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Abstrakt

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra: Farmaceutické technologie

Kandidat: Mgr. Juraj Martiska

Skolitel: doc. RNDr. Milan Dittrich, CSc.

Konzultant: PharmDr. Eva Snejdrova, Ph.D.

Nazev disertacni prace: Medikované polymerni systémy zaloZené na vétvenych
derivatech PLGA

Tato prace je zaméfena na vyuziti origindlné syntetizovanych derivati kopolymeru
kyseliny DL-mlé¢né a glykolové (PLGA) s relativné nizkou molérni hmotnosti a linedrni,
hvézdicovou, nebo hiebenovou architekturou, perspektivnich biodegradovatelnych
nosici pro prodlouzenou ¢i cilenou distribuci 1é¢iv. Termické vlastnosti téchto polyesteril
byly hodnoceny termogravimetrickou analyzou a diferencni skenovaci kalorimetrii.
Polyestery byly vyuzity k formulaci nanoc¢éstic nanoprecipitatni metodou, kterda byla
optimalizovadna s dirazem na vybér organického rozpoustédla, koncentraci polyesteru,
rychlost miseni fazi a vybéru stabilizatoru. Po optimalizaci metody byly piipraveny
nanocastice s enkapsulovanym terbinafinem, typickym zastupcem druhé tridy klasifikace
BCS. Byly sledovany parametry jako velikost nanocastic, index polydisperzity, zeta
potencial, enkapsulacni efektivita, kapacita polymeru pro 1éCivo a morfologie Castic.
Pomoci skenovaci elektronové mikroskopie byl pozorovéan sféricky tvar nanocastic.
Hydrofobicita a koncentrace polyesteru se ukdzala jako kli¢ova ve vztahu k velikosti
nanocastic, kterd se pohybovala v rozmezi od 100 do 600 nm. Stabilita nanosuspenzi byla
demonstrovéana zeta potencidlem vys$Sim nez 25 mV a indexem polydisperzity nizSim nez
0,2. Stabilizator, kationicky tenzid didodecyldimethylamonium bromid, poskytl
nanocasticim kladny néaboj s pravdépodobnym posilenim schopnosti mukoadheze.
Vsechny formulace se vyznacovaly prodlouzenou liberaci terbinafinu po dobu nékolika
dni, s pozorovatelnymi rozdily v zavislosti na typu pouZitého polyesteru. Antimikrobidlni
potencial byl potvrzen jamkovou difuzni metodou. Testované polyestery jsou

perspektivni, origindlni a vhodné k enkapsulaci 1é¢iv.



Abstract

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
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Candidate: Mgr. Juraj Martiska

Supervisor: doc. RNDr. Milan Dittrich, CSc.
Consultant: PharmDr. Eva Snejdrova, Ph.D.

Title of Doctoral Thesis: Medicated polymer systems based on branched PLGA

derivatives

This work is focused on the use of originally synthesized poly(DL-lactic-co-glycolic acid)
(PLGA) derivatives with relatively low molar mass, and linear, star, or comb architecture
as promising biodegradable carriers for prolonged or targeted drug release systems.
Thermal properties of these polyesters were evaluated by thermogravimetric analysis and
differential scanning calorimetry. Polyesters were used for nanoparticles formulation by
nanoprecipitation method, which has been optimized with emphasis on organic solvent
selection, polyester concentration, phase mixing speed, and stabilizer selection. After
method optimization, nanoparticles with encapsulated terbinafine, a typical drug of the
BCS class II, were prepared. Multiple parameters such as particles size, polydispersity
index, zeta potential, encapsulation efficiency, loading capacity, and morphology were
monitored. Spherical morphology was observed using scanning electron microscopy. The
hydrophobicity and the polyester concentration revealed the main impact on the
nanoparticles size ranging from 100 to 600 nm. The stability of the nanosuspensions were
demonstrated by zeta potential higher than 25 mV, and polydispersity index values lower
than 0.2. Cationic surfactant didodecyldimethylammonium bromide as stabilizer gave the
nanoparticles high positive surface charge with probability of enhancing the adhesion to
the mucosal surfaces. All formulations provided sustained release of terbinafine for
several days, with observable differences depending on the type of polyester used.
Antimicrobial potential has been proven by agar-well diffusion method. Examined

polyesters are perspective, original, and suitable for drug encapsulation.
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1 Seznam zkratek

ZKkratka Vyznam

ACN acetonitril

AFM mikroskopie atoméarnich sil

API aktivni farmaceuticka substance

Bak® polyamidy vyvinuté firmou Bayer

BCS biofarmaceuticky klasifikacni systém 1éciv
Biomax® kopolymery ethylenu vyvinuté firmou DuPont
BSE zpétné rozptylené elektrony

CA acetat celulosy

CFM mikroskopie chemickych sil

CFU jednotky mikroorganismu tvofici kolonie
CTAB cetrimonium-bromid (Cetrimid)

CTAC cetrimonium-chlorid

DDAB didodecyldimethylamonium bromid
DLS dynamicky rozptyl svétla

DMK dimethylketon (aceton)

DMSO dimethylsulfoxid

DSC diferen¢ni skenovaci kalorimetrie

DTA diferen¢ni termicka analyza

EE enkapsula¢ni efektivita

EFM mikroskopie elektrostatickych sil

EMA Evropska lékova agentura
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Zkratka Vyznam

EtOH ethanol

FDA Americky urad pro kontrolu potravin a 1é¢iv

GA kyselina glykolova

HA kyselina hyaluronova

HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie

IUPAC Mezinarodni unie pro €istou a uZitou chemii

K Kelvin, jednotka Termodynamickeé teploty dle Mezinarodniho systému
KFPM mikroskopie povrchového potencidlu

LA kyselina mlécna

LC kapacita polymeru pro 1é¢ivo (hmotnostni podil 1é¢iva v nanocasticich)
LDE Laserova dopplerovska elektroforéza

M3 technika méfeni zeta potencidlu ve smiSeném rezimu obraceni pole
MALS vicethlova detekce rozptylu svétla

MeOH methanol

MIC minimalni inhibi¢ni koncentrace

MFC regulator hmotnostniho pritoku plynu

MFM mikroskopie magnetickych sil

NP nanocastice

NTA analyza trajektorie nanocastic

PAA kyselina polyakrylova

PALS fazova analyza rozptylu svétla

PBAT polybutylen adipat tereftalat

PBCA polybutylkyanoakrylat
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Zkratka Vyznam

PCL polykaprolakton

PCS fotonova korela¢ni spektroskopie

PdI index polydisperzity

PDLGA poly(D-laktid-co-glykolid), kopolymer kyseliny D-mlécné a glykolové
PGA kyselina polyglykolova

PHA polyhydroxyalkanoat

PHB polyhydroxybutyrat

PLA kyselina polymlécna

PLGA poly(DL-laktid-co-glykolid), kopolymer kyseliny DL-mlécné a glykoloveé
PLGA/A poly(DL-laktid-co-glykolid) vétveny na kyselin€ polyakrylové
PLGA/D poly(DL-laktid-co-glykolid) vétveny na dipentaerythritolu

PLGA/T poly(DL-laktid-co-glykolid) vétveny na tripentaerythritolu

PLLGA poly(L-laktid-co-glykolid), kopolymer kyseliny L-mlé¢né a glykolové
PMMA polymethylmethakrylat

PP polypropylen

PRINT® litograficka technika produkce ¢éstic na nesmacivé matrici

PVA polyvinylalkohol

PVP polyvinylpyrrolidon (Povidon)

QELS metoda kvazielastického rozptylu svétla

rpm otacky za minutu

sCMOS doplitkovy polovodi€ na bazi kovu a oxidu pro védecké tcely

SD smérodatna odchylka

SDS dodecylsiran sodny
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Zkratka Vyznam

SE sekundarni elektrony

SEC rozmérové-vylucovaci chromatografie
SEM skenovaci elektronova mikroskopie
SLN pevné lipidové nanocastice

SLS laserova difrakce (staticky rozptyl svétla)
SPM sondova mikroskopie

STM rastrovaci tunelovd mikroskopie

TEM transmisni elektronova mikroskopie
TER terbinafin

Tt teplota viskdzniho toku

T, teplota skelné¢ho pfechodu

TG termogravimetrie

TGA termogravimetricka analyza

Tm teplota tani

UV-VIS ultrafialova a viditelna oblast svétla
VS vétvici slozka

XRD rentgenova difrak¢ni analyza

VA Y zeta potencial
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2 Cile prace

Cilem teoretické ¢asti bude zpracovat informace o biodegradovatelnych polymerech

vyuzitelnych v medicing€, zejména pak o kopolymeru kyseliny DL-mlécné a glykolové

(PLGA), s dirazem na jeho vyuziti jako nosic¢e 1éCiv. Teoretickd cast se bude vénovat

medikovanym polymernim nanocasticim, jejich vlastnostem a metodam jejich

charakterizace.

Experimentalni ¢ast prace bude zaloZené na vyuziti ¢tvetice pfedem syntetizovanych

derivati PLGA s rGznou architekturou a vlastnostmi. Hlavnim cilem bude vyuZit tyto

polyestery k formulaci medikovanych nanocastic.

Konkrétni cile budou predevsim:

o

o

Zjisténi termické stability a teplot skelného ptechodu jednotlivych polyestert.
Vybér vhodné metody piipravy polymernich nanoc¢astic a jeji optimalizace.
Formulace kladn€¢ nabitych polymernich nanocéstic s enkapsulovanym
terbinafinem.

Charakterizace nanocastic z hlediska velikosti, disperzity, zeta potencidlu,
stability a morfologie.

Sledovéani vlivu formulac¢nich faktorh na vlastnosti nanocastic a porovnani
vyhodnosti testovanych polyester.

Zjisténi enkapsulacni efektivity a kapacity polymeru pro 1é¢ivo.

Studium liberace terbinafinu z polymernich nanocastic s cilem dosazeni
prolongovaného uvoliovani.

Ov¢éreni antimikrobidlni efektivity nanocastic s terbinafinem.
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3 Uvod

Jednim ze soucasnych trendl v oblasti moderni terapie je pozadavek na bezpecna
1€¢iva, cilené plisobici v misté potieby a nepodléhajici rychlé eliminaci. Farmakokinetika
samotnych 1€¢iv jim obvykle nedovoluje ptiblizit se k témto pozadavkiim. V ptipadé, ze
v souCasnosti bézné 1ékové formy neposkytuji vyrazné zlepSeni, je zajimavym
technologickym feSenim vyuziti polymerti jako nosici téchto 1éCiv. Polymery jsou
schopné proptijCit svoje unikatni vlastnosti navazanému lécivu a vyrazné tak ovlivnit
vyslednou farmakokinetiku. K témto ucelim se pouzivaji zejména biodegradovatelné
polymery, které poskytuji Siroké aplikacni moZnosti na zéklad¢ variability jejich

vlastnosti, zejména doby degradace.

Mezi nejpouzivanéjsi biodegradovatelné polymery v mediciné fadime kopolymery
kyseliny mlécné a glykolové (PLGA), které jsou obecné povazované za bezpecné a jejich
pouziti v humanni medicin€ je schvaleno pfisluSnymi mezinarodnimi autoritami. Jejich
vyuziti v chirurgii ve formé Siciho materialu nebo implantatl je dnes jiz béznou praxi.
Probihaji vSak intenzivni studie s cilem SirSiho vyuziti PLGA v oblasti farmakoterapie.
K nejdiskutovanéjSim moznostem patii formulace medikovanych nanocastic. Pro tcely
formulace nanocastic vSak maji komercéné¢ dostupné PLGA casto prili§ vysokou
hydrofobicitu ¢i vykazuji nevhodny profil liberace enkapsulovaného léciva. Jednou
z cest, jak vylepsit vlastnosti PLGA pro ucely distribuce 1€¢iv, muze byt modifikace jeji
architektury pomoci vétveni v pribéhu syntézy, nebo syntéza PLGA s nizsi moléarni

hmotnosti.
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4 Teoreticka Cast

4.1 Polymery v mediciné

oy ee

rostlinnych polysacharidii k urychleni hojeni ran alécby celé tady nemoci, Cci
sofistikované vyuziti hedvabi jako Sictho materidlu, datujici se do obdobi starovéku,
nachazeji své misto 1 v dneSni moderni terapii [1-4]. Po nastupu oboru polymerni chemie
pocatkem 20. stoleti bylo brzo ziejmé, Ze noveé produkované syntetické polymery najdou

Siroké uplatnéni v riznych odvétvich, medicinu nevyjimaje [5].

Prvnim zdokumentovanym piipadem pouziti syntetického polymeru v terapii je
vyroba intraokuldrni ¢oc¢ky z polymethylmethakrylatu (PMMA) [6]. V souasnosti se
polymery pro biomedicinskou aplikaci vybiraji hlavné na zaklad¢ jejich biostability
polyamidii, polyesterti, polyanhydridfi, polyorthoesteri, polyamidoaminti a poly(p-
aminoestert) [7]. Tyto polymery se rovnéz oznacuji jako tzv. chytré polymery (smart
polymers). Jsou schopny reagovat na vné&js$i stimuly, coz se projevi zménou
fyzikéalné-chemickych vlastnosti. Stimulem miize byt teplo, pH, svétlo raznych vinovych
délek, magnetické nebo elektrické pole, a nebo piritomnost specifickych biologickych
molekul [8]. Chytré polymery nasly uplatnéni v oblasti tkdfiového inzenyistvi, v chirurgii,
v diagnostice, jako nanonosic¢e pro cilenou distribuci 1€¢iv a pii bioseparaci a dalSich

biotechnologickych operacich [9, 10].

4.1.1 Biodegradovatelné polymery

Biodegradovatelnymi polymery se rozumi polymery, které jsou schopné degradovat
na slouceniny o niz§i moladrni hmotnosti plsobenim biologickych vlivi, naptiklad
enzymil ¢i mikroorganizmu [11, 12]. MiiZeme je rozdé€lit do n€kolika skupin [13], které
jsou uvedeny v Tabulce 1. Degradace probihd rozSt€penim fetézcl,, uvolnéné fetézce
nasledné formuji oligomery a finaln€ monomery. Postupné odstépovani téchto oligomerti
a monomertl znamena ztratu hmoty. Tento privodni jev degradace se nazyva eroze [12,
14]. Oba tyto procesy jsou extrémné zavislé na vlastnostech polymeru, hlavné molarni

hmotnosti a architektufe, a jejich rychlost se miize markantné liSit. Naptiklad degradace
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ligninu miZze trvat roky, kdezto mnoho polysacharidi kompletné degraduje v rozmezi

hodin [11]. V ptipad¢ proteinii mize byt degradace i mnohem rychlejsi [15].

Pokud uvazujeme nad vyuzitim biodegradovatelného polymeru v terapii, je ziejmé,
ze proces degradace bude probihat in vivo. Polymer proto musi byt v aplikované davce
biokompatibilni, v§echny jeho degradacni produkty musi vykazovat netoxicky charakter
a schopnost eliminace klasickymi metabolickymi cestami [16]. Je vSak potieba uvést, ze
biokompatibilita neni pouze vlastnosti konkrétniho materidlu, ale zavisi ina stavu
biologického prostiedi a jeho schopnosti tolerovat specifické interakce mezi polymernim
nosicem, léCivem a tkédni [17]. Mezi polymery, které tyto pozadavky spliiuji nejlépe, patii
napiiklad pfirodni polymery kyselina hyaluronova a chitosan. V oblasti syntetickych
polymerii dominuje skupina polyesterii strukturné¢ odvozenad od a-hydroxykyselin, ve
které maji nenahraditelné misto kyselina polymlééna (PLA) ataké kopolymer

kyseliny mlé¢né a glykolové (PLGA) a jejich derivaty [16, 18].

Tabulka 1 Pfehled biodegradovatelnych polymert a ptiklady vyznamnych zastupci.

Alifatické polyestery
PLA, PLGA, PCL

Aromatické kopolyestery

Hydrolyzovatelny PBAT, Biomax®
Polymery hlavni fetézec Polyamidy a polyesteramidy
z ropnych Bak®
zdrojti Polyuretany
Polyanhydridy
Uhlikovy Vinylové polymery
hlavni fetézec PVA, Polyakrylaty
S aditivy Polyolefiny
Zvireci
. Kolagen, Zelatina
Proteiny Rostlinné
PFirodni Cluten
Polymery z Z morskych zdroju
obnovitelnych Polysacharidy Chitin, C.h 'to‘?an
droitl vRostllnn.e ,
Zdro) mod. Skrob, Alginat, CA
Semisyntetické
Bakterialni LA
Mikrobialni Polyestery
Xanthan, HA PHA, PHB
Skrobové
Smési mod. $krob+PCL/PVA/PLA
polymert Ostatni

PLA+PCL, PCL+Chitosan

mod.: modifikovany
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4.2 PLGA

Kopolymery kyseliny mléné a glykolové, obecné znacené jako PLGA, zaujaly
pfedni misto mezi vychozimi materialy pro biomedicinské vyuziti, ato na zakladé
vyborné biokompatibility, biodegradability a absorbce 1 metabolizace ptirozenymi
cestami [19]. Tyto vlastnosti preduréuji PLGA k pouziti v terapii, coz je podtrzeno
schvalenim jeho pouziti pro humanni aplikaci mezindrodnimi autoritami EMA a FDA
[19-21]. Pouziti PLGA se v poslednich letech vyrazné rozsifilo nejen v oblastech
chirurgie a ortopedie, kde se vyuZiva jiz od Sedesatych let 20. stoleti [22], ale také
v nov¢jsich odvétvich tkanového inzenyistvi a hlavné v oblasti systém s fizenou a/nebo
cilenou distribuci 1é¢iv, kde se jiz PLGA povaZzuje za ,,zlaty standard* [16, 23]. MozZnosti
vyuziti PLGA v této oblasti zahrnuji formulaci tuhych disperzi, tenkych filmu, in situ
formovatelnych implantati ¢i mikro- ananocastic [24]. Moznost Upravy molarni
hmotnosti ajeji distribuce, architektury polymeru, ale také poméru monomert,
tedy mlécné a glykolové kyseliny, ¢ini zPLGA velmi univerzalni polymery

s modifikovatelnymi vlastnostmi [25].

4.2.1 Struktura PLGA

PLGA strukturné fadime mezi linearni kopolymery, skladdajici se znahodné
uspotadanych monomert kyseliny mlééné (2-hydroxypropanové) a kyseliny glykolové
(2-hydroxyethanové), dvou chemicky nejjednodussich a-hydroxykyselin, pfirozené se
vyskytujicich v lidském organizmu [26, 27]. Pomér téchto monomerti mize byt razny.
Znaceni se pak odviji podle jejich mnozstvi v pritbéhu polymerizace a uvadi se jako jejich
pomeér, pricemz jako prvni se pisSe kyselina mlé¢na. Naptiklad, znaceni PLGA 75:25 znaci
kopolymer slozeny ze 75 % kyseliny mlécné a 25 % kyseliny glykolové [19, 26].
V nazvoslovi hraje roli také fakt, Ze kyselina mlécnd patii mezi chiralni latky obsahujici
asymetricky a-uhlik, vyskytuje se tedy ve formé dvou rtiznych enantiomert. Jeji znaceni
1 se znacenim stereodeskriptory R a S. Levoto¢ivy enantiomer proto zna¢i L-(+)-mlé¢nou,
resp. (S)-mlécnou kyselinu a pravoto¢ivy enantiomer D-(—)-mlécnou, resp. (R)-mlé¢nou
kyselinu. V pfipadé¢ pouziti zkratky PLGA jsou proto oba optické antipody
kyseliny mlé¢né zastoupené ekvimoldrné, lze se vSak setkat ise zkratkami PLLGA

a PDLGA, znamenajicimi vyskyt pfislu§nych izomeri [28].
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Z hlediska struktury PLGA je nepochybné dilezita také koncova skupina. Molekula
muze byt zakonCena esterovou nebo karboxylovou skupinou. Tyto volné koncové
skupiny Ize vyuzit napiiklad pro chemickou modifikaci PLGA, modifikaci degradace ¢i
vazbu léCiva. Zakonceni esterovou skupinou se projevi vyssi hydrofobicitou, molekula je
proto ve vodném prostiedi odolngj$i vici degradaci [26, 29]. Volné karboxyly Ize
s vyhodou vyuzit pro vytvoreni kovalentni amidové vazby s lé¢ivem obsahujicim
aminovou skupinu a zabezpecit tak del$i dobu uvolnovani 1é¢iva a vyss$i miru korelace

s linearnim modelem liberace [30].

HO O

O

Obrazek 1 Schematické znazornéni struktury PLGA.
x znaci pocet jednotek kyseliny mlé¢né, y znac¢i pocet jednotek kyseliny glykolové.

4.2.2 Syntéza PLGA

Existuji riizné postupy syntézy PLGA, pficemz jejich procesni parametry i pomeér
reaktanti vyrazné ovliviuji fyzikalné-chemické vlastnosti vysledného produktu [31].
Jednou z moZnosti je polymerizace za otevieni kruhu pii vyssi teploté (130 °C az 220 °C).
V tomto piipadé jsou reaktanty laktid a glykolid, cyklické diestery kyseliny mlécné, resp.
glykolové. Reakce probihd za katalyzy kovovym katalyzatorem. PouZivaji se naptiklad
alkoxidy cinu, isopropoxid hlininy a hlavné 2-ethylhexanoat cinaty, ktery je vysoce
efektivni, dobfe dostupny a v nékterych zemich dokonce schvaleny jako nepiimé
potravinarské aditivum. Nevyhodou vSak mizZe byt pomérné vysokd molarni hmotnost

produktu a potencidlni riziko toxickych rezidui z katalyzatort [32-35].

PfidruZzenou metodou je polymerizace enzymatickym otevienim kruhu pomoci
lipasy. VyuzZiti enzymu je =z toxikologického hlediska mnohem pfijateln&j$i nez

katalyzace slouceninou tézkého kovu, obzvlast€¢ pokud uvazujeme o biomedicinské
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aplikaci. Reakce je rovnéz bezpecna, jelikoz probihd za mirnych reakénich podminek.
Charakteristikou této syntézy je produkce PLGA o relativné nizké molarni hmotnosti, coz
muze byt vyhodné, pokud uvazujeme o cilené a fizené distribuci 1é¢iv. Nevyhodou tohoto
typu syntézy je jeji dlouhy pribéh, zplisobeny vyrazné limitovanou rychlosti otevirani

kruhu lipasou [19, 36].

Dalsi moznosti je tzv. roztokova polykondenzacni reakce, pii které se smisi roztoky
monomerd. Rozpoustédlem je v tomto ptipad€ voda, pii které odpada riziko toxicity a je
lehce odstranitelna. Reakce probiha pfti teploté vyssi nez 120 °C a za nizkého tlaku, aby
se postupné docililo pottebného bezvodého prosttedi. Touto metodou lze ptipravit PLGA

o relativné nizké molarni hmotnosti, nizsi nez 10 000 g/mol [37, 38].

V ptipadé¢ potieby PLGA svys§i molarni hmotnosti Ize pouzit piimou
polykondenzac¢ni reakci, pii které reaguji kyseliny mlééna a glykolova v azeotropnim
prostfedi difenyletheru za pfitomnosti katalyzatoru. Problémem je vSak nutnost
zdlouhavého precistovani precipitovaného polymeru, zahrnujici pouziti dalSich
organickych rozpoustédel jako chloroform a methanol v pribéhu procesu. Syntéza je
proto drahd, s rizikem nebezpecnych rezidui [39, 40]. Tyto limitace ¢astecné odstranuje
tzv. ptimé polykondenzace tavenim, pii které jiz neni nutné pouzivat difenylether, pro

dosazeni vysSich molarnich hmotnosti je vSak nutny kovovy katalyzator [28, 41].

B
AQ 00
Yoo X X
OH 0~ =0
Co D

0.0
Ao LT

Obrazek 2 Mozné reaktanty pii syntéze PLGA. Kyselina mlé¢na —
2-hydroxypropanova (A), Laktid — cyklicky diester kyseliny mlécné (B), Kyselina
glykolova — 2-hydroxyethanova (C), Glykolid — cyklicky diester kyseliny glykolové (D)
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4.2.3 Vlastnosti PLGA

Dulezitou vlastnosti PLGA z hlediska zpracovatelnosti je jeji dobra rozpustnost
v Siroké Skale organickych rozpoustédel. Rozpustit ji lze naptiklad v acetonu,
ethylacetatu, tetrahydrofuranu, chlorovanych uhlovodicich ¢i dimethylsulfoxidu [16, 42].
Ve vodném prostiedi degraduje hydrolyzou esterovych vazeb [43]. Molarni hmotnost
dosahuje v ptipad¢ PLGA velmi variabilnich hodnot. Rozmezi molarnich hmotnosti (M)

komeréné dostupnych PLGA je v soucasnosti od 7 000 g/mol az po 240 000 g/mol [44].

Kromé molarni hmotnosti ma na fyzikalné-chemické vlastnosti vyrazny vliv také
zastoupeni monomerd. Pfitomnost methylové skupiny v molekule kyseliny mlééné se
projevi vys$si hydrofobicitou v porovnani s kyselinou glykolovou. ZvySovani podilu
kyseliny mlé¢né v molekule PLGA se proto projevi vyssi celkovou hydrofobicitou, nizsi
schopnost absorbovat vodu pak zplisobi pomalejsi degradaci. Tento efekt vSak plati pouze
pi1 koncentraci kyseliny mlé¢né v rozmezi 50 % az 100 % (Cistda PLA). ZvySeni obsahu
kyseliny glykolové v PLGA nad 50 % zptsobi narist krystalinity polymeru, coz pievysi
nad efektem niZz8i hydrofobicity ve vztahu k degradaci, kterd se zpomali. Nejrychleji
proto bude probihat degradace v piipadé¢ PLGA 50:50, tedy pfi ekvimolarnim zastoupeni

obou monomert [45, 46].

PLGA muze byt v kompletné amorfni formé¢, ale také ve vysoce krystalické formé.
Krystalinita pfimo ovliviiuje mechanické vlastnosti, bobtnani i schopnost hydrolyzy,
ktera je zékladem degradace [47]. VySe uvedeny obsah kyseliny glykolové patii mezi
rozhodujici faktory krystalinity. Podle pavodnich studii lze amorfni stav PLGA
doséhnout jiz pfi obsahu kyseliny glykolové niZsi nez 70 % [46, 48], néktefi autofi vSak
uvadéji jiné hodnoty [13], pifipadné parafrazuji pivodni studie chybné [21]. K
prehlednosti této problematiky nepfispiva ani to, Ze stupen krystalinity a také bod tani
PLGA je pfimo zavisly na molarni hmotnosti. Vyslednou krystalinitu PLA i PLGA
ovliviiuje také opticka aktivita kyseliny mlécné. Pouziti jejiho L-enantiomeru se projevi
vysokou pravidelnosti polymerniho fetézce a semikrystalickym stavem. Naopak, pouziti
racematu zvysuje Sanci dosazeni amorfniho stavu [47]. Amorfni stav je pro inkorporaci

v

1é¢iv vhodnéjsi, jelikoZ zajisti rovnomérnéjsi dispergaci 1é€iva v polymeru [29, 46].
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Dulezita je rovnéz teplota skelného prechodu (7). Ta iv ptipad¢ linearni PLGA
o relativn€ nizké molarni hmotnosti dosahuje hodnot vyssich nez 37 °C. To znamena, Ze
za béznych podminek se jednd o pevné latky. 7, klesd s klesajicim obsahem

kyseliny mlé¢né a roste se zvysujici se molarni hmotnosti [49, 50].

4.2.4 Vétvené derivaty PLGA

Moznosti biomedicinského vyuziti PLGA jsou $iroké a vyrazné se lisi v zavislosti na
molarni hmotnosti. Vysokomolekularni PLGA s nékolikamési¢ni dobou degradace se
daji s vyhodou vyuzit naptiklad v ortopedii [51]. Naopak, pro formulaci systému
s cilenou a fizenou distribuci jsou vhodné zejména PLGA s niz§i molarni hmotnosti, kvuli
jejich rychlejsi degradaci pohybujici se v rozmezi hodin az dni [19]. Samotny proces
degradace je z terapeutického hlediska zajimavy, jelikoz vede k pozvolnému uvoliiovani
kyselych monomert, které mohou znatelné ovlivnit pH mikroprostiedi. Tato redukce pH
muze napiiklad zvysit rozpustnost 1€Civ, které jsou rozpustnéjsi v kyselejSim prostiedi,

nebo podpofit proces hojeni pfi topické aplikaci [52, 53].

Dalsi moznosti jak potencidlné zlepSit vlastnosti PLGA pro pouziti jako nosice
1é¢iv je vétveni jejich polymerniho fetézce pouzitim vétvicich monomert v pribéhu
syntézy. Vybérem vétviciho monomeru a jeho koncentraci 1ze zménit architekturu PLGA,
coz se projevi 1zmeénou fyzikalné-chemickych vlastnosti. Moznych typi vétvenych
polymerti je hned n€kolik. Tzv. hvézdicovy polymer je charakterizovany jedinym bodem
vétveni, kterym je samotnd molekula vétviciho monomeru, ze kterého vychazeji linearni
fetézce. Roubovany (graftovy) polymer ma hlavni fetézec, na ktery jsou navazané
postranni fetézce jiného chemického slozeni. Jednd se otyp segmentovaného
kopolymeru, PLGA zde proto mize zastdvat pouze funkci hlavniho fetézce nebo
postrannich fetézcti. Dal§imi typy vétvenych polymeri jsou hiebenové a kartacové, které
jsou si vzajemné podobné. Oba typy maji na hlavnim fetézci nékolik vétvicich bodd,
pravidelné nebo nepravideln¢ vzdélené, ze kterych vychazeji postranni fetézce. V piipadé
hiebenového vétveni tyto postranni fetézce smefuji pouze jednim smérem. Mezi vysoce
vétvené polymery fadime dendritické a hypervétvené polymery. V obou piipadech nelze
rozliSit hlavni fetézec od postrannich, vétvici body jsou vnotfené v celé strukture.
Odlisnosti je pravidelny, kaskadovity charakter v pfipad€ dendritickych polymerti oproti
ndhodnému vétveni hypervétvenych polymert [54-56]. Struktury jsou graficky

znazornény na Obrazku 3.
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Vétveéné derivaty PLGA mohou byt vyhodné z nékolika divodii. VEtvenim se nasobi
pocet koncovych skupin, které mohou vyrazn¢ ovlivitovat fyzikalné-chemické vlastnosti
nosice a vazat nckterd 1éCiva (viz kapitola 4.2.3). Vyrazné vyss$i pocet hydrofilnich
koncovych karboxyla ¢i hydroxyla zaroven snizi celkovou hydrofobicitu polymeru, coz
vede ke zrychleni degradace a také zvyseni biomimetiky finalni 1€kové formy, obzvlasté
v piipadé ¢asticovych systému [57]. Zlepsit Ize také tfifazovy disoluéni profil 1€civa,
typicky pro linearni nemodifikovanou PLGA. Vétvenim Ize docilit pozvolnéjsi liberaci
inkorporovaného 1éc¢iva a méné vyrazny ,burst” efekt [58]. Rozvetvend struktura a nizsi
hydrofobicita vétvenych PLGA je také predpokladem vybornych mukoadhezivnich
vlastnosti [59].

Vétvenim lze také dosdhnout nizSich hodnot vnitini viskozity. Pravdépodobnost
vzajemného proplétdni makromolekul je nepfimo umeérna stupni jejich vétveni. Pii
vysoké hustoté vétvicich bodi maji polymerni klubka kompaktnéjsi charakter. Vétveny
polymer ma proto vZdy niZsi vnitini viskozitu neZ jeho linearni analog, cozZ lze s vyhodou

vyuzit pti formulaci polymernich nosici a jejich aplikaci [54].
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Obrazek 3 Typy vétvenych polymeril. Hvézdicovy (A), roubovany (B), hiebenovy (C),
kartacovy (D), dendriticky (E), hypervétveny (F). Cervené kulicky reprezentuji vétvici
body, modré¢ a zelené kiivky znazornuji polymerni fetézce.

4.3 Nanonosice

Nanomedicina, jedna znovych arychle se rozvijejicich obord, vyuziva
nanotechnologie pro zlepSeni zdravotni péce ainovaci v oblasti 1éCivych piipravkd.
Hlavnim néstrojem nanomediciny k dosazeni tohoto cile jsou nanonosi¢e. Ty jsou
vyrobeny z biokompatibilnich materiali s nizkou toxicitou. Casto také vykazuji vysokou
selektivitu vii¢i nemocnym tkanim a prodlouzenou dobu cirkulace v organismu. Zékladni
déleni nanonosicl je na zakladé€ jejich tvaru a struktury a mezi hlavni typy patii micely,
nanokrystaly, dendrimery, uhlikové nanotrubicky, nanovldkna, kvantové tecky

a nanocastice, kterym se budeme vénovat blize [60, 61].
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Nanocastice jsou obvykle definovany jako pevné kolidni Castice s primérem
v rozmezi 10 az 1000 nanometrt. Prave jejich velikost a s tim spojeny obrovsky povrch
jim umoznuji dosahovat jejich unikatnich fyzikalné-chemickych vlastnosti. Diky tomu
nachazeji uplatnéni v Siroké Skéle odvétvi veetné mediciny [62, 63]. Mizeme je dale
rozd¢lit na zaklad¢ jejich struktury, specifickych vlastnosti, tvaru a velikosti na tfi hlavni
skupiny. Anorganické nanocéstice, ke kterym fadime napiiklad kovové nanocastice
a pribuznou skupinu magnetickych nanocastic, nebo nanocastice mezoporézniho oxidu
kfemicitého. Skupina lipidovych nanocastic zahrnuje lipozomy, niozomy a pevné

lipidové nanocastice (SLN). A konec¢n¢, polymerni nanocastice [60, 64, 65].

4.3.1 Polymerni nanocastice

Termin polymerni nanocastice lze obecné pouzit pro vSechny typy nanocasticich
strukturné zaloZenych na polymerech, nej€astéji pro nanokapsule a nanosféry.
Nanokapsule maji vezikularni strukturu, obvykle s kapalnym jadrem, které je uzaviené
v polymeru. Nanosféry jsou tvofeny homogenni polymerni matrici, ve které mohou byt
jiné molekuly zachyceny, piipadné adsorbovany na jejich povrchu. V sou€asnosti jsou
polymerni nanocéstice vyuzivané jako nosice 1é¢iv hlavné pro jejich relativné jednoduchy
design, dobrou biokompatibilitu a vysokou variabilitu. Tyto vlastnosti z nich délaji
idealni kandidaty pro moderni distribuci vakcin, specifickou protinadorovou terapii
a fizenou distribuci 1éCiv rizného charakteru, v souladu s vybérem typu polymeru

a schopnosti upravit liberaci [61, 65].

A B

Obrazek 4 Znazornéni dvou typt polymernich nanoc¢astic. Nanosféra s 1é¢ivem
adsorbovanym na povrchu i zachycenym v matrici (A); Nanokapsule obsahujici 1é¢ivo
v jadie (B). Obrdzek upraven dle El-Saye et al. [61].
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Pro formulaci nanoc¢astic se vyuzivaji dva zékladni principy. Prvnim je ,,top-down®,
¢ili shora dold, pfi které jsou nanocastice formovany z disperze polymert. Princip
,bottom-up®, zdola nahoru, zna¢i formulaci nanocastic v pribehu polymerizace
monomerd [66-69]. S vyrazy ,,top-down* a ,,bottom-up* se vsak lze neméné¢ Casto setkat
1 v jiné souvislosti. Termin ,,top-down* se mtize také vztahovat na jakykoliv proces nebo
technologickou operaci, pii které dochazi k redukci velikosti ¢astic, a na druhou stranu
,bottom-up® zna¢i postupny narGst velikosti ¢astic vlivem jejich formovani
z individualnich molekul [65, 70-72]. Na obou téchto zakladnich principech je zaloZeno
nékolik konkrétnich metod ptipravy, které shrnuje Obrazek 5. Vybér konkrétni metody
z4visi predevsim na pozadovanych parametrech vyslednych nanocéstic, hlavné velikosti
a povrchovém néboji, ale také typu rozpoustédla, polymeru av neposledni fadé

1 zamySlené metod¢ aplikace [66, 67].

Blize bude popsana metoda nanoprecipitacni, zndma také jako metoda piremisténi
rozpoustédla [73]. Kviili nejednotnosti v terminologii, vysvétlené v pfedchozim odstavei,
byva tfazend jak mezi ,,top-down* metody [66, 68], tak 1 mezi ,,bottom-up* metody [74,
75]. Jedna se o relativné jednoduchou metodu, umoznujici rychlou formulaci nanoc¢astic
schopnych enkapsulovat hydrofobni i hydrofilni molekuly, coz z ni dé¢la vhodnou metodu
k tvorbé medikovanych nanocastic se Sirokou moznosti vybéru 1écCiva. Pii této metod¢ se

mozné vyuzit i pfirodni polymery.

Mezi nimi maji dominantni postaveni biodegradovatelné polymery jako PCL, PLA
a hlavné PLGA. Za zminku stoji také PHB a PBCA, které se v poslednich letech
v literatufe objevuji pomérné cCasto. Z nebiodegradovatelnych zastupci se pouzivaji
hlavné polymery s obchodnim nazvem Eudragit®, zahrnujici $irokou $kalu kopolymerti

na bazi polymethakrylatu [63, 76, 77].

Nanoprecipitace je zaloZzend na principu depozice polymeru na mezipovrchovém
rozhrani pfi ptrechodu rozpoustédla z vnitini (organické) faze do faze vné&jsi (vodné).
Polymer je rozpustény v organickém rozpoustédle, které je misitelné s vodou. Nejcasté&ji
se pouziva aceton, ethanol, hexan, dichlormethan, dioxan, acetonitril a dimethylsulfoxid.
V rozpoustédle lze rozpustit ilécivo. Takto vznikld fidze se nazyva vnitini, neboli
organicka, kterd se najednou (one-pot) nebo po kapkach (dropwise) smisi s tzv. vnéjsi,

neboli vodnou fazi. Vnéjsi faze je tvofena rozpoustédlem, ve které neni polymer
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rozpustny, Casto s pridavkem povrchové aktivni latky nebo polymerniho stabilizatoru,
které maji za ukol stabilizovat nové vzniklou nanosuspenzi. Ta vznikne na principu rychlé
difuze organického rozpustédla do vnéjsi faze, vedouci ke snizeni mezifazového napéti,
zvétSeni povrchu a formulaci nanocastic z polymeru, ktery je schopny v prubéhu
precipitace enkapsulovat 1é¢ivo [63, 73, 78]. Zmény mezifazového napéti mezi
organickym rozpoustédlem a vnéjsi fazi, umoziujici tento proces, popisuje dlouho znamy

Marangoniho efekt [79].

Polymer
Nanokapsule Nanosféry
Syntetické polymery Syntetické/pfirodni polymery ; §
E
-3
e s
Me2|faz.ova Nanoprecipitace Emulgace Koacervace -
depozice P2
] ':
/\ -
Emulzné-difuzni Emulzné-evaporacni
metoda metoda
Polymerni nanocastice
Mezifazova Molekularni Mezifazova ‘ .
polymerizace inkluze polykondenzace Emulzni polymerizace .
-
/ -]
i A,
\—\-/ E i
Nanokapsule Emulgace P 3
/ -
-]
Nanosfery : 2
i

Monomery

Obrazek 5 Metody piipravy polymernich nanocastic.
Obrazek vytvoren dle predlohy od Krishnaswamy et al. [66].
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4.4 Charakterizace polymernich nanocastic

Polymerni nanocastice lze charakterizovat riiznymi parametry. Kromé typu pouzitého
polymeru patii mezi nejdalezitej$i charakteristiky velikost nanocastic, jejich tvar,
polydisperzita, povrchovy naboj obvykle vyjadieny jako hodnota zeta potencialu, ale také
parametry souvisejici s inkorporovanym lé¢ivem jako naptiklad enkapsulacni efektivita

¢i kapacita polymeru pro 1é¢ivo [80, 81].

4.4.1 Velikost a tvar

Mezi klicové vlastnosti polymernich nanocastic patii kromé biodegradability také
ucinné cileni na specifické tkan€ a bunky azamezeni rychlé clearence, aby byla
zachovana dostateCnd doba setrvani v misté ucinku. Doba cirkulace, moZnost cileného
pusobeni a schopnost ptfekondvat biologické bariéry mize do znaéné miry zaviset na
velikosti a tvaru nanocastic. Velikost a tvar ovliviiuji transport nanoc¢astic v organismu,
naptiklad prichod kapilarami, ale také proces endocytdzy. Tvar nanocastic uruje i pomer
plochy a objemu, coz muze ovlivnit degradaci nanocastic. Tvarem i pomérem stran Ize
také pfimo ovlivnit jejich dynamiku marginalizace, neboli bo¢ni posun ¢astic smérem ke
sténé cév, ale 1 jejich interakci s buiieCnymi strukturami. Z toho vyplyva, ze tvar hraje
u nanocastic dalezitou roli a mize znacné ovliviiovat distribuci 1éCiva a kinetiku jeho
uvolfiovani. Relativné nové, zejména litografické techniky jako napiiklad PRINT®,
umoziuji tvorbu ¢astic velice riznorodych tvart se zna¢né rozdilnou farmakokinetikou.
Zajimavym ptikladem jsou ¢astice tyCovitého nebo filamentarniho tvaru, majici vysoké
hodnoty poméru jednotlivych stran, coZz jim umoziuje vyrazné prodlouzeni doby
cirkulace v krevnim fecCisti a tim zvysuje jejich atraktivitu pro potencidlni systémovou

aplikaci [81-83].

Pti formulaci polymernich nanocastic s vyuzitim technik na principu postupného
formovani zjednotlivych molekul (napf. nanoprecipitace), kde se uplatituji
hydrofobné-hydrofilni interakce, Van der Waalsovy sily, vodikové vazby nebo iontové
interakce, se na zaklad€¢ termodynamiky preferencné tvoii struktury sco nejniZsi
povrchovou energii, tedy sférického tvaru. Problémem vSak miZze byt vyssi
polydisperzita. Nanocastice sférického tvaru jsou v soucasnosti nejpouzivangjsi, hlavné

diky jejich jednoduchosti a univerzalnosti [65, 83, 84].
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Velikost polymernich nanocastic je esencialni a zavisi na pozadovaném cilovém
misté plisobeni. Je také nutné si uvédomit, ze velikost nanocastic nemusi byt konstantni.
Mize dochézet k bobtnani polymerni matrice ve vodném prostiedi, nebo k tvorbé shlukt
nanocastic. Zména velikosti vlivem agregace muze byt zavisla i na hodnot¢ pH prostredi
[81, 85]. Velikost nanocastic ovliviiluje nejenom distribuci nanocastic v organizmu,
schopnost priiniku bariérami nebo dobu degradace, ale také samotnou dobu cirkulace.
Obvykle se renalni clearence zvySuje se zmenSujici se velikosti nanocastic, pfi¢emz
minimalni velikost pro zamezeni témét okamzité rendlni exkreci je 10 nm [86-88].
Nanocastice v rozmezi 10-100 nm, nékdy se uvadi horni limit 200 nm, jsou idealni
z hlediska prodlouzené cirkulace a priniku biologickymi bariérami. Nanocastice
s primérem vEétSim nez 200 nm jsou efektivné fagocytovany a distribuovany zejména do
jater a sleziny, coz lze vyuzit pro cilenou distribuci pravé do téchto organii [83, 84, 89,

90].

4.4.2 Distribuce velikosti

Ptfedchozi kapitola ukazala, Zze velikost patii mezi klicové parametry nanocastic
a vyrazn¢ ovliviiuje jejich vlastnosti. S ohledem na mnozstvi jednotlivych nanocastic
v jedné terapeutické davce a slozitosti procesu jejich formulace vSak nelze zabezpecit
dokonale monodisperzni vzorek. S ptihlédnutim na tento fakt a potfebu kvantifikovat
distribuci velikosti ¢astic se v praxi pouziva tzv. index polydisperzity (PdI).
Polydisperzita, resp. dle doporuceni IUPAC disperzita, se pouziva k popisu stupné
nejednotnosti distribuce velikosti ¢astic. PdI je pak jejim ¢iselnym vyjadienim. Jedna se
0 bezrozmérnou veli¢inu stanovenou na zaklad¢ kumulativni ¢etnosti, dosahujici hodnot
od 0 do 1, pfi¢emz hodnota 0 znaci vyskyt pouze jedné velikostni frakce, Cili dokonale

monodisperzni vzorek. Vypocet PdI znazorniuje Rovnice 1.
2

Pdl = (f) (1)

X

kde O je smérodatna odchylka stiedni velikosti &astic (vyjadiené jako priimér) a X je

stiedni velikost ¢astic [91, 92].
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V praxi lze nalézt hodnoty Pdl niz8i nez 0,05 vétSinou pouze u monodisperznich
standardd, hodnoty vyssi nez 0,7 indikuji vysoce polydisperzni vzorek apro bézné
metody méteni predstavuji vyzvu. V pripad¢ casticovych systému na bazi polymert se za
kvalitni vzorek obvykle povazuje soustava castic s hodnotou PdI nizs§i nez 0,2. U

lipidovych systém, naptiklad liposomd, je akceptovand hodnota 0,3.

V oboru polymerni chemie se rovnéz, a pomérné Casto, vyskytuje hodnota PdI.
Predstavuje distribuci molarni hmotnosti vyjadienou jako pomér hmotnostné stiedni (M)

a Ciselné stfedni (Mn) molarni hmotnosti [93].

4.4.3 Zeta potencial a stabilizace nanocastic

Zeta potencial (ZP) je jednim z diilezitych parametrti charakterizace nanocastic, resp.
nanosuspenze. Urceni ZP je nejdilezitejsi technikou pro odhad povrchového naboje
nanocastic a také urceni fyzikalni stability nanosuspenze. Nanocastice s povrchovym
nabojem pevné pritahuji ionty opacné nabité, které kolem nich vytvareji tzv. Sternovu
vrstvu. Ve vngjsi, tzv. difuzni oblasti za Sternovou vrstvou, pievladaji ionty se stejnym
nabojem. Uvniti této vrstvy se nachazi také pomyslna rovina skluzu, oblast ohranicujici
vSechny ionty trvale putujici s ¢astici. Elektricky potenciél na jejim rozhrani se oznacuje

jako ZP. Obrazek 6 tento jev zndzoriuje.

Vyssi absolutni hodnoty ZP indikuji vysSi stabilitu na zdkladé¢ vzdjemného
elektrostatického odpuzovani jednotlivych castic. Konkrétni hodnoty ZP znamenajici
stabilitu se mohou vyrazné liSit podle pouzitého materidlu, viskozity suspenze,
pritomnosti stabilizatori a pod. V ptipadé polymernich nanocéstic je obvykle dosazeno
dobré koloidni stability pti absolutnich hodnotach vyssich nez 25 mV. Nizké absolutni
hodnoty ZP vSak Casto zplsobuji agregaci, ptipadné flokulaci ¢astic zejména kvili
pfitazlivym Van der Waalsovym sildm, vodikovym vazbam a hydrofobnim interakcim,

které prevysi nad silami repulznimi [94-96].
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vzdalenost od povrchu

Obrazek 6 Schematické znazornéni ZP. W: elektrostaticky potencidl na povrchu
castice, Ws: elektrostaticky potencial na Sternové vrstve, {: ZP.

Relativné vysokymi absolutnimi hodnotami ZP tedy lze generovat elektrostatickou
stabilitu nanocastic. PLGA ma kvili pfitomnosti karboxylovych skupin zaporny naboj,
obvykle vSak neni dostacujici k repulzi nanocCastic aje nutné vyuzit stabilizator.
K elektrostatické stabilizaci Ize vyuzit ionické surfaktanty, naptiklad kvarterni amoniové
soli jako CTAB, CTAC ¢i DDAB. Z anionickych surfaktantii se vyuziva naptiklad SDS.
Vyhodou této metody stabilizace je modifikace celkového naboje nanocastic, ktery muize

hrat diillezitou roli pfi distribuci nanocastic v organismu [97, 98].

Dalsi moznosti jak stabilizovat nanocastice je vyuziti stérické stabilizace. Stéricka
stabilizace funguje na principu dalSiho polymeru, ktery se adsorbuje na povrch
nanocastic. Vyuzivaji se neionické amfifilni polymery rozpustné ve vodé, které se svou
hydrofobni ¢asti navazou na povrch nanocastic a jejich dlouhé hydrofilni fetézce brani
vzajemné agregaci. Mezi nejznaméjSi zastupce, které se vyuzivaji pro stabilizaci

nanocastic, patii PVA a PVP [98, 99].

Iontové a stérické stabilizatory neni vhodné kombinovat, jelikoz by pak probihala
kompetice o povrch nanocastic. V piipadé pouziti polylektrolytii vSak 1ze dosahnout obou
efektl soucasné, stabilizace elektrostatické i stérické. Polarni hlavicky v makromolekule
jsou schopny generovat elektrickou dvouvrstvu, zatimco postranni fetézce poskytuji
stérickou bariéru [98, 100].
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4.5 Metody charakterizace nanocastic

4.5.1 Méreni velikosti a disperzity

vvvvvv

mikroskopické metody, zejména elektronova mikroskopie transmisni (TEM)
a skenovaci, neboli rastrovaci (SEM). Nemén¢ dulezité jsou metody svételné, zalozené
na difrakci a rozptylu laserového paprsku. Do této skupiny fadime laserovou difrakci
(SLS) a fotonovou korelaéni spektroskopii, znamou také jako metoda dynamického

rozptylu svétla (PCS/DLS) [101, 102].

Mikroskopické metody jsou v oblasti charakterizace nanonosicl Siroce vyuzivany.
Jejich nejvétsi prednosti je bezkonkurencéni schopnost urceni geometrie Ccastic.
Problémem vSak mulze byt pomérné slozitd ptiprava vzorkd, zdlouhavy proces méteni
a zpracovani vysledki a hlavné absence moznosti zjisténi disperzity. Praveé z téchto
divodii ma dominantni postaveni metoda DLS, ktera umoziuje prakticky okamzité
meéfeni obrovského poctu nanocastic dispergovanych v kapalném prostfedi s moznosti
vypoctu distribuce jejich velikosti. Metoda mé také vybornou rozliSovaci schopnost,
meéfici rozsah nejnovéjSich pristrojit zacina jiz na 0,3 nanometrech. Robustnost metody
umoziuje rutinni méfeni, které je neinvazivniho charakteru, takze zméfené Castice lze
nasledné podrobit dalSimu testovani. Nespornou vyhodou je také fakt, ze metodu DLS
1ze zkombinovat piimo v jednom piistroji s laserovou dopplerovou mikroelektroforézou
pracujici na principu fazové analyzy rozptylu svétla (PALS), kterd umoznuje méieni
dalsiho kli¢ového parametru nanocastic, zeta potencialu. I kdyz to miize vypadat, ze
metoda DLS je pro méteni distribuce velikosti ¢astic nanonosi¢ii nejvhodnéjsi, nemusi to
platit vzdy. Mezi hlavni tskali této metody patii nemoZznost potvrzeni morfologie a tvaru
castic, a také problém s rozliSenim aglomeratt, které jsou detekovany jako jedna Castice

[65, 91, 102]. Metod¢ DLS se bude detailnéji vénovat nasledujici kapitola.

K mikroskopickym technikdm fadime také pomérn€ moderni skupinu metod
sondové mikroskopie (SPM), kterd se od jinych pouzivanych mikroskopickych metod
(SEM, TEM) zna¢né€ liSi principem meéfeni. Zékladem je sonda, ktera trojrozmérné
mapuje povrch v nanometrickém méfitku postupnym zaznamendvanim repulznich
a pfitazlivych interakci mezi Spickou sondy a testovanym povrchem. Podle typu

zaznamenavanych interakci pak rozliSujeme mezi jednotlivymi metodami.
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Konkrétné to mize byt mikroskopie atomarnich sil (AFM), rastrovaci tunelova
mikroskopie  (STM), mikroskopie magnetickych sil (MFM), mikroskopie
elektrostatickych sil (EFM), mikroskopie chemickych sil (CFM) a mikroskopie
povrchového potencidlu, znamé také jako Kelvinova silovd mikroskopie (KPFM).
Nekteré pristroje umoziuji i kombinaci téchto metod. Na rozdil od vétSiny jinych
mikroskopickych metod, vyzadujicich manipulaci se vzorkem jako jeho barveni, znaceni,
fixaci nebo vakuum, SPM techniky nevyzaduji zvlastni zachazeni nebo podminky, které

by mohly potencialné ohrozit kvalitu vzorku [65, 91, 103].

Je potieba uvést také rentgenovou difrakéni analyzu (XRD), ktera umoziiuje odhad
velikosti nanoc¢astic pomoci vypoctu z Debye-Schererova vztahu. U relativné menSich
nanoCastic vSak muze byt méfeni znacné nepiesné. Nicméné, XRD lze vyuzit ke

komplexnéjsi analyze, hlavné k urceni krystalinity nanoc¢astic [65, 104].

Jednou z nejnovéjSich metod uréovani velikosti nanocastic je analyza trajektorie
nanocastic (NTA). Metoda NTA umi diky vysoce citlivé sCMOS kamefe zaznamenat,
vizualizovat a ndsledné analyzovat trajektorii nanocastic v kapalném médiu a podle
rychlosti Brownova pohybu svysokou piesnosti odhadnout jejich velikost.
Samoziejmosti je i vyhodnoceni disperzity. Vzorek vstiiknuty do specialni cely je
osvétleny laserem, v mistech kde jsou piitomny Castice dochazi k refrakci paprsku, kterad
je po zvétSeni zaznamenavana kamerou. Software je pak schopny vyhodnotit trajektorii
¢astic a s vyuzitim difuzniho koeficientu vypocitat hydrodynamicky praimér podobné
jako u metody DLS. Touto metodou lze analyzovat nanocastice téméi vSech rozméru,
v soucasnosti od 10 do 1000 nanometrd, i mensi mikrocastice. Nevyhodou miize byt

slozitejsi obsluha pfistroje a nutnost spravné zvolit koncentraci.

Je ztejmé, Ze 7zadna metoda neni dokonald a je vic nez vhodné metody kombinovat.
Dobrych vysledkt 1ze obvykle dosahnout kombinaci nepiimé metody, hlavné DLS nebo
NTA, s metodou ptimého pozorovani (mikroskopické metody) [65, 91, 105, 106].
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4.5.2 Metoda dynamického rozptylu svétla

Techniky zalozené na detekci rozptylu svétla se k ur€ovani riznych vlastnosti hmoty
postaveni ma hlavné¢ metoda dynamického rozptylu svétla, znama také jako fotonova
korelacni spektroskopie nebo jako metoda kvazielastického rozptylu svétla (QELS),
kratce uvedena v predchozi kapitole. Masové se rozsitila koncem minulého stoleti diky
novym moznostem urcovani difuznich koeficienti molekul, sestrojeni digitalniho
autokorelatoru a pokroku v oblasti lasert. Popularitu ziskala nejen v oblasti ur€ovani
distribuce velikosti Casticovych systému, ale také pfi determinaci hydrodynamickych
vlastnosti makromolekul, detekci agregace proteint,, studiu vzajemnych interakci
makromolekul, nebo také jako komplementarni metoda urceni molarni hmotnosti [108,

109].

Zakladnim principem je interakce monochromatického paprsku svétla
produkovaného laserem s disperzi makromolekul nebo ¢astic v kapalném médiu.
V ptipadé metody statického rozptylu svétla je intenzita rozptyleného svétla analyzovana
jako primérna hodnota v Case, kterou lze vyuzit k ziskani informaci o molarni hmotnosti
a poloméru gyrace makromolekul. Pokud vSak budeme zaznamenavat a analyzovat
fluktuace intenzity rozptyleného svétla, zpusobené Brownovym pohybem makromolekul,
lze ziskat tzv. difuzni koeficient (D), ktery je imérny hydrodynamickému primeéru
makromolekul, resp. dispergovanych c¢astic. Dosazenim difuzniho koeficientu do
Stokes-Einsteinovy rovnice popisujici vztah mezi velikosti Castice ajeji rychlosti
v disledku Brownova pohybu Ize vypocitat hodnotu hydrodynamického priiméru castice.
Browntv pohyb je kromé velikosti ¢astic zavisly také na teploté a viskozité disperzniho

prostiedi.

kT

At =5 @)

kde d(H) je hydrodynamicky pramér ¢astice, D je translacni difuzni koeficient, & je
Boltzmannova konstanta, 7" je absolutni teplota a 5 je viskozita disperzniho prostiedi

[108, 110-112].

Z rovnice vyplyva, Ze méfeni musi probihat pfi konstantni a znamé teploté a v médiu

o znamé viskozité. Laserovy paprsek se po stietu s ¢asticemi rozptyli do vSech smért,
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detekovatelna ¢ast je pomoci smérovaci ¢ocky vedena do detektoru. Detektor nasledné
prevede signal do digitalniho autokorelatoru, ktery monitoruje fluktuace intenzity signalu
s ohledem na Cas, coz umozni zji§téni rychlosti fluktuace signalu. Castice malych
rozméri difunduji prostfedim rychle, frekvence fluktuace signdlu je proto vysoka.
Naopak vétsi ¢astice se pohybuji prostiedim pomalu, coz mé za nésledek jejich podobnou
pozici v riznych Casovych intervalech, prezentujici se jako nizka frekvence fluktuace
signalu. Uréeni difuzniho koeficientu na zakladé fluktuace signalu, ktery je nutny pro
vypocet hydrodynamického priiméru ¢astic ze Stokes-Einsteinovy rovnice, zavisi hlavné
na disperzit¢ zkoumaného vzorku. V ptipadé monodisperznich systémi lze vyuzit tzv.
autokorelacni funkci g(r), popisuyjici okamzitou hodnotu fluktuace intenzity signalu

v Case T.
—T
g() =exp|— 3)
TC
kde 7. znaci relaxacni €as, neboli dobu navratu fluktuace k primérné hodnoté intenzity

rozptyleného svétla.

Relaxacni Cas . je pak tmérny difuznimu koeficientu D.

=D 4

g oznacuje hodnotu vinového vektoru uréeného vinovou délkou primarniho svételného
paprsku A a thlem 0, pod nimz je méfena intenzita rozptylené¢ho svétla a n znaci refrakcni

index disperzniho prosttedi [108, 113].

= ()on(3

V ptipad¢ polydisperznich vzorki vSak nelze autokorelacni funkci g(r), resp.
fluktuaci intenzity, vyjadfit relativné jednoduchou exponencidlni zavislosti, nybrz jako
vazeny integral fady relaxacnich casti, odpovidajicich riznym difuznim koeficientiim,
které reprezentuji pohyb rtizné velkych ¢astic. Matematické feSeni je proto v téchto

vvvvvv

distribu¢ni metodu [108, 110].
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Uhel 0, pod nimz je méfena intenzita rozptyleného svétla, se mize u konkrétniho
pristroje lisit. Na trhu se Ize setkat s pfistrojmi pracujicimi s thlem 90 °, ptipadné se
systémem detekce zpétného rozptylu pii 173 © nebo 158 °, tedy hodnotach blizkych
dopadajicimu paprsku. Konfigurace s vyuzitim detekce zpétného rozptylu maji oproti
pouziti uhlu 90 ° n€kolik nespornych vyhod a jsou proto v soucasnosti preferovany. Mezi
hlavni vyhody patfi moznost zanedbani jevu rotacni difize, diky ¢emu lze dosahnout
presnéjsiho méteni. Dalsi vyhodou je, ze vzorek muze byt koncentrovanéjsi, jelikoz
paprsek nemusi prochéazet vrstvou celé kyvety. V opacném piipadé se zvysuje riziko
pravodnich fenoménti pii rozptylu svétla, hlavné rozptylu fotonu vice nez jednou ¢astici
ve vzorku. Detekce zpétného rozptylu rovnéz znaéné omezi riziko detekce ojedinéle se
vyskytujicich velkych necistot ¢i prachovych ¢astic, které rozptyluji vice svétla v pfimém
sméru, na rozdil od ¢astic mensich, jejichz rozptyl je zavisly na vinové délce dopadajiciho

svétla [108, 110, 111].

Metoda DLS poskytuje rychlé, ptesné, reprodukovatelné vysledky a nevyzaduje
velky objem vzorku. Vyhodou je i to, Ze vzorek po méfeni neni znehodnocen. Zadna
metoda vSak neni ideédlni a ani DLS neni vyjimkou. Mezi hlavni nevyhody DLS patfi
nutnost presné¢ znat viskozitu disperzni kapaliny, citlivost viskozity na zmény teploty,

niz$i rozliSeni a potieba zachovani optimalni koncentrace vzorku [108, 109].

Detektor Korelator

Smérovaci
Cocka

AN

\
L ]
L]
% Pocitaé

Laser Tlumi¢ Kyveta se vzorkem

Obrazek 7 Zjednodusené schematické znazornéni ptistroje vyuzivajiciho metodu
dynamického rozptylu svétla.

36



4.5.3 Méreni zeta potencialu

Jak jiz bylo kratce nastinéno v ptedchozich kapitoldch, ZP patfi mezi hlavni
parametry charakterizujici ¢asticové systémy. Soucasné moderni pfistroje, jako naptiklad
rada Zetasizer Nano (Malvern Panalytical) ¢i fada Nanobrook (Brookhaven Instruments),
vyuzivaji kombinaci metody DLS s metodou Laserové dopplerovské elektroforézy

(LDE) [110, 114].

LDE kombinuje metodu elektroforézy smetodou Laserové dopplerovskeé
velocimetrie (LDV). Vzorek  umistény v kyvete, ktera  predstavuje
mikroelektroforetickou celu, je vystaveny elektrickému poli. Nabité Castice,
dispergované v kapalném médiu, jsou piitahovany k opacné nabité elektrod€. Pomoci
piidruzené¢ metody LDV se rychlost téchto pohybujicich se ¢astic zméfi a nasledné
vyjadii v jednotkach intenzity elektrického pole jako elektroforetickd pohyblivost.
Konkrétn¢ ptistroj zaznamendva drobné zmény frekvence rozptyleného svétla v Case,
vznikajici v disledku pohybujicich se Castic v aplikovaném elektrickém poli. Vyssi
rychlost pohybujicich se ¢astic znamena vyraznéjsi fluktuaci frekvence rozptyleného

svétla. Pti ustalené rychlosti ¢astic pak 1ze zménu frekvence Af vyjadfit vztahem:

_ 2vsin (0/2)

6
7 (6)

kde v je rychlost ¢astic, A vinova délka laserového paprsku a 6 uhel rozptylu [114-116].

V typické konfiguraci zaznamenava detektor svétlo rozptylené pod prednim thlem 13 °.
Dilezita je také koncentrace vzorku, jelikoz pii vysokych koncentracich miize dochazet
k tlumeni laserového paprsku, tedy redukci detekovaného rozptyleného svétla. Horni
limit méfitelné koncentrace zavisi na fad€ faktort, hlavné na velikosti Castic, jejich

disperzité a optickych vlastnostech materialu [116].

Rychlost ¢astic, vyjadiend jako elektroforetickd pohyblivost, zavisi kromé sily
elektrického pole, neboli gradientu napéti, také na viskozité¢ disperzniho prostiedi a jeji

dielektrické konstanté. V neposledni fad¢ zavisi také na jejich hodnoté ZP.
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Vzajemnou zévislost elektroforetické pohyblivosti ¢astic a jejich ZP fesi Henryho

rovnice:

_ 2&QF (ka)
= T

g (7
kde Ug je elektroforeticka mobilita, € dielektricka konstanta, { zeta potencial, n viskozita
disperzniho média, F(ka) tzv. Henryho funkce a k inverzni hodnota Debyeovy délky
(vzdalenost od ¢astice, pti které dochazi k signifikantni redukci elektrostaticke sily) [114,

116, 117].

Pro determinaci Henryho funkce se obecné voli dvé hodnoty na zdklad¢ aproximace
k modelu Smoluchowskiho (hodnota 1,5) nebo Hiickela (hodnota 1,0). Volba probiha
hlavné na zaklad¢ charakteru elektrolytu, kdy se obvykle v ptipad¢ polarniho disperzniho
média voli Smoluchowskiho model. Pro nepolarni disperzni média s nizkou hodnotou
dielektrické konstanty je naopak standardem Hiickeliiv model, ktery ptedpoklada
vyraznou elektrickou dvouvrstu kolem ¢astice v porovnani s jejim polomérem [114, 116].
Dalsi korekce a modely, naptiklad podle Ohshima, Millera, O’Briena a White-a nebo

Dukhina a Semenikhina jsou vyuzivany vyrazné méné [118-120].

HuackelGv model Smoluchowskiho model
kax1 Ka> 1
F(ka)=1,0 F(ka)=1,5

Obrazek 8 Smoluchowskiho a Hiickeltiv model. Svétle Seda ¢ést predstavuje
elektrickou dvojvrstvu, koule uprostied znazoriuji ¢astice. «: inverzni hodnota
Debyeove délky, a: primér Castice, F(ka): Henryho funkce.
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Metoda LDE se pomérn¢ rychlym tempem neustale zdokonaluje. Jedno z poslednich
vyraznych vylepSeni pfedstavuje implementace méfici technologie uvedené pod zkratkou
M3-PALS, patentované spolecnosti Malvern Panalytical. Jedna se vlastn¢ o kombinaci
dvou technologii. Technologie M3 zna¢i meéfeni ve smiSeném rezimu obraceni
elektrického pole. V pribéhu méfeni je nutné elektrické pole obracet, aby se stabilizoval
tok kapaliny. Pfi pouziti technologie M3 se hodnota ZP urci ze dvou méteni. V prubehu
prvniho se obraci aplikované elektrické pole pomalu, v pribéhu druhého rychle.
Kombinaci je umoznéno presné urcit primérné hodnoty, ale také informace o distribuci

ZP.

PALS predstavuje techniku, pii které se pro vypocet zmény frekvence vyuziva
fazova analyza rozptyleného svétla pomoci jiné metody zpracovani signalu. Fazovy
posun rozptyleného svétla je pfimo tmérny zmeén¢ pozice ¢astic. Vyuzitim této techniky
se vyrazn¢ zlepSuje rozliSovaci schopnost méteni a je také mnohem citliveéjsi na zmény

pohyblivosti ¢astic [121].

Smérovaci
optika

modulator detektor

rozdélovac

kapilarni kyveta

Laser

Obrazek 9 Schematické zndzornéni metody Laserové dopplerovské elektroforézy.
Symbol 6 piedstavuje thel rozptylu svétla, které zaznamenava detektor (obvykle 13 ©).
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4.5.4 Skenovaci elektronova mikroskopie

Ptedchozi kapitoly nastinily diilezitost skenovaci elektronové mikroskopie (SEM)
v kontextu charakterizace nanocastic. Metoda SEM se pouziva ke studiu a zobrazovani
pevnych latek ajejich povrchi na mikroskopické urovni, pfiCemz rozliSeni se
v soucasnosti rychlym tempem zvysuje. RozliSovaci schopnost modernich ptistrojt se jiz
pohybuje pod hodnotou 1 nanometru. Neni divu, Ze SEM se fadi mezi nejpopularné;si

zobrazovaci techniky a je Siroce vyuzivana v celé fad¢ védnich obort [122, 123].

Vzorek neinteraguje s fotony, jako je tomu v piipadé svételného mikroskopu, ale
s elektrony. Obraz vzorku se vytvaii skenovanim jeho povrchu zaostfenym paprskem
elektront o vysoké energii. Elektrony interaguji s atomy postupné v riznych pozicich
a hloubkéach a nasledné jsou, dle zvoleného rezimu snimani, zachycovany dvéma typy
detektorti. Konkrétné se jedna o detektor zachytavajici proud sekundéarnich elektrona
(SE), vyrazenych zatomi na povrchu vzorku, nebo o detektor zachytavajici zpétné
rozptylené (odrazené) elektrony (BSE). Vysokého rozliSeni v porovnani se svételnym
mikroskopem Ize dosahnout diky kratkym vinovym délkam elektront, které jsou
v pfimém vztahu k difrakénimu limitu urcujicimu maximalni rozliSovaci schopnost.
Vinovou délku elektronti Ize upravovat pomoci zmény urychlovaciho napéti

produkovaného elektromagnetickymi cockami [123-125].

V béznych piipadech musi byt vzorky elektricky vodivé, alesponi na povrchu,
a rovnéz elektricky uzemnéné, aby se zabranilo akumulaci elektrostatického naboje, ktery
by znemoznil méfeni. Nevodivé vzorky lze obvykle pokovovat, €ili opatiit tenkou
povrchovou vrstvou vodivého kovu. PraSkové vzorky lze méfit na oboustranné lepici
pasce, uhlikové nebo kovové, ktera se nasledné uchyti na drzak. Méteni probiha ve vakuu

[124, 126, 127].

V oblasti charakterizace nanocastic se metoda SEM vyuziva hlavné pro detailni
urceni jejich morfologie. Mezi hlavni nevyhody SEM patii absence vypoctu primérné

velikosti a disperzity [124].
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Obrazek 10 Schematické znazornéni skenovaciho elektronového mikroskopu. BSE:
zpétné rozptylené elektrony, SE: sekundarni elektrony.

4.6 Termicka analyza

Termicka analyza, patfici do oblasti materidlovych véd, studuje fyzikalné-chemické
a kinetické vlastnosti materialt ve vztahu k teplot€. V oblasti polymert se vyuziva hlavné
k ur€eni termické stability a prechodovych stavii. V rdmci zna¢ného poctu metod

termické analyzy dominuji metody DSC, DTA a TGA [128].

4.6.1 Diferenc¢ni skenovaci kalorimetrie

Kalorimetrické techniky umoziiuji meétfeni termickych charakteristik materialt

pomoci urceni zavislosti mezi teplotou a specifickymi fyzikalnimi vlastnostmi latek.
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Kalorimetry jsou Siroce vyuzivané v oblasti biochemie, biotechnologie a polymerni
chemie, ale také v nanomediciné k métfeni termodynamickych vlastnosti biomolekul
a nanomateriald. Z rdznych typt kalorimetrickych technik maji v soucasnosti
nejvyznamngj$i postaveni tzv. diferencni skenovaci kalorimetrie (DSC) a diferenéni
termickd analyza (DTA), protoze jsou schopny poskytnout detailni informace
o fyzikalnich i energetickych vlastnostech zkoumané latky, a to relativné rychle a presné

[129-131].

Metody jsou si velice podobné. DSC a DTA kalorimetry poskytuji v zavislosti na
teploté a Case kvantitativni informace o exotermnich a endotermnich zménach, jako
1 zmeénach tepelné kapacity, souvisejicimi s prechodovymi stavy materidlu. V piipadé
DTA se méfi teplotni rozdily mezi zkoumanym a referencnim vzorkem pfi udrZzovani
konstantniho tepelné¢ho toku, tedy mnozstvi tepla dodaného za urcity ¢as. DSC méii
energetické rozdily mezi zkoumanym a referen¢nim vzorkem, pfic¢emz teplota je piesné

kontrolovéana a obvykle roste linearné s casem [130, 131].

Na zéklad¢ principu fungovani se DSC kalorimetry déli na dva zdkladni typy,
jmenovit¢ DSC s tepelnym tokem a DSC s kompenzaci ptikonu. DSC s kompenzaci
piikonu obsahuje vlastni ohiivac¢ 1 meéfici (kalorimetrickou) celu pro zkoumany
1 referen¢ni vzorek. Fyzikalni nebo chemicka zména zkoumaného vzorku se projevi jako
teplotni rozdil vaci referen¢nimu vzorku a je kompenzovana zménou piikonu ohiivace
scilem wudrzet izotermni stav. DSC stepelnym tokem obsahuje pouze jednu
kalorimetrickou celu, ve které se nachazi jak zkoumany, tak referencni vzorek (obvykle
prazdny kelimek). Oba vzorky jsou umisténé na tzv. termoelektrickém disku, ktery je
zahfivany linedrni rychlosti. Diky tepelné kapacit¢ zkoumaného materidlu je teplota
vzorkli rozdilnd. Vysledny tepelny tok lze urcit termickym ekvivalentem Ohmova

zakona:

q=— 3

kde g predstavuje tepelny tok zkoumaného vzorku, AT teplotni rozdil mezi zkoumanym

a referen¢nim vzorkem a R tepelny odpor termoelektrického disku [130-132].
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Vzorky pro DSC byvaji méfeny v malych kovovych kelimcich, navrzenych
s diirazem pro optimalni tepelnou vodivost. Dulezita je také jejich nulova nebo
zanedbatelna interakce se vzorkem. Vhodnymi materidly jsou proto napiiklad slitiny
hliniku, nerezova ocel, platina ¢i stiibro. Podle charakteru a potieb méfeni i samotného
vzorku, mohou byt kelimky v prib&hu méteni uzaviené, oteviené, nebo s malym otvorem
umoziujicim unik pfipadnych vznikajicich plynd, zpisobenych naptiklad dekompozici
materidlu. Referencéni kelimek by mél byt identicky s kelimkem pro vzorek a byva
naplnény inertnim materidlem, v nejjednodussim ptipadé vzduchem. Vyhodou DSC je
nendro¢nost na mnozstvi vzorku. Pfi analyze farmaceutickych materiald je obvyklé
mnozstvi vzorku v rozmezi 3 az 5 miligramt, lze pracovat i s mnozstvim mensim nez

I miligram [131, 133].

Spravné zvoleny teplotni rezim, zahrnujici pocatecni teplotu, cilovou teplotu,
rychlost ohfevu, ale také rychlost skenovani, je pro méfeni esencialni. Limitni rychlost
ohfevu, event. chlazeni, je pii zachovani dostatecné ptesnosti u vétSiny dnesnich DSC
piistroji na urovni 30 az 40 K za minutu. Dilezitym faktorem je také vybér
proplachovaciho plynu a jeho rychlosti pratoku. Proplachovaci plyn poméha odstraiiovat
piipadnou vlhkost, umoziuje rovnomérnéjsi ohtev, vyrazné¢ urychluje chlazeni
a poskytuje efektivnéjsi prevod tepla mezi termoelektrickym diskem a kelimkem, diky
¢emu se zvysuje citlivost a zrychluje méteni. Mezi nejbéznéjsi proplachovaci plyny patii
dusik, hélium, argon avzduch. V konfiguraci pfistroje s reguldtorem hmotnostniho

prutoku plynu (MFC) Ize ménit plyn v prubéhu experimentu [130, 131, 134-136].

Za vysledek analyzy se povazuje termicka kiivka, grafické znazornéni zavislosti
tepelného toku (resp. prikonu v ptipadé DSC s kompenzaci piikonu) na teploté. Plocha
pikt v prubéhu kiivky je pfimo imeérna spotiebovanému ¢i uvolnénému teplu a jejich
smérovani znac¢i exo nebo endotermni charakter procesu. Vyska piku pak reprezentuje

rychlost sledovaného déje [137, 138].
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Obrazek 11 Schematické zndzornéni diferen¢niho skenovaciho kalorimetru s tepelnym
tokem.

4.6.2 Termogravimetricka analyza

Termogravimetrickd analyza (TGA) je metoda, pfi které je s vysokou piesnosti
meéfena hmotnost vzorku v zévislosti na teploté nebo Case, pfiCemz je presné zvolen

teplotni rezim a atmosféra, udrzovana proplachovacim plynem [139].

Zékladni komponentou vSech termogravimetrickych pfistroji jsou termovahy
umisténé v elektrické peci a propojené s termoclankem snimajicim teplotu. Princip
méfeni je zaloZzeny na kompenzaci zmény hmotnosti vzorku termovahami, aby se
zabezpecil rovnomérny ohiev. Vzorky jsou méteny v kovovych kelimcich jako v ptipadé

DSC analyzy [139, 140].

Hmotnost méfeného vzorku muze v pribéhu analyzy rist nebo klesat. Nartst
hmotnosti mize byt zpisoben napiiklad vlivem adsorpce, hydratace ¢i chemické reakce.
Ubytek hmotnosti je nejéastéji zptisobeny dehydrataci, dehydroxylaci, vypafovanim,
desorpci, pyrolyzou ¢i dekompozici. V ptipadé polymeri se lze s ndrlistem hmotnosti
setkat jen vyjimecné, napiiklad pii pomalém zahiivani a oxidujici atmosfére. Mnohem

Castéjsi je ubytek hmotnosti. Pti teplotach od 200 °C do 800 °C, v zavislosti na polymeru,
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lze obvykle pozorovat Stépeni fetézci a vznik tékavych degradacnich produktd [139-

141].

Vysledkem analyzy je termogravimetrickd kiivka, vyjadiujici zménu hmotnosti
vzorku v zavislosti na teploté a Case. V praxi se lze Casto setkat s kombinaci TGA
s metodou DSC, pfipadné DTA. DSC, resp. DTA senzor je pfipojeny
k termogravimetrickym vaham, takze analyza probiha soucasné pro jeden konkrétni
vzorek. Soubézna analyza umoznuje propojit termické jevy ve vzorku s jeho zménou
hmotnosti a poskytnout tak detailn€jsi charakterizaci materialu. Nevyhodou muze byt
niz$i citlivost méfeni v porovnani se samostatnym vyuzitim jednotlivych metod [140,

142].

4.6.3 Prechodové stavy polymert

Reaktoplasty, vyznalujici se zesitovanou strukturou aznacnou mechanickou
odolnosti, jsou netavitelné a nemohou se proto vyskytovat v kapalném stavu [143]. Jinak
je to v8ak v ptipad¢€ polymera, které strukturné nevytvaii prostorovou trojrozmérnou sit’.
V zévislosti na teploté se mohou vyskytovat v tuhém nebo kapalném stavu. Plynny stav je
kvili vysokym molarnim hmotnostem pro polymery nedosazitelny, jelikoz hypoteticky
bod varu se nachazi daleko za hodnotami teploty dekompozice. Mechanické vlastnosti
polymerti se vSak obecné s teplotou neméni kontinualné, ale ¢asto dochazi ke skokovym
zménam. Oblasti teplot, pfi kterych dochazi k témto zménam, patii mezi dualezité

identifikatory vlastnosti a zpracovatelnosti polymert.

Z hlediska termomechanickych vlastnosti sehrava dilezitou roli krystalinita
polymeru, tedy podil krystalické faze. U krystalickych polymerti, kterych makromolekuly
jsou pravidelné uspotadané, 1ze pozorovat teplotu tani (7m), pii které polymer piechézi
z tuhého stavu pfimo do stavu kapalného zdGvodu rozpadu krystalické struktury.
Amorfni polymery, majici ndhodné uspofddané makromolekuly, se mohou vyskytovat
v tzv. kaucukovitém stavu, kdy nejsou tuhé, ale ani nevykazuji tokové vlastnosti.
Skokovy ptechod ztuhého stavu ke kaucukovitému je popisovan teplotou skelného
ptechodu (7). Teplota viskézniho toku (7%) pak piedstavuje ptechod z kaucukovitého
stavu do kapalného. V pfipad€ semikrystalickych polymerii 1ze pozorovat Ty i Tm [144-
147].
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4.7 Viskozimetrie

Viskozita je jednou ze zakladnich fyzikalnich charakteristik kapalin, reprezentujici
jejich rezistivitu k toku vyvolanemu ptsobenim vnéjsich sil. K zachovani toku kapalin je
nutné kontinudlni dodavani energie. Viskozita je zavisla na teploté a tlaku, v pfipadé
nenewtonovskych kapalin také na ptsobici sile (namahani). Viskozita nenewtonovskych
kapalin je nejCastéji popsana viskozitni kfivkou, tedy grafickou zavislosti dynamické
viskozity na rychlostnim spadu, resp. te¢ném napéti. Nejbeznéjsi techniky méteni
viskozity a dalSich reologickych veli€in 1ze podle principu méfeni rozdélil do tii

kategorii:

o Padova (teliskova) technika je principem nejjednodussi. T¢€lisko o znamém tvaru
(nejcastéji kulicka), hustoté a rozmérti se necha volné padat, ptipadn€ pohybovat,
testovanou kapalinou. Viskozita je pak umérnd ¢asu potfebnému k piekonani
pfesné definované vzdalenosti.

o Kapilarni techniky, pfi kterych se viskozita stanovuje na zdklad€ doby pritoku
kapaliny definovanou kapildrou a poklesu hydrostatického tlaku.

o Rotacni techniky, pfi kterych se viskozita pocita z to¢ivého momentu a rychlosti

rotoru [148, 149, 150].

Rotac¢ni techniky dnes patii mezi nejvyuzivanéjsi, dominuji mezi nimi absolutni
rotacni reometry. Diky své univerzalnosti a Sirokym moZnostem pouziti patii rotacni
reometry k nejcennéj$im reometrickym pfistrojim. Umoznuji komplexni reologickou
charakterizaci Sirokého spektra latek od nizkoviskoznich roztoki polymerti az po

extrémné viskozni latky, naptiklad asfalt.

Vzorek je pii méfeni na rotaénim reometru umistén mezi dvé plochy (geometrie).
Mezi nejb&znéjsi typy geometrického uspofadani patii valec-valec, deska-deska
a kuzel-deska. Alespon jedna z téchto geometrii je pfes rotor spojend s motorem, diky
kterému vykonéava rotacni, ptipadné oscilaéni pohyb. Podle brzdného efektu vzorku je
pak software schopny vypocitat, kromé jiného, viskozitu. Aby se zamezilo tfeni, které by
snizovalo pfesnost méfeni, je rotor modernich pfistrojii vybaveny vzduchovym nebo

elektromagnetickym loZiskem.
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Z konstruk¢niho hlediska délime rotacni reometry na typ CS (“controlled stress™),
u kterého se za kontrolovanych hodnot posuvného napéti méii rychlostni spad a typ CR
(“controlled rate”), métici posuvné napéti za regulace rychlostniho spadu. U novych

ptistroju se lze setkat i s kombinaci obou téchto moda [151-153].

4.7.1 Viskozita vnitini faze pri nanoprecipitaci

Viskozita ma diilezitou roli také pfi procesu formulace nanoc¢astic nanoprecipitacni
metodou. Viskozita vnitini faze miize ovlivnit velikost nanoc¢astic i proces enkapsulace
1é¢iva. Podle hypotézy nékterych autort vede zvySovani viskozity vnitini faze, zptisobené
zvySenim koncentrace polymeru, ke zvySeni difuzniho odporu v pribéhu procesu
nanoprecipitace. Molekuly 1é¢iva pak maji ztizenou ptipadnou difuzi z vnitini faze do
faze vnéjsi, coz se projevi efektivnéjsi enkapsulaci 1é¢iva polymerem, a tudiz zvySenim

enkapsulaéni efektivity.

Na podobném principu je popisovan rovnéz mozny vliv viskozity na velikost
vyslednych c¢astic. VyS§i viskozita vnitini faze znesnadiiuje difuzi organického
rozpoustédla do vodni faze, coz se projevi celkovym zpomalenim precipitace polymeru

a formulaci vétsich castic [77, 154].

Viskozita vnitini faze musi byt dostatecné nizka, aby mohl proces nanoprecipitace
probihat bez vzniku nezadoucich polymernich aglomerati a byla zachovana potfebna

rychlost difuze organického rozpoustédla do vné&jsi faze [155].

4.8 Liberace lécCiv z PLGA

Rychlost a prib¢eh liberace 1é€ivych latek, enkapsulovanych nebo inkorporovanych
v polymernich nosi€ich, jsou zavislé hlavné na degradaci polymeru a nasledné erozi
polymerniho nosice. K vyuziti biodegradovatelného polymeru jako nosice 1é€iv je proto
nevyhnutné pochopeni jeho mechanismu degradace. Degradace polymert je popisovéna

jako Stépeni fetézcll za postupného snizovani molarni hmotnosti [156, 157].

Degradace PLGA ve vodném prostiedi probiha ndhodnym hydrolytickym $tépenim
esterovych vazeb hlavniho fetézce. Polymer se postupné fragmentuje na oligomery

a finaln¢ monomery, tedy mlé¢nou a glykolovou kyselinu, které vstupuji do citratového
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cyklu, ve kterém jsou metabolizovany na vodu a oxid uhli¢ity. V nékterych pracich se
objevuje 1 hypotéza o mozné enzymatické degradaci, soubézné k degradaci hydrolytické,

zavery jsou vsak nejednoznacné [156, 158, 159].

Jelikoz existuje celd fada faktort, které ovliviiuji degradaci PLGA, jsou vysledna
rychlost a prib¢h degradace jen obtizné ptredvidatelné. Mezi faktory, které maji na
degradaci nejvyraznéjsi vliv, patii hlavné pomér mlééné a glykolové kyseliny, molarni
hmotnost, krystalinita a pH prostfedi. Pomér mlécné a glykolové kyseliny a jeho vliv na
krystalinitu a degradaci PLGA je detailn¢ popsan v kapitole 4.2.3. Efekt molarni
hmotnosti je jednoznac¢ny, s jejim nartstem se degradace zpomaluje. Znamy je také jeji
piimy vztah s délkou polymerniho tetézce, kdy PLGA s vét§i molarni hmotnosti maji
delsi fetézce, které se hydrolyzuji pomaleji [16]. Rychlost degradace miize byt do zna¢né
miry ovlivnéna také hodnotou pH prostiedi. V silné€ alkalickém 1 kyselém prostiedi je
degradace urychlena. Degradace PLGA muze byt iautokatalyzovana kyselymi
karboxylovymi skupinami a vznikajicimi kyselymi produkty [16, 160].

Na degradaci polymeru je piimo zavisla eroze polymerniho nosice, ktera je
charakterizovana jako Ubytek jeho hmotnosti. Ve vodném prostiedi rozliSujeme dva
zékladni typy eroze, v zavislosti na poméru rychlosti difuze vody do matrice nosice
a rychlosti degradace samotného polymeru. Kdyz je degradace polymeru rychlejsi nez
difuze vody do nosice, eroze polymerniho nosic¢e bude povrchovym jevem. V takovém
piipad¢ mluvime o povrchové erozi. V ptipad¢, ze je difuze vody rychlejsi nez degradace
polymeru, bude eroze polymerniho nosi¢e probihat v celém jeho objemu. PLGA nosice

se obecn¢ tadi k objemové erodujicim [158, 159].

Také pomér povrchu polymerniho nosice k jeho objemu miize signifikantné ovlivnit
rychlost eroze. Tento pomér se ukazuje jako obzvlast’ dilezity v pfipadé vétSich nosicu,
napiiklad implantatd, kdy se vétsi plocha v poméru k objemu projevi urychlenim eroze

[16].
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objemova eroze

povrchova eroze

Obrazek 12 Znazornéni objemové a povrchové eroze polymernich nanocastic. Sedou
barvou je znazornény priifez nanocastici, zluté kulicky ptedstavuji 1é¢ivo.

Liberace léc¢iva zPLGA systémi je tedy zavisld hlavné na rychlosti eroze
polymerniho nosi¢e a mize trvat dny az mésice v zavislosti na jeho vlastnostech [161]. I
typ a mnozstvi enkapsulovaného, ptipadné inkorporovaného 1é¢iva, v§ak mtize do zna¢né
miry ovlivnit rychlost i mechanismus eroze polymerniho nosice a tim i vlastni liberaci.

Nalezeni konkrétnich zavislosti mezi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi l1éciva a jeho

liberaci z PLGA je vSak velice obtizné [16].

V ptipadé medikovanych PLGA systéml se milzeme setkat sriznymi profily
liberace. Obecné preferovany jednofazovy profil, tedy liberace nult¢ho tadu, je u PLGA

systému raritni. Nejbéznéjsi jsou dvoufazovy a trifazovy profil [159].

Liberace 1é¢iv z polymernich nanocastic je velmi casto prezentovana jako
dvoufazovy proces, slozeny z pocatecniho tzv. ,burst™ efektu, tedy rychlého uvolnéni
Casti léciva po styku s disoluénim médiem, obvykle nasledovan¢ho prodlouZzenym
uvoliovanim. ,,Burst® efekt je dan disoluci molekul 1é¢iva adsorbovanych na povrchu
nanocastic nebo jeho tésné blizkosti. Nasledny pokles rychlosti uvoliovani reflektuje
disoluci 1é¢iva zachyceného v polymeru. Pfedpoklada se, Ze rychlost uvoliiovani 1é¢iva
v této fazi miZze byt kontrolovéano rychlosti jeho difuze napftic strukturou polymeru [162].

Mezi nejpouzivangj$i matematické modely kinetiky uvoliiovani lé¢iva z nanonosic¢l
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radime Higuchiho model a Korsmeyer-Peppas model [163]. Ne vSechny disolu¢ni profily
prezentované v literatufe jako doufazové se za né daji z praktického hlediska i povazovat.
Casto se vyskytuje piili§ vyrazny ,burst* efekt, kdy se narazové uvolni vic nez 50 %
ptitomného 1é¢iva, nasledovany pouze relativné malym mnozstvim uvolnéného 1é¢iva ve
druh¢é fazi [164]. Mnohdy vSak lze nezadouci ,burst” efekt redukovat, piipadné
kontrolovat [165].

vvvvvv

rozméri, které se vyznacuji heterogenni degradaci. Prvni fazi je ,,burst™ efekt, obdobny
jako v ptipadé¢ dvoufazového profilu. Druhd faze, vyznalujici se prodlouzenym
uvoliiovanim, je popisovana jako postupna hydratace, bobtnani a degradace polymerni
matrice, pies kterou difunduje 1é¢ivo. Finalni tfeti faze, n€kdy oznafovana jako druhy
,burst”, byva vyrazné€ rychlejsi a je spojovana s rozvojem eroze polymerni matrice. Lze
se vSak setkat is ptipady, kdy je druhd faze rychlejSi a prodlouzené uvoliovani lze
pozorovat spiSe ve fazi tieti [159]. Zajimavym pfistupem je kombinace ¢astic riznych

rozmeéri s cilem modifikovat liberacni profil [166].

Liberace é¢iva [%]

T

Cas [dny]

Obrazek 13 Znézornéni moZného priibéhu liberace 1é¢iv z PLGA systémi. Modfre:
dvoufazova liberace, Cervené: dvoufazova liberace s linearni druhou fazi, zelen¢:
tiifazova liberace, Sedé€: tiifdzova liberace s rychlejsi druhou fazi, zluté: t¥ifazova

liberace bez ptitomného ,,burst* efektu (pfitomny tzv. ,lag-time*).
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4.9 Testovani antimikrobialni u¢innosti nanocastic

Pti formulaci medikovanych nanocastic s obsahem antimikrobialnich latek je potieba
efektivné ovéfit jejich antimikrobidlni G¢innost. Samotné stanoveni obsahu ucinné latky
v nanocCasticich nelze povazovat za dostatecné, jelikoz klicové vlastnosti vysledné
formulace, jako napftiklad liberace léc¢iva, mohou byt do znacné miry ovliviieny

parametry nanocastic [167].

Mezi nejb&znéjsi in vitro metody ovéfeni antimikrobidlni Gi¢innosti nanocastic patii
plotnova metoda, pratokova cytometrie, bujonova diluéni mikrometoda, diskova difuzni

metoda a jamkova difuzni metoda [168].

Plotnova metoda, patiici mezi kultiva¢ni nepfimé metody, je zaloZena na stanoveni
viability mikroorganismi po vystaveni nanocasticemi na zakladé po¢tu mikroorganismd,
kter¢ po kultivaci vytvofi kolonie (CFU). Nanosuspenze se v pozadovanych
koncentracich nanesou na inokulovanou agarovou plotnu a po kultivaci se porovnava

jejich hodnota CFU s kontrolnim vzorkem [168, 169].

Zajimavou metodou v oblasti testovani antimikrobialni efektivity nanocastic je také
prutokova cytometrie, ktera umoznuje rozlisit pocet zivych a mrtvych bunek pomoci
fluorescencnich barviv ptfidanych k testované buiiecné suspenzi. Tato metoda umoziuje

také kvantifikovat vychytavani nanoc¢astic buitkami [169-171].

V piipadé bujonové diluéni metody se vyuzivd Mueller-Hintontiv bujon
s inokulovanymi mikroorganismy, ktery se davkuje do jamkové mikrotitracni desticky,
do které se nasledné piidavaji itestované nanocastice ve form¢ suspenze v sériovém
fedéni. Pridanim barviva resazurinu, které se v pfitomnosti neposkozenych bunek
redukuje a méni barvu z modré na rizovou, lze stanovit rozmezi minimdlni inhibi¢ni
koncentrace (MIC) testovanych nanocastic. Koncentrace pfidané nanosuspenze, u které

nedojde ke zméné zbarveni, se oznaci jako koncentrace nad MIC [167, 168].

Diskova difuzni metoda je zaloZena na aplikaci disku z filtraéniho papiru s obsahem
nanosuspenze na povrch mikroorganismy inokulované agarové plotny. Antimikrobialni
latka difundujici do agaru vytvoii v okoli disku inhibi¢ni z6nu ristu, které plocha

odpovidé antimikrobidlni efektivité testovaného vzorku [168].
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Jamkova difuzni metoda se vyhodnocenim podoba metod¢ diskové, umoziuje vsak
pohodIngjsi aplikaci vzorkii na agarovou plotnu. Provedeni je pomérné jednoduché
arychlé. Do zvoleného agaru, inokulovaného mikroorganismy, se vykroji jamky
standardnich rozméra. Do piipravenych jamek se pak davkuje testovana nanosuspenze,
resp. kontrolni vzorky. Doba kultivace je obvykle 24 hodin. Testovani se bézn¢ provadi
duplicitné nebo triplicitné a vysledné inhibi¢ni zony se porovnavaji vizualng, pripadné se

stanovi jejich pramér [168, 172, 173].

Petriho miska mikrobialni rlist

®

kultivace
24 hod.

inokulovany agar

jamka se vzorkem inhibiéni zona rlstu
mikroorganizm

Obrazek 14 Znazornéni jamkové difuzni metody testovani antimikrobialni efektivity

4.10 Terbinafin

Terbinafin, chemickym nazvem (2E)-N,6,6-trimethyl-N-(naftalen-1-ylmethyl)hept-
2-en-4-yn-1-amin, je synteticky derivat allylaminu, strukturné vychézejici z naftifinu.
Kromé volné baze se casto vyskytuje ve formé hydrochloridu. Terbinafin blokuje
mechanizmem inhibice skvalen-epoxidadzy biosyntézu ergosterolu, hlavniho sterolu

bunécné membrany mikromycet [174, 175].
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Vzhledové se jedna o bily nebo témét bily prasek, prakticky nerozpustny ve vode,
rozpustny napiiklad v bezvodém ethanolu nebo v DMSO. Pievedenim na formu
hydrochloridu Ize rozpustnost ve vodé¢ mirné zvysit (t€Zzce az velmi téZce rozpustny),

teplota tani se zvysi pomérné vyrazné na hodnotu ptiblizné¢ 200 °C [176-178].

Podle biofarmaceutického klasifika¢niho systému (BCS) fadime terbinafin do druhé
tiidy, tedy k 1é¢iviim $patné rozpustnym ve vodném prostiedi s vysokou permeabilitou.
Jakozto slaba baze vykazuje terbinafin rozpustnost zavislou na pH s maximem v kyselé
oblasti. Absorpce po peroralnim podani proto probiha ze zaludku linedrni kinetikou [175,

179].

Vysoce lipofilni molekula terbinafinu ma vysokou miru biodistribuce a tendenci ke
kumulaci v kiizi, nehtech a tukoveé tkani, cehoZ se s vyhodou vyuZiva pii terapii Siroké
Skaly dermatomyko6z. Mezi nejCastéj$i aplikacni formy patii topické a peroralni
preparaty. Eradikace mykotickych ptivodcii je obtizna a obvykle trva fadoveé tydny az
mesice, a je proto spjatd s relativné vysokym vyskytem Sirokého spektra nezddoucich
ucinkid, obzvlasté pii peroralnim podavani. Jednd se hlavné o gastroinstestinalni,
neurologické, hepatické, imunitni, kozni ale i psychologické a senzorické projevy [175,
177, 180]. Vyznamny je také jeho zna¢ny interak¢ni potencial se substraty jaterni oxidazy

CYP2D6, kterou siln¢ inhibuje [175].

Pravé vysoky vyskyt nezadoucich uCinkli, nutnost zdlouhavé terapie
1 fyzikalné-chemické vlastnosti terbinafinu podnitily vyzkum a vyvoj novych lékovych
forem s modifikovanym uvolilovanim a cilenou distribuci [174]. Napiiklad flexibilni
lipozomy (transferosomy) ve formé filmua a lakt pro lepsi permeabilitu terbinafinu do
neht pii 16Ebe onychomykdzy [181, 182], lipidické nanocastice s vyrazné prodlouzenym
uvolfiovanim a cilenou distribuci do kize pro efektivnéjsi terapii dermatomykéz [183]
nebo polymerni nanocastice s kladnym nébojem ve formé o¢nich kapek pro 1écbu

mykotickych keratitid [184].
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Obrazek 15 ZjednoduSeny racionalni konstituéni vzorec terbinafinu

Tabulka 2 Charakteristika terbinafinu [175, 176, 185, 186]

FYZIKALNE-CHEMICKE VLASTNOSTI

molekulova hmotnost 291,4 g/mol

teplota tani 44-48 °C

logP 5,9
ROZPUSTNOST

H,O ~7.38e-04 mg/mL

MeOH, EtOH ~50 mg/mL

DMSO ~100 mg/mL

FARMAKOKINETIKA

biodostupnost

vazba na plazmatickeé bil.
biologicky polocas
clearance

zdanlivy distribu¢ni objem
metabolizace

exkrece

logP: logaritmus rozdélovaciho koeficientu n-oktanol/voda, GIT: gastrointestindlni trakt.

70-90 %

>99 %

variabilni, ~36 h

~100 hod.

~20 L/Kg

jatra (CYP3A4)

ledviny (80 %), GIT (20 %)
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4.11 Didodecyldimethylamonium bromid

Didodecyldimethylaménium bromid (DDAB) je kationicky tenzid s dvojitym
alkylovym fetézcem. Strukturné jej fadime mezi kvarterni amoniové soli [187]. Je to
pevna latka, bily krystalicky prasek, s teplotou tdni v rozmezi 157-162 °C a molarni
hmotnosti 462,6 g/mol. Je rozpustny ve vodé v koncentracich do 5 % [188]. Vyhodou je
jeho dostupnost, nizké toxicita a antiseptické vlastnosti. DDAB je schvaleny FDA i EMA
a Siroce pouZzivany také v oblasti nanoterapeutik, hlavné pro pfipravu pozitivné nabitych

polymernich nanocastic [189-191].

\+/
\/\/\/\/\/\/N\/\/\/\/\/\/
Br

Obrazek 16 ZjednoduSeny racionalni konstitucni vzorec dimethyldidodecylaménium
bromidu.

4.12 Dimethylsulfoxid

Dimethylsulfoxid (DMSO) fadime strukturné k organosirovym slouceninam. Jedna
se o vysoce ucinné polarni aprotické rozpustédlo s molarni hmotnosti 78,13 g/mol,
rozpoustéjici celou fadu polarnich i1 nepolarnich latek. Mlze se vyskytovat v krystalické
formé, nebo Castéji jako bezbarva az lehce nazloutla hygroskopicka kapalina s hustotou
1,10 g/mL, neomezené misitelnd s vodou. Vyznacuje se pomérné vysokou hodnotou bodu

varu (189 °C) a naopak nizkou hodnotou teploty tani (19 °C) [192-194].

Obecné fadime DMSO mezi netoxicka rozpoustédla, s primérnou letalni davkou po
peroralnim podéni pfiblizné dvakrat vyssi nez ethanol [195, 196]. S vyhodou Ize vyuzit
jeho schopnost urychlovat transdermalni priinik hydrofilnich i lipofilnich latek, objevuje
se proto jako pomocna latka v fadé¢ ptipravki uréenych k topické aplikaci [194, 197, 198].

V koncentracich vysSich nez 5 % vykazuje antimikrobidlni aktivitu [193].
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DMSO patii diky svym vlastnostem, dostupnosti a bezpecnosti mezi frekventované
vyhledévana organicka rozpustédla v oblasti chemie, biologie a mediciny [199]. Siroké
uplatnéni nasel také pii pfipravé nanocastic, mimo jiné i jako rozpustédlo polymert pfi

nanoprecipitaéni metod¢ [77, 192, 200, 201].

Obrazek 17 ZjednoduSeny racionalni konstitucni vzorec dimethylsulfoxidu.
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5 Experimentalni ¢ast

5.1 Pouzité suroviny

Aceton, HPLC kvalita, Sigma-Aldrich, CAS: 67-64-1

Acetonitril, bezvody, Sigma-Aldrich, CAS: 75-05-8

Amoniak, 10%, Sigma-Aldrich, CAS: 7664-41-7

Aqua purificata, FaF UK HK, CAS 7732-18-5

Cetrimid; 99,5%; Sigma-Aldrich; CAS: 8044-71-1
Didodecyldimethylammonium bromid, 98%, Sigma-Aldrich, CAS: 3282-73-3
Dihydrogenfosfore¢nan draselny, Cisty, Penta, CAS: 7778-77-0
hydrogenfosfore¢nan disodny, bezvody Cisty, Sigma-Aldrich, CAS: 7558-79-4
Kyselina citronova, bezvoda Cista, Penta, CAS: 77-92-9

Dimethylsulfoxid, bezvody, Sigma-Aldrich, CAS: 67-68-5
Terbinafin-hydrochlorid, 98%, Zentiva, CAS: 91161-71-6

5.2 Pouzité pristroje

Analytické vahy CAHN 26 (CAHN Instruments, USA)

Analytické vahy Discovery Vitrum, max. 210g, min. 0,001g (Ohaus, Némecko)
Analytické vahy, max 220 g, d = 0,0001 g (Kern, Némecko)

Automatické pipety Research plus (Eppendorf, Némecko)

Centrifuga Biofuge Stratos (Heraeus, Némecko)

Centrifuga Micro Z (Thermo Fischer Scientific, USA)

DSC F3 Maia (Netzsch, Némecko)

Horkovzdu$na susarna (Memmert, Némecko)

HPLC systém (Shimadzu, Japonsko)

Magnetickd michacka s ohfevem, 100 — 1000 ot./min. (IKA — WERKE, Némecko)
Mettler Toledo TGA/DSC1 (Mettler-Toledo Ltd., USA)

pH meter HI22I (Hanna Instruments, USA)
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Rotaéni reometer Kinexus pro” (Malvern Panalytical, Velka Britanie)
Ru¢ni lis pro vickovani kelimki (Netzsch, Némecko)

Skenovaci elektronovy mikroskop FlexSEM 1000 (Hitachi, Japonsko)
Ttepaci vodni lazen Julabo SW (ILABO, Ceska republika)
Ultrazvukova cisticka Sonorex super 10 P (Bandelin, Némecko)
Vahy 440 — 35N, max 400 g, d = 0,01 g (Kern, Némecko)

Véhy FKB, max 8100 g, d= 0,05 g (Kern, Némecko)

Véhy PLE, max. 420 g, d = 0,01 g, (Kern, Némecko)

Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Panalytical, Velka Britanie)

5.3 Pomicky

Dialyza¢ni membréana 23 mm, MWCO 6 000 — 8 000 (Thermo Fisher Scientific, USA)
Hlinikovy kelimek 100 pl (Mettler, USA)

Hlinikovy kelimek 100 pl (Netzsch, Némecko)

HPLC kolona Express ES-CN; 15 cm % 4,6 mm; 2,7 um (Ascentis, Velka Britanie)
HPLC ptedkolona Express ES-CN; 0,5 cm x 4,6 mm; 2,7 um (Ascentis, Velka Britanie)

Membranovy filtr PP stfikackovy, velikost port 0,45 pm, (VWR International s.r.o.,
Ceska republika)

Membranovy nylonovy filtr stfikackovy, velikost pora 0,22 um, (VWR International
s.r.0., Ceska republika)

Polykarbonatova kapilarni kyveta DTS1060 (Malvern panalytical, Velka Britanie)

Polystyrenova jednordzova kyveta DTS0012 (Malvern panalytical, Velka Britanie)
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5.4 Charakterizace pouzitych polyesteri

Pouzity byly ctyfi polyestery, jeden linedrni (PLGA) atii vétvené (PLGA/A,
PLGA/T, PLGA/D). Vsechny tyto polyestery byly syntetizovany na Kkatedie
Farmaceutické technologie Farmaceutické fakulty UK roztokovou polykondenzacni

reakci bez vyuziti katalyzatoru a bez nutnosti finalniho pfecistovani [202].

Reaktanty byly monomery kyseliny DL-mlé¢né a glykolové v ekvimolarnim poméru.
Pfi syntéze vétvenych polyesterti obsahovala reakéni smés také vétvici komponenty
v riznych koncentracich. Konkrétné se jednalo o kyselinu polyakrylovou o molérni
hmotnosti 2 000 g/mol (PAA) v koncentraci 2 %, ktera byla pouzita na vétveni polyesteru
znacen¢ho PLGA/A, dale pak o tripentaerythritol v ptipad¢ polyesteru PLGA/T, resp.
dipentaerythritol v ptipadé PLGA/D. Procentudlni zastoupeni vétvicich komponenta

a zakladni charakterizaci pouzitych polyesterti sumarizuje Tabulka 3.

Distribuce molarni hmotnosti a stupen vétveni polyestert byly zméteny na pracovisti
SYNPO a.s. s vyuZzitim kombinace metod rozmérové-vylucovaci chromatografie (SEC)

s viceuhlovou detekci rozptylu svétla (MALS) a on-line viskozimetrii.

Tabulka 3 Pouzité polyestery a jejich zakladni charakteristiky

pracovni pomér v, W (n)
oznaceni LA/GA/VS [ Imnol] [ Imwol] 7_}” g

nosice [%] 9 g [mL/g]

PLGA 50/50/- 5400 7 500 12,2 1
PLGA/A 49/49/2 8 600 14 400 8,9 0,54
PLGA/T  48,5/48,5/3,0 5300 17 400 7,7 0,43
PLGA/D 46/46/8 1600 1700 2,9 0,45

LA: kyselina mlé¢nd, GA: kyselina glykolova, VS: vétvici slozka, Mn: Ciselné stfedni
molarni hmotnost, My: hmotnostné stfedni molarni hmotnost, (7).: vnitini viskozita, g":

stupen vétventi.

59



5.4.1 Termicka analyza

Termické  chovani testovanych  polyesteri bylo stanoveno  pomoci
termogravimetrické analyzy (TGA) a diferen¢ni skenovaci kalorimetrie (DSC). TGA
a DSC testovani bylo provedeno pomoci soubézného analyzatoru Mettler Toledo
TGA/DSC1 (Mettler-Toledo Ltd., USA) v teplotnim rozsahu 25 °C az 500 °C za

konstantni rychlosti ohievu 10 K/min., s vyuzitim dusiku jako proplachovaciho plynu.

Polyestery se na analytickych vahach navazovaly v hmotnosti 10 + 1 mg do
uzaviratelnych hlinikovych kelimki o celkovém objemu 100 pL. Z diivodu maximalni
teploty 500 °C byla pomoci jehly horni ¢ast kelimkt ptfed jejich uzavienim opatiena
malym otvorem, umoznujicim Unik pfipadnych plynt vznikajicich pfi dekompozici

polyestert.

Analyza kazdého vzorku prob¢hla triplicitn€, vysledné termogravimetrické a DSC
kiivky byly vyhodnocovany softwarem STARe v. 9.30 (Mettler-Toledo Ltd., USA).
Vysledky byly normalizovany s ohledem na pifesné navdzky vzorkd a teploty

referen¢niho kelimku, aby bylo mozné vzajemné porovnani polyesterd.

Pomoci pfistroje DSC 200 F3 Maia®, ktery umoziuje chlazeni vzorku, byla
provedena termicka analyza pii nizSich teplotach, z divodu zjisténi teplot skelného

piechodu polyestert.

K analyze se pouzivalo mnozstvi vzorku 10 £+ 1 mg, umisténé v hlinikovém kelimku,
podobné jako pfi soubézné TG/DSC analyze. Termické vlastnosti byly zkoumany pod
konstantnim proudem dusiku 50 mL/min pfi rychlosti ohfevu 10 K/min. Analyza
probihala v teplotnim rozmezi -40 °C az 90 °C. Vzorky byly nejprve zahiaty na 90 °C,
pak zchlazeny na -40 °C a nasledné opakované zahtaty na 90 °C. Teplotni rozsah byl
zvolen na zaklad¢ ptredpokladanych hodnot 7; polyestert s teplotni rezervou, aby bylo
spolehlivé dosazeno ustdleni zdkladni linie (baseline). Hodnoty 7, byly odecteny
v prubéhu cyklu druhého ohievu v inflexnim bodu. Analyza probehla triplicitng

a vysledky byly zprimérovany.
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5.5 Optimalizace metody pripravy nanoc¢astic

Z davodu nizké rozpustnosti terbinafinu ve vodé byla zvolena nanoprecipitacni
metoda pripravy nanosuspenze [73]. Postup byl nejdiive optimalizovan. V ndvaznosti na
preliminéarni experimenty byly n€které formulacni faktory standardizovany. Konkrétné se
jednalo o teplotu, rychlost michani, velikost a tvar michadla, objem a primér kadinky

v

a objemy vnitini a vn&jsi faze.

Z divodu piehlednosti a postupné optimalizace metody je postup formulace
nanosuspenzi a pritbéh métfeni metodami DLS a LDE detailn€ popsan v podkapitolach

5.6.3, resp. 5.7.2.

5.5.1 Priprava vnitini faze

Pouzité polyestery byly nejprve vyjmuty z exsikatoru. Za laboratorni teploty se jedna
o materidly tuhé a kiehké s extrémné vysokou hodnotou viskozity. Mechanickymi
postupy za pouziti tfeci misky s tlou¢kem se dosahlo pozadovaného stupné rozdrobnéni.
Nasledné se jednotlivé polyestery navazovaly na analytickych vahach do uzaviratelnych

sklenénych vialek.

Ke zvolenému mnozstvi polyesteru se ptidalo potfebné mnozstvi rozpoustédla.
Kadinky s ptfidanym magnetickym michadlem se pak umistily na magnetickou michacku

s ohfevem. Za stalého michani a konstantni teploty 50 °C se polyestery nechaly rozpustit.

5.5.2 Vybér rozpoustédla

V ptipad¢ vybéru organického rozpoustédla, vhodného pro nanoprecipitacni metodu,
byly hlavnimi pozadavky neomezend misitelnost s vnéjsi (vodnou) fazi a dobra schopnost

rozpoustét polymer i lé€ivo.

Hlavnimi kandidaty byly aceton, acetonitril a dimethylsulfoxid. Tato tfi rozpoustedla
se pouzila pro pfipravu jinak identickych nanosuspenzi, jejichz kvalita byla nasledné

hodnocena metodou DLS. PouZitym polyesterem pro toto testovani byl PLGA/A.
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5.5.3 Priprava vnéjsi faze a vybér stabilizatoru

Zvolenou vnéjsi fazi byl roztok stabilizatoru v ¢isténé vodé. Byla testovana ucinnost
cetrimidu  a didodecyldimethylamonium bromidu (DDAB) jako stabilizatort
nanosuspenzi. Stabilizatory ve form¢ praski se nejprve dokonale rozpustily v ¢isténé
vodé na koncentraci 0,5 %; ktera se v preliminarnich experimentech ukazala jako G¢inna
a slouzila jako koncentrace referen¢ni. Tyto 0,5% zéasobni roztoky se dale fedily ¢isténou
vodou na roztoky o nizsich koncentracich, ke kterym byl za stdlého michani ptikapavan
roztok PLGA/A za vizudlni kontroly vzniku aglomeratd. Nejniz§i koncentrace
stabilizatorfi, pfi které vznikala nanosuspenze bez jasné viditelné aglomerace, byla
0,005 %, proto byla zvolena jako druhd testovaci koncentrace. Jako tieti byla zvolena

koncentrace o tad vyssi, tedy 0,05 %.

Nésledné byl metodou LDE zméten ZP piipravenych nanosuspenzi a porovnana

efektivita stabilizatort a vliv jejich koncentrace.

5.5.4 Mnozstvi polyesteru

S cilem optimalizovat mnozstvi polyesteru byly postupné piipraveny vzorky s jeho
narustajici koncentraci ve vnitini fazi. Jako pocatecni byla na zakladé ptedchozich
zkuSenosti zvolena 1% koncentrace, ktera se v koncentra¢ni fad¢ vzorkl zvySovala vzdy

o dv¢ procenta.

Kazdy vzorek byl ihned po pfipravé vizualné hodnocen, pficemz se sledovala
pritomna opalescence, naznacujici tvorbu nanocastic a také piitomnost nezadoucich
sedimentujicich aglomerat. Kvalita vzorkt, které spliiovaly vizualni pozadavky, byla
nasledn¢ hodnocena metodou DLS. Vzorky byly pfipraveny triplicitn€, zvolenym
polyesterem pro toto testovani byl PLGA/A. Na zakladé vysledkd piedchozich

experimentl byly nanosuspenze stabilizovany DDAB v koncentraci 0,05 %.

5.5.5 Rychlost miseni fazi

Experimentem byl sledovan vliv rychlosti miseni fazi pfi nanoprecipitacni metod¢.
Vnitini faze byla pfidavana do faze vnéjsi bud’ najednou (one-pot), nebo po kapkach
(dropwise). Pro testovani byl ndhodné zvolen polyester PLGA/T ve dvou rtiznych
koncentracich, konkrétné 3 % a5 %. Vzorky byly pfipraveny triplicitné a hodnoceny
metodou DLS.
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5.5.6 Stabilita nanosuspenze

Vzorky, u kterych byl predchozim experimentem sledovan vliv rychlosti miseni
jednotlivych fazi na distribuci velikosti ¢astic, byly skladovany v uzavienych sklenénych
vialkach pfi konstantni teploté 1 °C. Metodou DLS byla opakované méfena distribuce
velikosti ¢astic v ¢asovych intervalech 24 a 48 hodin po pfipravé. Temperace vzorkl na

teplotu 25 °C probihala ptimo v pfistroji.

5.6 Nanocastice s terbinafinem

Bylo pfipraveno 48 formulaci s terbinafinem, které se liSily sloZenim vnitini faze.
Kazdy ze Ctyt pouzitych polyesterti byl nafedén na c¢tyti koncentrace (1 %, 3 %, 5 %,
7 %) za pouziti DMSO jako rozpoustédla. V takto pfipravenych roztocich se nasledné

rozpustila navazka terbinafinu o hmotnosti 5 mg, 15 mg nebo 25 mg.

5.6.1 Priprava volné baze terbinafinu

K dispozici byl terbinafin-hydrochlorid, ktery byl za pomoci ultrazvukové lazné
rozpustén v Cisténé vodé o teploté 80 °C a nasledné zfiltrovan. Poté byl ptikapavan 10%
vodny roztok amoniaku do dosazeni hodnoty pH 7,0. Hodnota pH byla kontinualné
meéiena digitdlnim pH metrem. Po dekantaci roztoku byl terbinafin diikladné vysusen ve

vakuové susarné.

5.6.2 Viskozita vnitrni faze

Dynamické viskozita roztokl jednotlivych polyestert a terbinafinu v DMSO byla
zméfena na absolutnim rotanim reometru Kinexus pro' andsledné analyzovana
softwarem r-Space v. 1.75. Spodni geometrii byla deska. Vzhledem k faktu, ze roztoky
polyesterti byly v kapalném stavu, byla zvolena horni geometrie s primérem 60 mm tvaru
kuzele a s thlem 1° (CP 1/60). Testované roztoky byly davkovany automatickou pipetou

v piesném objemu (0,98 mL) s ohledem na zvolenou konfiguraci geometrii.

Vzorky byly temperovany na teplotu 25°C améfeni probihalo v reZzimu
kontrolovaného rychlostniho spadu v rozmezi 0,1 az 100,0 s'. Vzorky byly zméfeny
tiikrat a vysledné viskozitni kiivky byly analyzovany matematickym modelem

,Newtonian model fit for viscometry*.
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5.6.3 Formulace nanosuspenze

Formulace nanosuspenze vychdzela znanoprecipitatni metody. Terbinafin byl
navazen na analytickych vahach do sklenénych kadinek o objemu 10 mL. Pro jednotlivé

série vzorkl byly zvoleny tfi navazky, konkrétné 5 mg, 15 mg a 25 mg.

Navazeny terbinafin byl dokonale rozpustén v 1 mL roztoku polyesteru dané
koncentrace. Roztok terbinafinu a polyesteru ve vybraném organickém rozpoustédle bude

dale oznacovan jako vnitini (organickd) faze.

Vnéjsi (vodnd) faze, roztok DDAB v ¢isténé vodé o koncentraci 0,05 % a objemu
10 mL, byla ve sklenéné kadince o objemu 25 mL s uréenym primérem umisténa na

magnetickou michacku.

Za stalého michani byla k vnéjsi fazi po kapkach (dropwise) ptidavana faze vnitini.
Po ptidani celého objemu vnitini faze byla vznikld nanosuspenze ponechana na

magnetické michacce po dobu 30 minut.
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roztok DDAB ve vodé L o kontinualni michani

Obrazek 18 Ilustrativni znazornéni nanoprecipitacni metody. TER: terbinafin,
DMSO: dimethylsulfoxid, DDAB: didodecyldimethylamonium bromid
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5.7 Charakterizace nanocastic s terbinafinem

5.7.1 Skenovaci elektronova mikroskopie

Tvar a morfologie nanocastic byly sledovany s vyuzitim skenovaciho elektronového
mikroskopu FlexSEM 1000 (Hitachi, Japonsko) vrezimu sekundarnich elektrond.
Mikroskop pracoval v urychlovacim napéti 20 kV. Vzorky ve formé& piecisténé
nanosuspenze byly pfed méfenim umistény na uhlikovou adhezivni pasku a vysuseny pii

laboratorni teploté.

5.7.2 Velikost, disperzita a zeta potencial

Zakladnimi sledovanymi parametry pfipravenych nanosuspenzi byla velikost Castic,

index polydisperzity a ZP.

Velikost castic aindex polydisperzity byly stanoveny metodou dynamického
rozptylu svétla na ptistroji Zetasizer Nano ZS 90 (Malvern Panalytical, UK) v konfiguraci
s cervenym helium-neonovym laserem pracujicim pti vinové délce 632,8 nm. Fluktuace
v intenzit¢ rozptylovaného svétla byly detekovany pod uhlem zpétného rozptylu
o velikosti 173°. Pro méfeni byly zvoleny jednorazové polystyrénové kyvety DTS0012,
do kterych se ptripravena nanosuspenze v objemu 1 mL davkovala pomoci tuberkulinové
stiikacky bez jehly. Vysoce koncentrované vzorky, které nebyly transparentni, se pred
métenim fedily 0,05% roztokem DDAB v ¢isténé vode. Pozice tlumice byla nastavovéana

automaticky.

Samotné méteni se provadélo triplicitné podle vytvoireného standardniho operacniho

protokolu s nastavenymi klicovymi parametry uvedenymi nize:

o refrak¢ni index materialu: 1,50

o absorpce materialu: 0,010

o refrakéni index disperzniho prostfedi: 1,330

o dynamicka viskozita: 0,8872 mP-s

o dielektrick4 konstanta disperzniho prostiedi: 78,5
o pozice pii méteni: 0,85 mm

o teplota: 25,0 °C
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Me¢éteni ZP probihalo ve stejném piistroji metodou LDE. Nanosuspenze se davkovala
tuberkulinovou stfikackou bez jehly do kapilarni kyvety DTS1060, ktera se plnila

potifebnym objemem (cca 0,75 mL).

Pro méteni ZP byl rovnéz vytvotren standardni operacni protokol, a to s nasledujicimi

klicovymi parametry:

o refrakeni index disperzniho prostiedi: 1,330

o dynamicka viskozita: 0,8872 mP-s

o dielektricka konstanta disperzniho prostredi: 78,5
o pozice pfi méteni: 2,0 mm

o teplota: 25,0 °C

Priitbéh obou typt méteni byl fizeny a vyhodnocovany softwarem DTS verze 7.11,

pozdéji 7.12.

Obrazek 19 Jednorazova polystyrenova kyveta DTS 0012 pro méfeni distribuce
velikosti ¢astic metodou DLS — vlevo. Polykarbonatova kyveta DTS1060 pro méfeni
ZP metodou LDE — vpravo.

5.8 HPLC analyza nanodastic s terbinafinem

Stanoveni terbinafinu v nanocésticich probihalo na HPLC pfistroji Shimadzu

s UV-VIS detekci pti vinové délce 226 nm.
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5.8.1 Centrifugace a priprava vzorka k HPLC analyze

Z jednotlivych nanosuspenzi s terbinafinem byl do mikrozkumavek pipetovany
objem 2 mL. Mikrozkumavky se vzorky byly nasledné¢ centrifugovany po dobu 20 minut
pti 10 000 otackach za minutu, coz pti pouzité centrifuze odpovidalo tthovému zrychleni
7200 G. Centrifugace probihala ve dvou cyklech. Po prvnim cyklu byl supernatant
nahrazen c¢isténou vodou, ve které byly nanocastice resuspendovany. Po ukonceni
druhého cyklu byl supernatant odstranén a sediment rozpustén ve 2 mL acetonitrilu

(ACN).

Roztok byl zfiltrovan pies 0,22 pm nylonovy filtr do HPLC vialek a ptipraven

k analyze.

5.8.2 HPLC instrumentace a pribéh analyzy

Pro kvantifikaci terbinafinu byl pouzit HPLC systém Shimadzu vybaveny UV-VIS
detektorem SPD-20A. K nastfiku vzorku o objemu 1 pL byl vyuZzit Autosampler SIL-
20A HT. K separaci byla zvolena ¢asticova kolona s tavenym jadrem Ascentis Express
ES-CN (15 cm x 4,6 mm; 2,7 um), funkci predkolony plnil indenticky typ kolony v délce

0,5 cm.

Mobilni faze byla tvofena smeési fosfat-citratového pufru a acetonitrilu v poméru
60:40 v/v. Samotny pufr se pripravoval Ccerstvy jako smés 0,2M roztoku
hydrogenfosfore¢nanu disodného (1,4 g v 500 mL ¢isténé vody) a 0,1M roztoku kyseliny
citronové (0,96 g v 500 mL ¢isténé vody) v poméru 10:13. Hodnota pH byla upravena na

4,5 a poté byl pufr zfiltrovan pies 0,22 um nylonovy filtr.

Rychlost pritoku mobilni faze byla 0,9 mL/min a samotna separace probihala pii
teplote 60 °C. Retencni Cas terbinafinu ¢inil 9,3 min pii detekci pti vinové délce 226 nm.

Celkovy ¢as analyzy byl 10 min.

5.8.3 Sestrojeni kalibra¢ni primky

Na analytickych vahach byl do odmérné banky o objemu 100 mL navaZen terbinafin
v mnozstvi 7,50 mg. Odmérnd banka byla dopliiena mobilni fazi (viz ptedchozi
podkapitola 5.8.2), uzaviena amichana do Uplného rozpusténi terbinafinu. Z

pfipraveného zasobniho roztoku se pipetovanim piipravila série péti vzorkll o riizné
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koncentraci (2,5; 10; 25; 50 a 75 pg/mL), které se nasledné filtrovaly pies PP filtr
o velikosti porti 0,45 um do HPLC vialek. Z téchto vzorkt byla vyhotovena kalibra¢ni
pfimka. Koncentrace roztokti byly zvoleny na zéklad¢ ptedpoklddaného mnozstvi

terbinafinu v nanocasticich a ptesnosti vazeni.

5.8.4 Stanoveni mnozZstvi enkapsulovaného terbinafinu

Enkapsulaéni efektivita byla pocitana s vyuzitim pfimé metody podle Rovnice 9. Pro

vypocet kapacity polymeru pro 1é¢ivo slouzila Rovnice 10.

m

EE = —x100 9)
my
m

LC =—%x%x100 (10)
mn

EE enkapsulac¢ni efektivita [%]

LC kapacita polymeru pro 1é¢ivo — podil 1é€iva v nano€asticich [%]
me mnozstvi terbinafinu stanoveného v nanocasticich [mg]

mo mnozstvi terbinafinu pouzitého pti ptipravé [mg]

My hmotnost nanocastic [mg]

5.9 Testovani liberace

Jako disolu¢ni médium byl zvolen a piipraven fosfatovy pufr s pH 5.,5. Nejpve se
ptipravil Roztok A. Bylo rozpusténo 13,61 g dihydrogenfosforecnanu draselného
v ¢isténé vode, kterou byl roztok doplnén do celkového objemu 1 000 mL. Roztok B byl
pfipraven rozpusténim 35,81 g hydrogenfosfore¢nanu disodného v €isténé vodé. Celkovy
objem Roztoku B byl rovnéz upraven na 1 000 mL. Po smichéni 96,4 mL Roztoku A
s 3,6 mL Roztoku B byla hodnota pH vysledného fosfatového pufru ovétena pomoci pH

metru HI22I (Hanna Instruments, USA) s kombinovanou sklenénou elektrodou.
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Nanosuspenze byly centrifugovany a supernatant byl nahrazeny 0,05% roztokem
DDAB v ¢isténé vod¢, aby se odstranil volny neenkapsulovany terbinafin. Vznikla
nanosuspenze byla v objemu 5 mL napipetovana do dialyza¢ni celulosové membrany
tvaru trubice, kterd byla umisténa do sklenéné vialky s 15 mL disoluéniho média,
fosfatového pufru s pH 5,5. Vialka byla poté umisténa do vodni 1azné s integrovanou
trepackou a nastavenou amplitudou tfepani 15 mm pfi frekvenci 50 rpm, temperovanou
na 37 °C. V ptedvolenych intervalech probéhla vyména disolu¢niho média. Terbinafin

byl nasledné analyzovan pomoci HPLC. Experiment byl provadény triplicitné.

Pro disolucni testy byly na zéklad¢ vysoké stability a nejnizsi polydisperzity zvolené
formulace sjednotnou koncentraci polyesteru ve vnitini fazi (5 %) ajednotym

pocatecnim mnozstvim terbinafinu (5 mg), liSici se pouze typem pouzitého polyesteru.

5.10 In vitro testovani antimikrobialni u¢innosti

Pro testovani antimikrobidlni efektivity nanocastic s terbinafinem byla zvolena
difuzni jamkova metoda popsand v literatute [173]. Testovana byla formulace s nejvyssi
enkapsulacni efektivitou, konkrétné PLGA/A s pocatecni davkou terbinafinu 5 mg.
Koncentrace polyesteru ve vnitini fazi byla 7 %. Tato formulace byla zvolena také

z divodu vysoké stability dané vysokou hodnotou ZP a nizkou hodnotou PdlI.

Jako kultivacni médium byl zvolen Sabouraudiv agar a mikrobidlni kulturou byl
zastupce kmene kvasinek Candida albicans. Po 24 hodindch kultivace byla pfipravena
suspenze s finalni velikosti inokula 5106 CFU/mL. Testovani probéhlo na Petriho
miskdch o priméru 90 mm. Na testovaci agar bylo naockovano 0,5 mL mikrobialni
suspenze, kterd byla asepticky rozptylena na jeho povrchu. Nasledn¢ byly do agaru
vykrojeny jamky standardni velikosti, které byly poté zcela naplnény suspenzi terbinafinu
(standard) a nanocasticemi bez terbinafinu (negativni kontrola), resp. nanocasticemi
s enkapsulovanym terbinafinem (testovany vzorek) ve formé nanosuspenze. Koncentrace
terbinafinu ve standardu byla identicka jako koncentrace terbinafinu v nanocasticich.
Inhibi¢ni zéna byla hodnocena po 24 hodinové kultivaci pfi teploté 37 °C za aerobnich
podminek a vlhké atmosféfe. Vysledkem byla fotograficka dokumentace. Test byl

proveden dvakrat s identickym vysledkem.
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6 Vysledky a diskuze

6.1 Struktura pouzitych derivati PLGA

Polykondenza¢ni reakei kyseliny glykolové, kyseliny D, L-mlééné a vétviciho
monomeru byly syntetizovany vétvené terpolymery, resp. linedrni polymer v piipadé
absence vétvicici slozky (Obrazek 20, Obrazek 21). Syntéza je snadno kontrolovatelna
a Skéalovatelnd. Vysledné produkty jsou sterilni a jelikoZ nebyly pouzity katalyzatory,
nebylo nutné ¢isténi rozpousténim, precipitaci a suSenim. V porovndni s linedrnimi
PLA/PLGA vyuzivanymi v mnoha dalSich studiich [204-206], maji prezentované
polyestery nizS§i molarni hmotnost a moZznost modifikace architektury dle pouzitého
vétviciho monomeru. Diky vy$§imu poméru koncovych hydroxylovych a karboxylovych

skupin maji vétvené derivaty vyssi hydrofilitu nez derivaty linearni.
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Obrazek 20 Schéma polyesterii: hvézdicovy typ vétveny na dipentaerythritolu (A),
kartacovy typ vétveny na kyselin€ polyakrylové (B) a linearni (C). VInité kiivky
predstavuji fetézce PLGA.
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Obrazek 21 Konstituéni vzorec vétveného polyesteru na bazi PLGA. Na vétvici
monomer pentaerythritol (v kruhu) jsou prostfednictvim O-glykosidovych vazeb vazany
jednotlivé fetézce PLGA.

6.2 Termicka analyza

S vyuzitim soubézné TG/DSC analyzy bylo sledovano termické chovani polyestert.
Ptistroj Mettler Toledo TGA/DSCI1 nebyl vybaven kryostatem umoznujicim chlazeni,
nastaveny teplotni rozsah byl proto od 25 °C do 500 °C. Na Obrazku 22 jsou TG a DSC
kiivky jednotlivych polyesteri.

DSC kiivky vSech polyesterti se ve sledovaném teplotnim rozmezi vyznacovaly
pouze jednim vyraznym pikem, charakterizujicim endotermni d&j. Je zfejmé, Ze se
nejednd o tani polyester(, jelikoZ ve stejném rozmezi teplot Ize na TG kiivkach pozorovat
jasny ubytek hmotnosti. Lze proto usuzovat, Ze zaznamenanym endotermnim déjem bude

dekompozice polymert.

Na TG kiivkach lze také pozorovat konstantni hmotnost vSech polyesterti az do
teploty pfiblizn€ 200 °C, znacici dobrou termickou stabilitu. V rozmezi teplot od 200 °C
do 300 °C je viditelny pozvolny ubytek hmotnosti, mensi nez 10 %. Pfi teploté 300 °C
nastal prudky ubytek, ktery u polyesterit PLGA a PLGA/A doséhl hodnot témét 100 %

71



pti teploté 390 °C. Relativné podobny pribéh dekompozice PLGA popisuje fada autort
[207-210].

V ptipadé¢ PLGA/T a PLGA/D byl tibytek hmotnosti na tiroven 50 % rychlejsi, avsak
v dalsi fazi doSlo ke zpomaleni. Maximalni tibytek byl zaznamenan pii teploté 450 °C
u PLGA/T, resp. 470 °C u PLGA/D. Tento jev lze vysvétlit rozdilnou architekturou
téchto polyesterd, ale také pouzitymi vétvicimi slozkami, konkrétné tripentaerythritolem
a dipentaerythritolem v signifikantnich koncentracich, které se vyznacuji pomérné
vysokou termickou stabilitou [211]. Pravé tyto derivaty pentaerythritolu, pfitomné
v polyesterech PLGA/T a PLGA/D, resp. jejich vznikajici rozkladné produkty, jsou
pravdépodobné zodpovédné za mirngj$i ubytek hmotnosti v pozdéjSich fazich
dekompozice. Ani pii ukonceni analyzy pfi finalni teploté 500 °C nebyl pozorovan totalni
ubytek hmotnosti, kdy zaznamenand hmotnost rezidui PLGA/T byla nad jednim
procentem a v pripadé polyesteru PLGA/D, ktery obsahuje az 8 % dipentaerythritolu,

byla hmotnost rezidui téméf 6 % z ptivodni navazky.

Plochy pikit DSC kiivek, reprezentujici zménu entalpie spojenou s dekompozici
polyestert, jsou u PLGA a PLGA/A téméf identické a ptiblizné dvojnasobné v porovnani
s PLGA/T. V porovnani s PLGA/D je rozdil jest¢ markantnéjsi. Zacatek dekompozice
polymerti je Casto popisovan jako nahodné stépeni tfetézct [139, 207], které muze
vysvétlit nizsi energii potiebnou k dekompozici vysoce vétvenych PLGA/T a PLGA/D
s hvézdicovou architekturou. VIiv molarni hmotnosti na parametry dekompozice nebyl

jednoznacéné pozorovan.

Jiny endotermni pik, ktery by mohl pfedstavovat tdni polyesterti, nebyl ve
sledovaném teplotnim rozsahu zaznamenan. Lze proto usuzovat, ze testované polyestery
nevykazuji krystalinitu a tudiZ se nachazeji v amorfnim stavu [212]. Absence moZnosti
chlazeni vzorki, umoznujici sniZeni startovaci teploty analyzy, zamezila detekci pikl

reprezentujicich teplotu skelného piechodu.
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Obrazek 22 Vysledky soubézné TG/DSC analyzy polyestert.

73



Jelikoz soubézna TG/DSC analyza nebyla schopna stanovit teplotu skelné¢ho
prechodu (7%), byla provedena samotna DSC analyza na pfistroji umoziujicim chlazeni,
ve zvoleném teplotnim rozsahu -40 °C az 90 °C. Nejprve probéhlo zahtati vzorkd na
90 °C, pak zchlazeni na -40 °C a nésledné druhy cyklus zahtati. Prvni ohiev a chlazeni
umoznuje vymazat tepelnou historii materialu, chlazeni je vhodné také k vyvolani
pfipadné krystalizace. Druhy ohfev nasledoval ihned po zchlazeni, aby se zamezilo

entalpické relaxaci polyestert.

Zjisténa teplota skelného prechodu jednotlivych polyesterti se pohybovala od 12 °C
do 39 °C zejména v zavislosti na jejich molarni hmotnosti. Patrny je rovnéz efekt stupné
vétveni, jeho pfesny mechanizmus ovlivnéni hodnoty 7 vSak neni jasny. Kratsi vétve se
projevuji jako segmenty plastifikujici, tedy redukujici hodnotu 7, coZ je potvrzeno
nejnizs$i Ty v ptipad€ nejvice vétveného terpolymeru. U linearnich molekul by to bylo
z pohledu vlivu molarni hmotnosti v rozporu se vztahem Floryho a Foxe [213].

Prezentované polyestery jsou amorfni a na DSC skenech (viz Obrazek 23) neni viditelny

pik krystalické faze.
g 12,4
E PLGA/D
8
g 384
& :
|_
26,0
PLGA/T
32,8
PLGA/A
' T ' T ' T T T T T T
-50 -25 0 25 50 75 100

Teplota [°C]

Obrazek 23 DSC skeny jednotlivych polyesterti se zndzornénim teploty skelného
prechodu (7). Osa Y je posunuté z diivodu piehlednosti.
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6.3 Optimalizace nanoprecipitacni metody

6.3.1 Vybér rozpoustédla

Byly pfipraveny série nanosuspenzi se ¢tyfmi rdznymi koncentracemi polyesteru
PLGA/A (1 %, 3 %, 5 %, 7 %), liSici se pouze pouzitym rozpoustédlem vnitini faze.
K dispozici byly tii potencidlné¢ vhodna rozpoustédla, konkrétné acetonitril (ACN),
aceton (DMK) a dimethylsulfoxid (DMSO). Zékladni pozadavek, dobra schopnost

rozpoustét testované polyestery i terbinafin, byl ovéten u vSech kandidata.

Obrazek 24 sumarizuje vysledky méfeni prumérné distribuce velikosti ¢astic ve
formé frekvencnich kiivek. V ptipadé série vzorkli s ACN bylo dosaZeno poZadované
urovné disperzity (PdI<0,2) pouze v ptfipadé 1% koncentrace polyesteru, kde byla
primérnd hodnota Pdl 0,176 + 0,014. Pfi 3% koncentraci polyesteru je na obrazku
viditelny dvojity pik, ktery jiz zasahuje do mikrorozmérti. V ptipadé koncentraci 3 %
a5 % se jiz viditeln¢ objevuji sekundarni piky, ptfedstavujici aglomeraty o priméru

nékolika mikrometru.

DMK v porovnani s ACN poskytoval viditeln¢ stabilnéjsi nanosuspenze s vyrazné
uzsimi piky, reprezentujici nizsi disperzitu. Ta se zhorSovala s narGstajici koncentraci
polyesteru, ptijatelné hodnoty byly dosaZeny pii 1% a 3% koncentraci. V ptipadé 1%
koncentrace byl PdI dokonce pod hodnotou 0,1. Vzorek s 5% koncentraci polyesteru s
PdI mirn€ nad hodnotou 0,2 se také vyznacoval jednim soumérnym pikem, ktery znamena
jednu populaci €astic. V ptipade 7% koncentrace polyesteru jiz vSak 1ze pozorovat dvojity

pik obsahujici 1 ¢astice velikosti pfesahujici hodnotu 1 000 nanometrt.

Pouziti DMSO jako rozpoustédla vnitini faze se ukazalo jako nejefektivnéjsi volba.
V ptipad¢€ vSech testovanych koncentraci polyesteru byl vysledkem ostry soumérny pik
lokalizovany v nanooblasti, pfedstavujici jednu populaci nanocastic s nizkou disperzitou.
Z Obrazku 24 je viditelny také posun na oxe X, coZ znamena narlst primérmné velikosti
castic srostouci koncentraci polyesteru. Naopak polydisperzita se s narUstajici

koncentraci polyesteru prakticky nemeénila a primérnd hodnota byla 0,079 + 0,026.
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Obrazek 24 Porovnani rozpoustédel vnitini faze na zdkladé vysledkli méfeni primérné
distribuce velikosti ¢astic ve formé frekvencnich kfivek metodou DLS.
ACN: acetonitril, DMK: aceton, DMSO: dimethylsulfoxid.

6.3.2 Vybér stabilizatoru

S cilem dosaZeni efektivni elektrostatické stabilizace nanosuspenzi byl vzdjemné
porovnan vliv cetrimidu (CET) a didodecyldimethylamonium bromidu (DDAB) na

hodnoty ZP. Byly pfipraveny vzorky, liSici se pouze koncentraci stabilizatoru ve vnéjsi
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fazi. Prvni testovanad koncentrace stabilizatorti byla zvolena na zaklad¢ preliminarnich
experimentd, pii kterych se nanosuspenze hodnotily vizualné na nepfitomnost aglomeratt
a nasledné¢ metodou DLS. Touto hranici byla koncentrace 0,005 %, pfi které vznikaly
nanocastice zprvu bez vyrazné aglomerace, které vSak po chvili aglomerovaly.
Koncentrace o dva fady vyssi znamenala v piipadé pouziti DDAB hodnoty ZP pravidelné
nad urovni 61 mV, coz je v literatuie popisovano jako hodnota reprezentujici excelentni
koloidni stabilitu [95]. Zbyte¢n¢ vysoka koncentrace tenzidu vSak muze solubilizovat
hydrofobni 1éCivo a zvysit tak jeho unik do vnéjsi fAze piti procesu nanoprecipitace [214].
Optimalni se proto jevila koncentrace DDAB 0,05 %, pfi které se spolehlivé dosahovalo

hodnot ZP vys$Sich nez 30 mV anebyla pozorovana Zadnd aglomerace. Vysledky

sumarizuje Obrazek 25.
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Obrazek 25 Porovnani efektivity cetrimidu (CET) a didodecyldimethylamonium
bromidu (DDAB) na zaklad€ zvySeni hodnoty zeta potencialu.
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6.3.3 Mnozstvi polyesteru

Byla pfipravena série vzorki liSicich se pouze koncentraci polyesteru ve vnitini fazi,
s cilem optimalizovat jeho mnozstvi. Pro toto testovani byl zvolen polyester PLGA/A.
Prvni vzorek obsahoval 1 % PLGA/A ve vnitini fazi a koncentrace rostla v fadé vzorki
vzdy o dvé procenta. Paty vzorek v potadi, obsahujici 9 % polyesteru, byl na zakladé
zietelné pritomné aglomerace vyhodnocen jako nedostate¢né kvalitni a koncentrované;si
vzorek v fad€ se proto jiz nepfipravoval. Z dGvodu ptesnéjsiho urceni limitni koncentrace

polyesteru se jako posledni pfipravil 8% vzorek, u kterého nebyla pfitomnost aglomerace

vizudlné pozorovana.

Kvalita vzorki, které prosly vizualni kontrolou, byla nasledné¢ hodnocena pomoci
metody DLS. Z Obrazku 26, predstavujiciho zavislost intenzity rozptyleného svétla na
distribuci velikosti, je jasn€ viditelné, Ze sledované vzorky aZz do 7% koncentrace

polyesteru obsahuji pouze jednu populaci (pik) ¢astic a neobsahuji aglomeraty.

Jinak je tomu v pfipad€é koncentrace 8 %. Z obrazku je patrny sekundarni pik
s primérnou velikosti ¢astic ptresahujici 4 mikrometry, znaCici aglomeraci a tudiz

nestabilitu suspenze [215].
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1% PLGA/A — 7 % PLGA/A
3 % PLGA/A — 8 % PLGA/A
- 5 % PLGA/A

Obrazek 26 Distribuce velikosti ¢astic pii narlstajici koncentraci polyesteru PLGA/A.
Testovani bylo provedeno triplicitng, pro piehlednost jsou uvedeny prumérné hodnoty.
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Z Obrazku 26 je patrny také vliv koncentrace polyesteru na velikost ¢astic, kdy

s narustajici koncentraci primérna velikost ¢astic roste.

Vliv koncentrace polyesteru na velikost ¢astic detailné prezentuje Obrazek 27.
V ptipad¢ stabilnich vzorki, kde nebyla zaznamenana aglomerace, vykazuje zavislost
pramérné velikosti Castic na koncentraci polyesteru vysokou korelaci s linearnim
trendem, naznacujici moznost relativné jednoduché optimalizace velikosti. Podobny efekt

byl pozorovan i tymem Huang et al [216].

Pti koncentraci 8 % je vidét vyraznou odchylku od linearniho trendu, zplisobenou
nadlimitni koncentraci polyesteru, kterd se projevuje vznikem aglomeratd, vyrazné

zvétsujicich primérné hodnoty velikosti [217].

Podle vysledka tohoto testovani lze zvolenou metodou piipravit stabilni populaci
nanocastic pii koncentraci polyesteru ve vnitini fazi 7 % a mensi, tedy 70 mg/mL pfi

zachovani poméru vnitini a vnéjsi fazi 1:10.
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Obrizek 27 Zavislost velikosti ¢astic na koncentraci PLGA/A. Cervené je zndzornény
aglomerovany vzorek.
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6.3.4 Rychlost miseni fazi

Byl porovnan vliv rychlosti miseni fazi pfi nanoprecipitaci na velikost a disperzitu
castic. Ob¢& hodnocené metody miseni fazi, rychld (one-pot) i pomalad (dropwise), se
ukazaly jako efektivni a reprodukovatelné¢ a v obou piipadech byla u vsech vzork
detekovana jedna populace ¢astic, znacici kvalitu suspenze. Metoda pridavani vnitini faze
po kapkach poskytovala v porovnani s metodou rychlého piidani castice s veétsi
pramérnou velikosti. Rozdil ve velikosti byl zfejmy, nebyl vSak markantni, jak lze vidét
na Obrazku 28. V ptipadé vzorkl s koncentraci polyesteru 3 % byl nartst necelych 10 %,

v ptipad¢ koncentrovangjsi vnitini faze (5 % polyesteru) pouze 5 %.

Hodnoty indexu polydisperzity byly rovnéz ve vSech ptipadech nizké, signifikantné

niz$ich hodnot vSak bylo dosazeno v piipad¢ pomalého miseni fazi.

250 0,2
200 18743 4 195,4%1,5
—_ 172,6+0,4 0,15
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Obrazek 28 Vliv rychlosti miseni fazi pfi nanoprecipitacni metodé€ na primérnou
velikost ¢astic a index polydisperzity (PdI).
OP: metoda rychlého miseni (one-pot), DW: metoda pomalého miseni (dropwise).
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6.3.5 Stabilita nanosuspenzi

Nanosuspenze byly pro ucely testovani piipravovany vzdy v pfipadé potieby.
Z divodu ovéreni jejich fyzikalni stability vSak byla u série vzorkli opakované méfena
distribuce velikosti v ¢asovych intervalech 24 a 48 hodin po ptiprave.

Z Obrazku 29 je patrné, ze vzorky ziistaly stabilni i po 48 hodinach po priprave,
jelikoz nenastala signifikantni zména velikosti ani Pdl. Z hlediska ovlivnéni stability

nebyl pozorovan vliv koncentrace polyesteru ani rychlosti miseni fazi.
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Obrazek 29 Porovnani primeérné velikosti ¢astic a indexu polydisperzity (PdI) tésné po
pripravé (sloupce ohrani¢ené Cerné) a po 48 hodinach (sloupce ohrani¢ené Cerveng).
OP: metoda rychlého miseni (one-pot), DW: metoda pomalého miseni (dropwise).

6.4 Nanocastice s terbinafinem

6.4.1 Viskozita vnitini faze

Nanoprecipita¢ni metoda je zaloZena na principu mezifazové depozice polymeru po

vytésnéni semipolarniho rozpoustédla, misitelného s vodou, z vnitini faze [73]. Pro
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pfipravu vnitini faze se pouzivaji riznd organicka rozpoustédla. Mezi nejbeéznejsi patii
aceton, dimethylsulfoxid, tetrahydrofuran, dimethylformamid a jejich vzdjemné smési
[218, 219]. Dobra schopnost rozpoustét polymer a lécivo, spolecné se vzajemnou
misitelnosti s vnéjsi fazi, jsou zdkladni pozadavky pii vybéru rozpoustédla. Viskozita
vysledné vnitini faze muze signifikantn¢ ovlivnit velikost formulovanych ¢astic. Musi
byt také dostatecné nizka, aby mohlo rozpoustédlo rychle difundovat a umoznit tak

precipitaci polymeru [155].

Obrazek 30 ukazuje hodnoty dynamické viskozity roztokti jednotlivych polyesterti
rozpusténych v dimethylsulfoxidu pii zvySovani jejich koncentrace. Dynamicka viskozita
vnitini faze byla ve vSech piipadech dostatecné nizkd, umoZznujici vyuziti
nanoprecipitacni metody. U vSech polyesteri se s jejich zvysujici se koncentraci prokézal
ocekavany narast dynamické viskozity. Pti pribéhu nanoprecipitace by se teoreticky
méla vyssi viskozita vnitini faze projevit zpomalenim procesu difuze DMSO do faze
vnéjsi a zphsobit formulaci vétSich Castic s vyssi enkapsulaéni efektivitou [77]. Dalsi
experimety ukézaly, Ze v piipad¢ jednotlivych polyesterti skutecné s jejich rostouci
koncentraci, tedy 1 dynamickou viskozitou vnitini faze, rostla jak primérnd velikost tak

1 enkapsulacni efektivita.

Pfi vzajemném porovnani polyestert vSak vliv dynamické viskozity neni tak ziejmy.
Nejvyssi dynamickéd viskozita byla naméiena v pfipadé linedrniho polyesteru PLGA.
Polyester PLGA se v ramci testovanych polyesteri skute¢né vyznacCoval vysokymi
hodnotami enkapsulac¢ni efektivity, avSak ne vyssimi nez PLGA/A. Nanocastice z PLGA
byly v priméru vétsi nez nanocastice z PLGA/A 1 PLGA/T, avSak nejvétsi velikost Castic
byla zaznamenana pii pouziti PLGA/D, jehoz dynamicka viskozita byla paradoxné
nejnizsi. Roztoky piipravené z vétvenych polyesterii PLGA/A a PLGA/T vykazovaly
témét stejné hodnoty viskozity, coz neni piekvapivé vzhledem k jejich relativné
obdobnym hodnotdm hmotnostné stfedni molarni hmotnosti a stupné vétveni. Velikost
nanocastic pfipravenych z téchto dvou polyestert byla podobna, avSak enkapsulaéni

efektivita vyrazné odlisna.

Celkové jednotlivé roztoky polyesterii vykazovaly pouze malé vzdjemné rozdily
viskozity. Rozpusténi 5 mg, 15 mg ani 25 mg terbinafinu nemélo méfitelny dopad na
viskozitu. Lze proto predpokladat, Zze efekt typu polyesteru na vysledné parametry

nanocastic prevySoval nad efektem dynamické viskozity vnitini faze.
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Obrazek 30 Hodnoty dynamické viskozity roztokii polyesterit v DMSO. Data jsou
vyjadiena jako primérné hodnoty + SD ze tii méfeni.

6.4.2 Tvar, velikost, disperzita

S pomoci skenovaci elektronové mikroskopie v rezimu sekundarnich elektronti byla
ovéiena morfologie studovanych nanocastic. Snimani v rezimu sekundarnich elektrona
(SE) je jevilo vhodnéjsi nez v rezimu zpétné odrazenych elektronti (BSE). Vysoka energie
paprsku pfi vysSSich hodnotdch urychlovaciho napéti zplisobovala po urcitém case
destrukci vzorkil, muselo se proto postupovat opatrné. Snimky (Obrazek 31) prokéazaly
sféricky tvar. Pomoci softwarového vyhodnoceni byla rovnéZz ovéfena velikost
konkrétnich jednotlivych nanocéstic, kterd do znacéné miry korelovala s vysledky

zjisténymi metodou dynamického rozptylu svétla.
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Obrazek 31 Snimky PLGA/A nanocastic ze skenovaciho elektronového mikroskopu.
Zvétseni 13000% (A) a 40000 (B).

Pro méfeni distribuce velikosti ¢astic a indexu polydisperzity nanosuspenzi byla
vyuzita metoda dynamického rozptylu svétla. VSechny zkoumané vzorky se pohybovaly
v rozmezi 100 az 600 nanometri. Vysledky ukazuji, ze nejvyrazngjsi vliv na velikost
castic mél typ pouzitého polyesteru ajeho koncentrace ve vnitini fazi. Jak lze vidét
(Obrazek 32, Obrazek 33, Obrazek 34), velikost Castic stoupala s klesajici molarni
hmotnosti polymeri pii vSech koncentracich terbinafinu a dosahovala maximalnich
hodnot v ptfipadé polyesteru PLGA/D, ktery ma vyrazn¢ niz§i molarni hmotnost nez
ostatni pouzivané polyestery. U linearniho polyesteru (PLGA) by se daly ocekavat
vyrazn€ veEtsi Castice v porovnani s vétvenym PLGA/A, ktery mé signifikantné vétsi
molarni hmotnost, avSak rozdily byly relativné¢ malé, primérné 11 %. To muize byt
vysvétleno podobnou hydrofobicitou téchto polyestert, ktera neni ovlivnéna pouze jejich
molarni hmotnosti, s jejiz narlistem stoupa, ale rovnéz stupném vétveni, ktery naopak
hydrofobicitu polyesteri snizuje. Vysledky proto ukazuji, Ze hydrofobicita polyesteru je
klicovym parametrem ve vztahu k velikosti ¢astic. Jak naznacuji nékteré studie, jeji

snizovani vede k formovani vétsich castic [220, 221].

Jasné viditelny je 1 efekt koncentrace polyesteru. Narist velikosti ¢astic se stoupajici
koncentraci polyesteru je evidentni v pfipadé vSech polyesterl, ve vSech testovanych
koncentracich. ZvétSovani ¢astic bylo pozorovano i po zvySeni mnozstvi terbinafinu ve
vnitini fazi, konkrétné pii zmeéné z 5 mg na 15 mg. Dalsi zvySovani mnoZstvi terbinafinu

vSak nevedlo k dalSimu jednoznacnému narustu velikosti.
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Index polydisperzity vSech prezentovanych formulaci dosahoval hodnot nizsich nez
0,2. V pripadé vétvenych polyestertt PLGA/T a PLGA/A se pohyboval v rozmezi 0,05 az

0,1; coz z praktického hlediska znamend monodisperzni vzorek [92, 222].
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Obrazek 32 Efekt typu pouzitého polyesteru a jeho koncentrace na velikost nanocastic
a index polydisperzity (PdI). Jednotlivé formulace obsahuji 5 mg terbinafinu. Data jsou
vyjadiena jako pramérné hodnoty + SD ze tfi méfeni.
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Obrazek 33 Efekt typu pouzitého polyesteru a jeho koncentrace na velikost nanocastic
a index polydisperzity (PdI). Jednotlivé formulace obsahuji 15 mg terbinafinu. Data
jsou vyjadiena jako primérné hodnoty &+ SD ze tfi méfeni.
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Obrazek 34 Efekt typu pouzitého polyesteru a jeho koncentrace na velikost nanocastic
a index polydisperzity (PdI). Jednotlivé formulace obsahuji 25 mg terbinafinu. Data
jsou vyjadiena jako primérné hodnoty = SD ze tfi méfeni.

6.4.3 Zeta potencial

Tabulka 4 ukazuje hodnoty ZP nanocastic. Naméfené hodnoty vSech formulaci jsou
v rozmezi 30 az 56 mV, které indikuje stabilni koloidni systém. Kladny naboj 1ze vysvétlit
ptitomnosti aminoskupin v molekule DDAB, jehoz koncentrace byla zvolena na zakladé
pilotnich experimentt, pti kterych bylo dosaZeno vysoké stability pfi hodnotach vysSich
nez 25 mV. Tyto hodnoty byly spolehlivé dosahovéany, pokud byla koncentrace DDAB
ve vnéjsi fazi alespont 0,05 %. Tyto hodnoty ZP koresponduji s obecné uzndvanym
tvrzenim, Ze absolutni hodnoty ZP vetSi nez 25 mV obvykle zna¢i dobrou koloidni

stabilitu systému [223, 224].

Efekt koncentrace polyesteru ani efekt mnoZstvi terbinafinu ve wvnitini fazi
v souvislosti s ovlivnénim zeta potencidlu nebyl jednozna¢né pozorovan. Jejich

potencialni vliv mohl byt maskovan vyraznym vlivem DDAB.
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Tabulka 4 Hodnoty ZP testovanych nanosuspenzi s terbinafinem

Mnozstvi Terbinafinu
c [%]
5 mg 15 mg 25 mg

1 31,3+0,4 34,1 +0,1 38,5+0,8

3 39,7+2,3 42,3+0,5 38,4+0,2

PLEERIT 5 463 + 2.1 42625 433409
7 457 +1,8 43,0+£0,9 40,1 +£1,5

1 30,127 30,8+1,9 38,4+0,9

3 429 +0,6 39,5+0,8 379+ 1,3

PLGA/D 5 42,2 +0,8 358+1,2 40,9+1,0
7 40,0 £ 0,8 36,4 +0,7 352+1,5

1 43,2 +0,9 38,7+0,8 47,2 +0,6

PLGA 3 485+0,4 48,2+ 0,9 50,3+0,5
5 512+14 498+14 55,6 +0,7

7 526 +1,7 51,8+0,8 479+ 0,1

1 458 +1,9 39,9+0,3 56,2 +1,8

3 494 + 0,7 492 + 21 53,2+0,9

PLGA/A 5 46,7 £ 0,9 5191+21 53,6 + 1,1
7 50,6 +1,9 491 +£1,7 50,1 +1,2

c: koncentrace polyesteru ve vnitini fazi

6.4.4 Sestrojeni kalibrac¢ni primky

Byla ptipravena série péti rizné€ koncentrovanych roztokua terbinafinu v ACN, které

byly nasledn¢ analyzovany pomoci HPLC. Tabulka 5 shrnuje vysledky analyzy ve formé

obsahti ploch detegovanych pikl, z primérnych hodnot pak byla sestrojena kalibra¢ni

piimka (Obrazek 35).

Tabulka 5 Vysledky HPLC analyzy koncentra¢ni fady terbinafinu

¢ [ng/mL] Ar1 Ar 2 Ar3 Ar 9 (o] S¢ [%]
75,000 573,454 573,298 574,130 573,627 0,36 0,06
50,000 361,124 362,596 363,802 362,507 1,10 0,30
25,000 179,818 181,899 181,055 180,924 0,85 0,47
10,000 74,178 72,86 73,197 73,412 0,56 0,76
2,500 16,432 17,17 16,883 16,828 0,30 1,81
@ =0,68

Ar: plocha detegovaného piku terbinafinu, @: primér, o: smérodatna odchylka, &;:

relativni chyba méfteni.
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Obrazek 35 Kalibra¢ni pifimka pro analyzu terbinafinu. R?: korela¢ni koeficient.

6.4.5 Enkapsulacni efektivita a kapacita polymeru pro lécivo

Enkapsulacni efektivita byla stanovena pomoci Rovnice 9 po rozpusténi
purifikovanych nanocastic v acetonitrilu. Pomér mnozstvi 1é¢ivé latky k polymeru se jevil
jako klicovy faktor v procesu enkapsulace, jak uvadi mnoho autorti [225, 226]. Podle
Obrazku 36 je patrné, ze snizovani mnozstvi terbinafinu a/nebo zvysSovani koncentrace
polymeru vede k efektivnéjSimu procesu enkapsulace [221, 227]. Tento jev je
jednoznaéné viditelny u tfech ze Ctyi testovanych polyesterd. V piipadé PLGA/D,
vétveného polyesteru s nejnizsi molarni hmotnosti i hydrofobicitou, byla enkapsula¢ni

efektivita konzistentné nizka bez naznaku zavislosti na mnozstvi terbinafinu ¢i

polyesteru.
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Obrazek 36 Zavislost enkapsulacni efektivity na typu a koncentraci pouzitého
polyesteru a mnozstvi terbinafinu (TER). Data jsou vyjadiend jako primérné
hodnoty + SD ze tfi méfeni.

Hodnoceni nanocastic z hlediska kapacity polymeru pro 1é¢ivo (LC) je nutné pro
urc¢eni konkrétniho mnozstvi enkapsulovaného 1é¢iva apro ndasledné stanoveni
terapeutické davky. LC, jakozto ukazovatel procentudlniho zastoupeni IéCiva
v kompozici nanocastic, muze mit vyrazny efekt na liberaci 1éCiva a celkovy
farmakokineticky profil formulace [228]. Tabulka 6 ukazuje primérné hodnoty LC
jednotlivych formulaci. Jeji néarlst se objevoval hlavné pti zvySeni pocateni davky
terbinafinu, coz je protichlidné v porovnani s enkapsulaéni efektivitou, podobné jako

v dalsich studiich [203, 229].

Viditelné to bylo zejména pii prvnim zvySeni pocatecniho mnozstvi terbinafinu, tedy
z 5 mg na 15 mg. Dalsi zvySeni na 25 mg znamenalo vyrazngj$i narist pouze v piipade
polyesteru PLGA/A, u kterého byla dosazena maximalni LC blizka 20 %. Podle Panyam
et al. [230] je LC hydrofobnich 1é¢iv zavisla na rozpustnosti daného 1é¢iva v polymeru
a stoupa s jeho klesajici molarni hmotnosti. V piipadé pouZiti polyesteru PLGA/D majici
nejniz§i moldrni hmotnost vSak byla dosaZena také nejnizsi LC, coz je v rozporu
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s predchozim tvrzenim. Da se vSak pfedpokladat, Zze nizkd moldrni hmotnost
(2 500 g/mol) spolecné s kratkymi alifatickymi fetézci a nizkou hydrofobicitou brani

dosazeni efektivniho zachytu vysoce hydrofobniho 1é¢iva jakym je terbinafin.

Tabulka 6 Hodnoty LC jednotlivych formulaci

Mnozstvi Terbinafinu
c [%]
5 mg 15 mg 25 mg

1 3.0320.33 952+127 9.0422.14

3 1.66+0.25 4.80+0.89 561+117

PLGAT 5 124+0.38 3.88+0.48 4.95+0 50
7 133021 3.45+0.65 4.68+0 62

1 3512083 | 1043+185 8.06+3.10

3 094018 3.08+0,46 3.45+0.72

PLGA/D 5 0.59+0.11 1854041 3.3940.55
7 0.50%0.20 132+022 133032

1 495:124 | 1134198 | 1237324

oLGA 3 25210.75 5.71+0,83 6.81£2.10
5 205016 4140 38 510+ 131

7 179+0.61 3321045 409047

1 544+103 | 1079£222 | 1926+1.86

3 314038 772+0.02 11.78£1.62

PLGA/A 5 3.3910.62 6.89 127 9.70 £ 1.40
7 292028 638111 8381224

c: koncentrace polyesteru ve vnitini fazi.

6.5 Testovani liberace

Byly porovnany disolu¢ni profily terbinafinu inkorporovaného v nanocasticich
slozenych z derivati PLGA rGzné architektury a molarni hmotnosti. VSechny testované
formulace vykazovaly prodlouzené uvoliiovani terbinafinu. V ptipad¢€ linedrniho PLGA
byl pozorovan ttifazovy profil (Obrazek 37 — symbol m), povazovany za typicky pro
PLGA mikro- ananosystémy [159]. Maly pocatec¢ni ,burst efekt, dany disoluci
terbinafinu zachyceného blizko povrchu ¢€astic, je nasledovan pomalejsi liberaci fizenou
rychlosti difuze lé¢iva zbobtnalym polymerem. Ve finalni fazi nastdva akcelerace
liberace 1é¢iva vlivem progredujici degradace polymeru a eroze nanocastic. Predpoklada
se, Ze vyse popsany libera¢ni profil, vyznacujici se pomalejSim pribéhem, je zplisobeny

linedrnimi fetézci polymeru bobtnajicimi ve vodném prostiedi a rovnéZ vnitini viskozitou
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i teplotou skelného ptrechodu linedrniho polyesteru, které jsou nejvyssi v porovnani

s ostatnimi testovanymi nosici [231].

Dvoufazovy pribeh liberace byl zaznamenan v piipadé pouziti vétveného polyesteru
znac¢ené¢ho jako PLGA/D (Obrazek 37 — symbol V). Hlavni charakteristikou je rychla
pocatecni faze, kdy se po prvnich 24 hodinach uvolnilo 40 % terbinafinu. Tato faze je
nasledovana fazi prodlouzeného uvolnovani. Tento prubéh mize byt vysvétlen kombinaci
nékolika faktort; (a) fyzikalné-chemické vlastnosti polyesteru, konkrétné nejnizsi
molarni hmotnost, vnitini viskozita, hydrofobicita a teplota skelného ptfechodu ze vSech
testovanych; (b) relativné velké castice o velikosti ptfiblizné 350 nm; (c) nejnizsi
enkapsulace terbinafinu z testovanych formulaci [232]. PouZiti nanocastic pfipravenych
z tohoto relativn€ malo hydrofobniho polyesteru s nizkym enkapsulaénim potencidlem
a vyraznym ,,burst efektem se z hlediska kontrolovaného uvoliiovéni a v porovnani

s dalSimi testovanymi formulacemi nejevi perspektivné.
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Obrazek 37 Vliv typu polyesteru na prubeh disolu¢nich kiivek nanocastic
s inkorporovanym terbinafinem. Data jsou vyjadiena jako primérné hodnoty + SD ze tfi
meéteni.
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V ptipad¢ polyesterd vétvenych na kyseliné polyakrylové (PLGA/A), resp.
tripentaerythritolu (PLGA/T), byla situace odliSnd. Nanocéastice formulované
z polyesteru PLGA/T (Obrazek 37 — symbol A) zajistily prodlouzené¢ uvoliovani
terbinafinu prakticky linearni kinetikou. Disolu¢ni profil PLGA/A (Obrazek 37 — symbol
®) nanocastic se odliSoval pouze pritomnosti relativné malého ,,burst* efektu na urovni
18 % po 24 hodinach, pravdépodobné na zakladé nizsi hydrofobicity dané pritomnosti
terminalnich karboxylovych skupin. Pfi srovnatelném stupni vétveni jako ma polyester
PLGA/D, maji tyto polyestery vyrazn¢ vyssi molarni hmotnost, schopnost bobtnani je

proto nizsi a proces degradace pomalejsi [233].

Liberace terbinafinu ze vSech testovanych formulaci je také ovlivnéna jeho konverzi
z mén¢ rozpustné formy baze na rozpustné¢jsi hydrochlorid [234] pii1 postupném snizovani

pH v priibéhu degradace polyesteru [52].

6.6 In vitro testovani antimikrobialni ué¢innosti

Vysledky disolu¢nich testi potvrzujici liberaci terbinafinu z nanocastic lze
povazovat za predpoklad jejich antifungélni a¢innosti. Pro potvrzeni vsak byla provedena
relativné jednoducha arobustni difuzni jamkova metoda testovani antimikrobni
ucinnosti. Tato metoda, oficidlni v mnoha mikrobiologickych laboratotich, nabizi fadu
vyhod oproti konkurenénim metodam. Kromé relativni jednoduchosti provedeni je také
levna, umoziuje testovat Sirokou Skalu latek a nabizi jednoduchost interpretace vysledki
[172]. Tento test byl jiz v nékolika studiich pouzit k ovéfeni antimikrobialni efektivity

prave latek inkorporovanych v nanonosicich [173, 235].

Obrazek 38 jasné demonstruje antimikrobidlni potencial testovanych nanocastic
s terbinafinem. V piipadé negativni kontroly, tedy nanocastic bez terbinafinu, nebyla
pozorovana inhibi¢ni zéna Candida albicans, nelze proto predpokladdat antimikrobialni
potencial. Jak v ptipad¢ standardu, tak i v ptipad€ nanocastic s terbinafinem je vSak vidét

znacnou inhibici rastu potvrzujici antimikrobidlni efektivitu.
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Obrazek 38 Difuzni jamkova metoda na potvrzeni antimikrobialni aktivity nanoc¢astic
s inkorporovanou bazi terbinafinu. Tmava mista v okoli jamek ptfedstavuji inhibi¢ni
zony rustu C. albicans. Suspenze terbinafinu — standard (1), nanocéstice s terbinafinem
(2), nanocastice bez terbinafinu — negativni kontrola (3).
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7 Zavéry

V ptedlozené disertacni praci byly studovany origindlné¢ syntetizované polyestery
PLGA, jeden lineéarni a tfi vétvené, s cilem vyuzit je jako nosice 1éCiv. Polyestery byly
charakterizovany diferen¢ni skenovaci kalorimetrii a termogravimetrickou analyzou.
Optimalizovanou nanoprecipitacni metodou byly z téchto polymert Gspésné ptipraveny
stabilni polymerni nanocastice s enkapsulovanym terbinafinem, které byly
charakterizovany pomoci velikosti, morfologie a zeta potencidlu. S vyuzitim HPLC
analyzy byla ujednotlivych formulaci zjiSt€éna enkapsulacni efektivita a kapacita
polymeru pro lécivo. Byla sledovana liberace terbinafinu z nanocastic a jejich

antimikrobialni efektivita.
Na zéklad¢ experimentalnich vysledkii je mozné ucinit nasledujici zavéry:

o Kontrolovanou polykondenzaéni reakci kyseliny glykolové, kyseliny D, L-mlé¢né
a vétviciho monomeru lze syntetizovat vétvené terpolymery na bazi PLGA 1 bez

pouziti katalyzatoru a bez nutnosti findlniho ptecistovani.

o Termogravimetricka analyza prokdzala dobrou termickou stabilitu sledovanych
polyesteri do hodnoty ptiblizné 200 °C, vyraznéjsi dekompozice probihala pfi

teplotach vyssich nez 300 °C.

o Diferen¢ni skenovaci kalorimetrie neprokézala pritomnost krystalické faze ve
zkoumanych polyesterech alze ptedpokladat amorfni stav. Teplota skelného
piechodu jednotlivych polyesterti se pohybuje v rozmezi 12 °C az 39 °C zejména

v zavislosti na molarni hmotnosti.

o Roztoky vétvenych polyesterli v dimethylsulfoxidu v koncentracich do 7 % mély
niz§i hodnoty dynamické viskozity nez v ptipad¢ linearni PLGA, signifikantni
rozdily vSak nebyly pozorovany. Ve sledovaném rozmezi se piidavek terbinafinu

neprojevil métitelnou zménou viskozity.

o Dimethylsulfoxid je efektivnim rozpoustédlem testovanych polymert
1 terbinafinu a jeho pouZiti se projevilo vznikem stabilnéj$i nanosuspenze s nizSim

stupném disperzity v porovnani s acetonem a acetonitrilem.
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Kationické¢ tenzidy cetrimid i didodecyldimethylamonium bromid jsou
efektivnimi stabilizatory prezentovanych nanosuspenzi. Vyssiho efektu bylo

dosazeno pfi pouziti didodecyldimethylamonium bromidu.

Vyuzitim nanoprecipita¢ni metody lze pripravit nanosuspenzi s jednou populaci
¢astic az do koncentrace polymeru ve vnitini fazi 70 mg/mL, pfi poméru vnitini
a vnéjsi faze 1:10. Kromé typu pouzitého polyesteru, je jeho mnozstvi ve vnitini
fazi klicovym parametrem ovliviiujicim vyslednou velikost nanocéstic. Zavislost

velikosti ¢astic na koncentraci polyesteru je prakticky linearni.

Rychlost miseni jednotlivych fazi pifi nanoprecipitatni metod€ prtipravy
nanocastic ovliviiuje jejich vyslednou velikost 1 disperzitu. Vyuzitim postupu
rychlého miseni (one-pot) lze dosdhnout mensi primérnou velikost Eastic
v porovndni s postupem pomalého miseni fazi (dropwise), avSak za cenu vyssi

disperzity.

Testované nanosuspenze, skladované pii teploté¢ 1 °C, nevykazovaly po 48

hodinach signifikantni zmény distribuce velikosti ani zeta potencialu.

Skenovaci elektronovd mikroskopie prokazala sféricky tvar nanocéstic
s terbinafinem a zjisténa velikost korelovala s vysledky ziskanymi metodou

dynamického rozptylu svétla.

Dalsim klicovym parametrem ve vztahu k velikosti castic je hydrofobicita

polyesteru. Jeji snizovani vede k formovani vétSich Castic.

Zvyseni mnozstvi terbinafinu ve vnitfni fazi z5 mg na 15 mg se projevilo
nariistem velikosti ¢astic. Dalsi zvySovani mnozstvi terbinafinu vSak nevedlo

k dal$imu jednozna¢nému nartstu.

Index polydisperzity vSech prezentovanych formulaci s terbinafinem dosahoval
hodnot nizsich nez 0,2. V ptipad€ vétvenych polyesteri PLGA/T a PLGA/A se

dokonce pohyboval v rozmezi 0,05 az 0,1; znacici monodisperzni vzorek.

0,05% koncentrace didodecyldimethylamonium bromidu ve vn&j$i fazi se ukazala
jako dostate€nd pro stabilizaci nanosuspenzi. Hodnota zeta potencidlu se
pohybovala v rozmezi 30 mV aZz 56 mV. Nebyl prokdzan jednoznacny efekt

terbinafinu ani typu polyesteru na hodnotu zeta potencialu.
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Zvysovani poméru polymer:1écivo vede ke zvySovani enkapsulacni efektivity.

Nejvyssi enkapsulacni efektivita byla dosazena pii pouziti polyesteru PLGA/A,
naopak nejnizsich hodnot dosahoval nejméné hydrofobni PLGA/D.

Kapacita polymeru pro 1é¢ivo byla nejvyssi v ptipadé PLGA/A, s maximem na
urovni 20 %. Nejvyraznéji se projevil vliv mnozstvi terbinafinu, s jeho nartistem
kapacita polymeru rostla. Ve vétS§in¢ vzorki byl pomémé vyrazny

i vliv koncentrace polymeru. S jejim ristem kapacita klesala.

VSsechny pfipravené formulace zabezpecily prodlouZenou liberaci terbinafinu.
Nanocastice formulované z polyesteru PLGA/T uvoliiovaly terbinafin prakticky
linearni kinetikou. Disolu¢ni profil PLGA/A nanocastic byl podobny, odliSoval se
pouze pritomnosti relativné malého ,,burst* efektu. Linearni PLGA se vyznacoval
ttifazovym profilem liberace a v ptipadé¢ PLGA/D bylo dosazeno dvoufazového

profilu s pomérné vyraznym ,,.burst* efektem na trovni 40 %.

Difuzni jamkovd metoda prokazala antimikrobidlni efektivitu nanocéstic

s enkapsulovanym terbinafinem.

Prezentovanou optimalizovanou nanoprecipitaéni metodou Ize ptipravit funkcni
nanocastice s enkapsulovanym terbinafinem, s modifikovatelnou velikosti

v rozsahu 100 nm az 600 nm a s nizkym indexem polydisperzity.
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8 Publikacni ¢innost

8.1 Prispévky v recenzovanych casopisech

o

SNEJDROVA, E., PODZIMEK, S., MARTISKA, J., HOLAS, O., DITTRICH, M.,

Branched PLGA derivatives with tailored properties for drug delivery, Acta
Pharmaceutica, 2020, 70:1, s. 63-75, doi: 10.2478/acph-2020-0011, ISSN (online):
1846-9558, IF2018= 1,405

Prace prezentuje a charakterizuje originalné syntetizované derivaty PLGA
vétvené na  mannitolu, kyseliné  polyakrylové,  pentaerythritolu,
dipentaerythritolu, nebo tripentaerythritolu. Distribuce molarni hmotnosti
a stupenn vétveni byly urCeny pomoci kombinace rozmérové-vyluCovaci
chromatografie (SEC), vicethlového detektoru rozptylu svétla (MALS)
a on-line viskozimetrie. Reologické chovani bylo testovano s vyuzitim rotacni
reometrie, testované polyestery mély pii teploté 80 °C charakter viskoznich
tavenin vyznacujicich se Newtonskym tokem. Termické vlastnosti byly zjistény
diferen¢ni skenovaci kalorimetrii (DSC), ktera prokazala teploty skelného

piechodu nezavislé na stupni vétveni a amorfni stav polyestert.

Pfinos autora disertacni prace na této publikaci spocival v podilu na syntéze
polyestert vétvenych na kyselin¢ polyakrylové, akvizici ¢asti experimentalnich
dat v ramci testovani reologickych a termickych vlastnosti, jejich vyhodnoceni

a zpracovani do grafické podoby. Rovnéz figuroval jako korespondujici autor.

MARTISKA., J., SNEJDROVA, E., DRASTIK, M., MATYSOVA, L., DITTRICH,
M., LOSKOT, J., JILEK, P., Terbinafine-loaded branched PLGA-based cationic

nanoparticles with modifiable properties, Pharmaceutical Development and
Technology, 2019, 24:10, s. 1308-1316, doi: 10.1080/10837450.2019.1667387,
ISSN (online): 1097-9867, IF2018= 2,347

Prace se zaméfuje na detailni charakterizaci biodegradovatelnych nanocastic
s enkapsulovanym terbinafinem, formulovanych z vétvenych derivati PLGA

a pfedstavuje zéklad prezentované disertacni prace.
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Pfinos autora disertatni prace na této publikaci spocival ve vypracovani
konceptu a designu studie, zpracovani vétSiny teoretického podkladu, akvizici
majoritni ¢asti experimentalnich dat véetné jejich vyhodnoceni a zpracovani do

pozadované podoby a sepsani majoritni ¢asti manuscriptu.

SISKA, B., SNEJDROVA, E., MACHAC, 1., DOLECEK, P., MARTISKA, J.,

Contribution to the rheological testing of pharmaceutical semisolids, Pharmaceutical
Development and Technology, 2019, 24:1, S. 80-88, doi:
10.1080/10837450.2019.1667387, ISSN (online): 1097-9867, 1F2915= 2,347

Prace poskytuje komplexni pohled na moZnosti vyuziti reometrie
v charakterizaci farmaceuticky vyznamnych polotuhych zékladd. Byly
provedeny a porovnany penetrometrické, rotacni, oscilacni, kripové a adhezivni
testy. Studie poskytuje piehled modernich metod testovani reologickych
vlastnosti polotuhych farmaceutickych zakladl, s moznym praktickym vyuZitim
pfi  kontrole  kvality, studiich bioekvivalence asledovani vlivu

fyzikalné-chemickych vlastnosti na reologické chovani.

Pfinos autora disertani prace na této publikaci spocival ve vyhledani ¢asti
potiebnych teoretickych podkladl, softwarové optimalizaci méticich sekvenci,
akvizici ¢asti experimentalnich dat a jejich zpracovani do grafické podoby,

korekci a formalni Gipravy manuscriptu.

8.2 Publikované abstrakty

©)

MARTISKA, J., SNEJDROVA, E., PODZIMEK, S., DITTRICH, M., LOSKOT, J.,

Branched PLGA derivatives as prospective drug carriers, Farm. Obzor, 2019, 88, s.

134 -147, ISSN (online): 0014-8172

SNEJDROVA, E., MARTISKA, J., Design of mucoadhesive PLGA based thin films
for topical drug administration, Farm. Obzor, 2019, 88, s. 134 -147, ISSN (online):
0014-8172

MARTISKA, J., SNEJDROVA, E., DRASTIK, M., DITTRICH, M. Formulace

biodegradabilnich nanocastic s terbinafinem, Ces. slov. Farm., 2017, 66, s. 247-262,
ISSN (online): 1210-7816
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8.3 Odborné prednasky
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