy jako Lewisova baze.®

DMSO vykazuje celou ftadu farmakologickych Uc¢inkdi vcetné analgezie
se pouziva jako nosi¢ pro lokalni aplikaci 1éCiv. Pouziva se také k ochran¢ bunck
a tkan¢ béhem kryokonzervace a pouziva se k lécbé extravazaniho poskozeni

zpuisobeného chemoterapii na bazi antracyklini.®

(.S?
HsC™ > CHj

Obrézek 17: Dimethylsulfoxid '
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité pristroje

Analytické digitalni vahy, KERN ABS, max. 220 g, d =0,1 mg
Automaticka pipeta, Merck

Biological termostat BT 50, Labo MS

Digitalni vahy, KERN 440 — 53, max. 6000 g, d = 1g
Horkovzdusna susarna, Memmert

Kyveta DTS 1060, Malvern

Magneticka michacka, IKA - WERKERT, 100 — 1000 ot/min
Polymethylmetakrylatova kyveta, Malvern

Software DTS V4.20, Malvern

Ultrazvukova lazeni, SONOREX SUPER Bandelin

Vakuova susarna, BINDER

Zeta Sizer Nano ZS, Malvern

4.2 Pouzité chemikalie

Cetrimid, Sigma-Aldrich

Cisténa voda, Farmaceuticka fakulta Hradec Kralové

Didodecyldimethylamonium bromid, Sigma-Aldrich

Dimethylsulfoxid, Penta

Poly(D,L-lactide-co-glycolid) vétveny na kyseliné polyakrylové, Farmaceuticka
fakulta Hradec Kralové

Terbinafin- hydrochlorid, Zentiva

4.3 Postup pripravy

Ptiprava nanocéstic s terbinafinem (TER) byla provedena nanoprecipitacni metodou.
Vnitini faze byla tvofena terbinafinem a polymerem kyseliny mlé¢né a glykolové,
veétvenym kyselinou polyakrilovou (A2), které byly rozpustény v dimethylsulfoxidu
(DMSO). Vn¢jsi faze byla tvotena vodou a emulgatorem, kterym byl cetrimid (CET)
nebo didodecyldimethylamonium bromid (DDDMA). Mnozstvi terbinafinu,
polymeru a cetrimidu se meénilo (viz Tab. 1). Koncentrace vnitini faze byla 10 %,

15 %, 20 % a 30 % vzorku. Bylo pfipraveno vzdy 10,0 g disperzni soustavy.

35



4

4.3.1 Priprava vnéjsi faze

Byl pfipraven zasobni roztok cetrimidu ve vodé o koncentraci 3 % a zasobni roztok
DDDMA ve vodé o koncentraci 1 %. Tyto zasobni roztoky byly skladovany v lednici
za teploty 3 — 6 °C. Ke kadince bylo vybrano michadlo, které svymi rozméry
odpovidalo velikosti dna kadinky, tak aby se nezadrhavalo, ale zaroven dostate¢n¢
promichavalo. Pomoci automatické pipety byly zasobni roztoky nasledné fedény
¢isténou vodou na pozadované koncentrace. Koncentrace CET ve vzorcich byla
0,1 %; 0,2 % nebo 0,5 %. Koncentrace DDDMA ve vzorcich byla 0,01 %; 0,10 %
nebo 0,50 %.

4.3.2 Priprava vnitini faze

Byl pfipraven zasobni 9 % roztok polyesteru A2 v DMSO. Tento zasobni roztok byl
skladovan v lednici za teploty 3 — 6 °C. Do kadinek o objemu 10 ml byl
na analytickych vahach navéazen terbinafin v mnozstvi 25 mg, 50 mg nebo 75 mg.
Pomoci automatické pipety byl pfidan dany objem zasobniho roztoku A2 a nafedén
dimethylsulfoxidem na koncentraci polyesteru 1%, 3 %, 5 % nebo 7 %. Kadinky
byly umistény do ultrazvukové 1azné. Pti formulaci nanoc¢éstic precipitacni metodou

bylo pouzito 10 %, 15 %, 20 % nebo 30 % vnitini faze.

4.3.3 Nanoprecipitace

Kadinka s vnéjsi fazi byla umisténa na magnetickou micha¢ku a maximalni otacky
byly nastaveny tak, aby nedochéazelo k pénéni. Do kadinky s vnéj$i fazi byl
za popsané¢ho michani v jednom kroku pfidan obsah kadinky s vnitini fazi. Nasledné

probihalo michéni za stejné intenzity po dobu 30 minut.
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Tabulka 1: Pfehled sloZzeni vzorku

A2 [%] 1

vnitini faze | TER [mg] 25 50 75
Mnozstvi [%] 10

vngjsi faze | CET [%] 0,1 (02 (05 |01 |02 |05 |01 |02 |05
¢islo vzorku 1 2 3 4 5 6 7 8 9
A2 [%] 3

vnitini faze | TER [mg] 25 50 75
Mnozstvi [%] 10

vnéjsi taze | CET [%] 0,1 702 (05 |01 |02 |05 |01 |02 |05
¢islo vzorku 10 |11 |12 |13 |14 |15 |16 |17 |18
A2 [%] 5

vnitini faze | TER [mg] 25 50 75
Mnozstvi [%] 10

vngjsi faze | CET [%] 0,1 (02 |05 |01 |02 |05 |01 |02 |05
¢islo vzorku 19 (20 |21 |22 |23 |24 |25 |26 |27
A2 [%] 7

vnitini faze | TER [mg] 25 50 75
Mnozstvi [%] 10

vnéjsi taze | CET [%] 0,1 (02 (05 |01 |02 |05 |01 |02 |05
Cislovzorku |28 [29 |30 |31 |32 |33 |34 |35 |36
A2 [%] 3 5 |7

vnitini faze | TER [mg] 25 50 25
MnozZstvi [%] 10

vngjsi faze | DDDMA [%] | 0,01 | 0,10 | 0,50 | 0,01 | 0,10 | 0,50 0,01
¢islo vzorku 37 38 39 40 41 42 43 ‘ 44
A2 [%] 7

vnitini faze | TER [mg] 25
Mnozstvi[%] | 15 | 20 | 30 15 | 20 | 30

vnéjsi taze | CET [%] 0,1 0,2
&islo vzorku 45 | 46 | 47 48 | 49 | 50
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4.4 Meéreni velikosti, polydisperzity a zeta potenciilu nanocastic

Me¢teni velikosti nano€astic a jejich zeta potencidlu bylo provedeno na pfistroji Zeta
Sizer Malvern. Pfistroj byl pfed méfenim alespon 30 minut zapnuty. Pfistroj byl
propojen s pocitacem, ktery obsahoval software DTS V4.20. Tento program
zpracovaval a zapisoval vysledky meéfeni na Zeta Sizeru. Program byl nastaven

pro vSechna méfeni stejné (Obr. 18).

Sample Name: A2 5%_TER 50mg_CET 0,5% 1
S0P Hame: PLGA_Dal.sop
File Name: Vlasta B.dts Dispersant Name: \Water
Record Number: 106 Dispersant RI: 1,330
Material Rl: 1,50 Viscosity (cP): 08872
Material Absorbtion: 0,010 Measurement Date and Time: Stvrtek 6. dubna 2017 11:15:05

Temperature (°C): 25,0 Duration Used (s): 60

Count Rate (kcps): 2762 Measurement Position (mm}:

Cell Description: Disposable sizing cuvette Attenuator: 3

Obrazek 18: Podminky méfeni Zeta Sizeru Malvern

Na meéfteni velikosti byly vyuzZity jednordzové polymethylmethakryldtové kyvety,
které byly pomoci plastové injekéni stiikacky naplnény vzorkem do poZadované
vysky hladiny — pfiblizné 1,5 cm. Jednotlivé vzorky byly vloZeny do pfistroje a bylo
provedeno méfeni pomoci softwaru DTS V4.20. Kazdy vzorek byl zméten tiikrat.
Vysledky jsou uvedeny jako aritmetické priméry hodnot z téchto tfi meéfeni
s vyjadfenim smérodatné odchylky.

Pro méfeni zeta potencidlu byly vyuzity kyvety DTS 1060. Kyvety byly naplnény
do pozadované vySky hladiny, tedy po rysku, pomoci plastové injekcéni stiikacky
a nasledné uzavieny zatkami. Byly vloZeny do pfistroje a bylo provedeno méfeni
za pomoci softwaru DTS V4. Kazdy vzorek byl zméfen tfikrat. Mezi jednotlivymi
vzorky byly kyvety vyplachnuty vodou a vysuSeny stlacenym vzduchem. Vysledky
jsou uvedeny jako aritmetické praméry z téchto tfi méfeni s vyjadienim smérodatné

odchylky.
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5 VYSLEDKY

5.1 Velikost, polydisperzita a zeta potencial

Tabulka 2: Charakteristiky nanoc¢astic pfi koncentraci polymeru 1 %

A2 [%] 1
Vnitini | LER [mg] 25 50 75
faze Mnozstvi

vnitini faze 10

[%]
Vnéjsi | CET [%] 01 |02 (05 |01 (02 [05 |01 |02 |05
faze
¢islo vzorku 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Z-Av [nm] 123,7 136,3 [151,3 [132,7 [142,8 [159,7 [135,5 [134.1 [142,1
Smér. odch. 0,09 [0.45 (0,62 0,87 [0,65 (0,68 [0,71 (0,59 [0,90
PdI 0,097 10,109 (0,149 (0,116 0,176 0,116 10,093 (0,106 0,080
Smér. odch. 0,009 (0,013 0,008 0,007 0,026 0,008 0,003 [0,015 (0,018
ZP [mV] 47,0 51,3 [56,7 48,7 [52.1 [53.8 [48,4 [47,0 [51,2
Smér. odch. 2,19 [2.33 [2,58 (0,87 (2,24 [1.85 [3.12 (2,35 |3,26

Tabulka 3: Charakteristiky nanoc¢éstic pfi koncentraci polymeru 3 %

A2 [%] 3
Vniten | LER [mg] 25 50 75
faze Mpozstw

vnitini 10

faze [%]
;/,neJSl CET[%] | 0,1 | 02 | 05| 01 | 021051 01]02] 05
aze
cislo vzorku 10 |11 |12 |13 |14 |15 |16 | 17 | 18
Z-Av [nm] 200,8 [193.4 [185,9 [212,9 221.2 [191,7 |184.5 [194.3 |189,8
Smér. odch. 120 |1.21 [1.23 [0.63 |2.29 [029 0.17 |2.21 |1.23
PdI 0,134 (0,122 (0,114 (0,137 [0,136 0,137 [0,088 0,093 (0,078
Smér. odch. 0,009 10,008 0,006 (0,016 0,021 0,003 (0,009 (0,015 (0,018
ZP [mV] 51,0 |53,8 |54.6 |51,7 |51,0 [51.9 |47,0 |53.6 552
Smér. odch. 1,61 |0.86 | 1,66 | 1,93 |2.40 | 1,71 |3.15 |3.15 |2.12
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Tabulka 4: Charakteristiky nanoc¢astic pii koncentraci polymeru 5 %

A2 [%] 5
Vnitini | LoR [Me] 25 50 | 75
faze Mnozstvi

vnitini 10

faze [%]
VIS cer ol | 00| 02| 05 | 00 |02 |05 |0l | 0205
¢islo vzorku 19 | 20 | 21 22 | 23 24 | 25 | 26 | 27
Z-Av [nm] 206,1 209,7 [199,2 [213,7 (199,8 [211,0 [220,7 [205,7 [221,4
Smér. odch. 0,75 | 1,43 10,79 [1,41 |[2,90 |1,24 0,82 |1,40 |1,76
Pdl 0,099 (0,119 |0,082 (0,100 (0,084 (0,164 (0,124 |0,112 0,108
Smér. odch. 0,002 (0,009 0,011 0,021 (0,008 |0,004 (0,002 0,012 {0,031
ZP [mV] 59,0 56,3 |57,2 |57,2 55,7 |54,7 |38,2 [53,3 |59,8
Smér. odch. 1,67 (0,81 {0,97 |2,35 2,55 |2,74 [2,36 |2,61 |3,93
Tabulka 5: Charakteristiky nanocastic pii koncentraci polymeru 7 %

A2 [%] 7
Vniting LLER [mg] 25 50 75
faze Mnozstvi

vnitini 10

faze [%]
\;gijeéi CET[%] | 0,1 | 02 | 0,5 | 0,1 [ 02 | 05 | 0,1 | 02| 0,5
¢islo vzorku 28 | 29 | 30 | 31 32 | 33 34 | 35 36
Z-Av [nm] 223,0 [218,2 230,1 [224,6 [227,2 [228,7 [269,2 [257,5 [262,3
Smér. odch. 2,16 0,45 10,49 1,93 1,39 (2,05 0,31 |2,57 |1,14
Pdl 0,108 (0,143 |0,121 (0,114 |0,110 {0,114 (0,173 |0,151 |0,162
Smér. odch. 0,006 (0,004 10,020 0,006 (0,014 0,013 |0,012 |0,008 0,010
ZP [mV] 57,9 |55,7 |58,9 |54,8 (54,1 |57,1 |54,0 |54,0 |56,0
Smér. odch. 1,72 | 1,06 2,82 [1,61 |2,57 |2,15 [3,96 |4,07 |4,68
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Size Distribution by Intensity
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Obréazek 19: Stfedni intenzivni prameér velikosti nanocastic — kumulativni kiivka

(autenticky zdznam pfistroje - vzorek 24)
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Obrazek 20: Zeta potencidl — kumulativni kiivka (autenticky zédznam pftistroje -
vzorek 16)
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Tabulka 6: Charakteristiky nanocastic pti pouziti tenzidu DDDMA ve vnéjsi fazi

A2 [%] 3 5 7
Vnitini TERV[mgi] 25 50 25
faze Mpozstw
vnitini 10
faze [%]
Vogsi | DDDMA 1 5110 10 | 0,50 | 0.01 | 0.10 | 0,50 0,01
faze | [%]
¢islo vzorku 37 38 39 40 41 42 43 44
Z-Av [nm] 199,5 [206,8 205,4 214,1 239,8 [301,1 | agl. | agl.
Smér. odch. 0,65 (2,24 (1,48 (0,12 (0,45 [2,04 | agl. | agl.
PdI 0,104 {0,137 (0,191 |0,108 |0,192 (0,230 | agl. | agl.
Smér. odch. 0,017 0,016 0,013 0,014 0,014 (0,012 | agl. | agl.
ZP [mV] 42,6 |61,3 |70,2 |50,5 |63,3 |67,3 | agl. | agl.
Smér. odch. 1,04 (2,10 |3,55 (0,92 |3,31 [5,56 | agl. | agl.

Tabulka 7: Vysledky méteni vzorki s rozdilnym mnozstvim vnitini faze

A2 [%] 7
Vnitini |LER [mg] 25
faze Mgozstw
vnitini 15 20 30 15 20 30
faze [%]
VIGSL | BT [94] 0,1 0.2
faze
¢islo vzorku 45 46 47 48 49 50
Z-Av [nm] 263,7 243,4 [244,9 2514 [254,4 | agl.
Smeér. odch. 0,80 0,74 (2,03 1,51 [1,68 | agl.
Pdl 0,20 10,098 10,097 0,104 (0,112 | agl.
Smeér. odch. 0,010 (0,011 {0,029 (0,015 {0,014 | agl.




5.2 Vliv koncentrace polymeru ve vniti‘ni fazi na velikost ¢astic

300

250

E
= 200 m TER 25 mg
E
N m TER 50 mg
B TER 75 mg
150
100

1 3 5 7
Koncentrace polymeru A2 [%]

Obrazek 21: Vliv koncentrace polymeru a mnozstvi terbinafinu na velikost ¢astic pfi

pouziti cetrimidu v koncentraci 0,1 %

300
250
E
< 200 B TER 25 mg
<
N 1 TER 50 mg
B TER 75 mg
150
100

1 3 5 7
Koncentrace polymeru A2 [%]

Obrazek 22: Vliv koncentrace polymeru a mnozstvi terbinafinu na velikost ¢astic pti

pouziti cetrimidu v koncentraci 0,2 %
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300

250

200

Z-Av [nm]

150

100
1 3 5

Koncentrace polymeru A2 [%]

B TER 25 mg
W TER 50 mg
B TER75mg

Obrazek 23: Vliv koncentrace polymeru a mnozstvi terbinafinu na velikost ¢astic pfi

pouZziti cetrimidu 0,5 %

5.3 Vliv mnozstvi terbinafinu na velikost ¢astic

300

150 -

100 -
25 50

Mnoistvi terbinafinu [mg]

BA21%
HA23%
BA25%
BA27 %

Obrazek 24: Vliv mnozZstvi terbinafinu a koncentrace polymeru na velikost ¢astic pfi

pouziti cetrimidu v koncentraci 0,1 %
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Mnoistvi terbinafinu [mg]

Obrazek 25: Vliv mnozstvi terbinafinu a koncentrace polymeru na velikost ¢astic pfi

pouZiti cetrimidu v koncentraci 0,2 %

300
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Obrazek 26: : VIiv mnozstvi terbinafinu a koncentrace polymeru na velikost Castic

pfi pouziti cetrimidu v koncentraci 0,5 %
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5.4 Vliv koncentrace tenzidu na velikost a zeta potencial ¢astic

300
250
E mA21%
< 200 -
3 =A23%
N
mA25%
150 - mA27 %
100 -

0,2
Koncentrace cetrimidu [%]

Obrazek 27: Vliv koncentrace cetrimidu a polymeru na velikost ¢astic pii pouZiti

25 mg terbinafinu

300
250
E mA21%
< 200 -
Z "A23%
N
mA25%
150 - mA27 %
100 -

0,2
Koncentrace cetrimidu [%]

Obrazek 28: Vliv koncentrace cetrimidu a polymeru na velikost ¢astic pii pouZiti

50 mg terbinafinu
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0,2
Koncentrace cetrimidu [%]

Obrazek 29: Vliv koncentrace cetrimidu a polymeru na velikost ¢astic pii pouziti

75 mg terbinafinu
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< 200 -
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Obrazek 30: Vliv koncentrace DDDMA a mnozstvi terbinafinu na velikost Castic pfi

pouziti polymeru v koncentraci 3 %
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40 A

zeta potencial [mV]

0,1
Koncentrace DDDMA [%]

B TER 25 mg
W TER 50 mg

Obrazek 31: Vliv koncentarce DDDMA a terbinafinu na zeta potencial pfi pouziti

polymeru A2 3 %

5.5 Vliv mnozstvi vnitini faze na velikost ¢astic

300

250

200 -+

Z-Av [nm]

150 -

100 -
10 15

20
Mnoistvi vnitini faze [%]

WCETO0,1%
mCET0,2%

Obrazek 32: V1iv mnozZstvi vnitini faze a koncentrace cetrimidu na velikost ¢astic pfi

pouziti 25 mg terbinafinu a polymeru v koncentraci 7 %
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6 DISKUSE

Pro formulaci nanocastic s terbinafinem byl pouzit kopolymer kyseliny mlécné
a kyseliny glykolové vétvené struktury syntetizovany stupiiovitou polykondenzacni
reakci z reakéni smési tvofené ekvimolarnim mnozstvi kyseliny mlécné a kyseliny
glykolové. Jednd se o vétveny polyester s hmotnostné stfedni molarni hmotnosti
M,, 14 400 g/mol, vétvicim pomérem g° 0,54 a teplotou skelného pfechodu T,
32,8 °C. Polyester ma koncové karboxylové skupiny, coz snizuje jeho hydrofobicitu
a zvySuje kapacitu pro vazbu 1écivych latek. V literatufe jsou pro formulaci pevnych
polymernich nanocastic nejcastéji prezentovany PLGA pod obchodnim nazvem
Resomery.®® Jsou komeréng dostupné v riiznych molarnich hmotnostech, v riiznych
pomérech kyseliny D,L-mlééné a kyseliny glykolové (50:50, 75:25 aj.)
s koncovymi karboxyly nebo hydroxyly.®

Pro enkapsulaci hydrofobnich 1é¢iv se pouziva nanoprecipitaéni metody pfi niz jsou
polymer a léCivo rozpusStény v poldrnim, s vodou misitelnym rozpoustédlem jako je
aceton, ethanol, methanol.”” Roztok je poté ptidavan do vodného roztoku povrchové
aktivni latky. Castice jsou okamzitd tvofeny pomoci rychlého rozptylu rozpoustédla.
Nanosuspenze je centrifugovana, promyvana vodou, lyofilizovdna, a to z diivodu
odstranéni organické faze a z dlvodu stabilizace nanocastic. Nanoprecipitacni
metodu ovliviluje mnoho faktorti. Kromé kvalitativniho a kvantitativniho sloZeni
vnitini a vnéjsi faze je to 1 pomér vnitini a vnéjsi faze, zplsob ptidani vnitini faze do
faze vné&j$i a rychlost miseni.

Pfedmétem studia predlozené diplomové prace byly formulacni faktory, které
ovlivituji  charakteristiky formulovanych nanocastic. Jednd se o koncentraci
polymeru, mnoZstvi pouZzitého 1é€iva a koncentrace tenzidu. Polyester kyseliny D,L-
mlééné a kyseliny glykolové vétveny na kyselin€é polyakrylové byl pouzit
v koncentracich 1%, 3 %, 5% nebo 7 %. Jako rozpoustédlo polyesteru A2
aterbinafinu byl vybran dimethylsulfoxid. Dimethylsulfoxid je rozpoustédlo
neomezené misitelné s vodou.”” Misitelnost s vodou umoZiiuje nanoprecipitaéni
metodu, protoze rozpoustédlo se po spojeni obou fazi zacne okamzité misit vodou do
té miry, Ze ztrati svoji vlastnost rozpoustédla organické faze. Ve vnéjsi vodné fazi

byly pouzity dva tenzidy — cetrimid a didodecyldimethylamonium bromid. Jedna
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se o kationtové tenzidy. Tenzidy byly pouzity pro stabilizaci nanoc¢astic. Zvysuji zeta
potencial, hodnotu -elektrostatického potencialu dvojvrstvy obklopujici ¢astici
ve vodném prostiedi. Castice s hodnotou zeta potencialu niz§i neZ - 30 mV nebo

vy§§i nez 30mV jsou povaZované za stabilni.’!

Jelikoz jsou cetrimid
a didodecyldimethylamonium bromid kationické tenzidy, dosahoval zeta potencial
kladnych hodnot. V literatuie jsou také prezentovany poloxamer 188, polysorbat
807273

V predlozené¢ praci byly nanoprecipitatni metodou ziskdny nanocastice
s terbinafinem o velikosti 120 nm az 300 nm v zavislosti na podminkéach pftipravy.
Nanocastice se nepodafilo ptipravit v piipadé pouziti DDDMA v koncentraci 0,01 %
v kombinaci s pouzitim polymeru v koncentracich 5% a 7 % (Tab. 6). SraZenina
vznikala rovnéz pii pouziti 0,2 % cetrimidu a vnitini faze v koncentraci 30 %
(Tab. 7). Polydisperzita nanocastic byla ve vSech pfipadech nizka. Pohybovala
se od 0,080 do 0,230.

Pfipravené nanocastice byly stabilni, coz dokazuji vysoké hodnoty zeta potencidlu,
které byly vzdy vyS$si nez 38 mV. Zeta potencidl byl ovlivnén pfedev§im koncentraci
a typem tenzidu. Pti pouziti cetrimidu byly hodnoty zeta potencialu v rozmezi 38 mV
az 60 mV, pfi pouziti DDDMA byly dosazeny i hodnoty vyssi. Kladna hodnota zeta
potencialu je Zadouci z hlediska adheze na pokozku a sliznice pfi topické a oc¢ni
aplikaci nano¢astic s terbinafinem.”

Vysledky ukazuji, ze pii pouziti vyS$i koncentrace polymeru se tvoii vétsi
nanocastice, coz se predpokladalo. Tento vliv je stejny pii pouzZiti riznych
koncentraci cetrimidu a riznych mnozstvi terbinafinu (viz Obr. 23).

V idedlnim pfipad¢ by inkorporace 1é¢iva do nanocastice méla zvétSovat jeji velikost
pouze minimalné. Vysledky ukazuji, Ze ¢im vice terbinafinu bylo pouZito pfi tvorbé
nanocastic, tim byly nanocastice vétsi. V1iv mnozZstvi terbinafinu byl ovSem oproti
vlivu koncentrace polymeru mnohem mensi (viz Obr. 26). S vy$§im mnoZstvim
terbinafinu rostla velikost nanocastic pii pouziti riiznych koncentraci polymeru
a tenzidu (viz Obr. 21).

Vliv na velikost ¢astic mél vybér a koncentrace tenzidu. Pfi pouziti cetrimidu bylo

dosahovano velikosti nanocastic v rozmezi od 120 nm do 270 nm. Vysledky ukazuji,

ze vysSi koncentrace cetrimidu vede ktvorb&é vétSich castic pouze u nizké
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koncentrace polymeru (viz Obr.27). V ostatnich pfipadech je vliv minimalni.
Ptipouziti didodecyldimethylamonium bromidu bylo dosahovdno velikosti
nanocastic vrozmezi od 200 nm do 300 nm. Vzorky s koncentraci 0,01 % se
v ptipadech pouziti polymeru v koncentraci 5 % a 7 % aglomerovaly. Vysledky
ukazuji, ze vyssi koncentrace didodecyldimethylamonium bromidu vedou k tvorbé
vétSich nanocastic (viz Obr. 30).

Jednim z formulac¢nich faktorti na velikost ¢astic je pomér vnitini a vnéjsi faze. Ten
byl u vétsSiny vzorki 10 : 90. Byly také vytvoreny vzorky s pomérem 15 : 85, 20 : 80
a 30:70. Vysledky ukazuji, ze ¢im vyssi je podil vnitini faze, tim vétsi jsou
nanocastice. Pii pouziti vys§i koncentrace vnitini fiaze mohou nanocastice

aglomerovat.
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7 ZAVER

Byl ovéten postup tvorby nanocastic s terbinafinem nanoprecipitaéni metodou.

Byly pfipraveny nanocastice tvofené polyesterem kyseliny D,L-mlé¢né a glykolové,
vétvenym na kyselin€ polyakrylové o velikosti 120 nm az 300 nm v zavislosti na
podminkach ptipravy. Polydisperzita nanoc¢astic byla ve vSech ptipadech pohybovala
od 0,080 do 0,230. Pfipravené¢ nanocastice byly stabilni, coz dokazuji vysoké
hodnoty zeta potencialu, které byly vzdy vyssi nez 38 mV.

Koncentrace polyesteru ve vnitini fazi se projevila jako nejvyznamnéjsi faktor
ovliviujici velikost nanocastic. S rostouci koncentraci polyesteru velikost nanoc¢astic
roste. Mnozstvi terbinafinu pouzité pii piipravé velikost nanocastic vyznamné
neovlivnilo.

Pouziti cetrimidu a didodecyldimethylamonium bromidu ve funkci stabilizatord
vedlo k ziskani stabilni nanosuspenze. Pouze pfi pouziti didodecyldimethylamonium
bromidu v koncentraci 0,0,1 % dochéazelo k aglomeraci. Mensi €astice vznikaly pii
pouziti cetrimidu nez didodecyldimethylamonium bromidu. Vliv tenzidu nema téméf
zadny vliv na velikost nanocastic, je vSak zcela nezbytny k jejich tvorbé. Velikost
nanoéastic ovlivnilo pouZité mnozstvi vnitini faze. Cim vy3si byl podil vnitini faze
na celkovém mnoZstvi nanosuspenze, tim byly nanocastice vétsi. Pii koncentraci
vnitini faze 10 %, 15 % a 20 % doSlo k tvorbé stabilnich nanocastic, zvySenim
koncentrace na 30 % doslo k aglomeraci.

Sledované formula¢ni faktory nemély vyznamny vliv na zeta potencial
a polydisperzitu nanocastic. Zeta potencial byl ovlivnén predev§im koncentraci
a typem tenzidu. Pfi pouZiti cetrimidu byly hodnoty zeta potencidlu v rozmezi
38 mV az 60 mV, pii pouziti didodecyldimethylamonium bromidu byly dosazeny
1 hodnoty vys§i. Kladnd hodnota zeta potencidlu je Zadouci z hlediska adheze

na pokozku a sliznice pfi topické a ocni aplikaci nanocastic s terbinafinem.
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