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1 ABSTRAKT

UNIVERZITA KARLOVA
FARMACEUTICKA FAKULTA V HRADCI KRALOVE
KATEDRA FARMACEUTICKE TECHNOLOGIE

Autorka: Dominika Bieleszova
Nézev diplomové prace: Liberace terbinafinu z polyesterovych nanoc¢éstic
Skolitelka: PharmDr. Eva Snejdrova, Ph.D.

Utinnost a biodostupnost antimykotik je ¢asto limitovana biofarmaceutickymi
a farmakokinetickymi faktory. Tyto problémy by mohla vyfesit enkapsulace molekul
do nanocastic. Biodegradabilni polymerni nanoc¢éstice tvoiené vétvenymi kopolymery
kyseliny mlécné a glykolové byly enkapsulovany terbinafinem nebo klotrimazolem. Byla
meéfena velikost ¢astic, polydisperzita a {-potencial a stanovena enkapsulacni uc¢innost.
Byla testovana liberace terbinafinu z nanocéstic pti pH 3.0, pH 5.0. Mnozstvi uvolnéného
lé¢iva bylo stanoveno spektrofotometricky i metodou HPLC. Byla testovana in vitro
permeace terbinafinu ptes klizi ve Franzovych celach a antimikrobni aktivita na Candida
albicans. Z vysledk vyplyva, Ze stabilni nanocastice s klotrimazolem lze pfipravit
z polyesteru vétveném na tripentaerythritolu. Pro nanocastice s terbinafinem je vhodny
polyester vétveny na kyselin€ polyakrylové. Disolu¢ni testy ukazaly vliv pH prostiedi
1 typ polyesteru na rychlost liberace terbinafinu z nanocastic. V kyselej§im prostredi
dochazelo k rychlejsimu uvolnéni terbinafinu. Tenzid v koncentraci 0,05 % v disolu¢nim
médiu zpomalil liberaci 1é€iva. Z polyesteru vétveném na dipentaerythritolu se terbinafin
uvolnil rychleji nez z polyesteru vétveném na kyselin€ polyakrylové. Permeacni testy
prokazaly detekovatelné mnoZzstvi terbinafinu v epidermis, pfes kliZi po topické aplikaci

kazi neprochazi. Byla potvrzena antimikrobni aktivita nanocastic s terbinafinem in vitro.

Klicova slova: terbinafin, klotrimazol, vétvené PLGA, nanocastice, disoluce, permeace

ptes klizi, antimikrobni aktivita



2 ABSTRACT

CHARLES UNIVERSITY
FACULTY OF PHARMACY IN HRADEC KRALOVE
DEPARTMENT OF PHARMACEUTICAL TECHNOLOGY

Author: Dominika Bieleszova
Title of Diploma thesis: Terbinafine release from polyester nanoparticles
Supervisor: PharmDr. Eva Snejdrova, Ph.D.

Efficiency and bioavaibility of antimycotic drugs are limited due to many
biopharmaceutical and pharmacokinetics factors. Nanoparticles hold great promise
to overcome these limitations. Biodegradable polymeric nanoparticles (NPs) based
on branched poly(lactide-co-glycolide) loaded by terbinafine and clotrimazole were
prepared. The particle size, polydispersity, {-potential were measured. Encapsulation
efficiency was calculated. Dissolution tests with terbinafine were carried out at pH 3.0
and pH 5.0. The amount of drug released was determined spectrophotometrically
and high performance liquid chromatography. Permeation experiment with terbinafine
was performed with the human skin using Franz cells. The antimicrobial activity
of terbinafine was tested. Results showed, that NPs with clotrimazole based on polyester
branched on tripentaerythritole can be prepared. Polyester branched on polyacrylic acid
is suitable for a preparation of NPs with terbinafine. The dissolution tests showed
influence of medium pH and type of polyester on velocity of terbinafine release
from NPs. Liberation of terbinafine was faster in more acidic medium. Tenside
in concentration 0,05 % slowed down liberation of terbinafine. Terbinafine release
proceeded more rapidly from polyester branched on dipentaerythritole
than from polyester branched on polyacrylic acid. Permeation experiment showed
detectable amount of terbinafine in the epidermis, through the skin terbinafine does not

penetrate. The antimicrobial activity in vitro of terbinafine loaded in NPs was confirmed.

Key words: terbinafine, clotrimazole, branched PLGA, nanoparticles, dissolution, skin

penetration, antimicrobial activity



3 ZADANI

Zadanim diplomové prace byla pfiprava nanocastic s klotrimazolem a terbinafinem,

stanoveni enkapsulacni G€innosti, studium liberace a penetrace terbinafinu do kiize.

Zadani prace lze konkretizovat do nasledujicich dil¢ich kroku:

1.

Ptipravit nanocastice enkapsulované terbinafinem a klotrimazolem nanoprecipitacni
metodou. Jako nosi¢ 1éCiva pouzit polyester kyseliny glykolové a mlééné (PLGA)
vpoméru kyselin 50:50, vétveny na kyseliné polyakrylové, dipentaerythritolu,
nebo tripentaerythritolu. Pouzit roztok cetrimidu ve vodé v koncentracich 0,05 %,

0,01 %, 0,005 % nebo 0,001 % jako vnéjsi fazi.

. Provést disoluc¢ni testy terbinafinu z nanocastic do pufru citrat-fosfatového pH 5,0;

citrat-fosfatového pH 5,0 s 0,05 % cetrimidu a citratového pufru pH 3,0 pfi teploté
37,0 °C. Mnozstvi uvolnéného terbinafinu z polymernich systémi stanovit

spektrofotometricky a metodou HPLC.

. Zmeéftit velikost, {-potencial a polydisperzitu nanocastic s klotrimazolem.

. Zjistit vliv formulaénich faktorti na prub¢h liberace terbinafinu z polymernich systému

a vliv formulac¢nich faktorli na velikost a stabilitu nanocastic s enkapsulovanym

klotrimazolem.

. Pfipravit nanocastice s terbinafinem pro permeaéni testy terbinafinu do klize

a pro hodnoceni protimikrobni aktivity terbinafinu in vitro.



4 UVOD

Utinnost a biodostupnost antimykotik je Gasto limitovdna biofarmaceutickymi
a farmakokinetickymi faktory. Tyto problémy by mohly vyfeSit nanocasticové systémy
s fizenym uvoliovanim 1éCiva. Velmi cCasto pouzivanym polymerem pro tvorbu
nanocastic je polyester kyseliny mlécné a glykolové (PLGA). Je to biodegradabilni
polymer, ktery je netoxicky a degraduje se na produkty, které jsou metabolizovany
a eliminovany fyziologickymi metabolickymi cestami. Tato prace navazuje na diplomové
prace Vlastimila Bardka a Adama Holase.!> Zabyva se nanoformulacemi z polyesteru
PLGA s enkapsulovanymi antimykotiky terbinafinem a klotrimazolem a studuje vliv
formulac¢nich faktord na velikost nanocastic, profil liberace a penetraci 1é¢iva do kluze

a antimikrobni Gi¢inek terbinafinu ve formulaci s polyesterem PLGA.



5 SEZNAM ZKRATEK

2A polyester kyseliny mlécné a glykolové vétveny na kyselin€ polyakrylové
3T polyester kyseliny mlécné a glykolové vétveny na tripentaerythritolu
8D polyester kyseliny mlécné a glykolové vétveny na dipentaerythritolu
API ucinnd latka

ATC anatomicko-terapeuticko-chemicka klasifikace 1é¢iv

ATP adesinosintrifosfat

BCS biofarmaceuticky klasifikacni systém

EE enkapsulacni Gi¢innost

FAD flavinadenindinukleotid

g stupen vétveni

HPLC vysokoucinna kapalinovéa chromatografie

IUPAC Mezinarodni unie pro €istou a uzitou chemii

M, ¢iselné stiedni molarni hmotnost

My hmotnostné stitedni molarni hmotnost

Mw/Mn index polydisperzity

PEG polyethylenglykol

PEO polyethylenoxid

PLGA polyester kyseliny mlécné a glykolové

RI index lomu

Ter terbinafin

Ter-HCl terbinafin-hydrochlorid
Ty teplota skelného prechodu
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6 TEORETICKA CAST

6.1 Terbinafin

Lékopisny nazev: Terbinafin-hydrochlorid

Nazev IUPAC: (E)-N,6,6-trimethyl-N-(naphthalen-1-yl (hept-2-en-4-yn-1-
amin; hydrochlorid

Sumarni vzorec: Ci2HasCIN

Molekulova hmotnost: 327,896 g/mol

Obr 1: Strukturni vzorec terbinafin-hydrochloridu.?
HaC

L

N

H—Cl

HaC 4

Terbinafin je allylaminové fungistatické az fungicidni antimykotikum s pomérné Sirokym
antifungélnim spektrem: Trichophyton spp., Epidermophyton floccosum, Microsporum
spp., Malasezzia spp, Leishmania major, L. mexicana, méné citlivé jsou kandidy. Mezi
jeho indikace patii dermatofytdozy, onychomykdzy vyvolané dermatofyty, chronicka
mukoténni kandiddza a kozni leishmani6za.* Tato latka je inhibitorem skvalenepoxidazy,
coz je kliCovy FAD-dependentni enzym v biosyntetické draze ergosterolu u hub
acholesterolu u savcli, ktery katalyzuje stereospecifickou epoxidaci skvalenu
na 2,3-skvalenoxid. K savéimu enzymu vykazuje mnohem niz8i afinitu nez k tomuto
enzymu vyskytujicim se u hub. Po perordlnim podani se vstiebd piiblizné¢ 70 %
terbinafinu z aplikované davky nezavisle na jidle. Absorpce probiha linearné ze Zaludku.
Optimalni pH pro absorpci je tedy rozmezi pH 3,0 az pH 5,0. Po topickém podéani krému

2. Koncentrace

nebo gelu dosahuje koncentrace terbinafinu od 746 do 949 ng/cm
terbinafinu namétené v horni vrstvé kiize mohou byt az o fad nizsi u jedinct trpicich

infekci v porovnani se zdravymi jedinci. Distribu¢ni objem terbinafinu je 20 l/kg.
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Terbinafin je molekula lipofilni povahy, kumuluje se proto v tucich a nehtech.
Po peroralnim podani se eliminuje az po jednom mésici od vysazeni 1éCiva, a to z velké
¢asti ledvinami. Terbinafin je také silnym inhibitorem oxiddzy CYP2D6. Mezi substraty
této oxidazy patii napf. venlafaxin, amitriptylin. Mezi dalsi 1éCiva, se kterymi terbinafin
interaguje, lze zaradit metoprolol, propafenon nebo cimetidin. Clearence terbinafinu
po jednordzovém podani je 100 hodin, elimina¢ni polo¢as po dlouhodobém né&kolika
mési¢nim podani je az 22 dnfi. Tato latka se vylucuje s 80 % ledvinami.®> Terbinafin
je obecné dobfe tolerovan i1 kdyz se vyskytuji ptipady hepatotoxicity po oralni aplikaci
tohoto 1é¢iva.®

Terbinafin se fadi dle biofarmaceutického klasifikacniho systému do tfidy dva,
coz znamena, Ze je Spatn€ rozpustny ve vodném prostfedi a dobfe prostupuje
v gastrointestindlnim traktu (vysokd permeabilita léCiva). Problém s rozpustnosti
Ize vyfesit napf. pfipravenim tuhé disperze s poloxamerem, piipadné jinymi polymery.’
Terbinafin jako 1é¢ivo se pouziva v Evropské unii v nékolika Iékovych formach: krém,
roztok a tablety. V komercnich krémech se pouziva jako vehikulum pro terbinafin
kombinace cetylalhoholu, cetylstearylalkoholu v 1 % Terbistad krému a v 10 mg/g
Lamisil krému se pouziva jako vehikulum kombinace cetylkalkoholu a stearylalkoholu.
Zajimavym léCivem je Lamisil 1x koZni roztok 1 %. Toto 1éCivo obsahuje jako pomocné
latky  akrylatooktylakrylamidovy  kopolymer, hyprolosu, stfedni  nasycené
triacylglyceroly a ethanol 96% (V/V). Zminény kopolymer vytvoii na povrchu kiize tenky
okluzivni film. Po aplikaci nesmi pacient po dobu 24 hodin tuto plochu omyvat, aby m¢l
terbinafin dostate¢ny Cas penetrovat do stratum corneum. V souhrnu udajii o pfipravku
se uvadi, Ze pfi aplikaci tohoto kozniho roztoku se pfedpokladd az 2x vys$Si mnoZstvi
penetrovaného terbinafinu v porovnani s konvenénimi krémy. K relapsu onemocnéni

po 3 mésicich dochdzi jen u 12,5 % lé¢enych timto roztokem.®
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Tab 1: Légivé ptipravky s terbinafinem registrované v Ceské republice.

ATC skupina Lfekova Nazev léCiva Vyrobce
orma
.DOIBAO2 Lamisil 150 mg; 250 mg Novartis s.r.o.
ant1my}<ot1ka pro tablety Terbinafin ACTAVIS 250 mg | Actavis Group
systemovou
aplikaci Terfimed 250 mg PRO.MED.CS
DO1AEIS ) Lamisil 10 mg/g GlaxoSmithKline
ostatni krém . o/ Loz
. . Terbistad 1% krém Stada
antimykotika pro
lokalni aplikaci | koZni roztok | Lamisil 1x kozni roztok 1% | GlaxoSmithKline

6.2 Klotrimazol

Lékopisny ndzev:
Nazev IUPAC:

Sumarni vzorec:

Molekulova hmotnost:

Obr 2: Strukturni vzorec klotrimazolu.’

Klotrimazol

1-[(2-chlorophenyl)-diphenylmethyl]imidazol

C2H17CIN;
344,842 g/mol

Klotrimazol se fadi mezi syntetickd azolova antimykotika, pfesnéji do podskupiny

imidazolovych antimykotik. Podstatou mechanismu jeho ucinku je

14a-demethylazy, coz je enzym dullezity pro syntézu ergosterolu v bunécné sténé.

Klotrimazol je fungistatické az fungicidni antimykotikum se Sirokym spektrem tG¢inku:

Malasezzia furfur, Candida albicans, dermatofyty, aspergily, streptokoky, stafylokoky,

Corynebacterium minutissimum, Propionibacterium acnes, Bacteroides spp., Gardnerella

vaginalis a norkardie. Mezi indikace tohoto lé¢iva patfi: dermatomykoézy, seboroicka

dermatitida, acne vulgaris, rosacea, periordlni dermatitida, kandidézy zevnich genitalii,

smiSené¢ kozni infekce (bakterialni

a mykoticke),

13
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vulvovaginalni kandidozy, smiSené vulvovaginitidy (kandidové a bakterialni).*
Na mykoézy kize a nehtd se pouzivd ve formé kozniho roztoku, krému nebo pasty
v koncentraci 10 mg/g. Na vulvovaginalni mykozy se pouziva ve form¢ vaginalnich tablet
v mnozstvi 500 mg, 200 mg, 100 mg v zavislosti na délce 1écby. Vaginalni tablety
1ze kombinovat s krémy, kde klotrimazol je v koncentraci 10 mg/g; 20 mg/g. Klotrimazol
pfi lokalnim podani nemd vyrazné nezadouci ucinky. Muze se objevit kontaktni
dermatitida, alergicka reakce nebo zarudnuti ktize.”

Klotrimazol nevykazuje pouze antimykoticky tc¢inek, zkoumé se jeho pouziti v 1écbé
malarie a také jeho antikancerogenni u¢inky. Toto antimykotiku také inhibuje vapenatymi
ionty aktivovany draselny kanal, ktery je abnormalné aktivni v malérii postizenych
erytrocytech. Triarylmethylovd skupina klotrimazolu je nositelem antimalarického
0

G¢inku.!® Klotrimazol se intenzivné studuje v kombinaci s 4-aminoquinolinem,

jako nad€jné antimalarikum. Tato kombinace sloucenin je u¢innd na chlorochin-

senzitivni i rezistentni kmeny Plasmodium falciparum.'!

Klotrimazol vykazuje
antikancerogenni aktivitu tim, Ze napf. navozuje apoptézu postizenych bunék,
depolarizuje mitochondrie, inhibuje klicové glykolytické regula¢ni enzymy, snizuje
mnozstvi intraceluldrniho ATP.!? Také indukuje inhibici ridstu bun&k v G a M-fazi
bunééného cyklu. Klotrimazol se studuje v kombinaci s paklitaxelem, jako slibna
kombinace pro 1é¢bu rakoviny prsu.'®> Zkouma se také jeho antikancerogenni aktivita
ve formé& komplexu s ionty Cu**, Co?" Zn**, Ru*" a Ni?**, kde se nachazi ve formé
biologicky aktivniho ligandu.!'*!?

Klotrimazol se fadi dle BCS do tfidy dva, proto se hledaji formulace, které by zvysily
rozpustnost 1é¢iva, pfipadné by prodlouzily ¢as adheze 1éCiva na epitel. Pro vyfeseni
tohoto problému se testuji bioadhezivni polymerni vaginalni tablety, formulace
klotrimazolu ve formé liposomtl, vaginalni gel na bazi mikroemulze, bioadhezivni gel,
vaginélni gel na bazi mikrosfér a vaginalni tablety se sprejové susenymi mikrosférami.'®
Silné kyseliny a baze a vysoka teplota pusobi rozklad klotrimazolu. Rozkladnymi
produkty klotrimazolu pfi pouZiti silnych kyselin je imidazol a (o-chlorfenyl)-difenyl
methanol.!’

Klotrimazol se pouziva pii ptipravé individualné piipravovanych léCivych ptipravki.
V ptipadé hromadné vyrabénych 1éCivych piipravki se pouziva ve forme vaginalnich

tablet, krémti a koznich roztok.
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Tab 2: Légivé pripravky s klotrimazolem registrované v Ceské republice.

ATC skupina | Lékova forma Nazev léCiva Vyrobce
. Galderma
Aknecolor krémpasta 10 mg/g International
pasta Acnecolor light krémpasta 10 Galde@a
mg/g International
Imazol krémpasta 10 mg/g Balilleul
Candinene krém 10 mg/g Ratiopharm
D01ACO1
antimykotika Crém Canesten 10 mg/g Bayer
pro lokalni Clotrimazol AL 1% Aliud Pharma
aplikaci ; } .
Clotrimazole recordati 10 mg/g Herbacos Recordati
Candibene 1% spray Ratiopharm
Dr. August Wolff
kozni roztok Canifug-Losung 1% GmbH & Co. KG
Arzneimittel
Clotrimazol AL spray 1% Aliud Pharma
Candibene 100 mg; 200 mg Rathiopharm
tablety Canesten Gyn 1 den 500 mg Bayer
GO1AFO02 : -
gynekologickd Clotrimazol AL 100; 200 Aliud Pharma
antiinfektiva a | gaplety a krém Canesten Gyn combi pack Bayer
antiseptika
Canesten Gyn 6 dni 10 mg/g Bayer
krém
Jenamazol 2 % Quintesence
. ) Imacort (+ prednisolon) Balilleul
Kombinované Kré
piipravky cm Imazol Plus (+ hexamidin Balilleul

diisetionas)
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6.3 Cetrimid

Lékopisny nazev: Cetrimid

Nazev IUPAC: trimethyl(tetradecyl)azanium; bromid
Sumarni vzorec: Ci7H3sBrN

Molekulova hmotnost: 336,402 g/mol

Obr 3: Strukturni vzorec cetrimidu.’

Br-

H:C
\ _/\/\/\/\/\/\/\/\
N CH

/N

H:C CH=

3

Cetrimid je kvartérni amoniové antiseptikum a surfaktant. Obsahuje predevsim
trimethyltetradecylamonium bromid a men$i mnozstvi hexadexyltrimethylamonium
bromid. Ve vodném prostiedi dochézi k disociaci cetrimidu na biologicky aktivni kation
a neaktivni anion. Cetrimid plisobi antisepticky na bakterie G+ 1 G-, kvasinky, plisné¢.
Je uc¢inny také proti nékterym virim, avSak neucinny vuci bakteridlnim sporam.
Ptipravky obsahujici tuto latku jsou uréeny prevazné k topickému podéni. V koncentraci
1-3 % se pouziva ve form¢ Samponil v 1€cbé seborrhoické dermatitidy. V koncentraci
0,1-1 % se pouziva ve formé vodnych roztokli a krému jako antiseptikum a Cistici
prostiedek.'® V koncentraci 0,005 % se pouziva jako protimikrobni piisada v oénich
ptipravcich. Pouziva se také jako Cistici a dezinfek¢ni prostfedek pro tuhé kontaktni
coCky. Nejvyssi ucinnost ma v neutrdlnim a mirn€ alkalickém pH, v kyselém pH
jeho uc¢inek vyznamné klesa. ' Cetrimid se po topickém podani vaze piedevsim
na kolagen, keratin a tvofi s nimi cetrimid-proteinové komplexy. Z topickych 1€kovych
forem se téméi nevstiebava. '8 Nezadoucim Gc¢inkem po aplikaci této latky je kontaktni
alergicka dermatitida, byly zaznamenany i pfipady popalenin a kozni nekrozy po aplikaci
na kiizi v kombinaci s jinymi antiseptiky.*°

Cetrimid také vykazuje antikancerogenni uc¢inky vii¢i rakovinnym bunkam hlavy a krku.
Navozuje apoptdzu bunék, pomoci svého delokalizovaného pozitivniho naboje a lipofilni

struktury se tento kation dostane ptes hydrofobni membranu do mitochondrie, kde pisobi
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siln¢ toxicky. V aplikovanych davkach pisobi toxicky na rakovinné buiiky, ale nikoli
na buiiky zdravé. Viechny tyto experimenty se provadély v podminkach in vitro.?!
V Ceské republice neni registrovany Zadny 1é¢ivy piipravek, ktery by obsahoval

jako ucinnou latku cetrimid.

6.4 Enkapsulace 1é¢iv do PLGA nanoéastic

Enkapsulace je technologickd metoda, kdy latky v pevné, tekuté nebo plynné formé
jsou inkorporovany do matrix nebo obaleny sekundarnim obalem, ptipadn¢ adsorbovany
na povrch polymeru za vzniku nanoéastic. Uginné latky jsou chranény pied vlivy
prostiedi. Takto enkapsulované aktivni latky lze transportovat na pozadované misto v téle

nebo pouze zpomalit jejich uvoltiovani do okolniho prostedi.?>?3

Obr 4: Klasifikace biodegradabilnich nanocéastic a typy zachyceni aktivni latky
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Dutivody enkapsulace 1é¢iv:

[1 Prodlouzeni uvoliiovani 1éCiva
Cilena distribuce
Maskovani nezadoucich organoleptickych vlastnosti: chut’, viing, barva
Ochrana senzitivnich latek pted prostfedim v travicim systému
Udrzeni stability 1é¢iva pied oxidaci, teplotou, vlhkosti nebo svétlem
SniZeni odpatovani tékavych latek
Ochrana pted inkompatibilitou mezi 1éCivy

Snizeni toxicity 1éCiva

O 0o oo 0o oo O

SniZeni hygroskopickych vlastnosti 1é¢iva®

Polyester kyseliny mlé¢né a glykolové je synteticky biodegradabilni polymer. Syntetizuje
se celou fadou metod: katalytickou polykondenzaci za snizeného tlaku, azeotropickou
polykondenzaci, polymeraci v pevném stavu nebo polymeraci za otevieni kruhu.2
Kyselina mlécna (kyselina 2-hydroxypropanova) ma jedno centrum chirality a vyskytuje
se ve formé D a L enantiomeru. Tako kyselina se ziskdva mléénym kvasenim kukufice
a jinych agrikulturnich surovin. Kyselina glykolova (kyselina 2-hydroxyethanova)
se produkuje biochemickymi enzymatickymi metodami nebo chemickou cestou

z kyseliny chloroctové a hydroxidu sodného.?’

Obr 5: Enantiomery D a L kyseliny mlé¢né.?®

L-lactic acid D-lactic acid

Obr 6: Struktura kopolymeru kyseliny mlééné a glykolové.>

o
0 H
HO’EU\K G
CHy *O d
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Kopolymer kyseliny mlééné a glykolové ma amorfni strukturu a teplotou skelného
ptechodu v rozmezi 45,0 az 55,0 °C. Chemicko-fyzikélni vlastnosti tohoto polymeru
zéavisi na molekuldrni hmotnosti, poméru kyseliny mlééné a glykolové, krystalinite,
teploté skelného prechodu, hydrofobicité a povrchovému napéti.

Pomér kyseliny mlééné a glykolové ve struktufe fetézce polymeru ovliviluje stupen
krystalinity, schopnost hydrolyzovat, mechanickou silu, teplotu skelného ptechodu.
Kyselina glykolova, ktera v bo¢nim fetézci neobsahuje methylovou skupinu,
ma v porovnani s kyselinou mlécnou vysokou schopnost krystalizace. Kyselina mlécna
je proto vice hydrofobni. To je také diivod, pro¢ kopolymery PLGA s obsahem vyssiho
poméru kyseliny mlécné jsou méné¢ hydrofilni a podléhaji degradaci pomaleji.
Kopolymer kyseliny mlécné a glykolové méa na konci fetézce hydroxylovou
nebo karboxylovou skupinu. Polymer PLGA hydroxylovou skupinou na konci fetézce
je vice odolny vii¢i hydrolyze.%*

Ptipravuji se také modifikované nosice s PLGA polymerem pro zlepSeni formulac¢nich
vlastnosti. Pro tyto modifikace se pouZziva napt PEG, PEO pro zvyseni hydrofility.
Kopolymer kyseliny mlééné a glykolové je Siroce pouzivany jako nosi¢ 1éCiv
a v teranostice. Americka Food and Drug Agency jiz schvalila pouziti n¢kolika 1é¢iv

obsahujici jako nosice 1é¢iv tento polymer.>”

Mnozstvi navdzaného 1éCiva a typ interakce mezi léCivem a nanoCastici zavisi
na chemické struktufe 1é¢iva a polymeru. Adsorpéni isoterma je jednou z moznosti,
jak predikovat typ vazby mezi 1é¢ivem a polymerem a také vazebny pomér mnoZstvi
lé¢iva ku mnoZstvi polymeru. Adsorpéni isoterma pomaha také v uréeni vhodné metody
enkapsulace. JelikoZ nanocastice jsou koloidnim systémem, vypocet enkapsulovan¢ho
je odstranéni supernatantu s nenavdzanym lé¢ivem centrifugaci nebo filtraci. Nasleduje
promyti nanocastic, aby doSlo kuplnému odstranéni neenkapsulované latky.
A poté se EE stanovuje z nanocastic napi. metodou HPLC. Enkapsulac¢ni uc¢innost (EE)
udavéd redlné mmnozstvi 1éCiva, které se inkorpovalo do nanocastice v pomeéru
vuci celkovém mnozstvi této latky pouzité pii pfipravé nanocastic. Modifikaci

enkapsula¢nich metod se cili na zvy$ovani enkapsula¢ni G¢innosti.*!

mnoZzstvi navazaného léCiva
EE = - I
celkové mnoZstvi pouzitého léCiva
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6.4.1 Vybrané metody enkapsulace léCiv
Metody piipravy nanocastic I1ze rozdélit do dvou zakladnich skupin:

[1 Chemické metody (napft. koacervace)

[] Fyzikaln&-chemické metody (napf. sprejové suseni)>
Pti volbé metody pfipravy nanocasticovych systému je zapotitebi pfihlizet k nékolika
faktoriim, jako je kompatibilita polymeru se zvolenym lé¢ivem, dostate¢na enkapsulacni
ucinnost, vhodné podminky ptipravy v zévislosti na pouzitém [éCivu (teplota,

rozpustnost, pH).

Nanoprecipitace je metoda, kdy se hydrofobni 1é¢ivo a polymer rozpusti v organickém
rozpoustédle. Tento roztok se poté ptfidava do vodného roztoku, ve kterém jsou polymer
1 1é¢ivo nerozpustné a zaroven je organické rozpoustédlo neomezené misitelné. Difuze
rozpoustédla do vody zpisobi precipitaci polymeru a 1éCiva za vytvofeni nanocastic.
Metoda nanoprecipitace bez pouziti surfaktantu se nazyva Ouzo efekt. Nanoprecipitace
se sklada ze Ctyt po sobé navazujicich krokti: supersaturace, nukleace, riist ¢astic pomoci
kondenzace, rlst ¢astic pomoci koagulace. Metoda je vhodna pfedev§im pro malé
hydrofobni molekuly, kdy enkapsulaéni uginnost dosahuje téméF 100 %.%
Nanoprecipitace se sklada ze ¢tyf po sob& navazujicich krokt: supersaturace, nukleace,
rust ¢astic pomoci kondenzace, riist ¢astic pomoci koagulace. Metoda je vhodna
pfedevSim pro malé hydrofobni molekuly, kdy enkapsula¢ni u¢innost dosahuje témét
100 %. Pomoci nanoprecipitace lze také pfipravit nanocastice s enkapsulovanou
biomakromolekulou  Tyto nanoCéstice se pfipravuji ve dvou krocich:
nejprve se do vodného roztoku obsahujiciho makromolekulu piidd organické
rozpoustédlo, kdy se vytvoii makromolekulové ¢astice. Takto vzniklé makromolekulové
nanocastice se pfidaji do organického rozpoustédla s rozpusténym polymerem. Tato smés
polymeru a makromolekul v organickém rozpoustédle se pomalu pifidava do vodného
roztoku za vzniku nanocastic s enkapsulovanou makromolekulou.?

Evaporace rozpoustédla z emulze je metoda, kdy polymer je rozpuStény v t€kavém
rozpoustédle. Do tohoto roztoku polymeru se disperguje nebo rozpusti 1é¢ivo a pfipravi
se takto vnitini fdze. Tento roztok polymeru a l1éCiva se poté smisi s kontinudlni vodni
fazi, kterd obsahuje vhodny emulgéitor za vzniku. Poté dochézi k difuzi rozpoustédla

do kontinualni faze, pfi¢emz na rozhrani vody a vzduchu se odpaiuje. BEhem odpatovani
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rozpoustédla dochazi k tvorbé nanoéastic.>* Existuje nékolik typd této metody. Prvni
z nich je evaporace rozpoustédla z emulze o/v, kdy se pouzije pro rozpusténi polymeru
s vodou nemisitelné rozpoustédlo. Tato metoda je vhodna spise pro hydrofobni 1é¢iva. ¥
Dalsi moznosti je evaporace rozpoustédla z nasobné emulze v/o/v. Nejprve vznikd
primarni v/o emulze, ktera se dale zapracovava do vné&jsi vodné faze za vzniku dvojité
emulze. Prostfedni, olejova faze plisobi jako bariéra proti tiniku 1é¢iva z vnitini vodné
faze do vn&jsi vodné faze. Metoda je vhodnd pro 1é¢iva dobie rozpustna ve vodg.*

Dalsi metodou pfipravy nanocastic je emulgace s difuzi rozpoustédla. Rozpoustédlo
mirné rozpustné ve vodé se nasyti vodou (kontinudlni faze). Polymer a 1é¢ivo se rozpustni
ve vnitini fazi (voda nasycena rozpoustédlem). Za stalého michani se do kontinualni faze
pfidava vnitini faze za vzniku emulze. Aby se vytvofily nanocastice do vzniklé emulze
se pfidad voda. Do kontinudlni faze difunduje zbylé organické rozpoustédlo za tvorby
nanodastic.?”3®

Metoda emulgace s reverznim vysolovanim je metoda podobna emulgaci s difuzi

rozpoustédla. Hlavnim rozdilem je pouziti vodou misitelného rozpoustédla pro polymer.

Obr 7: Schéma piipravy nano¢astic pomoci emulgace s reverznim vysolovanim.*

Vodni faze Organicka faze
surfaktantu a elektrolvtu =~ rozpoustédla a polymern

Redén vodou
L 4

MNanocastice
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Sprejové suseni je proces, kdy se kontinudlné z kapaliny (roztok, emulze, disperze)
odpafuje vodna faze za vzniku tuhych castice — vtomto pifipadé nanocastice
s nastavitelnymi parametry (velikost, porozita, tvar, hustota, chemické slozeni,
distribuce). Tento proces probiha celkem ve Ctyfech krocich: 1. ohiev vzduchu 2. tvorba
mikrokapek 3. suSeni &astic 4. sbirani vzniklych nanoéastic. *° Chladici efekt evaporace
rozpoustédla udrzuje teplotu castic relativn€ nizkou, proto lze také tuto metodu pouzivat
u termolabilnich latek.*! Polymer PLGA ma relativné nizké teploty skelného prechodu,
proto je zapotiebi zvolit niz$i vstupni teploty, aby se piedeSlo pozdé¢jSimu slepovani
&astic.*?

Obr 8: Schéma piipravy nano¢astic metodou sprejového suseni.>

Stlaceny vzduch  Roztok polymeru a API

«—— Teply vzduch

Suéici komora —=

Cvklon

MNanoéastice

Koacervace (fazova separace) je metoda, kdy se po zméné podminek (pH, teplota) vytvori
koacervat (systém s vysokou koncentraci makromolekul) a rovnovazna faze (systém
snizkou koncentraci makromolekul). Jsou dva typy koacervace: jednoducha
a komplexni. Béhem jednoduché koacervace se pouzije pouze jeden polymer, kdy po
pfidani soli (siran sodny) nebo desolubilitaéniho roztoku (ethanol) se médium
dehydratuje a dochazi ke koacervaci. Komplexni koacervace je metoda, pifi které
se pouziva dva i vice polymerti s opacnym nabojem. Nasledné dochézi k iontové interakci
a vytvoreni koacervatu. Tato metoda se casto pouziva
pii enkapsulaci makromolekularnich latek (peptidy, proteiny, genova informace).

Enkapsulaéni Gi¢innosti je vysoka, dosahuje az 99,0 %.*
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6.4.2 Typy enkapsulovanych molekul
Polyester PLGA je Casto pouzivanym polymerem pro enkapsulaci Sirokého spektra
molekul. Nize jsou popsany, které malé hydrofilni, amfifilni a hydrofébni molekuly,

makromolekuly byly v ¢etnych védeckych pracich enkapsulovany do polyesteru PLGA.

Malé molekuly BCS ttidy I a III se fadi mezi hydrofilni nebo amfifilni latky. Jsou velmi
dobie rozpustné ve vode. Jejich terapeutické pouziti je ve zna¢né mife omezené z divodu
nutnosti Castého podavani a rychlé eliminace. Pro snizeni davek, cCetnosti aplikace
a snizeni vyskytu nezadoucich ucinku se tato lé¢iva Casto formuluji do nanonosicovych
systémii.** Mezi hydrofilni molekuly, které byly enkapsulovany do PLGA nano¢astic,
lze zatadit S5-fluorouracil, antimetabolit kyseliny listové, ktery se pouziva k lécbé
kolorektalniho karcinomu. Nanocastice s timto cytostatikem byly pfipraveny sprejovym
suSenim, enkapsulaéni uc¢innost byla 20 %.*  Dal$im lé¢ivem je antimetabolit
a cytostatikum cytarabin, ktery se pouziva v 1écbeé akutni myeloidni leukémie a non-
Hodgkinova lymfomu. Nanocastice s cytarabinem byly pfipraveny odpafenim
rozpoustédla zemulze v/o. Enkapsulaéni U¢innost byla 42 %.* Vinkristin
je antimitotikum a cytostatikum, ktery se pouziva k 1é€bé nadorovych onemocnéni
a AIDS. Nanocastice s vinkristinem byly pfipraveny odpatfenim rozpoustédla z emulze
v/o a enkapsulaéni i¢innost byla 68 %.4

Hydrofobni molekuly jsou slouceniny Spatné rozpustné ve vode¢ a obecné dobie rozpustné
v organickych rozpoustédlech. VétSina téchto malych hydrofobnich molekul se tfadi
do BCS tfidy IV, kdy se jedna o latky Spatn€ rozpustné ve vodném prosttedi a Spatnou
permeabilitou. Do této skupiny latek se fadi mezi jinymi Siroce pouzivané steroidy.
VétSina  enkapsula¢nich metod hydrofobnich metod vyuzivd té€kavd organicka
rozpoustédla pro rozpusténi polymeru a pfipadné 1 G€inné latky. Pfi tvorbé nanocastic
s hydrofobnimi latkami mtZze dochazet k interakcim polymer-1é¢ivo, a to v podobé
adsorpce. Léciva, které jsou pouzivany pro tvorbu nanocCastic by mély byt
termodynamicky stabilni, jelikoz béhem enkapsulace nebo uchovavani nestabilni
slou¢eniny mohou krystalizovat. Dal§i komplikaci pfi tvorb€ nanocastic
s enkapsulovanou hydrofobni latkou je nizka enkapsulacni ucinnost, proto je potieba
vybrat vhodnou metodu piipravy.*®

Mezi hydrofobni latky, se kterymi byly pfipraveny nanocastice, 1ze zatadit také velké
mnozstvi protinadorovych 1€¢iv. Paklitaxel je cytostatikum pouZzivané k 1é¢bé karcinomu

prsu nebo ovarii. Nanocastice s paklitaxelem se produkuje nanoprecipitatni metodou
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s enkapsulaéni Gcinnosti 84%.% Dalsim cytostatikem enkapsulovanym do PLGA
nanocastic byla cis-platina, tyto nanoc¢astice byly pfipraveny nanoprecipitacni metodou
s enkapsula¢ni G¢innosti 63 %.°° Dali enkapsulovanou latkou bylo imunosupresivum
cyklosporin A pouzivané v prevenci rejekce transplantovaného organu. Nanocastice
s cyklosporinem byly pfipraveny emulgaci s difuzi rozpoustédla s enkapsulacni Gcinnosti
20 %.°! Z latek steroidni povahy byl enkapsulovan estradiol pomoci emulgace s difuzi
rozpoustédla s enkapsulaéni a&innosti 48-75 %.>

Mezi biomakromolekuly fadime: peptidy, proteiny, nukleové kyseliny. Jedna se o latky
které jsou velmi nachylné na vlivy okolniho prostfedi: pH, teplota, enzymy. Tyto
molekuly se pouzivaji ve farmacii jako vakciny, nosi¢e genové informace, protilatky,
biologika. Aplikace samotnych biomakromolekul jako 1é¢iv ma omezené vyuziti. Bylo
enkapsulovano Siroké spektrum makromolekul do nanoc¢astic PLGA: insulin, ristové
faktory, protilatky, vakciny (antigeny), oligonukleotidy, siRNA, plasmidova DNA, DNA
a RNA.>

Insulin je peptidovy hormon, jehoZ jednim z hlavnich G¢inki je regulace hladiny glukozy
v krvi. Tento hormon byl enkapsulovan pomoci odpafeni rozpoustédla z emulze v/o/v.
Enkapsula¢ni Gi¢innost byla 57-74 %.>* Dalsi makromolekulou je vaskularni endotelialni
rustovy faktor, ktery byl enkapsulovan pomoci odpaieni rozpoustédla z emulze v/o/v
s enkapsulaéni G€innosti v rozmezi 75,8-80,5 %. Tento rustovy faktor pomaha hojit
rany.>> Z protilatek byl enkapsulovan napf. bevacizumab, jeZ je rekombinantni
monoklonalni humanizovanou protilatkou inhibujici vaskularni endotelidlni rtstovy
faktor. Nanocastice s bevacizumabem byly vytvofeny metodou odpatfeni rozpoustédla
z emulze v/o/v s enkapsula¢ni u¢innosti 80,0 %.¢ Vakcina proti Pseudomonas aeruginosa
obsahovala antigen PopB a chaperonovy protein PcrH. Tato vakcina byla enkapsulovana

metodou odpateni rozpoustédla z emulze v/o/v s enkapsulaéni G¢innosti 2,1-2,3 %.>’
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6.5 Liberace léCiva z PLGA nosi¢ovych systémi

Liberace 1éCiva z nanocastic je popisovana jako proces, kdy dochazi k uvolnéni
enkapsulovaného 1é¢iva z nanocastice do média. Proces liberace 1éCiva z polymeru
ovliviuje fada faktor.>®

6.5.1 Faktory ovlivitujici liberaci léciva

Mezi faktory ovlivilgjici liberaci 1€¢iva se fadi: pomér kyseliny mlécné a glykolové ma
vliv na rychlost liberace. Studie ukazaly, ze polymery PLGA s vy$§im pomérem kyseliny
glykolové, rychleji snizuji svou molekularni hmotnost. Diivodem je zvySena hydrofilita
polymeru diky zvySenému obsahu kyseliny glykolové. U polymertt PLGA s rostouci
molekularni hmotnosti roste délka fetézcii. Cim jsou fetdzce del§i, tim pomaleji
degraduji.>® Pomér povrchu a objemu hraje v liberaci také dilezitou roli. S rostouci
plochou povrchu nanodastice se degradace zvysuje.’ Také pH prostfedi ma vliv
na rychlost degradace. In vitro testy prokazaly, Ze polymer PLGA degraduje rychleji
v siln& kyselém nebo naopak silné alkalickém prostredi.®! Dalsi vliv m4 také enkapsulaéni
uginnost. Cim vice 1é¢iva je enkapsulovano, tim rychleji polymer degraduje v priibéhu
inicialni faze liberace 1é¢iva v diisledku prasknuti (burst) nano¢astice.’?> Vliv na teplota

rychlost degradace m4 i teplota. Se zvysujici se teplotou dochazi k rychlejsi degradaci.®

Samotny polyester PLGA podléha hydrolyze ve vodném prosttedi. Polymerni zakladni
tetézec, ktery obsahuje esterové vazby je hydrolyzovan ndhodné. Hydrolyzou kazdé
esterové vazby vznikd jedna skupina hydroxylovd a jedna skupina karboxylova.
V disledku $tépeni dlouhych polymernich fetézcli dochazi ke sniZovani molekulové
hmotnosti a zvySovani hydrolifity polymeru. Vysledné odstépené fragmenty jsou dale
degradovany za vzniku kyseliny glykolové a mlécné, které jsou biologicky inertni

vii¢i buiikdm a jsou z t&la vyluovany b&Znymi metabolickymi cestami.®*
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Obr 9: Biodegradace polyesteru kyseliny mlééné a glykolové.®
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6.5.2 Mechanismy liberace léciva
Léciva se uvoliluji z nanoc¢astic nékolika mechanizmy. V této podkapitole budou popsany
mechanismy, které pfimo ovliviuji uvolnéni 1éciva s polymernich systémi. Léciva
se uvoliiuji z nanocastic tvorenych polyesterem PLGA né€kolika mechanizmy:

[J difuzi pfes vodou naplnéné pory
[ difuzi 1éCiva ptes polymer
[1 osmotickou pumpou
U

erozi®
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Obr 10:Mechanizmy uvoliiovani 1é&iva z polymernich systémi.®¢
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Mechanizmus liberace difuzi pres vodou naplnéné pory byl v mnoha studiich popisovan
jako prvni faze liberace 1éciva erozi polymeru. Lze najit ale také studie, kdy prob&hla
kompletni liberace léCiva jest¢ prfed erozi polymeru. Tento mechanismus liberace
je zéavisly na porozité polymeru a velikosti port. Jsou-li dostatecné velké, 1€¢ivo uvolnéné
do vody mize t€mito pory projit. Tento mechanizmus se ¢asto vyskytuje u nanocastic
s enkapsulovanym hydrofilnim 1é¢ivem. Je zapotiebi, aby pory kontinualné vedly
az k povrchu nanocastice. Uzaviené pory a ptipadné malé pory a jejich propojeni ma vliv
na porovitost a turtuozitost polymeru. Konstantni difuzni koeficient se Casto vyskytuje
v malych poérech, ve velkych nanocasticich s hladkym povrchem, také v nanocasticich
s poroznim povrchem tvofenych polyesterem PLGA, ktery je hydrofébni, méa vysokou
molekulovou hmotnost, bobtna a podléha degradaci velmi pomalu.

Difuze polymerem je mechanizmus liberace, kdy lé¢ivo difunduje do média napftic
polymerem. Tento zpiisob liberace je casty u malych hydrofobnich molekul
jako je napft. ropivakain. PLGA 1 ropivakain jsou hydrofobni latky. Methylové skupiny
PLGA a ropivakainu se vzajemné pfitahuji a vytvareji mezi sebou hydrofobni interakci.
PLGA zakonc¢ena karboxylovou skupinou interaguje s aminovou skupinou ropivakainu
a vznikaji tak elektrostatické interakce. Tyto vzajemné interakce 1é¢iva a polymeru
zabrafiuji 1é¢ivu v liberaci a zpomaluji uvoliiovani 1é¢iva z nano&astic.®’

Osmoticka pumpa je dalSim mechanizmem liberace 1éCiva z nanocastic. Osmoéza
je definovana jako soubor pohybl vody napfi¢ permeabilni membranou mezi dvéma
kompartmenty v zavislosti na rozdilném osmotickém tlaku v kompartmentech. Napiiklad
lékové formy pro peroralni podéni fungujici na principu osmotické pumpy obsahuji
polymer, ktery ma schopnost bobtnat. Tento polymer tvoii jadro, které je obaleno
membranou obsahujici jeden nebo nékolik porti uréenych pro priichod 1é¢iva. Po absorpci

vody polymer zacind bobtnat a lé¢ivo ve formé roztoku nebo suspenze se zacind
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uvolnovat a prostupovat do média pres pory. Dulezitou roli v tomto systému hraji
osmogeny, které se rozpoustéji v absorbované vod¢ a vytvareji tak osmoticky tlak,
jez vytlacuje 1éCivo ven. Jako osmogeny se pouzivaji Casto chlorid draselny, chlorid
sodny a mannitol.®

Eroze je dalSim moznym mechanismem liberace s tim rozdilem, ze v tomto pfipadé
nedochazi k transportu 1éCiva, ale k ,,poskozeni* nanoc¢éstice a uvolnéni 1é¢iva. Existuji
dva typy eroze. Prvni je eroze povrchova, kdy pii kontaktu s vodou dochazi k degradaci
nanocastic na povrchu a po stupné pronika do dalSich vrstev. Povrchova eroze probiha
tehdy, kdy mira eroze na povrchu je vétsi nez penetrace vody do nanocastic. DalSim
typem je eroze objemova (bulk erosion), kdy dochézi k penetraci vody a k homogenni
degradaci celé¢ matrice nanocéstice. Velké €asti polymeru jsou postupné hydroliticky
degradovény. Tento jev nastava, kdyZ mira povrchové eroze je mensi nez prinik vody
do nanogastice.®’

Obr 11: Typy eroze nanodastic: A. eroze masivni (bulk), B. eroze povrchova.”

Mezi dal$i mechanismy uvoliiovani 1é¢iva z nanocastic lze zaradit bobtnani. Tento jev
se projevi thned po kontaktu s vodnim prostiedim. Absorpce vody zpisobuje hydrolyzu
fetézcli PLGA. Tento jev zvysuje rychlost liberace 1é¢iva.”!

Rozpousténi 1é¢iva uddva miru liberace, jestlize je pomalejsi nez mira transportu 1é¢iva.”?
Heterogenni degradace je autokatalyticky jev charakterizovany dvéma teplotami
skelné¢ho ptechodu. Jedna hodnota skelné¢ho ptechodu polymeru je uvnitt nanocastice,
kdy dochazi k rychlé degradaci. Druha teplota skelného pfechodu polymeru je na povrchu

nanodéstice, kde dochazi k pomalejsi degradaci vii¢i jadru nanogastice.”
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Zmeéna mobility a density retézci polymeru mé vliv na hydrolyzu polymeru,
jeho plastifikaci a krystalizaci oligomert zachycenych do matrice.

Tvorba poru je proces, ktery je fizeny absorpci vody a erozi nanocastic. Tento proces
je dulezity béhem liberace velkych hydrofilnich molekul, které jsou uvoliiovany pomoci
difuze ptes vodou naplnéné pory.°¢

Uzavieni poru je spojeno se zménou polohy fetézcli polymeru zplisobenou
napf. zvysenim teploty, degradaci mobilitou fetézct. Tento jev zpomaluje liberaci 1éCiva.
Interakce 1€¢iva s 1éCivem, ptipadné interakce 1éCiva s polymerem zpomaluji uvoliiovani
lé¢iva z nano&astic.”

Kolaps nanocastic je ¢asto spojen s degradaci a snizenim teploty skelného ptechodu.
Jestlize se timto snizi porosita nanocastice, zpomali se tim 1 liberace 1éCiva. Jestlize

se timto zvysi povrch nanodastice, dochazi ke zrychleni liberace 1é¢iva. 7> 7677
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6.5.3 Faze liberace léciva

Nanocastice tvofené kyselinou mlénou a glykolovou mohou mit jednofazovy,
dvojfazovy, tfifazovy profil liberace 1é¢iva a také liberace 0. fadu.®

U dvojfazového profilu liberace dochazi nejprve v inicidlni fazi k prasknuti (burst)
nanocastice a 1é¢ivo je uvoliovano v zavislosti na typu molekuly, jeho koncentraci
a hydrofobicité polymeru. Lécivo na povrchu v kontaktu s vodou se uvolni v zavislosti
na jeho rozpustnosti a priniku vody do polymeru. V pribéhu této faze dochazi
také ke Stépeni PLGA, ale netvofii se solubilni produkty. Ve druhé fazi liberace dochazi
k hydrolyze PLGA uvniti matrice a tvorb¢ solubilnich oligomeri a monomerti. Lécivo
je uvoltiovano pomoci difuze a eroze nano&astice.”® Na obr. 12 jsou modelové in vitro
profily liberace polyesteru kyseliny mlécné a glykolové v poméru 50:50, 65:35, 75:25,
85:15. Je patrny dvojfazovy profil liberace s pocatecnim nulovym uvoliiovanim
(lag-time) nasledovanym rapidnim uvolnénim. Profily zobrazuji zvySenou rychlost
uvoliovani ve formulacich obsahujicich snizené mnozstvi kyseliny mlé¢né viici kyseliné

glykolové.

Obr 12: Liberaéni profily PLGA s rtiznym pomérem kyseliny mlé¢né a glykolové.”®
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Nejcastéjsi je trojfazovy profil liberace 1é¢iva z polymeru PLGA. Béhem inicidlni faze
dochazi k rychlé liberaci 1é¢iva (burst efekt), které je adsorbovano nebo enkapsulovano
u povrchu nanocastice. V dalsi fazi probiha liberace 1é¢iva difuzi pfes polymer
nebo vodou naplnéné pdry v zavislosti na vlastnostech 1é¢iva. Ve finalni fazi dochazi
k vyznamné degradaci polymeru PLGA diky tvorb¢ velkych port, kterymi pronika voda
a také moznym bobtndnim nano¢astice. Ve findlni fazi dochézi tedy k erozi nanodéstice.”
Mozné prubéhy liberace jsou znazornény na obr. 13. Prazdné Ctverce znazornuji burst
nasledovany rychlou liberaci ve druhé fazi. PIné kruhy trojfdzovou liberace s kratkou

druhou fazi. Ktize burst nasledovany liberaci 0. fadu. PIné ¢tverce: trojfazovou liberace.

Carky dvojfazovou liberaci podobn4 trojfazové, ale bez po&ate¢niho burstu.®®

Obr 13: Faze liberace 1é¢iv z PLGA.%
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7 EXPERIMENTALNI CAST

7.1 Pouzité pristroje
Analyticka kolona KinetexTM 1,7 um-Bifenyl 100 A (50 x 2,1 mm)
Analyticka véha, Discovery OHAUS
Analytickd vaha, Kern 572
Analyticka vaha, Kern FKB
Centrifuga Micro 7, Fisher Scientific
Dialyza¢ni membrana 10 mm, 14 000 My, Sigma-Aldrich
Disolu¢ni pfistroj Julabo SW, Julabo
HPLC systém Liquid Chromatograph-Nexera X2-Shimadzu, Japonsko
Magneticka deska Variomag, Telenyon
Pipety s nastavitelnym objemem Research, Eppendorf
Sklenéna kyveta, Hellma Analytics
Slozena kapilarni kyveta DTS 1060, Malvern
Spektrofotometr Specord 205, Analytic Jena
Spektroskopicka kyveta PS, Brand
Ultrazvuk Sonorex super 10 P, Bandelin

Zetasizer Nano ZS, Malvern
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7.2 Pouzité materialy
Acetonitril, Sigma-Aldrich
Cisténd voda, FaF UK
Dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat, Dr. Kulich Pharma s.r.o.
Dimethylsulfoxid, Sigma-Aldrich
Hydroxid sodny, Dr. Kulich Pharma s.r.o.
Klotrimazol, Zentiva a.s.
Kopolymer kyseliny mlé¢né a glykolové 50:50, Faf UK
Kopolymer kyseliny mlécéné a glykolové vétveny na dipentaerythritolu, Faf UK
Kopolymer kyseliny mlécéné a glykolové vétveny na kyseliné polyakrylové, Faf UK
Kopolymer kyseliny mlé¢né a glykolové vétveny na tripentaerythritolu, Faf UK
Kyselina citronovd monohydrat, Dr. Kulich Pharma s.r.o.
Kyselina chlorovodikova 35 %, Lachema, a.s.

Terbinafin-hydrochlorid, Zentiva a.s.
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7.3 Priprava nanocastic

Nanocastice tvorené PLGA linearni a vétvené struktury s enkapsulovanym terbinafinem
nebo klotrimazolem byly pfipraveny nanoprecipitatni metodou. Vnitini faze tvotfena
roztokem polymeru a 1é¢iva (bylo vzdy pouzito 25,0 mg 1éCivé latky) v DMSO byla
kapkovou metodou pfidana do vné&jsi faze tvotfené roztokem tenzidu, ¢cimz doslo k tvorbé
nanocastic. Pro nanocéastice s klotrimazolem byly pouzity: kopolymer kyseliny glykolové
amlécné vétveny na kyselin€ polyakrylové (A2), kopolymer kyseliny glykolové a mléné
vétveny na dipentaerythritolu (DS8), kopolymer kyseliny glykolové a mlécné vétveny
na tripentaerythritolu (3T), kopolymer kyseliny glykolové a mlécné 50:50 (PLGA)
v koncentracia 5 % a 7 %. Koncentrace cetrimidu ve vodé byla 0,05 %; 0,01 %; 0,005 %;
0,001 %. Pro ptipravu nanolastic s terbinafinem byly pouZity polyestery A2, D8

v koncentraci 7 % a 0,05 % roztok cetrimidu ve vodg¢.

Tab 3: Zéakladni charakteristika pouzitych polymeri pro pfipravu nanocastic.

Typ polymeru | My (g/mol) | M,, (g/mol) | [A]w (mL/g) | g’ (My) | T¢(°C)
A2 8 600 14 400 8,9 0,54 32,8
D8 1 600 2 500 2,9 0,45 12,4
T3 5300 17 400 7,7 0,43 27,6

PLGA 50:50 1700 2400 5,9 1,00 29,8

M (g/mol)  ¢iseln€ stfedni molarni hmotnost

M, (g/mol)  hmotnostni primér vnitini viskozity a vétvici pomér g

[7]w(mL/g) vnitini viskozita

g'(My) pomér vnitinich viskozit vétven¢ho a linearniho polymeru pfi shodné
molarni hmotnosti

Ty (°C) teplota skelného piechodu
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Tab. 4: Charakteristika pouzitych 1é&ivych latek a tenzid pro piipravu nanog¢astic®® 8!

Typ latky M (g/mol) LogP pKa T (°C)

Terbinafin 327,89 59 8,86 195-198
Klotrimazol 344,84 6,1 4,10 148
Cetrimid 284,55 2,5 - 240

M (g/mol)  molarni hmotnost

LogP rozdélovaci koeficient n-oktanol / voda
pKa zaporny dekadicky logaritmus disociacni konstanty
T (°C) teplota tani

Byla pfipravena vnitini faze pro tvorbu nanocastic. Byly pfipraveny zasobni roztoky
polymerit v DMSO o koncentraci 5 % a 7 %. Pro urychleni rozpousténi polymeru
se tato smés nechala na elektromagnetické michacce intenzivné michat. Nasledné
se na analytickych vahach navézilo do péti malych kadinek 25,0 mg terbinafinu nebo
klotrimazolu. Do téchto kadinek s léCivem se poté napipetovalo 1,0 ml predem
pfipravené¢ho zasobniho roztoku polymeru v DMSO a pomoci ultrazvuku se 1é¢ivo
rozpustilo. Dal§im krokem byla ptiprava vnéj$i fdze. Na analytickych vahach byl navazen
cetrimid, ktery byl poté rozpustén v €isténé vodé na pozadovanou koncentraci cetrimidu
0,05 %; 0,005 %; 0,01 % nebo 0,001 %. Do péti 25 ml kadinek s vlozenym kiizovym
michadlem bylo odméfeno 10,0 ml vnéjsi faze a kadinky byly vloZeny na magnetickou
michacku. Za stalého michani vnéjsi faze byl pipetou po kapkéach ptidavan 1 ml vnitini
faze. Vznikl4 nanosuspenze byla michana jesté 20 minut.

Nanosuspenze v uzaviratelnych zkumavkach byly 20 minut centrifugovany pii 4 000 G.
Byl odstranén ¢iry supernatant a sediment byl resuspendovan 2,5 ml 0,05 % roztoku CET

ve vod¢é pomoci ultrazvuku. Pro disolu¢ni testy byly resuspendované nanocéstice

adjustovany pipetou do dialyza¢nich membran a dobte uzavieny.
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7.4 Meéreni velikosti, polydisperzity a {-potencialu nanocastic

Parametry nanocastic s klotrimazolem a terbinafinem, velikost Castic, polydisperzita,
C-potencial, byly méfeny na pfistroji Zetasizer ihned po jejich piipravé. Pro meéteni
{-potencialu se do slozenych kapilarnich kyvet napipetoval 1,0 ml nanosuspenze, kyvety
se vlozily do Zetasizeru a spustilo se méteni. V softwaru pfistroje Zetasizer byly navoleny

tyto parametry:

disperzni prostfedi: voda

RI disperzniho prostiedi: 1,330

dynamicka viskozita: 0,8872 mP-s

dielektricka konstanta disperzniho prostredi: 78,5

teplota: 25,0 °C

O o 0o o o o4O

pozice pfi méfeni: 2,0 mm

Pro méteni velkosti nanocastic a polydisperzity bylo do kyvety napipetovano 0,5 ml
nanosuspenze. Jestlize vzorek byl zcela nepriihledny, byl natfedén c¢isténou vodou.
Takto ptipraveny vzorek byl vlozen do pfistroje a spusténo méfeni. Pfred samotnym

méfenim byly navoleny tyto parametry:

nazev disperzniho prostfedi: voda

RI materialu: 1,50

absorpce materialu: 0,010

RI disperzniho prostfedi: 1,330

dynamicka viskozita: 0,8872 mP-s

dielektrickd konstanta disperzniho prostiedi: 78,5
teplota: 25,0 °C

pozice pii méteni: 0,85 mm

O o oo oo oo g QO

pocet mefeni vzorku v jednom cyklu: 3krat
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7.5 Stanoveni enkapsulacni u¢innosti

Enkapsula¢ni ucinnost byla stanovena bezprostfedné po pfipravé nanocastic. 2,0 ml
nanosuspenze bylo napipetovano do uzaviratelnych vialek a centrifugovano 20 minut
pii 8 000 G. Po centrifugaci byl oddélen supernatant od sedimentu. Sediment byl
rozpustén ve 2,0 ml acetonitrilu a poté jest¢ desetkrat ziedény timto organickym
rozpoustédlem. Supernatant byl zfedén padesatkrat acetonitrilem. Takto nafedéné vzorky
se prefiltrovaly pfes filtr 0,22 pm. Terbinafin byl analyzovan pomoci HPLC. Pro vypocet

enkapsulacni u€innosti byl pouzit vzorec:
1-m
EE = % x 100 (1)

EE — enkapsula¢ni G¢innost [%]
m,— mnozstvi terbinafinu v supernatantu [mg]

m — celkové mnozstvi terbinafinu pouzitého pfi ptipravé [mg]

7.6 Priprava pufri
Byly pfipraveny tyto pufry:

[l citratovy pH 3,0

1 citrat-fosfatovy pH 5,0
Pufry byly pouzity jako disoluéni médium pii disolucich nanocéstic s terbinafinem
a také jako slepé vzorky pti spektrofotometrickém stanoveni mnozstvi uvolnéného léciva.
Byly pfipraveny dle chemickych tabulek spole¢nosti Merck® a vychézelo se z obecného

vzorce: x dili A 4+ (100 — x) dila B (2)

Citratovy pufr pH 3,0: 21,6 dilad A + (100 — 21,6) dilid B. Roztok A byl pfipraven tak,
ze se ve 200,0 ml vody rozpustilo 8,0 g hydroxidu sodného a v dalsi kadince bylo
rozpusténo 21,0 g kyseliny citronové monohydratu v 1 000,0 ml vody. Tyto roztoky
se poté smisily dohromady. Roztok B byl pfipraven z 3,65g 35 % kyseliny
chlorovodikové, ktera byla nalita do 1 000,0 ml vody. Poté byly roztoky A a B smiseny
v poméru 21,6 dilii roztoku A a 79,4 dila roztoku B za vzniku pufru o pH 3,0. Byla

provedena kontrola hodnoty pH pomoci pH metru.
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Citrat-fosfatovy pufr pH 5,0: 49 dild A + (100 — 49) dila B

Roztok A vznikl rozpusténim 21,0 g kyseliny citrénové monohydratu v 1 000,0 ml vody.
Roztok B vznikl rozpusténim 35,6 g hydrogenfosforecnanu sodné¢ho dihydratu v 1 000,0
ml vody. Poté byly roztoky A a B smiseny v poméru 49 dilt roztoku A a 51 dilti roztoku
B za vzniku pufru o pH 5,0. Byla provedena kontrola hodnoty pH pomoci pH metru.

7.7 Sestrojeni kalibracnich primek

Pro stanoveni mnozstvi terbinafinu uvolnéného do disolu¢niho média byla zjisténa
rovnice kalibracni pfimky. Byly pfipraveny roztoky terbinafinu v koncentracich:
100,0 mg/1, 80,0 mg/l, 60,0 mg/l, 40,0 mg/l, 20,0 mg/l, 10,0 mg/l. Jako rozpoustédla
pro terbinafinu byla pouZita tato média: acetonitril, citratovy pufr pH 3,0; citrat-fosfatovy
pufr pH 5,0 a citrat-fosfatovy pufr pH 5,0 s ptidavkem 0,05 % CET.

Na analytickych véhach bylo navazeno 10,0 mg terbinafinu a pfeneseno do odmérné
baitkky na 100,0 ml. Bylo pfiddno asi poloviéni mnozstvi rozpoustédla a pomoci
ultrazvuku se nechal terbinafin rozpustit. Bylo doplnéno rozpoustédlo po rysku odmérné
baniky. Tento roztok terbinafinu byl pouzit pro ptipravu roztokl terbinafinu o nizsich
koncentraci. Spektrofotometricky pfi vlnové délce 283 nm byla méfena absorbance.

Kazdy vzorek byl proméfen trikrat.
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Tab 5: Absorbance z4sobnich roztok terbinafinu pii vinové délce 283 nm.

koncentrace [mg/1] 100 80 60 40 20 10

c-fpH 5,0 0,8723 | 0,7590 | 0,5753 | 0,3987 | 0,1837 | 0,0197
rovnice grafu v =0,0093x - 0,0109

c-fpH SC’(]);]L, 0,05 % 2,1370 | 1,6967 | 1,3035 | 0,8654 | 0,4313 | 0,2115
rovnice grafu =0,0213x + 0,004

cit. pH 3,0 2,2403 | 1,7685 | 1,3517 | 0,9106 | 0,4524 | 0,2317
rovnice grafu y =0,0223x + 0,0076

ACN 2,2730 | 1,8584 | 1,3935 | 0,9243 | 0,4554 | 0,2337

rovnice grafu

y = 0,0229% + 0,0047

Obr 14: Kalibra¢ni ptimka terbinafinu ve citrat-fosfatovém pufru pH 5,0.
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Obr 15: Kalibra¢ni ptimka terbinafinu v citrat-fosfatovém pufru pH 5,0 s 0,05 %
cetrimidu.
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Obr 16: Kalibra¢ni ptimka terbinafinu v citratovém pufru pH 3,0.
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Obr 17: Kalibracni pfimka terbinafinu v acetonitrilu.
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7.8 Disolucni testy

Do Sirokohrdlych Iékovek bylo odméfeno 50,0 ml disolu¢niho média pfedem zahtatého
na 37,0 °C. Byly vloZeny dialyza¢ni membrany se suspenzi nanocéstic tak, aby byly celé
ponofeny (Obr. 18). Lékovky byly dobie uzavieny a vlozeny do tfepaci vodni lazné
o teploté 37,0 °C.

Obr 18: Lékovka se vzorkem pro test disoluce.

V danych casovych intervalech byly vyjmuty dialyzaéni membrdny s nanosuspenzi
z disolu¢ni nadoby, pienesly do nové nadoby s 50,0 ml disolu¢niho média ptedehiatého
na 37,0 °C, umistily se zpé&t do ttepaci vodni 14zn¢€ a pokracovalo se v disolu¢nim testu.
Bylo stanoveno mnozstvi terbinafinu uvolnéné vdaném casovém intervalu
do disolu¢niho média. Z divodu mozné adsorpce terbinafinu na stény disolu¢ni nddoby
byly nadoby vymyty 25,0 ml ACN a spektrofotometricky stanovena koncentrace
terbinafinu v ACN.
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7.9 Stanoveni terbinafinu spektrofotometricky

Pro stanoveni vzorku spektrofotometricky se pracovalo v programu WinAspect. Kazdy
vzorek se prométil v jednom cyklu celkem tiikrat pfi vinové délce 283 nm. Jako slepy
vzorek se vzdy pouzilo médium, ve kterém byl terbinafin rozpustén, tedy citratovy pufr
pH 3,0; citrat-fosfatovy pufr pH 5,0 a citrat-fostatovy pufr pH 5,0 s 0,05 % CET.
Vypocet mnozstvi uvolnéného terbinafinu:

_ [(A=b)/a]
m=—r 2)

m — mnozstvi terbinafinu [mg/50 ml]
A — absorbance terbinafinu pii Amax = 283 nm
a, b —realné ¢islo z rovnice grafu kalibracni ptimky y=ax +b
EE — enkapsula¢ni u¢innost [%]
Vypocet mnozstvi terbinafinu uvolnéného v procentech:
cy, = 22 G)
c2, — koncentrace uvolnéného terbinafinu[ %]
¢ — koncentrace terbinafinu [mg/50 ml]

mo — mnozstvi enkapsulovaného terbinafinu [mg]; polymer A2 my = 5 mg; polymer D8

my = 3,25 mg

7.10 Stanoveni terbinafinu HPLC
Ve spolupréci s Ing. Martinem Drastikem, Ph.D. z Katedry biofyziky a fyzikalni chemie

se pomoci separacni metody vysokoucinné kapalinové chromatografie stanovilo
enkapsulacni Gc¢innost terbinafinu a mnozstvi uvolnéného terbinafinu do disolué¢niho
média z kopolymeri polyestertt DS, A2. Pfed samotnym méfenim mnozstvi terbinafinu
uvolnéného z kopolymera polyesteri D8, A2 do disolu¢nich médii se odebraly vzorky
o objemu 2,0 ml. Tyto vzorky se nasledné ptefiltrovaly ptes mikrobidlni filtr do vialek.
Dale se ptipravilo mobilni fazi, kterd obsahovala citrat-fosfatovy pufr pH 4,5 a acetonitril
v poméru 60:40. Prefiltrované vzorky byly pfipravené k méteni. Nasttik vzorku na kolonu
s reverzni fazi byl 5,0 ul. Cela méfila absorbanci terbinafinu pfi vinové délce 226 nm,

reten¢ni Cas terbinafinu byl 4,1 minuty. Celé méteni probihalo pfi teploté 25,0 °C.
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7.11 Penetrace terbinafinu do kiize

Ve spolupraci s tymem Skin Barrier Research prof. Vavrové byla testovana penetrace
terbinafinu do kiize z 1 % Terbistad krému a z nanocastic kopolymeru polyesteru D8
s inkorporovanym terbinafinem. Byla provedena celkem dva méfeni (experiment 1;
experiment 2). Pro kazdé z téchto dvou méfeni se pouzilo 12 Franzovych cel. Lidskou
ktzi se nakrgjelo na segmenty o velikosti 2 x 2 cm. Takto pfipravenou kiizi
se namontovalo do teflonovych drzaki (epidermis byla nahofe), které se predem
namazaly silikonovym olejem, aby se zajistila dobra piilnavost kiize. Drzéky s kuzi
se poté vlozilo do Franzovych cel s michadlem (horni dil cely-donorova ¢ast; spodni ¢ast
cely-akceptorova ¢ast). Pro experiment 1 se pouzily 3 vzorky: 1 % Terbistad krém; 1 %
terbinafin v isopropylu myristitu a ethanolu v poméru 50:50; 1 % terbinafinu
v propylenglykolu a vod& v poméru 60:40. Pro experiment 2 se pouzily 2 vzorky: 1 %
Terbistad krém a nanocastice z polyesteru D8 obsahujici 1 % terbinafinu. Akceptorovou
¢ast Franzovy cely se naplnilo v experimentu 1 smési fosfatového pufru pH 5,8 a 95 %
ethanolu ve vodé v poméru 1:3 nebo pouze fosfatovym pufrem pH 5,8.V experimentu 2
akceptorova cast cely byla naplnéna fosfatovym pufrem pH 7,0. Takto pfipravené
Franzovy cely se umistilo do 1lazné€ pro disoluci, ve které voda méla teplotu 32,0 °C.
Po ekvilibra¢ni dobé, ktera ¢inila pfiblizné 1 hodinu, se na kiizi aplikovaly testované
vzorky obsahujici 1,0 mg terbinafinu. B€hem experimentu 1 se v intervalech po 24, 36
a 48 hodinach se odebiralo 0,7 ml akceptorové faze. Tento Ubytek se nahradil novou
akceptorovou fazi ve stejném objemu. V experimentu 2 se odebralo vzorek akceptorové
faze po 24 hodinach. Po ukoncéeni penetrace 1é¢iva v experimentu 1 se klize promyla
vodou, zvézila se a extrahovala se v methanolu po dobu 24 hodin. V experimentu 2
se nejprve oddélila epidermis od zbylé casti kize, tyto vzorky byly zvazeny
a poté extrahovany v methanolu po dobu 24 hodin. Takto ziskané extrakty byly
prefiltrovany a dale méfeny pomoci metody HPLC. Na reverzni kolonu byly vzorky
nastiikovany v objemu 50,0 pl pfi teploté 25,0 °C na kolonu s reverzni fazi. Jako mobilni
faze se pouzil 95 % methanol ve vodé, cela méfila absorbanci pifi 226 nm, retencni Cas
terbinafinu byl 4,1 minuty. Experiment 1 slouZil pouze k prokazani Gi¢innosti tohoto

méfeni. U¢innost testu byla prokézana.
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7.12 Stanoveni antimikrobni aktivity terbinafinu in vitro

Ve spolupraci s tymem Design and Development of New Antimicrobial Agents prof.
Dolezala byla testovdana antimikrobni aktivita 1 % Terbistad krému a nanocastic
kopolymeru polyesteru D8 s inkorporovanym terbinafinem v koncentraci 1 %.
Pro hodnoceni antimikrobniho i¢inku se pouzil standartni postup uvadény v literatute.®?
Jako testovaci mikroorganismy se pouzily definované kmeny urcené k standartnimu
hodnoceni antimikrobniho ucinku. Pro tento experiment byl vybran kmen kvasinek
Candida albicans. Testovani probihalo v Petriho miskach, kdy povrch kultiva¢ni pudy
(Sabouraudiiv agar) byl inokulovan 0,5 ml suspenze testovaciho kmene.
Poté do kultiva¢ni pady byly vyfiznuty 3 otvory se vzdalenosti 5,5 cm od sebe. Do téchto
otvorii se aplikovaly vzorky — placebo (polyester PLGA/DS), 1 % Terbistad krém,
nanocastice kopolymeru polyesteru D8 s inkorporovanym terbinafinem v koncentraci
1 %. Tyto formulace vypliovaly zcela otvory, aby mohly difundovat do okoli. Samotna
kultivace probihala za aerobnich podminek po dobu 24 hod. pfi teploté 37,0 °C. Béhem
kultivace mohly latky difundovat a pfipadné inhibovat riist testovaciho mikroba. Odecet

vysledkt se provadel pomoci fotografické dokumentace.
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8 VYSLEDKY

8.1 Nanocastice s klotrimazolem

Tab. 6: Charakteristiky T3 nanocastic s klotrimazolem (5 % polyesteru).

CET [%] Vdﬂ([‘l’;tlfémc PDI C-potencidl [mV]
210,4 0,099 457
0,050 210,6 0,086 46,1
210,7 0,072 462
Primér + SD 210,6+0.125 | 00860011 |  46,0=0.216
206,5 0,106 35,4
0,010 210,7 0,072 462
208,9 0,090 40,9
Primér + SD 2087172 | 00890014 | 408=441
0,005 SRAZENINA
0,001 SRAZENINA

Tab 7: Charakteristiky T3 nanocéstic s klotrimazolem (7 % polyesteru).

Koncentrace CET [%] Velik[(r);;;: astic PDI {-potencial [mV]
221,4 0,126 43,2
0,050 2243 0,135 46,4
223,1 0,133 44,9
Prtimér + SD 2229+ 1,19 0,131 + 0,004 44,8 + 1,31
248,6 0,181 32,5
0,010 246,2 0,128 33,3
247,5 0,156 33,0
Prtimér + SD 247,4 + 0,98 0,155 + 0,022 32,9+0,33
254,6 0,109 22,7
0,005 2472 0,183 26,4
251,1 0,147 24,6
Primér + SD 251,0 + 3,02 0,146 + 0,03 24,6 £ 1,51
0,001 SRAZENINA
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Tab 8: Charakteristiky D8 nanocastic s klotrimazolem (5 % polyesteru).

Velikost ¢astic

Koncentrace CET [%] [nm] PDI C-potencial [mV]
589,5 0,186 29,0
0,050 526,7 0,239 32,2
558,1 0,211 30,7
Primér = SD 558,1 + 25,64 0,212 + 0,02 30,6 = 1,31
603,1 0,25 19,1
0,010 554,4 0,322 24,4
578,8 0,288 21,6
Primér + SD 578,8 + 19,88 0,287 + 0,03 21,7+ 2,16
4413 0,174 19,8
0,005 476,6 0,218 18,5
4589 0,197 19,0
Primér + SD 4589 + 14,41 0,196 + 0,02 19,1 £ 0,54
454,0 0,157 18,10
0,001 479,4 0,078 20,3
466,8 0,117 18,9
Primér + SD 466,7 + 10,37 0,117 +£0,03 19,1 £ 0,91

Tab 9: Charakteristiky D8 nanocastic s klotrimazolem (7 % polyesteru).

Velikost ¢astic

Koncentrace CET [%] [nm] PDI C-potencial [mV]
581,1 0,188 26,3
0,050 564,5 0,169 26,2
572,9 0,179 26,3
Pramér = SD 572,8 +£6,78 0,179 + 0,01 26,3+ 0,05
478,3 0,139 17,2
0,010 495,2 0,162 19
487,0 0,152 18,2
Pramér + SD 486,8 = 6,90 0,151 £ 0,01 18,1 £ 0,24
476,4 0,157 19,8
0,005 484,7 0,186 20,3
480,8 0,173 20,3
Pramér + SD 480,6 = 3,39 0,172 £ 0,01 20,1 £0,24
0,001 SRAZENINA
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8.2 Nanocastice s terbinafinem

Tab 10: Charakteristiky A2 a D8 nanocastic s terbinafinem (7 % polyesteru).

ucinnost [%]

Typ polymeru 7 % A2 7 % D8
. o 205,5 448.8
Vehk[(;)lsrl:1 ]castlc 2074 071
212,1 4435
Primér + SD 208,3 +£2,77 439,8 £ 9,24
0,108 0,246
PDI 0,104 0,164
0,170 0,204
. 53,7 37,0
- potencial
[mV] 52,8 35,0
52,6 37,9
Primér + SD 53,0 £ 0,48 36,6 1,21
Enkapsulac¢ni 20,0 13,0

Tab 11: Mnozstvi terbinafinu uvolnéného z A2 pti pH 3,0.

[dcj; A TER [mg/50 ml] | TER [%] Prﬁmg)[%] = [kl;rnF;.R" "

0,8790 1,80 36,0

1| 0,569 111 22,1 26,4+ 6,8 26,4
0,5479 1,06 212
1,5564 3,32 66,4

2 | 1,6148 3,45 69,0 62,2478 88,7
12192 2,56 51,3
0,1307 0,12 2,5

3 | 01221 0,10 2,1 2.8+0,77 91,5
0,1630 0,20 3,9
0,1232 0.11 21

6 |0,1278 0,12 23 23+0,12 93,8
0,1305 0,12 2.4
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Obr 19: Prubéeh disoluce terbinafinu z A2 pti pH 3,0.
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Tab. 12: Mnozstvi terbinafinu uvolnéného z D8 pfi pH 3,0.
x (1 TER TER Primér TER
Cas —|Medium | A osoml) | (%) [%]+SD | [kum. %]
[dny]
0,3213 0,85 26,0
pufr 0,2793 0,70 21,6 25,4 +£2,85 25,4
1 0,3445 0,93 28,5
1,4330 4,80 127,9
ACN 1,2230 4,09 109,1 84,4 +48.92 109,8
0,1833 0,60 16,0

48



Tab 13: Mnozstvi terbinafinu uvolnéného z A2 pfti pH 5,0.

Cas Médium A TER TER Promér TER
[dny] [mg/50 ml] | [%] [%] + SD [kum. %]
0,2737 1,26 25,2
0,3597 1,77 35,4 31,6 +4,53
pufr
. 0,3487 1,71 34,1 1.4
0,0176 0,03 0,6 ’
ACN | 0,0266 0,05 1 0,8+0,17
0,0218 0,04 0,7
0,1566 0,56 11,3
puft | 0,1356 0,44 8.8 9.8 + 1,07 42,2
; 0,1406 0,47 9,4
0,0803 0,17 3,3
3 0,0516 0,10 2,0 2,0+ 1,06 44,2
0,0213 0,04 0,7
0,1643 0,61 12,2
puft | 0,1569 0,54 8,0 8,0 + 4,20 52,2
. 0,094 0,19 3,8
0,1330 0,28 5,6
ACN | 0,1293 0,27 5,4 6,3+ 1,09 58,5
0,1836 0,39 7,8
0,1366 0,44 8,9
pufr | 0,1476 0,51 10,2 15,8 + 8,90 74,3
" 0,3006 1,42 28,4
0,2176 0,46 9,3
ACN | 0,1726 0,37 7.3 7.3+ 1,63 81,6
0,1270 0,27 53
0,0943 0,20 3,9
21 ACN | 0,0813 0,17 33 29+ 1,11 84,5
0,0356 0,07 1,3
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Obr 20: Prubeh disoluce terbinafinu z A2 pti pH 5,0.
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Tab 14: Mnozstvi terbinafinu uvolnéného z D8 pti pH 5,0.
Cas Médium N TER TER Pramér TER
[dny] [mg/50 ml] [%] [%] £SD | [kum. %]
0,2270 1,51 46,5
puft | 0,2287 1,53 47,0 478 + 1,55 47,8
. 0,2393 1,62 50,0
0,0276 0,08 2,4
ACN | 0,0203 0,05 1,6 48,4+ 6557 | 96,2
1,3700 4,59 141,1
0,1686 0,55 16,9
3 ACN | 0,1276 0,41 12,7 12,1423 | 108,3
0,0686 0,21 6,6
0,0783 0,25 7,6
7 ACN | 0,0673 0,21 6,5 6,0 + 1,60 114,3
0,0416 0,12 3.8
0,0293 0,08 2,5
18 ACN | 0,0320 0,09 2.8 2,9+0,37 117,2
0,0373 0,11 3.4
0,0373 0,11 3,4
21 ACN | 0,0473 0,14 4.4 3,7+ 0,45 120,9
0,0383 0,11 3,5
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Obr 21: Prubéeh disoluce terbinafinu z D8 pti pH 5,0.
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Tab 15: Mnozstvi terbinafinu uvolnéného z A2 pti pH 5,0 do média s 0,05 % CET.

Cas Médium | A TER TER Promér TER
[dny] [mg/50 ml] [%] [%] + SD [kum. %]
0,1478 0,97 19,3
1 pufr | 0,1635 1,04 20,8 19,9 + 0,68 19,9
0,1484 0,97 19,4
0,0699 0,14 2,8
3 ACN | 0,0673 0,14 2,7 3,1+0,40 23,0
0,0877 0,18 3,6
0,0403 0,46 9,1
pufr | 0,0395 0,45 9,0 8,9+0,31 31,9
0,0333 0,42 8,4
6 0,0677 0,14 2.8
ACN | 0,0607 0,12 2.4 2,6+0,16 34,5
0,0637 0,13 2,6
0,1152 0,81 16,2
pufr | 0,1216 0,84 16,8 16,1 +£0,70 50,6
0,1035 0,76 15,1
8 0,0715 0,15 2,9
ACN | 0,0530 0,11 2,1 2,3+0,50 52,9
0,0445 0,09 1,7
0,1582 1,02 20,3
pufr | 0,1419 0,94 18,8 19,8 + 0,66 72,7
0,1562 1,01 20,1
18 0,1931 0,41 8,2
ACN | 0,2934 0,63 12,6 10,2 + 1,81 82,9
0,2312 0,49 9,9
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Obr 22: Prub¢h liberace terbinafinu z A2 pti pH 5,0 do média s 0,05 % CET.
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Tab 16: Mnozstvi terbinafinu uvolnéného z D8 pii pH 5,0 do média s 0,05 % CET.

Cas . TER [mg/50 TER | Pramér[%]+ | TER [kum.

[dny] | Medium| A ol [%)] S %
0,2246 2,05 63,1

1 PUFR | 0,2176 2,00 61,5 62,7 + 0,90 62,7
0,2267 2,07 63,6
0,0264 0,07 22

3 ACN | 0,0271 0,08 2.3 2,6 + 0,45 65,3
0,0356 0,10 32
0,0520 0,16 4,9

6 ACN | 0,0417 0,12 3.8 42 +0,52 69,5
0,0414 0,12 3.8
0,0187 0,54 16,7

puft | 0,0236 0,58 17,8 16,7+ 0,86 86,2
) 0,0144 0,51 15,7
0,0519 0,16 4,9

ACN | 0,0481 0,15 4,5 4,6 + 0,25 90,8
0,0466 0,14 43
0,0230 0,57 17,7

pufr | 0,0297 0,62 19,2 18,2 0,68 109,0
8 0,0236 0,58 17,8
0,1105 0,36 10,9

ACN | 0,1161 0,37 11,5 11,0 +£0,45 120,0
0,1054 0,34 10,4
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Obr 23: Prub¢h liberace terbinafinu z D8 pti pH 5,0 do média s 0,05 % CET.
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9 DISKUSE

Pro formulaci nanocastic s terbinafinem a klotrimazolem byly pouzity polyestery
kyseliny mlécné a glykolové linearni a vétvené struktury syntetizované polykondenzacni
reakci ze smési ekvimolarniho mnozstvi kyseliny mlécné a kyseliny glykolové, v piipadé
vétvenych struktur jesté s prisadou vétviciho monomeru. Linedrni struktury ziskané touto
syntézou maji relativné niz8§i moldrni hmotnost v porovnani s komeréné dostupnymi
PLGA (Resomery), prezentovanymi v mnoha védeckych pracich.3** Pokud jsou pouzity
vicesytné alkoholy, vysledky polyester md koncové hydroxylové skupiny. Pokud je
vétvicim monomerem pii syntéze pouzita kyselina polyakrylovd, vznikne polyester
s koncovymi karboxylovymi skupinami. To se projevi snizenim hydrofobicity polymeru

a vyssi kapacitou pro enkapsulaci 1é€iv.

9.1 Nanocastice s klotrimazolem

Nanocastice s klotrimazolem byly pfipraveny nanoprecipitatni metodou z polyesteri
PLGA vétvenych na kyseliné polyakrylové, dipentaerythritolu, nebo tripentaerithritolu.
Jako vnéjsi faze byl zvolen roztok cetrimidu ve ¢tyfech koncentracich. Z linearniho
PLGA apolyesteru A2 se nepodafilo nanocastice pfipravit, a to ani pfi nejvyssi
koncentraci cetrimidu 0,05 %. Porovnani nanocastic s klotrimazolem zobrazuji pfehledné
obrazky 24 a 25. Pii pouZiti polyesteru 3T doSlo pii nizkych koncentracich tenzidu
k tvorbé srazeniny. ZvySenim koncentrace tenzidu vznikly nanocastice o velikosti
200 nm az 250 nm. Z vysledkt v Tab. 6 a 7 vyplyva, Ze s rostouci koncentraci polyesteru
T3 roste velikost nanocastic a jejich polydisperzita. {-potencial je ovlivnén koncentraci
cetrimidu. Velikost nanocastic s klotrimazolem, tvofenych polyesterem 8D, byla

v rozmezi 480 nm az 580 nm, mély vyssi polydisperzitu a nizs§i C-potencial (Tab. 8 a 9).

55



Obr 24: Velikost nanocastic s klotrimazolem tvorenych polyestery 8D a 3T.

Velikost ¢astic [nm]
600,0 r

500,0 f

400,0 -
300,0 -
200,0 -
100,0 -

0,0 -

5%T3 7% T3 5% D8 7 % D8
0,05% CET m0,01 % CET m0,005% CET 0,001 % CET

Obr 25: {-potencial nanocastic s klotrimazolem tvotenych polyestery 8D a 3T.

C-potencial [mV]
50,0 r
40,0
30,0 r
20,0
10,0 r II
0,0
5%T3 7% T3 5% D8 7 % D8

0,05% CET m0,01 % CET m0,005 % CET =:0,001 % CET
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9.2 Nanodastice s terbinafinem

Nanocastice s terbinafinem byly pfipraveny nanoprecipitatni metodou z polyesteru
PLGA vétveném na kyselin¢ polyakrylové nebo dipentaerythritolu. Jako vnéjsi faze byl
zvolen roztok 0,05 % cetrimidu. Nanocéstice tvofené polyesterem A2 se vyznacuji
vyssim (-potencidlem a jsou mensi velikosti v porovnani s nanoc¢asticemi tvorenymi
polyesterem D8 (Tab. 10). Vliv typu polyesteru na charakteristiky nanocastic prehledné

zobrazuje obrazek 26.

Obr 26: Vliv typu polyesteru na charakteristiky nanocastic.

500
400
300 |
200
100 |

velikost ¢astic [nm] C-potencial [mV]

B7%A2 =7%D8

Nanocastice se po centrifugaci, odstranéni supernatantu a nasledné resuspendaci
v roztoku tenzidu pouzily pro disolucni testy. Hodnota pH disoluéniho meédia byla
upravena s ohledem na rozpustnost terbinafinu a byl pfidan tenzid, coz je v souladu
s 1ékopisem.®® Polyester vétveny na kyseling polyakrylové (A2) ma na konci fetézcl
volné karboxylové skupiny, coz zvySuje jeho hydrofilitu a zkracuje dobu degradace
v porovnani s polyester vétvenym dipentaerythritolem (DS8), obsahujicim koncové
hydroxyly.

MnozZstvi uvolnéného terbinafinu bylo stanoveno spektrofotometricky i HPLC.
Problémem spektrofotometrického stanoveni terbinafinu byla nizka citlivost metody
a pravdépodobné 1 adsorpce 1éCiva na stény vialky. Vialky byly vyplachnuty
acetonitrilem, stanoveno mnozstvi terbinafinu a pfipocteno k mnozstvi terbinafinu

uvolnéného do disolu¢niho média.
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Obr 27: Vliv pH na pribéh liberace terbinafinu z polyesteru A2.
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Vliv pH disolu¢niho média na prubéh liberace terbinafinu z nanocastic tvorenych
polymerem A2 je na obr. 27. Terbinafin se nejrychleji uvoliioval Pti pH 3,0 se témét
veskeré mnozZstvi terbinafinu uvolnilo z nanocastic za 2 dny. Jsou dva divody proc,
liberace probihala nejrychleji do média pH 3,0. Terbinafin je nejvice rozpustny pfi tomto
pH a také polyester A2 degraduje rychleji v siln€ kyselém prostiedi. Pti pH 5,0 byl zjistén
nejvyssi jednodenni burst, vice nez 30 %, po kterém nasledovalo prodlouzené uvoliiovani
terbinafinu po dobu 13 dnil. Z obrazku 27 je dale patrné, Ze disoluce probihala
nejpomaleji do média o pH 5,0 spfidavkem cetrimidu. Nesplnil se piedpoklad,
ze ptidavek tenzidu zvysi disoluci 1éCiva. Divodem mize byt, ze byla pouzita nizka
koncentrace tenzidu. V literatufe bylo zjiSténo, Ze se pfi disolu¢nich testech pouzivaji
i koncentrace cetrimidu 1 %.%” Dal§im divodem mohla byt interference cetrimidu
aterbinafinu béhem spektrofotometrického meéteni. Toto bylo ale vylouceno,
jelikoz cetrimid mé absorbéni maximum pti vinové délce 293 nm a terbinafin pii 283 nm.
Vliv hodnoty pH na liberaci terbinafinu z nanocéstic tvofenych polyesterem D8
je na obrazku 28. Terbinafin se uvolnil jiz béhem prvnich 24 hodin. Opét probihala

liberace pomaleji do média s pfidavkem tenzidu.
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Obr 28: Vliv pH na pribéh liberace terbinafinu z polyesteru D8.
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9.3 Vstup terbinafinu do kuze

Prinik terbinafinu do ktize byl testovan ve Franzovych celach pii teploté 32,0 °C.
Jako akceptorova faze byl pouzit pufr pH 7,4. Po ekvilibraci se na kiizi aplikovaly
nanocastice tvotrené polyesterem D8 s danym mnozstvim terbinafinu. Po 24 hodinach
byly odd¢€leny jednotlivé vrstvy epidermis a mnozZstvi permeovaného terbinafinu bylo
stanoveno metodou HPLC. Z grafu 29 je patrné, Ze se po aplikaci nanocastic na kazi
terbinafin z polyesteru uvoliiuje a vstupuje do epidermis. V dermis ani v akceptorové fazi
nebyl terbinafin detegovan. Da se piedpokladat, ze po topické aplikaci polyesterovych
nanocastic s terbinafinem nedojde k jeho pruniku ptes kiizi a vyvolani neZzadoucich
ucinkl. Soubézné byla testovana permeace terbinafinu z komeréné dostupného piipravku

Terbistad. V porovnani s polyesterovymi nanocasticemi penetrovalo vice terbinafinu

do epidermis z komeréniho 1 % Terbistad krému.
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Obr 29: Penetrace terbinafinu do kiize po aplikaci Terbistad krému a polyesterovych

nanocastic s terbinafinem.
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9.4 Antimikrobni uc¢innost terbinafinu

Pro stanoveni antimikrobni aktivity terbinafinu byl zvolen testovaci kmen Candida
albicans. Kultivace probihala po dobu 24 hodin pii teplot¢ 37,0 °C. Na obrazku 30
je zobrazena aktivita terbinafinu z jednotlivych formulaci, tedy z komeréniho 1 %
Terbistad krému a nanocéstic tvofenych polyesterem D8. Bila plocha Petriho misky
zobrazuje rust testovaciho kmene kvasinek. Prithledna plocha Petriho misky zobrazuje
zonu zabrany ristu testovaciho kmene. Byla potvrzena antimikrobni aktivita terbinafinu
z polyesteru D8, nikoli z komeréniho krému 1 % Terbistad krém. Urcitou antimikrobni

aktivitu vykazoval i samotny polyester D8 pouzity jako placebo.
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Obr 30: Fotografickd dokumentace antimikrobni aktivity in vitro.

A - placebo (polyester DE)
B - terbinafin v polyesteru DE
C - 1 % Terbistad
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10 ZAVER

Byly pfipraveny nanocastice tvorené polyesterem vétvenym na dipentaerythritolu (D8),
enkapsulované klotrimazolem o velikosti 200 nm, PDI 0,09 a zeta potencidlu vyS$$im
nez 40 mV. Pii pouziti polyesteru vétveném na tripentaerythritolu (T3) byla velikost
1 polydisperzita nanoc¢astic mirn¢ vyssi. Z vysledku prace vyplyva, ze vliv na velikost
nanocastic ma zejména koncentrace pouzit¢ho polymeru, dale typ polymeru a rovnéz
koncentrace tenzidu.

Disolucni testy ukazaly vliv pH prostiedi 1 typ polyesteru na rychlost liberace terbinafinu
z nanocastic. V kyselejSim prostfedi dochdzelo k rychlejSimu uvolnéni terbinafinu.
Tenzid v koncentraci 0,05 % v disolu¢nim médiu zpomalil liberaci 1éCiva. Z polyesteru
DS se terbinafin uvolnil rychleji nez z polyesteru A2.

Na zédklad€ permeacnich testi bylo zjiSténo, Ze terbinafin pronikd do epidermis,
ale neprostupuje pies kiizi. Kultivacni testy prokazaly antimikrobni aktivitu nanoc¢astic

s terbinafinem.
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