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Nazev diplomové prace: Prispévek k formulaci polyesterovych nanocastic

s terbinafinem

V teoretické ¢asti diplomové prace jsou uvedeny zékladni informace, které
se tykaji nekterych aspekti nanotechnologie jako perspektivni oblasti lidské Cinnosti,
moznosti nanotechnologickych pfistupti pro zvySeni ucinnosti farmakoterapie,
nanocastic jako nosicu 1é¢iv, metod jejich pfipravy relevantnich z hlediska perspektivy
jejich eventudlni vyroby. Experimentalni ¢ast prace pojedndva o granulometrické
charakterizaci nanocastic pfipravenych z terpolymeru kyseliny DL-mlééné, kyseliny
glykolové a tripentaerytritolu metodou emulgace systému typu o/v za rozdélovani
rozpoustédla. Nanocastice byly vybrany jako potencidlni nosi¢ pro prolongaci liberace
nebo targeting antimykotika terbinafinu. Proménnymi veli¢inami byla koncentrace
polymerniho nosice, koncentrace baze terbinafinu, typ emulgatoru a jeho koncentrace
a intenzita michani pfi emulgaci v homogenizacnim zafizeni typu Utra-Turrax. Byly
potvrzeny dfive dosazené vysledky o moznosti inkorporace baze terbinafinu
do nanocastic v koncentraci do 30 %. Nékteré z piipravenych vzorkd byly ptredany
na katedru analytické chemie, kde byla prokdzana stabilita baze terbinafinu po jeji
piipravé sraZzenim z roztoku 1 po pfipravé nanocastic. Stabilité a stabilizaci 1éciva
pii zpracovani nanosuspenze do formy vhodné pro dlouhodobé uchovéavani a stabilité

slouceniny pfi realizaci testl liberace in vitro bude nutno v€novat dalsi pozornost.



ABSTRACT

Charles Univerzity in Prague

Faculty Of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Pharmaceutical Technology

Candidate: Barbora Sulikova

Consultant: Doc. RNDr. Milan Dittrich, CSc.

Title of thesis: Contribution to the formulation of polyester nanoparticles with

terbinafine

In the theoretical part of this thesis are published some basic information
concerning some aspects of nanotechnology as perspective field of human activity,
indicated main possibilities of the realisation of nanotechnological methods used for
ameliorating the pharmacotherapy efficiency, described nanoparticulate systems used as
drug carriers, and also presented for the praxis valuable methods of nanoparticles
preparation with relevancy for the eventual production in the future. The experimental
part of the thesis refers about granulometric characterisation of nanoparticles prepared
from terpolymer of DL-lactic acid, glycolic acid, and tripentaerythritol by the emulsion-
solvent distribution method via emulsion of the o/w type. The reason of the
nanoparticles selection was in the use of them as potential carrier for prolongation
of liberation or targeting of antimycotic drug terbinafine. The experimental variables
selected as studied factors was concentration of polymeric carrier, concentration of the
base of terbinafine in the carrier, type of emulsifier ind its concentration, and stirring
intensity in the process of dispersion in the homogenizer of the type Ultra-Turrax.
In this work were verified recent results of the workplace concerning possibilities
of incorporation of the base of terbinafine into nanoparticles up to 30 % concentration.
Some of the prepared samples was passed on the Department of analytical chemistry,
where was evaluated and declared stability of the base of terbinafine as substance after
its preparation procedure by the precipitation method from solution and stability after
nanoparticles preparation. The stability and stabilization of the drug during formulation
of stable form appropriate for long-term storage, and stability during the period
of liberation testing in the in vitro conditions will be the aim of the scienfitic aktivity

in the future.
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1 ZADANI PRACE

Cilem prace bylo pfipravit nanocastice z terpolymeru kyseliny DL-mlé¢né,

kyseliny glykolové a tripentaerytritolu obsahujici bazi terbinafinu.

Jako kvalitativni parametr nanocéastic bylo zaddno méfit jejich primérnou

velikost, polydisperzitu velikostniho parametru a distribuci velikosti.

Vliv intenzity michani bylo zadano otestovat formou rtizné frekvence otacek
rotoru turbiny homogenizatoru a formou vyuziti koloidniho mlynu Vv laboratornim

provedeni.

Dale bylo jako ucelné vyhodnoceno vyzkouSet a zhodnotit vliv piitomnosti

baze terbinafinu a koncentrace polyesterového nosi¢e na parametry nanocastic.

Ve funkci neionického emulgatoru bylo planovano pouzit polysorbat 20
a do stfedniho stupné pegylovany dimetikon v dfive osvédcené 0,20% koncentraci.
Jako anionicky emulgator bylo doporu¢eno vyuzit sodnou stl laurylesteru kyseliny

sirové a sodnou stl laurethsiranu.

Dalsim dualezitym tukolem bylo, na zakladé pozitivnich vysledkd
granulometrické studie, vybrat a pfipravit vhodné vzorky pro analyzu terbinafinu a jeho

rozkladnych produkti na katedre analytické chemie FaF UK v Hradci Kralové.



2 UVOD

Ve farmaceutické technologii je v poslednich letech mozno pozorovat velky
rozvoj ve vyvoji tzv. nadsobnych lékovych forem, napt. mikro¢astic nebo nanocastic.
Prvni zminky o nanocasticich pochazi jiz ze 4. stoleti pt. n. 1., kdy bylo objeveno
tzv. ,,rozpustné zlato“, které¢ bylo pouzivano pro terapeutické i estetické ucely. Dalsi
dikazy o pouziti nanocastic pochazi z 5. stoleti naseho letopoctu. V této dobé byly
vyrabény pohéary a podobné artefakty ze skla, které obsahovalo kovy ve formé
nanokrystall. V 19. stoleti se rozvijela tzv. koloidni chemie, ve které¢ byly stfedem
zajmu koloidni kovy. Koloidni chemie se da povazovat za predchiidce nanotechnologie,

, v v ror 71
kterd zaznamenala rozkvét az ve dvacatém stoleti.

Vyuzitim nanocastic ve farmakoterapii je mozné dosdhnout zlepSeni podani
ve vod¢ Spatné rozpustnych 1é¢iv, zmirnéni vedlejSich lokalnich i systémovych
nezadoucich uc€inkd, fizené uvoliiovani a ucinek 1é¢iv a zvySeni Ginnosti terapie. Je
také mozné jejich vyuziti jako nosice pro transport nékterych obtizné vstiebatelnych
1é¢iv, coz spociva v tom, ze se 1éCivo dostane cilené do postizené tkdné a tam bude
pusobit. Zvysi se tim terapeutickd Gi¢innost a zaroven se snizi nezddouci ucinky. Jejich
pfinos se ocekava napf. v oblasti cytostatik, antibiotik, perordlnim podédni inzulinu,
topické aplikaci, atd. Zavadéni téchto 1ékovych forem do praxe je podpoteno jejich
vyhodnymi vlastnostmi, jako je snizend toxicita, mensi davkova forma, vyssi biologicka

dostupnost a dalsi.

Nanotechnologie ovSem neni vyuzivana pouze ve farmacii a Iékafstvi,
ale i v dalsich oblastech jako je energetika, ochrana zivotniho prostfedi, zemé&dé€lstvi,
vojenstvi, primysl nebo potravinaistvi. Do budoucna se ocekava jeji dalSi rozvoj

a uplatnéni napft. v oblasti biomimetiky nebo nanostroju.



3 TEORETICKA CAST

3.1 Seznam zkratek K teoretické ¢asti

FDA Food and Drug Administration

MRI magneticka rezonance

My hmotnostni primér molarnich hmotnosti

PCL poly(kaprolakton)

PEG polyethylenglykol

PGA kyselina polyglykolova

PHDCA hexadecylkyanoakrylat

PLA kyselina polymlécna

PLGA kopolymer kyseliny DL-mlééné s kyselinou glykolovou (50:50)
POE poly(ortho estery)

PPF poly(propylen fumarat)

PTCM poly(trimethylen karbonat)

PU polyuretan

QDS kvantové tecky

RES retikuloendoteliarni systém

SPIO nanocastice supermagnetického oxidu zelezitého
Ty teplota skelného prechodu

Tm teplota tani



3.2 Nanotechnologie

Nanotechnologie je véda, ktera se zabyva cilenou a piesnou manipulaci

s jednotlivymi atomy a molekulami tak, aby vznikl novy objekt. Tato véda vyuziva
struktury a vlastnosti nanocastic o velikosti 1-100 nm (ptiblizn¢ desetitisicina tloustky
lidského vlasu). Tato vysoce moderni a prevratna technologie se zabyva studiem
a pouzitim téchto materiald ve vSech odvétvich lidské Cinnosti. Nanotechnologie je
skupina technologii (technologie v pevném stavu, biotechnologie, chemické technologie
aj.), které jsou konvertovany do nanorozmért. Nedilnou soucasti té€chto technologii je

1 konstrukce zatfizeni pro zkoumdni a analyzu v rozmérech blizicich se svétu atomil
(AFM mikroskopy, tunelovaci mikroskopy).> VyuZiti nanotechnologii a nanomaterialt
je velmi rozsahlé a Vv soucasnosti jiz nalézaji uplatnéni v mnoha oblastech bézného

yivota.

3.2.1 Oblasti vyuziti nanotechnologie

e elektronika (pamét'ova média, bioelektronika, kvantova elektronika)
e zdravotnictvi, medicina

e strojirenstvi (velmi tvrdé povrchy s nizkym tfenim, samocistici neposkrabatelné

laky, obrabéci nastroje)

e stavebnictvi (nOvé izolaéni materialy, samocistici fasadni natéry, antiadhezni

obklady)
e chemicky prumysl (nanotrubice, nanokompozity, selektivni katalyza, aerogely)
e textilni prumysl (nemackavé, hydrofobni a neSpinici se tkaniny)
e clektrotechnicky priamysl (vysokokapacitni zaznamova média, fotomaterialy)

e opticky primysl (optické filtry, fotonické krystaly a fotonickd vlakna, integrovana
optika)



automobilovy prumysl (nesmacivé povrchy, filtry ¢elnich skel)

kosmicky primysl (katalyzatory, odolné povrchy satelitit)

vojensky primysl (nanosenzory, konstruk¢ni prvky raketoplanti)

zivotni prostiedi (odstraniovani necistot, biodegradace, znackovani potravin)

e potravinaisky prumysl (inteligentni a multifunkéni obaly pro zvyseni trvanlivosti

a kvality potravin, &inn&jsi dopliiky stravy, atd.)®*

3.2.2 Aplikace nanotechnologie v mediciné a zdravotnictvi

e pouzivani dendritickych polymeri pro vyrobu piipravkl urenych k casné

diagnostice rakoviny
e vyuziti nanoc¢astic pro doru¢eni DNA do bunék

e vyroba biokompatibilnich implantath nahrazujici poskozené nebo opotiebované

Casti t€la

e v tkanovém inZenyrstvi k vyrobé umélych organd (umélé klouby, chlopné,

nahrada tkani)
e racionalni vyroba pfesné formulovanych nanobiologickych zatizeni

e biokompatibilni elektronické systémy pro detekci a kontrolu, véetné implantéati

bezdratovych systémil a Casti nervového systému

¢ nanotechnologie slibuje snizeni genotypizace o dva fady velikosti, coZ umoziiuje

leps$i asociaci mezi genovymi variacemi a nemoci
e cilena distribuce 1é¢iv
e desinfekéni roztoky nové generace, analyzatory, ochranné rousky

e cilena likvidace tumoru



3.3 Nanocastice

3.3.1 Definice polymernich nanocastic

Definice nanocastic neni jednotnd a pojem zahrnuje nékolik strukturou
rozdilnych typl Castic. Zda se, ze nanocastice nejlépe vystihuje rozmezi definované
metrickym systémem. V biologickych a ptibuznych disciplinach to jsou vSechny
viceslozkové Castice vEétSi nez 1 nm a men$i nez 1000 nm (1 um). Velikost Castic
se vztahuje k priméru kulatych ¢astic nebo k pfibliznému priméru nepravidelnych
¢astic. Vzhledem k tomu, ze vétSina postupti vede ke vzniku ¢astic v uréitém rozmezi
velikosti, méla by se velikost &astic chapat vzdy jako urdity rozsah velikosti &astic.*
Nanocastice ve farmaceutické technologii se skladaji se z makromolekularnich nebo
lipidickych materidlti, v nichz je ucinna slozka (1éCiva nebo biologicky aktivni latka)
rozpu$téna, zapouzdiena, a/ nebo na které je Gi¢inna slozka adsorbovana nebo k nim

v . 5
pfipojena kovalentni vazbou.

3.3.2 Klasifikace nanocdastic

3.3.2.1 Klasifikace dle nadmolekularni struktury

¢ nanotobolky

- vyznacuji se rezervoarovou strukturou se zietelné oddélenym jadrem a sténou
- vétSina nanotobolek se pripravuje fyzikalné - chemickymi procesy z predem

pfipravenych polymerd’®

e nanosféry
- maji spiSe matricovou strukturu s lé¢ivem v ni dispergovanym

nebo adsorbovanym na povrch &stice®



- vétSina nanosfér (a mikrosfér) je pfipravovana polymerizaci a polykondenzaci®

NANOTOBOLKY

@ jaaro
o sténa/ obal

s |étivem v jadfe s |é¢ivem naadsorbovanym na povrchu

NANOSFERY

s lé&ivem rozptylenym v éastici s lé¢ivem naadsorbovanym na povrchu &astice

Obr. 1: Struktura nanotobolek a nanosfér®

3.3.2.2 Kilasifikace dle uspoiadani

e Jednorozmérné usporadani

Toto uspotadani maji tenka vldkna.

e Dvourozmérné usporadani

Dvourozmérné uspofadani maji uhlikové nanotrubice, které jsou tvofeny atomy
uhliku sto¢enymi do hexagonalni sité. Tyto duté valce mohou mit primér mensi
nez 0,70nm a délku nékolik milimetri. Oba konce mohou byt otevieny

nebo uzavieny.

e Trojrozmérné usporadani

Toto uspotfadani maji fullereny, dendrimery a kvantové tecky ( quantum dots).

= Fullereny jsou sférické klece skladajici se z 28 az 100 atomu uhliku.
Po uvolnéni extrémniho tlaku, kterému mohou byt vystaveny, dochazi
opét k ziskani plvodniho tvaru. Fullereny neinteraguji S jinymi

molekulami, coz jim dava velky potencidl pro pouziti jako mazivo.



= Dendrimery ptedstavuji novou tfidu polymert s kontrolovanou
strukturou. Jsou povazovany za zakladni prvky pro syntézu organickych
nebo anorganickych nanostruktur s rozméry mezi 1 a 100 nm, vynikajici
unikatnimi vlastnostmi. Jsou kompatibilni s organickymi strukturami,
jako je DNA, takze mohou byt vyrabény k interakci skovovymi

nanokrystaly nebo nanotrubicemi nebo pro ziskani enkapsula¢ni aktivity.

= Kbvantové teCky reprezentuji specidlni formu kulovitych nanokrystali
od 1 do 10 nm v priméru. Byly vyvinuty v podobé¢ polovodiéu, izolatord,

kovii, magnetickych materialti nebo oxidi kovii.’

3.3.3 Metody pripravy nanocastic

3.3.3.1 Metoda spontanni emulgace
Tato metoda je zaloZzena na spontdnni emulgaci vnitini organické faze
obsahujici rozpustény polymer do vnéjsi vodné faze. Na spontanni emulgaci jsou

zalozeny dvé podobné metody - interfacialni depozice a difize rozpoustédla.

e Interfacidlni (mezifazova) depozice

V této metod€ pétinu slouceniny piedstavuje piirodni olej, ktery je misitelny
s rozpoustédlem polymeru, ale nemisitelny se smési. Polymer se spolu s 1é€ivem
rozpusti ve smési organickych rozpoustédel a oleje a vpravi se do vodné faze.
Vodna faze zde slouzi jako disperzni médium. Polymer se usazuje
na mezifazovém rozhrani a postupné se z néj formuji nanotobolky. Tato metoda

slouZzi pouze pro piipravu nanotobolek.® °

e Diflize rozpoustédla

Tato metoda je zalozena na precipitaci polymeru z organického roztoku a difuzi
organického rozpoustédla do vodného média. Polymer se rozpusti ve smési
sttedné polarniho rozpoustédla misitelného svodou a organickym
rozpou$tédlem s vodou nemisitelnym. Tento roztok je za michdni vpraven

do vodného roztoku obsahujiciho povrchové aktivni latku jako stabilizator.



Nasledné dochazi k diftzi rozpoustédla misitelného s vodou a K usazovani
polymeru na mezifazi mezi organickou a vodnou fazi. Pouzivani této
jednoduché metody je limitovano pouzitim rozpoustédel misitelnych s vodou
(napt. aceton). Je mozné pfipravit nanocastice 0 velikosti téméf 200 nm
a to jako nanotobolky nebo nanosféry. Tato metoda byla vyuzita

napf. pro zaclenéni cyklosporinu A do nanodastic.*® 1

Organic solution:

‘° %O Solvent and
o residual

Polymer + Drug
Polar solvent + |

Surfactant®* +
QilF#*

Aqueous solution:
Stabilizer in water
(surfactant)

Obr. 2: Metoda spontanni emulgace®®

3.3.3.2 Metoda vysolovani

Polymer a 1é¢ivo jsou rozpustény v rozpoustédle, jako je aceton. Tento roztok
je nasledné emulgovan do vodného gelu obsahujiciho vysolovaci slozku (elektrolyt,
napi. MgCl,, CaCly, atd.). Emulgace probiha za pomoci koloidniho stabilizatoru, kterym
muze byt polyvinyl pyrrolidon. Vznikla emulze O/ V je poté nafedéna dostate¢nym

mnozstvi vody nebo vodného roztoku k posileni Sifeni acetonu do vodné faze, tedy

. i 12
navozujici tvorbu ¢astic.

3.3.3.3 Odparovani rozpoustédla

Metoda odpatfovani rozpoustédla spoc¢iva ve dvou krocich. Prvnim krokem je
emulgace roztoku polymeru do vodné faze. Polymerni organicky roztok obsahujici
rozpusténou latku je ve vodné fazi (nerozpoustédle) dispergovan do nanokapének
pomoci dispergacniho ¢inidla a vysokoenergetické homogenizace (napf. ultrazvuk).*®
Ve druhém kroku se polymerni rozpoustédlo odpafi zvySenim teploty, snizenim tlaku
nebo kontinualnim michanim.* Nésleduje precipitace polymeru do podoby nanosfér,
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ve kterych je latka dispergovéna v polymerni matrici. Velikost nano¢astic mize byt
kontrolovéana typem a mnozstvim dispergacniho ¢inidla, viskozitou organické a vodné
faze a teplotou.” | kdyz mohou byt pouzity rtizné druhy emulzi, typ O/V je
nejzajimavejsi, nebot’ vyuziva vodu jako nerozpoustédlo. To zjednoduSuje a tim
zlepsuje ekonomiku procesu, protoze je eliminovana potieba recyklace, usnadnéno
promyvani a snizeno hromadéni. Metoda odpatovani rozpoustédla je vhodna pouze

pro lipofilni 1é¢iva, napt. indometacin, cyklosporin.*

Organic solution:

Polymer + Drug in ( ]

7 8 » O Solvent

water non-miscible O

solvent 0 O @) Evaporation gbooc%né%c&%o

III:> ool © II:> Rty

— 0 o

caliiticas Step 2 8000000000
Aqueous solution: O O Step S0 3

0 O0Y50 0O

O O O (o) OOO O 5

Stabilizer in water O ® of 80 P09

Step 1

Obr. 3: Odpafovani rozpoustédla®

3.3.3.4 Metoda nanoprecipitace

V této metodé je polymer rozpustén v acetonu, nasledné je k tomuto roztoku
pfidano a rozpusténo léCivo. Tento organicky roztok je za magnetického michani
vsttikovan do destilované vody obsahujici stabilizator. Aceton a urcity podil vody
se odstrani za snizen¢ho tlaku a vysledny objem suspenze nanocastic se upravi

na pozadovany objem.®

3.3.3.5 Metoda zaloZena na nadkritickych nebo stlacenych kapalinach

Lécivo i polymer jsou rozpustény v nadkritické kapalin€ a roztok je protlacen
pies trysku. Nadkriticka kapalina je odpafena v procesu sprejovani a rozpusténé latky
nakonec precipituji na c¢asteCky. Metoda nepouziva pro rozpousténi latky Zadna
organicka rozpoustédla, proto poskytuje vyhody, jako jsou vhodné technologické
a biofarmaceutické vlastnosti a vysoka kvalita.”® Tato metoda vyzaduje vysoké

pocatecni kapitdlové investice na vybaveni a zvySeni provoznich tlaki, které vyzaduji
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vysokotlaka zatfizeni. Dale je velmi obtizné rozpustit silné polarni latky v nadkritickém

CO,, ten ma rozpoustéci vlastnosti charakteristické fluorouhliktim nebo uhlovodikam.*’

3.3.3.6 Emulzni polymerizace
Emulzni polymerizace je jednou z nejrychlejSich metod piipravy nanocastic
a je snadno skalovatelna.™® Lze ji rozdélit do dvou kategorii, zaloZenych na pouzivani

organické nebo vodné kontinualni faze.*

= Metoda kontinuilni vodné faze

Monomer je rozpusStén v kontinualni fazi, kterou je obvykle vodny roztok.
Povrchové aktivni latky nebo emulgatory nejsou potieba. Zahajeni polymerizace
nastane, kdyz se molekuly monomeru rozpusténého v kontinudlni fazi srazi
s molekulou iniciatoru, kterym by mohl byt iont nebo volny radikal.
radikdlu vysokoenergetickym zafenim, vcetné gama =zafeni, ultrafialovym
zafenim nebo viditelnym svétlem. Rust fetézce zacina, kdyz se zahajujici ion
nebo radikdl monomeru stfetne s jinymi molekulami monomeru podle
mechanismu aniontové polymerizace. K oddé€leni fazi a vytvofeni ¢astic muze

dojit pted nebo po ukonceni polymerizacni reakce.™

= Metoda kontinudlni organické fize

Tato metoda zahrnuje rozptyleni monomeru do inverzni emulze, mikroemulze
nebo do nerozpoustédla. Metodou kontinudlni organické faze byly produkovany

20. 2L Tento postup se stal méné dulezity, protoze

polyakrylamidové nanosfeéry.
vyzaduje pouziti toxickych organickych rozpoustédel, povrchové aktivni latky,
monomeru a inicidtoru, které jsou ndasledné¢ odstranény z vytvorenych
nanocastic. V disledku biologicky nerozlozitelné povahy tohoto polymeru

o2 e g o 22
a obtiznému postupu je vétsi zajem o alternativni pfistupy.
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3.4 Biodegradabilni polymery
3.4.1 PLGA

CHz O

o)
[l I Il
m n

Obr. 4: PLGA*

Poly(D,L-lactide-co-glycolide) je biokompatibilni, bioabsorbovatelny
a biologicky rozlozitelny polymer pouzivany k formulaci mnoha typt implantabilnich
a injekénich systéml podavani 1éka lidem i zvifatim Diky témto vlastnostem FDA
schvdlila jeho pouzivani v terapeutickych prostiedcich. Polymerni nanocastice zalozené
na PLGA a jeho kopolymeru jsou urceny pro fizenou a cilenou distribuci 1ékti. PLGA
a jeho kopolymery jsou také vyznamné v navrhovani nanocastic s pozadovanymi
vlastnostmi, jako je biokompatibilita, biodegradace, velikost Ccastic, povrchové

. NS . 23
vlastnosti, uvoliiovani 1é¢iva a cilenost.

3.4.1.1 Biodegradace PLGA

V obou piipadech, in vitro a in vivo, podléhd kopolymer PLGA degradaci
ve vodném prostiedi (hydrolyza nebo biodegradace) Stépenim pateinich vazeb esteru.
Polymerni fetézce podléhaji hromadné degradaci a k degradaci dochézi jednotné v celé
PLGA matrici. Bylo zjisténo, Zze kbiodegradaci PLGA dochazi néhodnym
hydrolytickym rozs§tépenim fetézce polymeru ve zbotnalém stavu. Koncové
karboxylové skupiny PLGA fetézce, kterych béhem biodegradace piibyva, katalyzuji
dalsi Stépeni. Také bylo zjisténo, Ze velké fragmenty jsou odbouravany rychleji vnitiné
a amorfni oblasti jsou odbourdvany rychleji nez krystalické oblasti. Rychlost degradace
kopolymeri PLGA je zavisld na molarnim poméru kyseliny mlééné a kyseliny
glykolové v polymernim fetézci, hodnot¢ M,, polymeru, stupni krystalinity K a Ty

polymeru,2 %
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Biodegradace probiha ve tfech fazich:

1.V prvni fazi dochazi k procesu $tépeni nahodného fetézce. M,y polymeru se
vyrazné¢ snizuje, ale hmotnost znatelné neklesa a nevznikaji rozpustné
monomery.

2.Ve stiedni fazi je snizovani M,, doprovéazeno rychlou ztratou hmotnost a vznikaji
rozpustné oligomery a monomery.

3.V posledni fazi zrozpustnych oligomernich fragmenti vznikaji rozpustné

monomery. V této fazi dochazi k iplnému rozpusténi polymeru.”

Uloha enzymii v biodegradaci PLGA je nejasna. Vétsina literatury uvadi,
ze biodegradace PLGA nezahrnuje zadnou enzymatickou aktivitu a probiha Cisté
hydrolyzou. Nicméné, nékterd zjiSténi naznacuji enzymatickou roli v rozkladu
PLGA na zékladé rozdilu v in vitro a in vivo degradaci. PLGA se rozklada
na kyselinu mlécnou a kyselinu glykolovou. Kyselina mlé¢na vstupuje do cyklu
kyseliny dikarboxylové a je metabolizovana a nasledné vyloucena z téla jako oxid

uhli¢ity a voda.”

3

0 CH 0
H
e L /\/}/OH H:0 OH OH
0 0 , — 1 P —=  HO + 0
X
Ho "
CHy 0 0 0
0

kyselina mlééna kyselina glykolova

poly(mlécna-co-glykolovi kyselina)

Obr. 5: Schéma mechanismu degradace PLGA™

3.4.1.2 Fyzikalné chemické vlastnosti PLGA

V zavislosti na poméru kyseliny mlééné a kyseliny glykolové pouzitém

pii polymerizaci, vznikaji formy PLGA s riznymi vlastnostmi. Fyzikalni vlastnosti maji

vliv na mechanickou pevnost polymeru a jeho schopnost byt formulovan pro podavani

1ék. Tyto vlastnosti mohou také mit vliv na biodegradaci polymeru a hydrolyzu.

Vsechny formy PLGA jsou spiSe amorfni nez krystalické a vykazuji Ty mezi 40-60 °C.
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Na rozdil od homopolymeru kyseliny mlééné (polylaktidu) a kyseliny glykolové
(polyglykolidu), které jsou malo rozpustné, je PLGA rozpustny v Siroké Skale béznych

rozpoustédel jako je etylacetat, aceton, atd.

Mechanickd pevnost, botnaci chovéni, schopnost podrobit se hydrolyze
a nasledné biodegradaci jsou piimo ovlivnény krystalinitou polymeru. Vysledna
krystalinita PLGA je zavisld na typu a moldrnim poméru jednotlivych monomert
(laktidu a glykolidu) v kopolymeru fetézce. PLGA pfipravené z L-polylaktidu
a polyglykolidu jsou krystalické kopolymery. Kopolymery pfipravené
z D,L-polylaktidu a polyglykolidu jsou amorfni.

Polymer obsahujici pomér kyseliny mlééné a kyseliny glykolové 50:50 je
hydrolyzovan mnohem rychleji nez polymer obsahujici vyssi podil PLA. Kyselina
mlécna je vice hydrofobni nez kyselina glykolova, tudiz polymer bohaty na laktid bude

tedy absorbovat méné vody a bude rozkladan pomaleji.26

3.4.1.3 Pouziti PLGA

Vzhledem kjeho vynikajici biokompatibilit¢ je PLGA nejpouzivanéjsim
biomateridlem pro rizné systémy podavani 1€kt (napf. filmy, mikrokulicky,
nano&astice, atd.)?’, ale je také velmi atraktivni pro biomedicinské vyuziti,
napf. pro rekonstrukci vazu, trachealni ndhrady, chirurgické obvazy, cévni protézy,
opravy zubu a zlomenin a jako Sici material.?® Nanogastice tohoto polymeru jsou
pouzivany pro podavani ruznych lé¢iv, jako jsou napi. antipsychotika, anestetika,
antibiotika, hormony, protinadorova lé&iva nebo antiparazitika.”> Diky své velikosti
a dlouhé cirkulaci v krevnim ob&hu jsou tyto nanocastice zkoumany piedevSim
v souvislosti s cilenym podanim 1é¢iv. Hlavni ptekazkou tohoto cileného podani 1é¢iv je
retikuloendoteliarni systém (RES), predev§im jatra a slezina. RES ma schopnost
rozpoznat tyto systémy a odstranit je z krevniho ob¢hu, tudiz nedojde k efektivnimu
podani do dalSich orgént. V zavislosti na jejich slozeni a zamySleném pouziti mohou

byt tyto polymerni nano¢astice podavany parenteralné, peroralné a lokalng.”
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3.4.2 POLY(KAPROLAKTON)

(CHy) C— 0

S

T

Obr. 6: Poly(kaprolakton)*

PCL je semikrystalicky polymer s Ty kolem —60 °C a nizkou Tn, (59-60 °C).

Je kompatibilni s celou fadou jinych polymeri. PCL je odbouravan na mnohem mensi
produkty nez PLGA a je tedy velmi uziteCnym zakladnim polymerem pro vyvoj
dlouhodobych implantabilnich systémii pro podavani 1ékt. PCL je pfipravovan
z monomeru cyklického g-kaprolaktonu polymerizaci otevienim kruhu. Jako katalyzator
polymerizace se pouziva oktoat cinaty a jako inicidtor se pouzivaji nizkomolekularni
alkoholy, které mohou byt také pouZity pro ovladani molekulové hmotnosti polymeru.*
Homopolymer PCL 0 pocatecni hmotnosti 50000 se rozlozi béhem dvou az tii let.
Rychlost hydrolyzy mulZe byt ovliviiovana kopolymerizaci s jinymi laktony,

napf. valproatlaktonem. PCL je povaZovan za netoxicky a kompatibilni s tkanémi.*!

3.4.3 POLY(PROPYLEN FUMARAT)

0 Y K -OH
rd
h R W
CH; 0 4 CHs

Obr. 7: Poly(propylen fumarat)*

V posledni dobé ziskaly polyestery odvozené od fumarové Kkyseliny velkou

pozornost Vrozvoji rozlozitelnych polymerti. PPF podléha hromadné degradaci,
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jejiz doba je zavisla na struktuie polymeru. Degradaci tohoto polymeru vznika kyselina
fumarova, ktera se v téle pfirozené vyskytuje (Krebsuv cyklus) a 1,2-propandiol, ktery
je bézné pouzivanym rozpoustédlem pro lékové formy. Vin vitro studiich bylo
prokazano, ze doba potiebna na odbourani 20% ptvodni hmotnosti se pohybuje od 84
do 200 dnt.. Tento kopolymer ma ve své struktufe nenasycené vazby, které mohou vést

ke spojovacim reakcim. >

3.4.4 POLYAMIDY

-[-CO -R,-CO-NH-R,-NH-] -

Obr. 8: Polyamidy*

Polyamidy obsahuji stejné vazby, jaké jsou v polypeptidech a proteinech.
Od nich se lisi vysokou pravidelnosti fetézce. Maji vysokou krystalinitu a silné
mezifetézcové interakce, a proto jsou odbourdvany pomaleji nez polypeptidy.
Oligomery s nizkou molekularni hmotnosti mohou byt odbouravany enzymy nebo
mikroorganismy.*® Biodegradace miiZe byt zvySena zavedenim dalsich skupin, jako je
benzyl, hydroxyl nebo methylova skupina, a to napiiklad kopolymerizaci. Kopolymery
amidovych a esterovych skupin jsou snadno odbourdvany. Rychlost degradace
se zvysSuje s rostoucim obsahem estert. Alifatické polyamidy byly syntetizovany
z 1,6-hexandiolu, glycinu a dikarboxylovych kyselin s riznym poc¢tem methylenovych
skupin od 2 do 8. VSechny tyto polymery jsou vysoce krystalické. Dalsi typ polyamidu
byl pfipraven z 1,2-etandiolu, kyseliny adipové a aminokyselin, vcetné glycinu
a fenylalaninu. Vzniklé polymery prokéazaly vysokou citlivost k enzymatické degradaci.
Rychlost degradace mutze byt fizena zménou poméru aminokyselin,

napf. fenylalanin: glycin.**
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3.45 POLYANHYDRIDY

T
4 O— C—(CHy)g —j 0 —j —€Hy)4
n

Obr. 9: Polyanhydridy?*

1.

Polyanhydridy jsou jedna znejvice studovanych skupin biologicky
rozlozitelnych polymert s prokdzanou biokompatibilitou a vynikajicim fizenym
uvoliiovanim.*  Jsou pfipravovany  dehydrataci  dikarboxylovych  kyselin
nebo polykondenzaci smési dikarboxylovych kyselin. Polyanhydridy jsou odbouravany
probihd hydrolyzou anhydridovych vazeb. Rychlost degradace je ovliviiovana
strukturou hlavniho fetézce polymeru. Aromatické anhydridy jsou odbourdvany
pomaleji nez alifatické. Napf. je-li jako monomer zvolena kyselina sebakova, je
polymer rozlozen ve fyziologickém roztoku za 54 dni, jeli monomerem
poly(1,6-bis(-p-carboxyphenoxy)hexan  degradace probiha mnohem pomaleji
(cca 1rok). Kombinaci riznych mnozstvi téchto monomert vznikaji polymery
s pozadovanymi degrada¢nimi vlastnostmi pro specifické pouiiti.35

Polyanhydridy jsou pouzivany pro cilené podani karmustinu do té ¢asti mozku,

ve které se nachazi nador.

3.4.6 POLYURETANY

H D[{CHEMD—%—I}I—(CHQJ,S—I»II—%: CH
0 H ]

11

Obr. 10: Polyuretany®

PU jsou unikédtni polymerni materidly se Sirokou Skalou fyzikalnich

a chemickych vlastnosti. Polyuretany jsou pfipravovany ze tii slozek - diisokyanatu,
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polyolu a chain extenderu. Retézec polymeru je tvofen tvrdymi a mékkymi segmenty.
M¢ekké segmenty vznikaji z polyolt, napt. polyesterové polyoly, a tvrdé segmenty
vznikaji z diisokyanatu a chain extenderu. Biologicky rozklad polymeru zavisi
na chemickém slozeni segmentti. Pokud je me¢kka ¢ast tvofena polyetherovymi polyoly,
je polyuretan odolny biodegradaci. Jestlize je polyolem polyester, je polyuretan dobie
biologicky rozlozitelny. Polyesterovymi polyoly jsou napt. PGA, PLA, PCL.
Predpoklada se, ze rychlost biodegradace je fizena mékkymi segmenty.37

PU maji mechanické vlastnosti a dobrou biokompatibilitu a jsou pouZzivany
pro vyrobu 1ékatskych implantatl, napt. cévni §t€py nebo srde¢ni pacemakery. Posledni
vyvoj se zaméfuje na polyuretany roubované na polysiloxanech, které maji in vivo veétsi
stabilitu nez konvencni polyuretany. Hlavni ptfekaZkou jejich pouzivani je vznik
toxickych produktt pii jejich odbouravani, pfedev§im odbouravani diisokyanatu.
Ztohoto divodu jsou pro odbouratelné PU pouzivany diisokyanaty jako

lysin diisokyanéat, hexametylendiisokyanat a dalsi alifatické diisokyanaity.38

OCN——(CH>)4 (ITH—NCO
COOC,Hs

Obr. 11: Lysin diisokyanat®

OCN— (CH2)s——NCO

Obr. 12: 1,6-hexan diisokyanat®

Podle studii, provadénych in vitro i in vivo, se biokompatibilita zdad byt
uspokojiva. Studie na zvitatech prokézaly zrychleny rast bun¢k bez nezadouci odpovédi
tkang. U¢inky rozkladnych produkti a jejich odstranéni z tdla nejsou zatim zcela

pochopeny.*
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3.4.7 POLYGLYKOLID

CH,— C— 0
n

Obr. 13: Polyglykolid*

Polyglykolid mtze byt povazovan za jeden z prvnich biologicky rozlozitelnych
syntetickych polymert, které byly studovany pro pouziti v medicing€. Polyglykolid je
vysoce krystalicky polymer (krystalinita je 44-55 %), a proto je velmi pevny a malo
rozpustny v organickych rozpoustédlech. T4 polyglykolidu se pohybuje od 35 do 40 °C
a Ty je vyssi nez 200 °C. I pifes svoji nizkou rozpustnost, je tento polymer vyrabén
Vv riznych formach a strukturach. Struktury zaloZené na polyglykolidu, které jsou urcené
pro biomedicinské aplikace, mohou byt pfipraveny napt. vytlatovanim, vstfikovanim

nebo lisovanim.

Diky své vynikajici vlastnosti vytvaret vlakna, byl plivodné studovan
pro rozvoj vstiebatelného Siciho materialu. Netkané textilie na bazi polyglykolidu jsou
pouzivany jako zadklad pro matrice urcené kregeneraci tkani a to diky své
rozlozitelnosti a vychozim vlastnostem. Nyni je studovano jeho pouZiti jako zaklad
pro tkanova lepidla. Polyglykolid je odbourdvan hydrolyzou béhem 6-12ti mésicu.
Produktem degradace je glycin, ktery miize byt vylou¢en moci nebo preménén na oxid
uhli¢ity a vodu v Krebsové cyklu. Vysoka rychlost degradace, kyselé rozkladné
produkty a Spatnd rozpustnost jsou nevyhody, které omezuji jeho pouZiti

VvV biomedicinskych aplikacich.39
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3.4.8 POLY(TRIMETHYLEN KARBONAT)

Obr. 14: Poly(trimethylen karbonat)®

PTCM svysokou molekuldrni hmotnosti jsou polymery, které jsou
pfipravovany z trimethylen karbonatu polymerizaci za otevieni kruhu. PTCM jsou
elastomerni alifatické polyestery s vynikajici pruznosti a Spatnou mechanickou
pevnosti. Diky témto vlastnostem jsou studovany pro pouziti jako materidly
na implantaty uréené k regeneraci mékkych tkani. Nizkomolekularni PTCM jsou
studovany pro cilené podavani 1é€iv. Na rozdil od ostatnich polyesterti bylo u PTCM
zjisténo, ze degradace probiha in vivo mnohem rychleji nez in vitro. To je zptisobeno
enzymatickym charakterem rozkladu. Nizkd mechanicka pevnost homopolymert
vyznamné omezuje jejich vyuziti, a proto jsou Casto pfipravovany kopolymery s jinymi
cyklickymi laktony. Napf. polyglykonaty, kopolymery trimethylen karbonatu
a glykolidu, jsou pruzné polymery pouZivané jako Sici materidl nebo kostni Srouby.
Dalsim piikladem je BioSyn", kopolymer glykolidu, trimethylenukabonatu a dioxanu,

ktery je odbouravan béhem 3-4 mésicti a je vyuzivan také jako Sici material *°

3.4.9 POLY(ORTHO ESTERY)

POE byly vyvinuty jako hydrofobni, povrchové narusitelné polymery uréené
specialné pro aplikaci 1é¢iv. Ackoliv ortho esterové vazby jsou hydrolyticky labilni,
polymer je dostate¢né hydrofobni tak, aby jeho eroze ve vodném prostiedi byla velmi
pomald. Unikatni rysem POE je, Ze kromé& mechanismu povrchové eroze, 1ze i rychlost

rozkladu téchto polymeri, pH citlivost a teplotu skelného ptechodu ovladat pomoci
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diolll s riznou urovni flexibility fetézce. pH citlivost POE vedla k vyvoji nékolika
systémt podavani 1€¢iv pomoci tohoto polymeru. Rychlost uvoliiovani 1éCiva je fizena
predevsim degradaci polymeru hydrolyzou za pomoci kyselin nebo zésad. Byly jiz
vyvinuty 4 tfidy POE. POEI je syntetizovan transesterifikaci mezi diolem
a diethoxytetrahydrofuranem. Jednim z produktti degradace je y-hydroxymaslena
kyselina, ktera ma autokatalyticky vliv na dal$i degradaci polymeru. POE Il byl
syntetizovan k piekonani autokatalytického ucinku POE I a jeho degrada¢nimi produkty
jsou neutralni molekuly. POE Il je syntetizovan reakci diolt s diketene acetal
3,9-bis(ethylidiene-2,4,8,10-tetraoxaspiro[5,5]undecane). Rychlost degradace tohoto
polymeru miiZze byt upravovéna piidanim kyseliny adipové. POE III je syntetizovan
ptimou polymerizaci triolti s orthoestery. V tomto piipadé¢ jsou fetézce polymeru velice
pruzné a pti pokojové teploté maji strukturu gelu. Viskézni povaha umoziuje zaclenéni
terapeutickych latek do této polymerni matrice bez pouziti rozpoustédla. POE IV byl
vyvinut jako modifikace POE II. Modifikaci bylo dosaZeno zvySeni rychlosti rozkladu
bez pouziti pomocnych latek a to zaclenénim kratkych segmentii zalozenych na kyseliné
mlécné nebo glykolové do fetézce polymeru. Ve vodném prostiedi dojde k hydrolyze
a uvolnénd kyselina mléénd nebo glykolova katalyzuji dalsi hydrolyzu polymeru.
Rychlost degradace se mize liSit v rozsahu nékolika dnii az mésici v zdvislosti
na mnoZzstvi kyseliny mlécné nebo glykolové. Ze vSech 4 skupin POE ma POE IV

nejvetsi potencial pro vyuziti v biomedicinskych aplikacich.*

(o]l o]

Obr. 15: POE | * Obr. 16: POE II*®
R OCH, o ) 0 0
/C ] —0 o:><:o o{i:aj—o%w—o o:>Co 0—R
o OCH(CH,), =16
Obr. 17: POE 111* Obr. 18: POE IV*
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3.5 Nanocastice v moderni mediciné

3.5.1 Nanocdastice v lékarském zobrazovani

Nanocastice mohou poskytovat vyznamné zlepSeni v tradi¢nich biologickych
zobrazovacich metodach bun¢k a tkani pomoci fluorescencni mikroskopie, stejné¢ jako

vV modernim zobrazovani riznych ¢asti téla magnetickou rezonanci (MRI).41

3.5.1.1 Optické zobrazovani

Konvenéni zobrazovéani bunék a tkanovych fezii se provadi naloZzenim vzorku
do roztoku organického barviva (napft. fluorescein izothiokyanat nebo rhodamin). Tato
barviva jsou Casto vazana na biomolekuly, které se selektivné vazou na bunky
nebo bunécné slozky prostfednictvim interakce mezi ligandem a receptorem. Problémy,
se kterymi se Casto setkavame, jsSou nedostatena intenzita fluorescence a blednuti.
Blednuti je postupné snizovani fluorescence pozorované v pribéhu Casu v disledku

nevratnych zmén v molekularni struktufe barviva.

Kvantové tecky jsou slozené z molekul anorganickych polovodicia. Tyto
nanocastice vyzafuji silné svétlo v UV oblasti a vlnova délka emitovaného
fluorescencniho svétla zavisi na velikosti Castic. Tato zavislost na velikosti Castic je

jedine¢na vlastnost téchto materialii.

Kvantové tecky z anorganickych materidlii jsou ve vodé nerozpustné, proto
zakladni ¢asti QDS pouzivanych v biologickych a Iékatskych aplikacich musi byt vrstva
s materidlem ve vod€ rozpustnym. Obvykle za timto krokem nasleduje vrstva
S materidlem, ktery prednostné vaze konkrétni bunky nebo bunécéné slozky. Povrch
kazdé QDS ma velké mnozstvi mist, na néz mohou byt vdzdny rozpustné
a/ nebo bioaktivni molekuly. Povrchové modifikace mohou byt vyuzivany napf.
k dlouhodobé cirkulaci v krevnim obéhu. QDS mohou byt povrchovymi Gpravami cile
do konkrétnich organti. Nejvyznamnéjsi pouziti je v zobrazovani lymfatickych uzlin,
nador( a cév v plicich, dale také podkozni zobrazovani bez chirurgického fezu.*!
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3.5.1.2 Magneticka rezonance

Magneticka rezonance je technika pouzivana k 3D neinvazivnimu zobrazeni
téla. Tato technika je Siroce pouzivana V moderni mediciné, zejména pii diagnostice
a lécbé veétSiny onemocnéni mozku, patefe a pohybového aparatu. MRI vyuziva
spektroskopii k analyze vodiku, které jsou piirozené piitomné v tkanich (voda
nebo bunééné membrany). V mnoha klinickych aplikacich je vyzadovano pouziti

kontrastnich latek.

Kontrastni latky jsou typicky paramagnetické molekuly, které mohou zménit
relaxaéni Casy vybranych tkani nebo tekutin v téle. Nanocastice supermagnetického
oxidu zelezitého (SPIO) se ukazaly jako u¢inné Kontrastni latky pro zobrazovani jater,
miznich uzlin a kostni dfené. SPIO byly také vyuzity pro detekci rakoviny u mysi, kdy
byly nanocastice konjugované s rakovinnou protiladtkou, kterd umoznila cilené podani
do rakovinné tkang. SPIO nanocastice mohou byt také pouzity k vizualizaci funkci,
které¢ by jinak nebyly zjistitelné béznymi MRI. Nanocastice mohou byt potazeny
dextranem pro dlouhou cirkulaci v krevnim ob&hu a postupné vychytavani

lymfatickymi uzlinami, kde jsou internalizovany makrofagy.*?

3.5.2 Nanocastice v podavani léciv

Z riiznych oblasti vyuziti nanocastic je tato nejmodernéjsi. Systémy podavani
1é¢iv  zalozené na polymerech lze rozdélit na polymerni 1éCiva, konjugaty
polymer-protein, konjugaty polymer-lé&ivo a polymerni micely a lipozomy.*”® Légiva
taky mohou byt Vv nanocasticich zapouzdiena. Pro polymerni léciva jsou nejCastéji
vyuzivany ptirodni polymery. Konjugdty polymer-protein nejéastéji vyuzivaji PEG.
PEG je dobie znamy pro svou vysokou rozpustnost a vynikajici biokompatibilitu, takze
jeho spojeni s 1écivem vede ke zvySené rozpustnosti ve vod¢. Je také znamo, Ze sniZuje
renalni clearance 1é¢iv a zvySuje vychytdvani 1é¢iv buitkami. Toho miiZze byt vyuzivano
k prodlouZeni polo¢asu 1é¢iv a tim sniZzeni davkovani. Komjugdt polymer-lécivo je
zaméten na zlepSeni rozpustnosti a specificnosti nizkomolekularnich 1€¢iv. Polymerni

micely jsou obvykle tvofeny amfifilnimi polymery a léCivem. Lécivo je zapouzdieno
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uvnitt micely. Lipozomy jsou uzaviené sférické ttvary, které jsou tvoreny molekulami
fosfolipidli, které maji hydrofobni a hydrofilni ¢asti a mohou tvofit dvojvrstvy.
Lipozomy mohou mit velikost od desitek az po tisice nanometri.** Molekuly 1é¢iv
mohou byt zalenény spolu s tekutinou uvniti lipozomu nebo Vv lipidové dvojvrstvé.
Struktura této dvojvrstvy, ktera je biologicky odbouratelna a biokompatibilni, je

podobna jako u biologickych membran v t&le.**

3.5.3 Nanocastice v 1é¢bé nadorovych onemocnéni

Nanocastice maji obrovsky dopad v 1é¢bé raznych druhii rakoviny, o ¢emz
svedci jejich Casté pouziti v klinické praxi. Znamou, takto pouzivanou, protinadorovou
latkou je paklitaxel, ktery se pouziva k 1écbé ne€kolika druhii rakoviny (napft. vajecnik,
kize, jicnu, plic).* Paklitaxel je nejéastéji podavan ve formé roztoku v etanolu
(Taxol ®). Na pocatku roku 2005 byl schvalen pro klinické pouZziti Abraxane ®.
Paklitaxel je vném zabudovan V nanocasticich z pfirodniho polymeru, lidského
sérového albuminu. U této formy paklitaxelu byly prokazany nizsi nezadouci ucinky
neZ u ostatnich forem. Albumin zlepSuje transport 1é€iva z krevniho fecisté¢ do nadoru

a umozhuje vyss$i davkovani ve srovnani s piipravkem Taxol ®.*

3.5.4 Nanocastice v 1é¢bé neurodegenerativnich onemocnéni

Podavani 1€kt do centralniho nervového systému zlstava problémem v rozvoji
ucinné 1écby neurodegenerativnich onemocnéni. Dulezitou soucasti této vyzvy je
pfekonani pfirozené hematoencefalické bariéry. Tato bariéra slouzi k tomu, aby chréanila
mozek pied cizorodymi latkami, a témi jsou 1 terapeutické latky. V dasledku toho musi
byt podavany vysoké davky 1é¢iv, coz ale vede ke zvysenym NU. V poslednich letech
byly k ptekonani tohoto omezeni prozkoumavany i nanocastice — od polymernich
nanocastic po lipozomy. U nanocastic z poly(hexadecylkyanoakrylatu) a ptibuznych
latek bylo prokazano, ze usnadiuji piestup 1é¢iv ptes hematoencefalickou bariéru. Byly
syntetizovany nanocastice slozené z kopolymeru PEG a poly(hexadecylkyanoakrylatu).
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PEG je hydrofilni a PHDCA je hydrofobni, takZze se ve vodném prostfedi molekuly
kopolymeru uspotadaji tak, Ze nerozpustné¢ hydrofobni jddro PHDCA bude uvnitf
a PEG bude na povrchu. Zaclenéni PEG je bézné v mnoha systémech podavani 1€k,
protoze neni rozpoznavan jako cizi material makrofagy v krvi, a to také muiize zvysit
polocas nosic¢e 1éku v krvi. Takto byly pfipraveny liposomy o priméru v rozmezi
90 az 100nm se zapouzdienym prednisolonem, IéCivem pouzivanym v 1éCbé
roztrousené sklerozy. Dalsi vyuziti lipozomi konjugovanych s PEG by mohlo byt

Vv terapii Huntingtonovy choroby, Rettova syndromu nebo Syndromu fragilniho X4

3.5.5 Nanocastice v 1é¢bé oénich onemocnéni

Primarni motivace pro pouzivani nanocastic v 1é€bé ocnich onemocnéni je
schopnost prodlouzeného trvani 1é¢iva v o¢ni hlenové vrstvé. Tato vrstva, kterd je
povazovana za piekazku pro Sifeni makromolekul, je vylu¢ovana poharkovymi buiikami
ve spojivce a chrani epitelové vrstvy rohovky. Roztoky ocnich kapek jsou vysoce
koncentrované a vyzaduji Casté podani z divodu rychlé ztraty zpiisobené pohybem
hlenu pfi mrkani. V této oblasti jsou studovadny nanocastice obsahujici protizanétlive

latky, napf. flurbiprofen.*

3.6 Toxicita polymernich a lipozomalnich nanocastic

Tato kategorie nanocastic je asi nejméné problematicka s ohledem na toxicitu,
protoZe jsou tvotfeny casto jednim z pfirodnich polymerd nebo jsou potazeny vysoce
kompatibilnimi polymery (napt. PEG). Pfi aplikaci 1é€iv nesou tyto castice casto
cytotoxické latky, ale jejich selektivnim zaméfenim je zabranéno poskozeni jinych
oblasti. Pouziti pfirodnich polymert, jako jsou soli chitosanu, nebo ptirodnich lipida
ve struktufe polymernich nebo lipozomdalnich nanocéstic je vyhodné, nebot nejsou
V téle rozpoznavany jako cizorodé latky a jsou snadno metabolizovény.45 Rychlost
odstranéni nanocastic ze syntetickych polymeri z krevniho obéhu a akumulace
v lymfatickych organech je zavisla na typu a slozeni polymeru.46
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité pristroje

Analytické vahy Kern, max. 220 g, d=0, 1 mg

Homogenizator Diax 900 Heidolph, 8000- 26000 ot. / min., 6 pasem
Homogenizacni jednotka IKA Magic LAB, Ika

Magneticka michacka IKA-WERKE RT 5 power, 100- 1000 ot./ min
Stopky DS 35 ZPA PRAGOTRON

Vahy Kern 440- 53N, max. 400g,d=0,01g

Zetasizer ZS, Malvern Instruments, UK Zetasizer ZS 90

4.2 Chemikalie
Cetrimid (N-cetyl-N, N, N-trimethylammoniumbromid), Merck

Chlorform p.a., Penta, Chrudim

Ethylacetat, Lachema a.s., Neratovice
Ethylmethylketon, Lachema a.s., Neratovice
Isopropylalkohol, Lachema a.s., Neratovice

Kyselina chlorovodikova 35%, Lachema a.s., Neratovice
Kyselina dusi¢na 65%, Lach-Ner, s.r.o., Neratovice
Laurethsiran sodny, Lach-Ner s.r.o., Neratovice

PEG- 12- DIMETIKON, BC 2153, M&H, Blansko

Polysorbat 20, Dr. Kulich Pharma, s.r.o., Hradec Kralové

Terpolymer kyseliny DL-mlé¢né, kyseliny glykolové a tripentaerytritolu (T3), syntéza

na KCHT
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4.3 Seznam zkratek k experimentalni ¢asti

BT baze terbinafinu

BTB B-Terbinafin

P-Terbinafine

Obr. 19: B-Terbinafinu®’

CET cetrimid

DCM dichlormethan
EA ethylacetat

EMK ethylmethylketon
CHLO chloroform

ISP isopropylalkohol
Int. Pik intenzitni pik

Intenzita homogenizace  intenzita homogenizace je pfistrojova charakteristika dana
nastavenim homogenizatoru na stupeil 3 a stupeil 6. Stupen

6 odpovida maximu, tj. frekvenci 26 000 otacek za minutu

MeTB 4-Methyl-Terbinafin

<|3H3 C(CH,),

.

CH,

4-Methyl-Terbinafine

Obr. 20: 4-Methyl-Terbinafin®
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NaLES
NaLS
Obj. Pik
PCS

Pdi

PEG- 12-DIM.

PS

B

T3

Z- Ave

Z-TB

laurethsiran sodny

laurylsiran sodny

objemovy pik

fotonova korelacni spektroskopie
polydisperzita
PEG-12-DIMETIKON
polysorbat 20

terbinafin hydrochlorid

terpolymer kyseliny DL-mlé¢né, kyseliny glykolové

a tripentaerytritolu
voda
stfedni intenzitni pramér velikosti ¢astic

Z-Terbinafin

—Q

Hy

g
C(CHy),

Z-Terbinafine

=

Obr. 21: Z-Terbinafin*
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4.4 Princip méreni velikosti nanocastic

Mg¢teni velikosti nanocastic je zaloZzeno na Brownové pohybu, kdy rychlost
termokinetického pohybu je umérnd velikosti nanocastic (malé Castice se pohybuji
rychleji a velké pomaleji). Pii svém pohybu odrazi Céstice laserovy paprsek, ktery
prochazi méfenym vzorkem v kyveté, a ten Se rozptyli mnoha sméry. Jev se nazyva
dynamicky rozptyl svétla (DLS), metoda meéteni fotonova korelacni spektroskopie
(PCS). Detektor pak vyhodnocuje dopadajici zafeni a zaznamenava rychlost pohybu
Castic v Case. Nasledné piistroj prepocita ptes korelator a Stokesovu - Einsteinovu

rovnici rychlost pohybu ¢astic na jejich velikost.
d(H) =kT/3mtnD

Kde d(H) je hydrodynamicky primér ¢astice, D je koeficient difuze, k je Boltzmannova
konstanta, T je absolutni teplota a # je viskozita disperzniho prostiedi

Meéfeni se provadélo v Zetasizeru ZS90. Ten méfi kolisani intenzity
laserového paprsku. Koreldtor, ktery je soucasti pristroje, pak porovnava kolisani
intenzity paprsku v ¢ase a vystupem je velikost ¢astic v podobé distribuce velikosti
Castic (distribuce podle intenzity nebo podle objemu). Zmény v distribuci ¢astic pak

charakterizuje polydisperzita.
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4.5 Princip analyzy HPLC

HPLC je provadéna na kapalinovém chromatografu. Mobilni fazi je v tomto
piipadé kapalina. Staciondrni fazi je film ptislusné latky zakotveny na povrchu nosice

nebo pevny adsorbent.

davkovad

.

vysokotl.
rmobilni }F;umpa — kalona ) detektor

faze

poéitac s
tiskarnou

Obr. 22: HPLC

Aparaturou protékd mobilni faze, kterd je ze zdsobnich lahvi vedena pies
vysokotlakou pumpu do kolony, z ni do detektoru a dale pak do odpadu. Davkovacem
je do proudu mobilni faze nadavkovan vzorek (fadové nékolik ul). Vzorek je unasen
mobilni fazi do kolony, kde dochazi k separaci jednotlivych slozek. Vystup z kolony
vede do detektoru a signal z detektoru je nasledn¢ zaznamenavan v PC a vytistén

VvV podob¢ chromatogramu.

30



4.6 Pracovni postup

4.6.1 Priprava baze terbinafinu

Terbafin byl navdzen na analytickych vahach a ptidal se do destilované vody.
Ve vodé se za stalého michani pii pokojové teploté rozpustil. Po jeho rozpusténi byl
do roztoku pfidavan roztok amoniaku do dosazeni pH 8-9, které bylo kontrolovano
pomoci pH indikatorovych papirkli. Po dosazeni tohoto pH se z roztoku vysrazela baze
terbinafinu . Takto vznikla suspenze byla vytfepavana v dé€lici nalevce s chloroformem
nebo dichlormethanem a doslo krozpusténi baze terbinafinu v organickém
rozpoustédle. Poté se nechaly faze od sebe oddélit a organicka faze s rozpusténou bazi
byla vypusténa na Petriho misku, kde se organické rozpoustédlo postupné odpatilo.
Na misce ziistala baze terbinafinu mazlavé konzistence, ktera se nasledné pouzivala pro

piipravu nanocastic.
Byla pfipravena baze z 2 kg 0,5% roztoku terbinafinu.

Tab. 1: Pfiprava baze terbinafinu

latka navazené mnozstvi ( g)
terbinafin 10
ag. Destilata 1990

wewrs

Na vahach se do 100 ml kadinky navazil emulgator a rozpustil v destilované
vodé. Na vSechny vzorky se shodné pfipravovalo 50,0 g vnéjsi faze. Roztoky byly

ptipravovany v koncentraci 0,025 %, 0,05 %, 0,20 % nebo 1 % emulgatoru ve vode¢.

4.6.3 Priprava vnitini faze

Na analytickych vahach byla navazena baze terbinafinu a polymeru T3. Obé
latky byly premistény do kadinky. Poté k nim byl do kadinky navédZen ethylmethylketon
a michanim byly latky rozpustény. Pied dal$im krokem byl tento roztok uchovéavan
zakryty alobalem, aby se zabranilo vytékani ethylmethylketonu. Pokud k vytékani
doslo, bylo potiecbné mnozstvi pred dals$im pouzitim dovazeno. Roztoky byly

ptipravovany v koncentraci polymeru T3 1 %, 2 % nebo 3 % vzhledem k celkovému
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mnozstvi vnitini faze a v koncentraci terbinafinu 0%, 10 % nebo 30 % vzhledem

k mnozstvi polymeru T3. Roztoky vnitini faze byly pfipraveny v mnozstvi 10,0 g.

4.6.4 Priprava nanocastic
Pii piipravé nanocastic byly pouzity dva postupy. Postup ¢. 2 byl proveden

za pouziti koloidniho mlynu na ptistroji IKA magic LAB.

1. Kadinka s pfipravenou vnéjsi fazi byla umisténa pod homogenizator tak,
aby turbina byla ve vySce cca 1,5 cm ode dna kadinky. Homogenizator
byl zapnut a otacky postupné zvySovany az na stupen 3 nebo 6. Poté byl
rychle pfidan cely objem vnitini faze a pfi maximalnich otackach michan
60 s. Cas byl mé&fen stopkami a po jeho uplynuti byly ota¢ky postupné
snizovany, az do uplného vypnuti homogenizatoru. Nasledn¢ byla
kadinka se suspenzi nanocastic umisténa na magnetickou michacku

na dobu 2 hodin.

2. Kadinka s pfipravenou vnéjsi fazi byla umisténa pod homogenizator tak,
aby turbina byla ve vySce cca 1,5 cm ode dna kddinky. Homogenizator
byl zapnut a otadky postupné zvySovany na stupei 6. Cas michani byl
20 s. Poté byl vzorek nalit do pfistroje IKA magic LAB nastaveného
na rezim koloidni mlyn a celkem 5 minut homogenizovan pti otackach
26 000. Vzhledem Kk technickym pozadavkim pfistroje IKA bylo
pfi tomto postupu ptipraveno celkem 500,0 g vzorku (417,0g vnéjsi faze
a 83,0 g vnitini faze). Pfi homogenizaci na pfistroji IKA dochézelo
ke vzniku pény, proto muselo byt michani nékolikrat preruseno na dobu
3 minut. Po uplynuti celkového ¢asu michani (5 minut) byla kadinka
umisténa na magnetickou michacku na dobu 2 hodin. Timto postupem

byly ptipraveny vzorky VZ74- VZ79 (Tab. 10).

Po wuplynuti dvou hodin na magnetické michace byla meéfena velikost
vzniklych nanocastic a nasledné provadéno koncentrovani nanodisperze pies dialyzacni

trubicku.
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4.6.5 Méreni velikosti nanocastic
Méfeni bylo provadéno na piistroji Zetasizer ZS 90. Cast vzorku byla
odebrana a pfemisténa do mémé kyvety, kterd byla poté vloZzena do meéfici Casti

pfistroje, a bylo provedeno méteni. Kazdy vzorek byl pfistrojem proméfen 3x.

Obr. 23: Zetasizer ZS 90

4.6.6 Koncentrovani nanosuspenze polymernich nanocastic reverzni dialyzou

4.6.6.1 Priprava dialyzacnich trubicek s polyakrylatem

Z dialyzac¢ni folie o Sifce 3 cm byly nastfihany 8 cm dlouhé trubicky. Jeden
konec trubicky byl slepen vtefinovym lepidlem a pfichycen peanem, aby doSlo
k dikladnému slepeni. Poté byl tento konec piehnut a znovu slepen a uchycen peanem.
Po zaschnuti lepidla (cca 15 minut) bylo na analytickych vahach navazeno 0,1000 g
polyakrylatu a nasypano do trubi¢ky. Druhy konec byl slepen stejnym zplisobem jako
prvni.

Ptipravené vzorky suspenze nanocastic byly rozdéleny na 3 ¢asti do menSich
kadinek. Do kazdé kadinky byla vlozena jedna trubi¢ka s polyakrylatem pirehnuta
do tvaru U a kadinky byly ulozeny na tmavé misto, kde byly ponechany uréenou dobu.
Polyakrylét v trubicce nasaval tekutinu ze vzorku a tim snizoval jeji objem v kadince.
Doslo ke koncentrovani suspenze nanocastic. Po uplynuti daného casu byla trubicka
vyndana ze vzorku, dikladné oplachnuta a osusena, aby na ni neztstal zbytek suspenze

ze vzorku. Poté byla do vzorku vloZena dal$i dialyza¢ni trubicka. Interval vymény
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trubicek byl 3 hodiny, 4 hodiny a 12 hodin. Vyndané trubicky i zkoncentrované

suspenze byly zpracovany dle nasledujicich postupti.

4.6.6.2 Uprava dialyzaénich trubi¢ek
Dialyza¢ni trubicky byly zpracovany pomoci smési isopropanol: voda

nebo isopropanolu.

A. smés isopropanol: voda, isopropanol
Omyté a osuSené trubicky byly vkladany do smési ISP:V (1:1)
nebo do isopropanolu a vném byly ponechany 3 hodiny. Doslo k uvolnéni
tekutiny (vné&jsi faze suspenze) zachycené polyakrylatem a jejimu smiseni
s vngj$i kapalinou. 1,0 ml této smési byl odebran pipetou a premistén do malé
plastové uzaviratelné¢ zkumavky. Poté byl na katedie analytické chemie
podroben analyze. Analyze byly podrobeny pouze vzorky z trubié¢ek upravenych

po 12 ti hodinovém intervalu.

B. isopropanol
Omyté a osusSené trubicky byly na jednom konci rozsttizeny a jejich obsah byl
vytlaen do malé kadinky. Bylo pfidano 3,0 g isopropanolu a tato smés byla
ponechana 2,5 hodiny Vvtemnu. Doslo kuvolnéni zachycené tekutiny
z polyakrylatu a jejimu smiseni s isopropanolem. Smés byla opatrné slita do jiné
kadinky, aby neobsahovala zbytky polyakrylatu a 1,0 ml byl opét piremistén
pomoci pipety do malé uzaviratelné zkumavky. DalSi postup byl stejny jako

v bodé A.

4.6.6.3 Uprava koncentrovanych suspenzi
Koncentrované suspenze nanocastic byly ihned pouzity dle nasledujicich

kroki, nebo pted dal$im pouzitim uchovavany v temnu pii teploté 2- 8 °C.

A. Ze vzniklé koncentrované suspenze nanocastic bylo pipetou odebrano
6,0 ml a opatrné¢ piemisténo do nové piipravené dialyzacni trubicky,

ktera byla dikladné zalepena na jednom konci. Poté byla trubicka
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zalepena i na druhém konci a uchycena kuchyiiskou svorkou. Takto byla
trubicka vlozena do kadinky s roztokem HCI o pH2 a kuchynskou
svorkou opiena o hrdlo kadinky tak, aby trubi¢ka byla ve stfedu roztoku
HCI. Kadinka byla na 12 hodin uloZena do lednice, aby byla chranéna
pred svétlem. Po 12ti hodinach byl odebran 1,0 ml roztoku HCI
a podroben analyze na obsah TB, Z-TB, MeTB, BTB.

5 — kuchynska svorka

—— roztok HCl

suspenze nano castic

Obr. 24: Dialyza¢ni trubicka v roztoku HCI

B. Z koncentrované suspenze nanocastic bylo pipetou odebrano 5,0 mi
a premisténo do délici nalevky, do které byl dale pfidan chloroform
nebo dichlormethan. 10 minut byla tato smés vytfepavana a poté byla délici
nalevka umisténa na stojan, kde doslo k oddéleni obou fazi. Organicka

(spodni) vrstva byla oddélena a opét podrobena analyze na obsah TB.

4.6.7 Analyza terbinafinu a jeho rozkladnych produkti na katedie analytické
chemie

Vzorky byly analyzovany pomoci HPLC . Analyzy provdadéla Eva Zachaiova,
diplomantka katedry analytické chemie pod vedenim skolitelky PharmDr. Ludmily
Matysové, Ph.D. Byla pouzita metoda vnitiniho standardu, kde vnitinim standardem
(IS) byl roztok propylparabenu o koncentraci 1,25g/ 100 ml. Vnitini standard se ptidal,
jak kanalyzovanému roztoku, tak k porovnavacimu. Na analytickych vahéach bylo
odvazeno 12,5 mg roztoku uren¢ho k analyze, ktery byl kvantitativné pfeveden

do 50 ml odmémmé banky. Do banky byl pfidan 1 ml roztoku vnitiniho standardu
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a banka byla doplnéna acetonitrilem po znacku. Pfipraveny roztok byl nastfiknut
na kolonu. Porovnavaci roztok byl smési 25 mg terbinafinu, 0,5mg kazdé jeho
nedistoty (Z-TB, BTB, MeTB) a 2 ml roztoku vnitiniho standardu. Smés byla pievedena
do 100 ml odmérné banky a doplnéna acetonitrilem po znacku. Jako mobilni faze byla
pouzita smés tetrahydrofuran-acetonitril-citratovy pufr pH 4,50 v poméru 10:20:70
(v/v/v). Kazdy vzorek byl nastfiknut dvakrat. Z grafu byly odecteny retencni Casy
a plochy jednotlivych pikl a vypocitany primeéry. Poté byly porovnavany poméry ploch
stanovovanych latek a wvnitfniho standardu u analyzovaného roztoku (Ay/Ais)

a porovnavaciho roztoku (As/AlS).

Pro vypocet zastoupeni jednotlivych latek ve vzorku byl poucit nasledujici

VZOrec:

sz Aisst Navs;

Aisvz Ast navy;

Jako standard byl pouzit terbinafin ve formé hydrochloridu, ale ve vzorcich
byl ve form¢ baze. Stejné tak BTB a MeTB byly ve standardu ve formé hydrochloridu
a Z-TB ve form¢ oxalatu. Z tohoto ditvodu byly vysledky piepocitany na zakladé
jednotlivych molekulovych hmotnosti. Vysledkem bylo procentualni zastoupeni

jednotlivych latek (TB, Z-TB, BTB, MeTB) ve vzorku.*
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5 VYSLEDKY

5.1 Vysledky méreni velikosti nanocastic

V této Casti jsou popsany parametry nanocastic ziskané méfenim na pfistroji

Zetasizer ZS 90.

5.1.1 Tabulky

Tab. 2: Slozeni a oznaceni ptipravenych vzorku.

] ) koncentrace
oznaceni intenzita koncentrace baze emulgitor
vzorku | homogenizace | polymeru T3 )
terbinafinu

VZ1 3 1% 10%

VZ2 3 1% 30%

VZ3 3 2% 10%

VZ4 3 2% 30%

VZ5 3 3% 10% PS
VZ6 3 3% 30% 0, 20%
VZ7i 3 1% 10%

VZ8 3 1% 30%

VZ9 3 3% 10%

VZ 10 3 3% 30%

VZ11 3 3% 0% PEG-12-DIM.
VZ 12 3 3% 10% 0, 20%
VZ 13 3 3% 0% NaLS
VZ 14 3 3% 10% 0, 20%
VZ 15 6 1% 0% PEG-12-DIM.
VZ 16 6 3% 0% 0, 20%
VZ 19 6 1% 0% NaLS
VZ 20 6 3% 0% 0, 20%
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Tab. 2: Slozeni a oznaceni ptipravenych vzorku.

- : . koncentrace

oznaceni mtenzr_ta koncentrace baze emulgitor
vzorku homogenizace | polymeru T3 erbinafinu
VZ 21 6 1% 0%
VZ 22 6 3% 0%
VZ 23 6 3% 10%
VZ 24 6 3% 30% PS
VZ 25 6 3% 10% 0, 20%
VZ 26 6 3% 30%
VZ 27 6 3% 10%
VZ 28 6 3% 30%
VZ 32 6 1% 0% NaLES
VZ 33 6 3% 0% 0, 20%
VZ 34 6 1% 0% NaLES
VZ 35 6 3% 0% 1%
VZ 36 6 1% 0% NaLES
VZ 37 6 3% 0% 0, 20%
VZ 38 6 1% 0% NaLES
VZ 39 6 3% 0% 0, 05%
VZ 40 6 1% 0% NaLES
VZ 41 6 3% 0% 0, 025%
VZ 73 6 3% 10% PS
VZ 76 6 3% 30% 0, 20%
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Tab. 3: Granulometricka charakterizace nanocastic. VIiv intenzity homogenizace, koncentrace nosi¢e T3 a koncentrace baze terbinafinu.

Emulgator - PS.

vzorek | &islo méfent Z(; ?r;]’e Pdl It Pk1 | IntPk2 | In.Pk3 | ObiPk1 | Obj. Pk2 | Obj Pk3
VZ1 1 8278 0.728 0 0 0 0 0 0
2 6411 0,226 5560 0 0 100 0 0
3 6369 1 5081 0 0 100 0 0
VZ2 1 2439 0,34 1142 0 0 100 0 0
2 2884 0,314 2267 0 0 100 0 0
3 3521 1 255 0 0 100 0 0
VZ3 1 4494 1 91.28 0 0 100 0 0
2 3287 1 2391 0 0 100 0 0
3 5148 1 3527 2,328 0 83.9 16,1 0
VZ 4 1 179E+04 | 0,493 0 0 0 0 0 0
2 180E+04 | 0,537 0 0 0 0 0 0
3 3445 1 3134 0 0 100 0 0
VZ5 1 2667 1 832,3 7.295 0 70,1 29.9 0
2 1493 0,85 657.4 523 0 82,5 17,5 0
3 2.04E+04 | 0312 0 0 0 0 0 0
VZ6 1 294E+04 | 0,824 0 0 0 0 0 0
2 7073 0,978 164,2 0 0 100 0 0
3 7063 1 255 0 0 100 0 0
VZ7 1 8918 0,652 2953 3,643 0 69,1 30,9 0
2 4532 1 8,505 37.84 0 89,8 10,2 0
3 4016 1 1502 3,555 0 69,6 30,4 0
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Tab. 4: Granulometricka charakterizace nanocastic. Vliv intenzity homogenizace, koncentrace nosi¢e T3 a koncentrace baze terbinafinu.

Emulgator - PS.

vzorek | &islo méfent Z(; ?r;]’e Pdl It Pk1 | IntPk2 | In.Pk3 | ObiPk1 | Obj. Pk2 | Obj Pk3
VZ38 1 3795 1 1642 0 0 100 0 0
2 1722 0,502 1,736 0 0 100 0 0
3 2092 1 4234 0 100 0 0
VZ9 1 1914 1 356,8 3.747 0 83,7 16,3 0
2 2112 1 4045 4,133 0 84,5 15,5 0
3 1824 1 339,4 3,019 0 89,3 10,7 0
VZ 10 1 4537 1 1418 0 0 100 0 0
2 2606 1 342 0 0 100 0 0
3 2580 1 4045 4,133 0 100 0 0
VZ 21 1 316,7 0,442 289,4 2899 0 88,9 111 0
2 303,2 0,355 266 3582 0 80,4 19,6 0
3 313,3 0,44 2745 2841 0 87,7 123 0
VZ 22 1 730 0,624 285.8 108.1 0 o1 9 0
2 649,6 0,804 347 0 0 100 0 0
3 953,2 0,769 287.9 0 0 100 0 0
VZ 23 1 1801 0,753 1081 0 0 100 0 0
2 1576 0,437 117 0 0 100 0 0
3 1588 0,411 1229 0 0 100 0 0
VZ 24 1 2468 1 458,7 0 0 100 0 0
2 1987 1 611,7 0 0 100 0 0
3 2707 0,682 652.,8 0 0 100 0 0
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Tab. 5: Granulometricka charakterizace nanoc¢astic. Vliv intenzity homogenizace, koncentrace nosi¢e T3 a koncentrace baze terbinafinu.

Emulgator - PS.

vzorek | islo méfent Z(; ':r:]’e Pdl Int.Pk1 | Int.Pk2 | Int. Pk3 | Obj.Pk1l | Obj.Pk2 | Obj. Pk3
\/Z 25 1 996 0,626 531 0 0 100 0 0
2 947,9 0,117 594,5 0 0 100 0 0
3 811,5 0,117 532,6 0 0 100 0 0
\/Z 26 1 1716 1 220,2 0 0 100 0 0
2 1645 1 190,1 0 0 100 0 0
3 1800 1 266,8 0 0 100 0 0
\VZ 27 1 2562 0,767 706,9 0 0 100 0 0
2 2498 0,547 1337 0 0 100 0 0
3 2505 0,678 1008 0 0 100 0 0
\/Z 28 1 3693 1 546,3 0,8221 0 77,4 22,6 0
2 3590 0,689 1095 0 0 100 0 0
3 2230 0,719 1057 0 0 100 0 0
\VZ 73 1 581,2 0,502 325,8 2581 0 51,2 488 0
2 552,2 0,555 358,9 1335 5219 70,5 21,4 0
3 546,7 0,477 349.,6 3288 0 62,4 37,6 0
\VZ 76 1 1497 0,09 1052 0 0 100 0 0
2 1440 0,035 1013 0 0 100 0 0
3 1447 0,368 1356 0 0 100 0 0
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Tab. 6: Granulometricka charakterizace nanocastic. Vliv intenzity homogenizace, koncentrace nosi¢e T3 a koncentrace baze terbinafinu.

Emulgator - NaLES.

vzorek | &islo méfent Z(; ':r:]’e Pl Int.Pk1 | IntPk2 | IntPk3 | ObjPk1 | Obj.Pk2 | Obj Pk3
VZ 32 1 326,1 0,368 209.1 0 0 100 0 0
2 303,9 0,32 342 5235 0 97.2 28 0
3 310,8 0,391 208 0 0 100 0 0
VZ 33 1 4811 0,443 605.2 181,7 0 753 247 0
2 445,7 0,432 698 197,7 5369 68,5 29 25
3 280 0,488 364,9 115,1 0 91,1 8.9 0
VZ 34 1 366,4 0,426 384.,6 5536 0 98,4 16 0
2 361,3 0,503 225,2 733.1 5560 5.9 43 11
3 378,9 0,457 388,4 3122 0 74.9 251 0
VZ35 1 619,10 0,618 702,1 208,2 0 61,4 38,6 0
2 288 0,686 266,5 1101 5385 55,8 39,2 5
3 2951 0,603 238,4 1131 5459 49 48,6 24
VZ 36 1 287,9 0,444 518,3 5182 0 92,8 7.2 0
2 492,6 0,489 3333 1133 4497 53,9 34.9 11,2
3 2918 0,446 1314 237.8 0 70,9 20,1 0
VZ 37 1 399,5 0,351 546 4566 0 95,8 4,2 0
2 407,4 0,424 426,1 5485 0 98,3 17 0
3 394,8 0,388 276 875,3 2934 50,9 454 36
VZ 38 1 445, 0,718 2513 275,2 59,62 51 48,5 0.4
2 512,9 0,617 242.9 1215 5257 52,6 20 75
3 542,2 0,646 256,4 1268 4609 48.4 30,7 21
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Tab. 7: Granulometricka charakterizace nanoc¢astic. Vliv intenzity homogenizace, koncentrace nosi¢e T3 a koncentrace baze terbinafinu.

Emulgator - NaLES.

vzorek | ¢islo méteni Z(;-':‘r;]/e Pdi Int. Pik 1 Int. Pik 2 Int. Pik 3 Obj.Pik 1 | Obj. Pik2 | Obj. Pik 3
VZ 39 1 438,5 0,564 254,5 1723 5201 74,3 15,5 10,2

2 459,2 0,551 236,9 1013 5560 60 37,9 2,1

3 489,2 0,567 2807 263 0 51,5 48,5 0
VZ 40 1 451,2 0,488 201,9 0 0 100 0 0

2 317,2 0,541 441,8 173,9 5548 52,3 45,8 1,9

3 345,8 0,646 219,9 797,9 5263 65 27,6 7,4
VZ 41 1 579,9 1 169,8 720,5 0 57 43 0

2 481 1 206,1 650,7 5560 65,3 32,9 1,8

3 4424 1 1845 0 5294 58,3 26,6 15,1
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Tab. 8: Granulometricka charakterizace nanoc¢astic. Vliv intenzity homogenizace, koncentrace nosi¢e T3 a koncentrace baze terbinafinu.

Emulgator - PEG-12-DIM.

vzorek | &islo mifent Z(; ’:r:]’e Pdl It Pk1 | Int.Pk2 | IntPk3 | Obj.Pk1l | Obj.Pk2 | Obj. Pik3
VZ 11 1 1305 0,994 524.5 0 0 100 0 0
2 1374 0,616 7216 0 0 100 0 0
3 1139 06 608 0 0 100 0 0
VZ 12 1 3666 1 342 0 0 100 0 0
2 2832 1 630,5 0 0 100 0 0
3 2319 0,896 7259 0 0 100 0 0
VZ 15 1 315 0,461 404,7 4369 0 89,4 10,6 0
2 390,7 0,637 288 1068 4704 59,5 27,6 12,9
3 416 0,51 649,9 4156 0 85,1 14,9 0
VZ 16 1 540,9 0,537 994,7 246,5 4844 43,1 42,7 14,2
2 576 0,653 752,5 240,2 5498 49,9 46,2 3,9
3 588,4 0,798 1060 247 6 5254 455 44.6 9,9
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Tab. 9: Granulometricka charakterizace nanoc¢astic. Vliv intenzity homogenizace, koncentrace nosi¢e T3 a koncentrace baze terbinafinu.

Emulgéator - NaLS.

vzorek | &islo méfen Zc; nAn‘:e Pdl Int. Pk1 | Int.Pk2 | IntPk3 | ObjPk1 | Obj.Pk2 | Obj Pik3
VZ 13 1 7915 0,581 860,8 2505 0 77,7 223 0
2 927.8 0,726 977,6 2203 0 77.9 22,1 0
3 1047 0,772 1240 262.4 0 753 24,7 0
VZ 14 1 1325 0,602 924, 5109 0 79,5 20,5 0
2 1784 0,539 1475 2553 5287 70,6 14,9 145
3 1831 0,926 983,3 2237 0 86,1 13,9 0
VZ 19 1 440,9 0,543 476 162 5560 745 233 22
2 3747 0,564 2405 933.9 4878 55,8 35,1 9
3 378 0,444 2227 778.3 4811 49,2 41,7 9,1
VZ 20 1 4455 0,452 362,3 1436 4837 70,3 21,7 8
2 4889 0,589 5354 164.8 5022 72,4 16,4 11,2
3 569,2 0,557 605,3 204,8 5560 66,8 30,8 23
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5.1.2 Obrazky

Obr.

25: Velikost nanocastic (nm). Emulgator PS 0,20%, koncentrace T3 3%,

koncentrace BT 10%. VIiv intenzity homogenizace. Stupen 3- nizsi intenzita (VZ 5),

stupenl 6- vyssi intenzita (VZ 27).
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homogenizace 3. Vliv koncentrace nosic¢e T3- 1% (VZ 2), 2% (VZ 4), 3% ( VZ 6).

26: Velikost nanocastic (nm). Emulgator PS 0,20%, BT 30%, intenzita
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Obr. 27: Velikost nanoc¢astic (nm). Emulgator PS 0,20%, koncentrace T3 3%, intenzita
homogenizace 6. Vliv koncentrace BT- 0 % (VZ 22), 10 % (VZ 23), 30 % (VZ 24).
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Obr. 28: Velikost nanocastic (nm). Koncentrace T3 1%, BT 0% a intenzita
homogenizace 6. Vliv emulgatoru, koncentrace 0, 20% - PS (VZ 21), NaLES (VZ 32),
PEG-12-DIM. (VZ 15), NaLS (VZ 19).
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Obr. 29: Velikost nanoc¢astic (nm). Emulgator NaLES, koncentrace T3 1%, koncentrace
BT 0% a intenzita michani 6. Vliv koncentrace emulgatoru - 0, 025% (VZ 40), 0, 05%
(VZ 38), 0, 20% (VZ 36), 1% (VZ 34).
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Obr. 30: Velikost nano¢astic (nm). Emulgator PEG-12-DIM. 0,20%, koncentrace T3

3%, koncentrace BT 0%. Vliv intenzity homogenizace - stupen 3 (VZ 11), stupen 6

(VZ 15).
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Obr. 31: Velikost nanoc¢astic (nm). Emulgator PEG-12-DIM. 0,20%, koncentrace T3
3%, intenzita homogenizace 3. Vliv koncentrace BT - 0% (VZ 11), 10% (VZ 12).
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Obr. 32: Velikost nanocastic (hm). Emulgator NaLS 0,20%, koncentrace T3 3%,
koncentrace BT 0%. Vliv intenzity homogenizace - stupen 3 (VZ 13), stupen 6 (VZ 20).
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Obr. 33: Velikost nanocastic (nm). Emulgator PEG-12-DIM. 0,20%, koncentrace

BT 0%, intenzita michani 6. Vliv koncentrace nosic¢e T3 - 1% (VZ 15), 3% (VZ 16).
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Obr. 34: Velikost nanocastic (nm). Emulgator NaLS 0,20%, koncentrace BT 0%,

intenzita homogenizace 6. Vliv koncentrace nosi¢e T3 - 1% (VZ 19), 3% (VZ 20).
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Obr. 35: Velikost nanoc¢astic (nm). Emulgator NaLES 0,20%, koncentrace BT 0%,
intenzita homogenizace 6. Vliv koncentrace nosice T3 - 1% (VZ 32), 3% (VZ 33).
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Obr. 36: Velikost nanocastic (nm). Emulgator PS 0,20%, koncentrace BT 0%, intenzita
homogenizace 6. Vliv koncentrace nosice T3 - 1% (VZ 21), 3% (VZ 22).
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Obr. 37: Velikost nanoc¢astic (nm). Emulgator PS, NaLES, NaL a PEG-12-DIM.

koncentrace 0,20%, koncentrace BT 0%, intenzita homogenizace 6. Vliv koncentrace

nosi¢e T3 — 1% (VZ 21,VZ32,VZ19,VZ15),3% (VZ22,VZ 33,VZ 20,VZ 16).

d (nm)

1000
900
800
700
600
500
400
300
200
100

PS mNaLES mNaLS ®PEG-12-DIM.

1% 3%

Koncentrace T3

52



Obr. 38: VZ 13 - intenzitni primér nanocastic - frekvencni kiivka.

Size Distribution by Intensity
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Obr. 39: VZ 14 - intenzitni primér nanocastic - frekven¢ni kiivka.
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Obr. 40: VZ 19 - intenzitni primér nanocastic - frekvencni kiivka.

Size Distribution by Intensity
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Obr. 41: VZ 20 - intenzitni praimér nanocastic - frekvencni kiivka.

Size Distribution by Intensity
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Obr. 42: VZ 21 - intenzitni primér nanocastic - frekvencni kiivka.
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Obr. 43: VZ 22 - intenzitni primé&r nanocastic - frekvenéni kiivka.

Intensity (%)

Size Distribution by Intensity

P11 b e R . ........................................... .
11 e I , ...............................................
0 H
0.1 1 10 100 1000 10000

Size (d.nm)

Record 72: 22 1

Record 73: 22 2 Record 74: 22 3|

55



Obr. 44: VVZ 27 - intenzitni primér nanocastic - frekvencni kiivka.

Size Distribution by Intensity
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Obr. 45: VVZ 28 - intenzitni primér nanocastic - frekvencni kiivka.
Size Distribution by Intensity
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Obr. 46: VZ 73 - intenzitni primér nanocastic - frekvencni kiivka.

Size Distribution by Volume
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Obr. 47: VVZ 76 - intenzitni primér nanocastic - frekvencni kiivka.

Size Distribution by Intensity
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5.2 Vysledky analyzy

5.2.1 Seznam analyzovanych vzorki

Tab. 10: SloZeni a oznaceni pripravenych vzorkd.

. . . koncentrace
oznadeni intenzita | koncentrace baze emulgitor bostup pifpravy
ku |h i T3 .
VZOrKu omogenizace polymeru terbinafinu
VZ 25 6 3% 10% 4662 A
VZ 27 6 3% 10% PS 0,020%
VZ 28 6 3% 30%
VZ 29 6 3% 30% CET 0,20%
VZ 30 6 3% 10% 4662 B
PS 0,20%

VZ73 6 3% 10% 0
VZ 74 6 3% 30%
VZ 75 6 3% 10%
VZ 76 6 3% 30% 4.6.6.3. A
VZ 77 6 3% 30%

CET 0,20%
VZ 78 6 3% 10% 0 4662 B
VZ 79 6 3% 30%
VZ 01 6 3% 30%

46.6.3.B

VZ 02 6 3% 10%
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5.2.2 Tabulky

V této Casti jsou popsany vysledky HPLC analyzy na KACH FaF. Analyzou
byl zjistovan obsah TB a jeho necistot. Z-TB, BTB a MeTB.

Tab. 11: Vysledky analyzy VZ 25. Analyza provedena na KACH FaF.

slou¢enina obsah (%)
TB 0
Z-TB 0
BTB 0
MeTB 0

Tab. 12: Vysledky analyzy VZ 27. Analyza provedena na KACH FaF.

slou¢enina obsah (%)
TB 0,81
Z-TB 0,19
BTB 3,04
MeTB 0

Tab. 13: Vysledky analyzy VZ 28. Analyza provedena na KACH FaF.

slou¢enina obsah (%)
TB 1,83
Z-TB 0,15
BTB 0
MeTB 0,03
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Tab. 14: Vysledky analyzy VZ 29. Analyza provedena na KACH FaF.

slou¢enina obsah (%)
TB 0,18
Z-TB 0
BTB 0
MeTB 0

Tab. 15: Vysledky analyzy VZ 30. Analyza provedena na KACH FaF.

sloZeni obsah (%)
TB 0,03

Z-TB 0,68
BTB 0,52

MeTB 01

Tab. 16: Vysledky analyzy VZ 73. Analyza provedena na KACH FaF.

slou¢enina obsah (%)
B 0
Z-TB 0
BTB 0
MeTB 0

Tab. 17: Vysledky analyzy VZ 74. Analyza provedena na KACH FaF.

slou¢enina obsah (%)
TB 0
Z-TB 0
BTB 0
MeTB 0




Tab. 18: Vysledek analyzy VZ 75. Analyza provedena na KACH FaF.

slou¢enina obsah (%)
TB 0,75
Z-TB 0
BTB 0
MeTB 0,05

Tab. 19: Vysledky analyzy VZ 76. Analyza provedena na KACH FaF.

slou¢enina obsah (%)
TB 047
Z-TB 0
BTB 0
MeTB 0

Tab. 20: Vysledek analyzy VZ 77. Analyza provedena na KACH FaF.

slou¢enina obsah (%)
TB 0
Z-TB 0
BTB 0
MeTB 0

Tab. 21: Vysledek analyzy VZ 78. Analyza provedena na KACH FaF.

slou¢enina obsah ( %)
B 0
Z-TB 0
BTB 0
MeTB 0




Tab. 22: Vysledek analyzy VZ 79. Analyza provedena na KACH FaF.

slou¢enina obsah (%)
TB 0
Z-TB 0
BTB 0
MeTB 0

Tab. 23: Vysledek analyzy VZ 01. Analyza provedena na KACH FaF.

slou¢enina obsah (%)
TB 047
Z-TB 0
BTB 0
MeTB 0

Tab. 24: Vysledek analyzy VZ 02. Analyza provedena na KACH FaF.

slou¢enina obsah ( %)
B 0
Z-TB 0
BTB 0
MeTB 0
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6 DISKUSE

1. Ktématu prace

Téma keSeni bylo vypracovano a zaddno na zaklad¢ diive dosazenych
vysledk pfipravy polyesterovych a oligoesterovych biodegradabilnich nanocastic
s bazi terbinafinu. Bylo prokazano, Ze je mozné piipravit nanocastice emulzni metodou
za rozdélovani rozpoustédla s velmi pfiznivymi granulometrickymi parametry z ternarni
jednofazové smési obsahujici (1) az 3 % biodegradabilniho nosi¢e typu alifatického
polyesteru, (2) az 0,9 % baze terbinafinu (3) vruznych rozpoustédlech typu
chlorovanych uhlovodiki, estert nebo ketond. Pokud by enkapsulace 1é¢iva byla 100%,

byla by jeho maximaln€ dosazitelnd koncentrace v nanocasticich 30 %.

Ve funkci emulgatorti byla v dfive realizovanych pracich vyzkouSena tada
latek anionického, kationického, amfolytického i neionického typu, véetné polymernich

V nékolika koncentracich.

Pti dispergaci se osvédcil homogenizator typu Ultra-Turrax. Jako dostacujici
doba dispergace byl prokazan 30 ti sekundovy interval pii nejvyssi frekvenci otacek
(26 000/min) a stfedni frekvenci otacek (piiblizné 15 000 ota¢ek/min). Nanocastice byly

dosud hodnoceny z hlediska granulometrického a z hlediska povrchového naboje.

Velmi mala rozpustnost baze terbinafinu ve vod€ s moznosti vazebné interakce
s koncovymi karboxyly nosic¢e davaly predpoklad vyhodnych parametri prolongované
liberace. Jednim z dilezitych parametri potencidlniho pfipravku je stabilita 1éCiva.
O stabilité¢ baze terbinafinu nebyla nalezena v dostupné literatuie zadna informace.
O hydrochloridu terbinafinu je znamo, Ze v kompozici hydrofilniho krému se strukturou

tekutych krystalii smektického typu je pii 20 °C staly po dobu 2 let.

Béze byla izolovéna srdzenim z vodného roztoku po jeho alkalizaci na pH
kolem 8,0. Dalsi operact, pfi které by mohlo dojit k destrukci terbinafinu, je pfiprava
nanocastic. Pfi ni se vysuSeny terbinafin rozpusti spolu s nosi¢em a potom se tato
olejova faze emulguje ve vodném roztoku emulgatoru. Pfi pifipravé mize dochézet

ke ztratdm 1éciva z nanocastic jeho rozpousténim ve vnéjsi fazi.
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Pokud se provadi koncentrovani nanosuspenze Castic facilitovanou dialyzou,
muze byt botnani nosi¢e béhem operace, ktera trva né€kolik hodin nebo desitek hodin,
zdrojem nestability 1éCiva. Superabsorp¢ni polymer byl vyuzit k analyze vnéjsi faze
nanosuspenze. Byla provedena izolace vnéjsi faze od nanocastic facilitovanou permeaci
do trubice ze semipermeabilni membrany do botnajiciho polymerniho gelu. Vnéjsi faze
byla ziskana odbotndnim gelu po pfidani isopropanolu. Pfi liberaci v podminkach
in vivo je tato doba expozice nanocastic vodnému prostiedi v podobé tkanového moku

podkozni nebo svalové tkdn¢ prodlouzené na n€kolik dni az tydnd.

2. K velikosti nanocastic pripravenych pri nizsi intenzité dispergace

Vysledky méteni nanocastic jsou v Tab. 3. Za piekvapivy vysledek je mozno
pokladat velky rozmér ¢astic ptipravenych z 1% roztoki s obsahem 10 % terbinafinu.
U mnoha kombinaci koncentrace nosice a terbinafinu byly pfipraveny mikrocastice
s deklarovanym rozmeérem na hranici meéfitelnosti metodou PCS pomoci zatizeni
Zetasizer ZS. Nejmensi nanocastice s rozmérem kolem dvou az tii mikrometrii byly
ptipraveny z 3% roztokd polymeru, vliv koncentrace terbinafinu nebyl jednoznacny.
Skute¢ny rozmér byl vétsi. Jednoznacné zaveéry o vlivu koncentrace polymeru

a terbinafinu ve vnitini fazi nelze vyvodit.

3. Kvelikosti nanocastic pripravenych v roztoku polysorbat20 pii vyssi

intenzité dispergace

Maximalni frekvence otafek turbiny jako soucasti homogenizatoru Heidolph
900 byla 26 000 za minutu. Koncentrace polysorbatu byla 0,20 %. V Tab. 4 a 5 jsou

granulometrické parametry nanocastic.

Nanocastice, které neobsahovaly bazi terbinafinu  byly mensi,
nez s terbinafinem. Nezvykly je vysoky podil velkych mikro¢astic s rozmérem kolem
5 mikrometrii v ptipad¢ pouziti 1% roztoku polymeru. Primérna velikost (Z-Ave) vSak
u vzorku pfipravené¢ho z 1% roztoku polymeru byla nizsi. V ptipadé 3% roztoku tomu

tak nebylo. V pfipadé 3% roztoku polymeru s terbinafinem byly pfipraveny veétsi
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nanocastice. Vliv stoupajici koncentrace terbinafinu nebyl zaznamenan vzhledem

k vysoké polydisperzité a malé reprodukovatelnosti tfi opakovanych méfeni.

V Tab. 5 jsou vzorky VZ 25 az VZ 28, VZ 73 a VZ 76. Ptedstavuji opakované
pfipravené nanocastice z 3% roztoki nosic¢e obsahujicich 10 % nebo 30 % terbinafinu.
Pfi unimodalni distribuci velikosti bylo u vzorkit VZ25 az VZ28 prokazano,
Ze pii zvySeni koncentrace baze terbinafinu z 10 % na 30 % se pii pouziti polysorbatu
jako emulgatoru ziskaji mensi ¢astice. Vysvétleni by bylo mozno hledat ve vlivu baze

terbinafinu na snizeni viskozity roztoku polymeru plastifikaénim efektem.

Reprodukovatelnost parametriit vzorkl vSak byla velmi mald. VysSe uvedené
pozorovani o mensich nanocasticich obsahujicich bazi terbinafinu se u vzorkia VZ 73
a VZ 76 nepotvrdilo. Pti pouziti terbinafinu v 10% koncentraci (vzorek VZ 73) byly
ziskany cCastice s bimodalnim rozdélenim velikosti v podobé smési nanocastic
s rozmérem kolem 350 nm a mikroc¢astic s rozmérem kolem 2,5 mikrometru. U vzorku
VZ 76 s 30 % terbinafinu byly Castice vétsi nez jeden mikrometr, jako pozitivni je

mozno hodnotit malou polydisperzitu vzorku.

4. K velikosti nanoc¢astic pripravenych v roztoku laurethsiranu sodného pri

vyssi intenzité dispergace

Do souboru patii celkem 10 vzorkli oznacenych poradovymi cisly VZ 32
az VZ 41. Castice neobsahovaly terbinafin. Koncentrace emulgatoru byla vyzkousena
na 4 Grovnich vrozmezi od 0,025 % do 1,0 %. Vysledky méfeni granulometrickych

charakteristik jsou v Tab. 6 a 7.

Vliv zmény koncentrace emulgatoru nebyl piili§ vyrazny. Jiz 0,025% roztoky
byly dostacujici pro ziskdni nanocastic s malym podilem mikrocastic. Pfi opakovaném
méfeni patrné dochazelo k sedimentaci mikroc¢astic, coz doklada jejich postupné
zvySujici se podil. Pti vysSich koncentracich emulgatoru (0,2 % a 1,0 %) byl zjistén
maly podil mikrocastic. Tento vysledek je odliSny od nékterych méné hydrofilnich
emulgatorti, které se vice misi s vnitini fazi a pokud zvySuji jeji viskozitu, sniZuji

ucinnost dispergace.
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Zména koncentrace polymeru ve vnitini fazi emulze se vyrazné neprojevila.
Ve tfech ptipadech byly nanocastice z 1% roztok mensi a mély mensi polydisperzitu,

ve dvou piipadech tomu bylo opacné.

5. K velikosti nanoc¢astic pripravenych Vv roztoku laurylsiranu sodného pri vyssi

intenzité dispergace

Laurylsiran sodny je velmi uinny emulgator s extrémné vysokou hodnotou
HLB. Jeho nevyhodou pro dany ucel je vysoka ucinnost pii micelarni solubilizaci
a s tim spojené riziko snizeni efektivity enkapsulace. Pti aplikaci systému je ptedpoklad

zvySené drazdivosti.

V Tab. 9 jsou vysledky méfeni vzorku ptipravenych v prostiedi 0,20% roztokt
laurylsiranu. Pfi 1% koncentraci polymeru ve vnitini fazi byly pfipraveny nejmensi
nanocastice s podilem mikroc¢astic, ktery se pti opakovani ménil pravdépodobné vlivem

sedimentace.

Vzorky VZ 13 a VZ 20 byly pfipraveny opakované za stejnych podminek,
lisila se pouze intenzita homogenizace. Jak je z vysledki méfeni patrné, vzorky
se znatné lisi z hlediska distribuce velikosti. Pfi dispergaci 3% roztoku polymeru
s 0,3% terbinafinem (vzorek VZ 14) byly ptipraveny v daném souboru vzorki nejvetsi
¢astice. To je v rozporu s vysledky ziskanymi s polysorbatem 20, kde terbinafin pasobil
jako plastifikator, ktery pravdépodobné snizoval viskozitu. Pfi¢inu by bylo moZno

hledat po rozsifeni schématu experimentu.

6. Kvelikosti nanodastic pripravenych v roztoku pegylovaného dimetikonu

(PEG-12 dimetikon) p¥i vyssi intenzité dispergace

Emulgatory zaloZené na pegylaci, a pfipadné i alkylaci, dimetikonu jsou
strukturalné odliSné od klasickych tenzid. Na modifikaci mezifaze se podili cely hlavni
fetézec roubovaného kopolymeru. Proto jsou emulgitory tohoto typu velmi ucinné.

Byla vyuzita 0,20% koncentrace této slouceniny.
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V Tab. 8 jsou vysledky méfeni parametri velikosti ¢astic. Nejmensi
nanocastice byly pfipraveny dispergaci 1% roztoku polymeru, byly vSak velmi
polydisperzni. Vyrazn€ vétsi nanocastice byly ziskdny z 3% roztoku. Dvakrat
opakované ptipravené vzorky se liSily v celkové primérné velikosti, poloha piku
v unimodalni distribuci se pfili§ nelisila. Totéz plati o ¢asticich obsahujicich 10 % baze

terbinafinu, také s unimodalni distribuci velikosti.

7. Vliv intenzity michani na velikost nanoc¢astic

Na Obr. 25, 30 a 32 jsou vysledky porovnavani stfedni velikosti nanoc¢astic
Z hlediska intenzitniho priméru. Nanocastice byly pfipraveny z 3% roztokli polymeru
bez terbinafinu dispergaci v roztocich riznych emulgatorti pouzitych v koncentraci
0,20 % michanim turbinou homogenizatoru typu Ultra-Turrax pii stfednim stupni
(frekvence otacek ptiblizné 15 000 RPM) a maximalnim stupni pfistroje (frekvence
ptiblizné 26 000 RMP). V roztoku laurylsiranu sodného byly pii intenzivnéj§im michani
ziskany vyrazné mensi (pfiblizné€ polovi¢ni) nanocastice, coz je v souladu s teoretickym
predpokladem. Jinak je tomu u nanocastice piipravenych v roztoku pegylovaného
dimetikonu a polysorbatu. VEtSi nanocastice byly ziskdny pravdépodobné vlivem

dispergace vzduchu v roztoku emulgatoru, ktery snizoval u¢innost emulgace.

8. Vliv koncentrace polyesterového nosice na velikost nanocastic

Byly vyuzity dvé koncentrace terpolymeru — 1% a 3%. Vyjimkou je vzorek
VZ 4, ktery byl piipraven z 2% roztoku nosi¢e ozna¢eného symbolem T3. Vzorky
neobsahovaly bazi terbinafinu. Ve vSech ptipadech bylo prokazéano, Ze se zvySovanim
koncentrace nosice se intenzitni priméer nanocastic zvysi. Pouze v ptipadé vysledka
uvedenych na Obr. 26 byla opa¢na zavislost. Vysvétlenim je nestandardni postup

ptipravy ve fazi nacviku metody piipravy. Uvedeny vysledek patii do faze piredpokusi.

Na Obr. 37 jsou uvedeny intenzitni priméry nanocastic pfipravenych z roztoku
nosic¢e v 1% a 3% koncentraci pomoci riznych emulgatort. Ve vSech ptipadech byly

nanocastice pripravené z 3 % roztoku vetsi.
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9. Vliv koncentrace baze terbinafinu na velikost nanocastic

Baze terbinafinu byla pfidavana do vnitini faze v koncentraci, ktera ¢inila 10 %
nebo 30 % z teoretického vytézku ptipravy. Na Obr. 27 je patrné, ze vliv 1éCiva
na velikost nanoc¢astic neni jednoznac¢ny. Po pfidani 1é¢iva v 10% koncentraci byly
ziskany vétsi Castice, po pfidani v 30% koncentraci mens$i. Emulgatorem byl
polysorbat 20. Pfi piipravé za pouziti pegylovaného dimetikonu byly nanocastice
ptipravené z nosic¢e a 10 % terbinafinu mensi. Pfedpoklad o vlivu baze terbinafinu na
snizeni viskozity nebo o jejim plastifikacnim ucinku bude nutno podpofit vysledky

experimentu.

10. Vliv emulgatoru a jeho koncentrace na velikost nanoéastic

Rizné emulgitory mohou byt rlizné¢ ucinné pfi jejich rizné koncentraci.
Na Obr. 28 jsou srovnany intenzitni pruméry nanocastic ptipravenych dispergaci 1%
roztoku nosi¢e v methyethylketonu jako vnitini olejové fazi emulze v 0,20% roztoku
emulgatort jako vnéjsi fazi. Za danych podminek byl nejvice u¢inny polysorbat 20,
méné laurylsiran sodny a laurethsiran sodny a nejméné ucinny byl pegylovany
dimetikon. Pfi emulgaci 3% roztoku polymeru bylo pofadi G¢innosti emulgatort stejné,

jen rozdily v Géinnosti jednotlivych emulgatort byly vétsi (Obr. 37).

Na Obr. 29 je uveden vliv stoupajici koncentrace laurethsiranu sodného
na velikost nanocastic. Nejmens$i nanocastice byly pfipraveny pfi nejnizsi a nejvyssi
koncentraci nosic¢e. Uvedené vysledky bude nutno potvrdit nebo vyvratit opakovanim

experimentu.

11. K analyze baze terbinafinu

Béze terbinafinu a jeho rozkladné produkty byly analyzovany metodou HPLC
na katedfe analytické chemie FaF UK. Bylo analyzovano celkem 14 vzorkid nanocastic
obsahujici potencialné v ptipadé 100% efektivity enkapsulace 10 % nebo 30 %
terbinafinu. VSechny analyzované vzorky byly pfipraveny z 3% roztokd pomoci

ruznych emulgétori.
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Bylo prokazéano, ze pievedeni hydrochloridu na bazi terbinafinu je mozno

provést bez rozkladu terbinafinu. Osvéd¢il se 10% roztok hydroxidu amonného.

V dalsi fazi byla méfena stabilita baze terbinafinu, kterd piesla za 12 hodin
do vn&jsi faze po piipravé nanoéastic. Cast vn&jsi fize byla oddélena od nanoéastic
metodou facilitované dialyzy vyvinuté na KFT FAF UK. Vysledky analyz jsou
v Tab. 11 az 18 a v Tab. 20 az 22. Z prezentovanych vysledkd je patrné, ze vzorky
VZ 27, VZ28 a VZ30 se rozkladaji. Zajimavé je, ze v jednotlivych vzorcich bylo
nalezeno znacné odlisSné spektrum rozkladnych produkti. Vzorky byly pfipraveny
S riznym teoretickym (10% a 30%) podilem terbinafinu. Spole¢nym jmenovatelem bylo

pouziti polysorbat 20 jako emulgétoru.

U vzorku VZ 75 piipraveného v roztoku cetrimidu byl prokdzan maly podil
methyl-terbinafinu jako degrada¢niho produktu (Tab. 18). Mala koncentrace stabilni
baze terbinafinu byla prokazana ve vné&jsi fazi u vzorku VZ 29 (Tab. 14). Nanocastice

obsahovaly potencialné 30 % terbinafinu, byly pfipraveny v roztoku cetrimidu.

U vzorkt VZ 73, VZ 74, VZ 77,VVZ 78 a VZ 79 nebyl prokdzan ve vnéjsi fazi
terbinafin zadny. Tento vysledek pokladame za pozitivni, pokladdme jej za nepfimy

dikaz vysoké efektivity enkapsulace 1é¢iva do nanocastic.

Vzorek VZ76 byl podroben testovani liberace metodou oddéleni
kompartmentu nanosuspenze od vné&jSi akceptorové faze. Po 12ti hodinach byl
ve vnéjsi fazi terbinafin prokazan bez degradacnich produktii. Po extrakci obdobné
koncentrovaného vzorku do chloroformu byla prokézana stejna koncentrace terbinafinu.
Vysledek je mozno pokladat za nepiimeé prokdzani tiplné liberace terbinafinu do roztoku
kyseliny chlorovodikové za 12 hodin. Zajimav¢ je, Ze u vzorku, ktery obsahoval pouze
10% nomindlni koncentraci terbinafinu, nebyl terbinafin po extrakci do chloroformu

prokdzan. Vysledek by bylo vhodné reprodukovat a pfipadné objasnit pfic¢inu.
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7 ZAVERY

A. Byl ovéfen diive optimalizovany postup piipravy béaze terbinafinu sraZzenim
vodného roztoku hydrochloridu terbinafinu hydroxidem amonnym a postup enkapsulace

produktu do nanocastic z alifatickych polyesterti.

B.  Bylo prokazano, ze pfi niz$i intenzit¢ michéni turbinou homogenizatoru je vyssi
polydisperzita velikosti nanocéstic, pifi vyS$i intenzit€¢ byly pfipraveny mensi

nanocastice s malym podilem mikrocastic.

C. Nanocastice s vy$$imi parametry rozméru piipravené pii vySS$i koncentracCi
nekterych emulgatorti mohou mit pficinu v misitelnosti téchto emulgatort s vnitini fazi
emulze pii pocatecni fazi emulgace. Pro optimalizaci vybéru typu emulgatoru a jeho

koncentrace bude nutny dalsi vyvoj.

D. ZvySeni koncentrace polymeru ve vnitini fazi vede k ziskdni nanocastic mensich

rozméru.

E. Byla potvrzena mozZnost inkorporace terbinafinu do nanocastic v maximalné

dosazitelné koncentraci 30 % za ptredpokladu 100% efektivity enkapsulace.

F. Pti chemické analyze metodou HPLC, realizované na katedie analytické chemie,
byla prokazana stabilita baze terbinafinu po jeji pfipravé 1 po jeji inkorporaci
do nékterych z analyzovanych vzorkll polyesterovych nanocastic. Stabilitu této latky
pfi zpracovani nanosuspenze do formy vhodné k dlouhodobému uchovavani a stabilitu
pii realizaci testli liberace v podminkach in vitro bude nutno prokézat u vyssiho poctu
vzork.

70



LITERATURA

REZANKA, Pavel. Nanoéastice. Ksicht: Korespondenéni Seminaf Inspirovany
Chemickou Tematikou [online], 2007, 7, 1, [cit. 2011-03-20]. Dostupny z WWW:
<http://ksicht.natur.cuni.cz>.

Nanotrade.cz [online]. 2008 [cit. 2011-03-20]. Co-je-to-nano. Dostupné z WWW:

<http://www.nanotrade.cz/co-je-to-nano>.

Nanotechnologie.vsbh.cz [online]. 2007 [cit. 2011-03-20]. Nanotechnologie.
Dostupné z WWW: <http://nanotechnologie.vsb.cz/>.

ARSHADY, R. Smart nano and microparticles. London: Kentus Books , 2006.
476 s. ISBN 0953218775, 9780953218776.

MATHIOWITZ, Edith. Encyclopedia of Controlled Drug Delivery. 2. New York:
John Wiley & Sons. 1999, s. 641-662. ISBN 0471148288, 97804711482809.

RABISKOVA, M. Nano&astice pro 1ékové formy. Remedia, 2007, 17, s. 495-501.
ISSN 0862-8947.

RAKESH, P. Patel. Nanoparticles and its applications in field of pharmacy.
Pharmaceutical Reviews [online], 2008, vol. 6, is. 1, [cit. 2011-03-18]. Dostupny
z WWW: <pharmainfo.net>. ISSN 19185561.

PUISIEUX, F; DUBERNET, C; COUVREUR, P. Controlled drug delivery with
nanoparticles: current possibilities and future trends. European Journal
of Pharmaceutics and Biopharmaceutics, 1995, 41, s. 2-13. ISSN 0939-6411.

SENO, B, et al. Design of nanoparticles of less than 50 nm diameter: preparation,
characterization and drug loading. International Journal of Pharmaceutics, 1990,
62, s. 1-7. ISSN 0378-5173.

71



10

11

12

13

14

15

16

17

GALINDO-RODRIGUEZ, S, et al. Physicochemical parameters associated
with nanoparticle formation in the salting-out, emulsification-diffusion,
and nanoprecipitation methods. Pharmaceutical Research, 2004, 21, s. 1428-39.
ISSN 0724-8741.

GANACHAUD, F; KATZ, JL. Nanoparticles and nanocapsules created using
the ouzo effect: Spontaneous emulsification as an alternative to ultrasonic and
high-shear devices. ChemPhysChem, 2004, 6, s. 209-216. ISSN 1439-7641.

ALLEMANN, E, et al. In vitro extended-release properties of drug-loaded
poly(DL-lactid acid) nanoparticles produced by a salting-out procedure.
Pharmaceutical Research, 1993, 10, s. 1732-37. ISSN 0724-87.

TICE, TR; GILLEY, RM. Preparation of injectable controlled-release
microcapsules by solvent-evaporation process. Journal of Controlled Release,
1985, 2, s. 343-352. ISSN 0168-3659.

SOPPIMATH, KS; AMINABHAVI, TM; KULKARNI, AR. Biodegradable
polymeric nanoparticles as drug delivery devices. Journal of Controlled Release,
2001, 70, s. 1-20. ISSN 0168-3659.

AFTABROUCHARD, D; DOELKER, E. Preparation methods for biodegradable
microparticles loaded with water-soluble drugs. STP Pharma Sciences, 1992, 2,
s. 365 - 380. ISSN 1157-1489.

FESSI, H; PUISIEUX, FP; DEVISSAGUET, JP. Process for the preparation
of dispersible colloidal systems of a substance in the form of nanoparticles.
United States Patent, 1992, 5, s. 118-528.

ELVASSORE, N; BERTUCCO, A; CALICETI, P. Production of insulin-loaded
poly(ethyleneglycol)/poly(lactide) (PEG/PLA) nanoparticles by gas antisolvent
techniques. Journal of Pharmaceutical Sciences, 2001, 50, s. 1628-36.
ISSN 0022-3549.

72



18

19

20

21

22

23

24

25

26

PRAVEEN, Tyle. Specialized drug delivery systems. New York: M. Dekker,
1990. Large-scale production problems and manufacturing of nanoparticles, s.
257-266. ISBN 0824781902, 9780824781903.

VAUTHIER, C, et al. Poly(alkylcyanoacrylates) as biodegradable materials
for biomedical applications. Advanced Drug Delivery Reviews, 2003, 55, s. 519-
548. ISSN 0169-409X.

EKMAN, B; SJOHOLM, 1. Improved stability of proteins immobilized
in microparticles prepared by modified emulsion polymerization technique.
Journal of Pharmaceutical Sciences, 1978, 67, s. 693-696. ISSN 0022-3549.

LOWE, PJ; TEMPLE, CS. Calcitoninand insulin inisobutyl cyanoacrylate
nanocapsules: protection against proteases and effect on intestinal absorption in
rats. Journal of Pharmacy and Pharmacology, 1994, 46, s. 547-552. ISSN 0022-
3573.

EL-SAMALIGY, MS; ROHDEWALD, P; MAHMOUD, HA.
Polyalkylcyanoacrylate nanocapsules. Journal of Pharmacy and Pharmacolog,
1986, 38, s. 216-218. ISSN 0022-3573.

KREUTER, J. Evaluation of nanoparticles as drug-delivery systém- |. Preparation
methods. Pharmaceutica Acta Helvetiae, 1983, 58, s. 196-209. ISSN 0031-6865.

MUTHU, MS. Nanoparticles based on PLGA and its co-polymer: An overwiev.
Asian Journal of Pharmaceutics, 2009, vol. 3, is. 4, s. 266-273. ISSN 0973-8398.

PINTO REIS, Catarina, et al. Nanoencapsulation 1. Methods for preparation of
drug-loaded polymeric nanoparticles. Nanomedicine: Nanotechnology, Biology
and Medicine, 2006, 2, s. 8-21. ISSN 1549-9634.

ASTETE, C. E.; SABLIOV, C. M. Synthesis and characterization of PLGA
nanoparticles. Journal of Biomaterials Science: Polymer Edition, 2006, 3, 17,
S. 247-289. ISSN 0920-5063.

73



27

28

29

30

31

32

33

34

35

STEVANOVIC, M, et al. Fabrication, in vitro degradation and the release
behaviours of poly(DL-lactide-co-glycolide)nanospheres containing ascorbic acid.
Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, 2007, 59, s. 215-223. ISSN 0927-7765.

CHASIN, Mark; LANGER, Robert S. Biodegradable polymers as drug delivery
systems. New York: M. Dekker, 1990. Controlled release of bioactive agents from
a lactide/glycolide polymers, s. 1-41. ISBN 0824783441, 9780824783440.

VERGER, ML, et al. Preparation and characterization of nanoparticles containing
an  antihypertensive  agent.  European Journal of Pharmaceutics
and Biopharmaceutics. 1998, 46, s. 137-143. ISSN 0939-6411.

STOREY, RF; TAYLOR, AE. Effect of stannous octoate on the composition,
molecular weight, and molecular weight distribution of ethylene glycol-initiated
poly(e-caprolactone). Journal of Macromolecular Science: Pure and Applied
Chemistry, 1998, A35, s. 723-750. ISSN 1060-1325.

MIDDLETON, JC; TIPTON, AJ. Synthetic biodegradable polymers
as orthopaedic devices. Biomaterials, 2000, 21, s. 2335- 2346. ISSN 0142-9612.

GUNATILLAKE, Pathiraja A.; ADHIKARI, Raju. Biodegradable synthetic
polymers for tissue engineering. European cells & materials, 2003, 5, s. 1-16.
ISSN 473-2262.

CHANDRA, R; RUSTGI, R. Biodegradable polymers. Progress in Polymer
Science, 1998, 23, s. 1273-1335. ISSN 0079-6700.

SAOTOME, Y, et al. Enzymatic degrading solubilization of a polymer
comprising glycine, phenylalanine, 1,2-ethanodiol, and adipic acid. Chemistry
Letters, 1991, 1, s. 53-154. ISSN 0366-7022.

TEMENOFF, JS; MIKOS, AG. Injectable biodegradable materials
for orthopaedic tissue engineering. Biomaterials, 2000, 21, s. 2405-2412. ISSN
0142-9612.

74



36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

BURKOTH, AK; ANSETH, KS. A review of photocrosslinked polyanhydrides:
in situ forming degradable networks. Biomaterials, 2000, 21, s. 2395-2404.
ISSN 0142-9612.

VROMAN, Isabelle; TIGHZERT, Lan. Biodegradable Polymers. Materials, 2009,
2, S. 307-344. Dostupny také z WWW: <www.mdpi.com/journal/materials>.
ISSN 1996-1944.

VERMETTE, Patrick. Biomedical applications of polyurethanes. Georgetown:
Landes Bioscience, 2001. Developments in design and synthesis of biostable
polyurethanes, s. 160-170. ISBN 158706023X, 9781587060236.

LAURENCIN, CT; NAIR, LS. Biodegradable polymers as biomaterials.
Progress in Polymer Science, 2007, 32, s. 762—798. ISSN 0079-6700.

ZHANG, Z, et al. The in vivo and in vitro degradation behavior of poly
(trimethylene carbonate). Biomaterials, 2006, 27, s. 1741-1748. ISSN 0142-9612.

MURTHY, SK. Nanoparticles in modern medicine: State of the art and future
challenges. International Journal of Nanomedicine, 2007, 2, s. 129-141.
ISSN 1176-9114.

MORNET, S, et al. Magnetic nanoparticle design for medical diagnosis and
therapy. Journal of Materials Chemistry, 2004, 14, s. 2161-2175. ISSN 0959-
9428.

DUNCAN, R. The dawning era of polymer therapeutics. Nature Reviews Drug
Discovery, 2003, 2, s. 347-360. ISSN 1474-1776.

GARCIA-GARCIA, E. et al. Colloidal carriers and blood-brain barrier (BBB)
translocation: A way to deliver drugs to the brain? International Journal
of Pharmaceutics, 2005, 298, s. 274-292. ISSN 0378-5173.

ALONSO, MJ. Nanomedicines for overcoming biological barriers. Biomedicine
& Pharmacotherapy, 2004, 58, s. 168-172. ISSN 0753-3322.

75



46

47

48

MOGHIMI, SM; HUNTER, AC; MURRAY, JC. Long-circulating and target-
specific nanoparticles: Theory to practice . Pharmacological Reviews, 2001, 53,
s. 283-318. ISSN 0031-6997.

MATYSOVA, Ludmila, et al. Separation and determination of terbinafine and its
four impurities of similar structure using simple RP-HPLC method. Talanta,
2006, 68, 3, s. 714-720. ISSN 0039-9140.

ZACHAROVA, Eva. Vyvoj HPLC metody pro stanoveni terbinafinu v procesu
ptipravy polyesterovych nanocéstic. Hradec Kréalové, 2011, v tisku. Diplomova

prace. Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové.

76



