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Abstrakt

Teoreticka Cast této diplomové prace je zaméfena na polymerni nanocastice, jejich
vlastnosti a s tim souvisejici vyhody. Jsou zde uvedeny takeé jednotlivé druhy organickych
a anorganickych nanocastic a zpusoby jejich pfipravy. Velka pozornost je také vénovana
biodegradabilnim polymerim, a to zejména terpolymeru kyseliny mlé¢né a kyseliny
glykolové, ktery byl v experimentalni ¢asti pouzit jako nosi¢ baze terbinafinu vétveny na
tripentaerythritolu. PLGA je nejvhodnéjSim kopolymerem, jelikoz jsou dobfe
prozkoumany jeho fyzikalni, chemické a biologické vlastnosti, zpusoby pfipravy a faktory

ovliviujici jeho degradaci.

Cilem této prace bylo najit vhodny emulgator o vhodné koncentraci pro pfipravu
nanocastic obsahujicich bazi terbinafinu, vhodné rozpoustédlo pro terpolymer a vhodnou
koncentraci emulze, aby byl vytéZek terbinafinu co nejvyssi, pokud mozno bez znaénych
ztrat. Jako nosi¢ byl pouZit jiz zminény terpolymer kyseliny mlécné, glykolové a
tripentaerythritolu. Pfiprava nanocastic probihala emulzni metodou za odpafovani

organického rozpoustédla.

Béhem experimentu se dospélo k zavérim, Ze se stoupajici koncentraci emulze
dochazi ke snizeni polydisperzity. Pfidani elektrolytu do vnéjsi faze emulze zpusobi
inaktivaci emulgatoru a nevyhodnou aglomeraci €astic. Jako rozpoustédlo pro nosic je
vhodnéjsi dichlormethan nez ethylmethylketon. Ale po analyze nékterych vzorkd bylo
prokazano, ze se zvysujici se koncentraci baze terbinafinu se zvySuje jeho vytézek, ale
pouze pro Castice pfipravené z roztokl v ethylmethylketonu. Za pouziti dichlormethanu

byly vytézky velmi malé z divodu slabého poutani baze terbinafinu na nosic.



Abstract

The theoretical part of this diploma work is focused on the polymeric nanopatrticles,
their properties and advantages connected with them. There are introduced also
particular types of organic and inorganic nanopatrticles and methods of their preparation.
The great attention was directed on biodegradable polymers in particular to poly lactic-
co-glycolic acid, which was used in experimental part as carrier for base of terbinafine
branched to tripentaerythritol. PLGA is the most suitable copolymer for practice because
of good explored its physical, chemical and biological properties, methods of preparation

and factors affecting degradation.

The aim of this work was to find suitable emulsifier with suitable concentration for
preparation of nanoparticles containing the base of terbinafine, suitable solvent for
terpolymer and optimal concentration of emulsion to reach the highest yield of terbinafine
without any exceptional loss. How it was mentioned, as carrier was used terpolymer of
poly lactic-co-glycolic acid with tripentaerythritol. As technique of preparation of
nanoparticles was used emulsification by evaporating of organic solvent (solvent

evaporation method).

During the experimental work we found out some of conclusions, it goes to reduce
of polydispersity with increasing concentration of emulsion. When we add electrolyte to
outer phase of emulsion, it goes to inactivation of emulsifier and non-appropriate
agglomeration of particles. The more suitable solvent for carrier of nanoparticles is
dichlormethane than ethylmethylketone. After analysis of some samples we found out,
that with increasing concentration of base of terbinafine, it leads to raising of its yield but
only for particles prepared from solutions with ethylmethylketone. If we use
dichlormethane, yields are very low because of weak bonding between base of terbinafine

and carrier.
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1. Uvod

Tato diplomova prace je zaméfena na pfipravu nanocastic, cozZ jsou Castice o
velikosti 1nm az 100nm. Tyto nanoc¢astice mohou dosahovat riznych tvaru, jako jsou
dratky, trubicky nebo mohou mit sféricky tvar. Vysledné pripravené nanocastice
obsahuijici léCivou latku se pak pouzivaji jako systémy s fizenou liberaci a cilenou
distribuci 1€Civa, které umozni dodani léCiva na dané misto u€inku v pozadovaném
mnoZzstvi a v potfebny ¢as. Mohou zvysit biodostupnost, chrani 1éCivo pfed vnéjSimi vlivy
zpusobuijici jeho rozklad, snizuji vedlejsSi a nezadouci ucinky IéCiv.

Nanocastice obsahuijici 1éCivo se skladaji z vhodného polymeru, ktery slouzi jako
nosic IéCiva. V pfipadé této diplomové prace se jedna o IéCivou latku terbinafin, kterou
jsme nejprve chemickou cestou upravili na bazi. Terbinafin je antimykotikum pouzivajici
se k 1é¢bé koznich mykdz, které vyzaduji dlouhodobou terapii. Lékové formy obsahujici
nanocastice by zjednodusily terapii. Terbinafin by se postupné z nanocastic uvolhoval, a
tak by bylo docileno méné CastéjSiho podavani tohoto Iéku, coz je velmi pfiznivé pro
pacienty a zvySuje compliance. Intenzita podavani léku hraje totiz v compliance
vyznamnou roli. Pfiprava nanocastic neboli nanotechnologie neni pouze oborem ve
zdravotnictvi a farmacii, kde se pouziva k |écbé nékterych nemoci (zejména nékterych

druhu rakoviny), ale i diagndze a prevenci nékterych onemocnéni.



2. Cil prace

Cilem diplomové prace bylo pfipravit vzorky €astic s velikosti v blizkosti 1 um
z vétveného terpolymeru kyseliny mlécné, kyseliny glykolové a tripentaerythritolu. Dale
bylo zadano pouzit dichlormethan a ethylmethylketon jako rozpoustédla polymeru. Do
vnitfni faze bylo zadano pouzit bazi terbinafinu v koncentracich od 5% do 30%. V rozmezi
od 5% do 20% bylo ulozeno formulovat koncentraci emulze. Ve vnéjSi fazi ve funkci
emulgatoru byl doporucen hydrobromid cetyltrimethylamonia, pfipadné i vhodny
anionicky a neionicky emulgator. Kromé emulgatoru bylo zadano vyzkouset vliv vhodnych
elektrolytd s ohledem na enkapsulacni u€innost terbinafinu. Pro stanoveni enkapsulaéni

ucinnosti bylo doporuc¢eno spolupracovat s odbornikem v analytické chemii.



3. Teoreticka ¢ast

3.1. Nanocastice a jejich obecné vyuziti

Nanocastice, které jsou také nazyvany farmaceutickymi nosici IéCivych latek, maiji
Siroké vyuziti v |écbé urcitych onemocnéni. SoucCasny vyzkum se zabyva jejich
pouzivanim pfi |é¢bé nékterych typl rakoviny, k pfipravé vakcin aktivujicich imunitni
systém a také k diagnéze nékterych nemoci. Pokrok v nanotechnologii je mocnym

nastrojem souc€asné, ale i budouci védy. [1]

V soucasnosti nanocCastice zaujimaji ohromny zajem farmaceutickych firem
k pfipravé nosi¢l nékterych l€Civ. Jejich pouziti ma spoustu vyhod. Mezi hlavni vyhody
patfi mozZnost fizeného uvoliovani IéCiv s vhodnou cestou podani, snizuje vyskyt
nezadoucich i vedlejSich uc€inkl, protoze pusobi v dané tkani. [2] Zejména v |écbé
rakoviny by to byl obrovsky pfinos, protoZze sou€asna chemoterapeutika poskozuiji i
zdravé buriky a tkané, ve formé nanocastic by zdravé buriky mohla tato IéCiva ovliviiovat
minimalné. Za pouziti vhodného nosiCe, ktery je biodegradovatelny, tzn., Ze je rozkladan
béznymi pfirozenymi mechanismy lidského téla, nezatézuje télo ve formé né&jakych

odpadnich latek, které mohou organismus poskodit.

Obrazek 3-1-1: Polymerni nanocastice (zdroj:

http://vtm.el15.cz/files/imagecache/dust _filerenderer_normal/upload/story_press/379/04
4 000_jpg_4992b22b39.jpQ)
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3.2. Vyhody nanocastic v terapii a diagndze nemoci

Jednou z prvnich vyhod nanocastic je, ze jako nosice IéCiv jsou stabilni a in vivo
ucinné. Mohou mit rznou cestu podani, ktera vede ke zvySenému a efektivnimu dodani

léku na poZadované misto ucinku. [3]

Nanocastice jsou velmi malé, coz je dalSi vyznamna vyhoda, ktera umoznuje
prichod pfes bunéfnou membranu s navazanym léCivem, ¢ehoz béznymi metodami

dosahnout nelze.

ProtoZze maji nanoCastice malou velikost, maji velky specificky povrch, ktery
zpUsobuje, Ze nanocastice mohou byt nositeli velkého mnozstvi u€innych latek, poskytuji
tak vétsi Sanci k dosazeni cilového mista ucinku v poZzadované koncentraci a nasledného

efektivniho udinku légivé latky. [4]

Nanocastice umoznuji také fizenou a cilenou distribuci IéCiva na misto ucinku.
Oproti béZnym cestdm podani, kde koncentrace |éCivé latky stoupne v plazmé velmi
rychle a ihned je podrobena rozkladu béhem metabolismu, nanocastice postupné
uvoliuji Ié&ivou latku. Rizené uvolfiovani zlepsuje G&innost terapie a snizuje tak riziko

predavkovani, tak poddavkovani. [5]

SoucCasny vyzkum se také snazi vytvofit tzv. viceucelové neboli vicefunkéni
nanocCastice, které by umoznily ,spolu-dodavani® terapeutickych agens, napf. léCivo
v kombinaci s proteiny, geny aj. [6] Pfi 1éEbé rakoviny tyto viceuCelové nanocastice
mohou prostoupit buné&nou bariérou rakovinotvornych bunék a zUstavaji zadrzeny uvnitf
cilovych bunék, v kombinaci s diagnostickym agens muze nanocastice slouzit k diagnéze

nemoci a soucasné k terapii. [7]

3.3. Druhy organickych a anorganickych nanocCastic

Obecné délime nanocastice na organické (polymerni) a anorganické. Polymerni
nanocCastice jsou vice flexibilni ohledné chemického chovani a struktury oproti
anorganickym materialim. Organické nanocastice jsou slozeny z amfifilnich kopolymera,
které jsou biokompatibilni. NevyZaduji tak nasledné chirurgické vyjmuti diky schopnosti

biodegradace.
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3.3.1. Organické nanocastice

Organické neboli polymerni nanoc¢astice jsou Siroce vyuzivany k pfipravé nosicu
léCiv, maji obrovsky potencial do budoucna v 1é¢bé urcitych onemocnéni. Délime je na

liposomy, polymerni nanogely, dendrimery a micely. [8]

Biodegradabilni polymerni nanoCastice jsou nej¢astéji pfipravovany z amfifilnich
kopolymert jako je kopolymer Kkyseliny mlé¢né a glykolové (PLGA) v rldzném
procentualnim zastoupeni, nebo polyanhydridd. Maji velky potencial v biomedicinskych
aplikacich jako nosiCe I[éCiv kvuli jejich mnohostrannym vyhodnym chemickym
vlastnostem, biokompatibilité a vysoké stabilité diky obsazenym aktivhim latkam.
Polyanhydridové nanocastice se vyuzivaji jako pfisada vakcin. Do lidského téla se
dostavaji prostfednictvim endocytdzy. [9] Pfiprava polymernich nanocCastic muze
probihat nékolika zpusoby — metodou odpafovani rozpoustédla, emulzni metodou,
metodou vysolovani a nanoprecipitace. Vhodnou modifikaci povrchu nanocastic
prostfednictvim funkénich skupin se pak obsazené léCivé latky dostanou na pozadované

misto ucéinku.

3.3.1.1. Micely

Polymerni micely se skladaji z vysokomolekularnich kopolymerl slozenych
z amfifilnich bloku, které pak vytvareji micely s jadrem ve formé nanostruktury ve vodném

roztoku.

Hydrofobni bloky se shlukuji a vytvareji vnitfni vrstvu, ktera obklopuje vnéjsi vrstvu
tvofenou hydrofilnimi ¢astmi. Maji rGznou délku na zakladé poctu blokld. Kopolymery maji
velmi rozmanitou micelarni strukturu. Velmi Casto pouzivanou latkou s vyhodnymi
vlastnostmi ke tvorbé polymernich micel je polyethylenglykol (PEG), ktery je

biokompatibilni a ma vyrazné nizkou bunécnou toxicitu.

Pro zlepSeni biokompatibility a transkutanni permeace se mulze pouzit
polyvinylpyrrolidon nebo polyvinylalkohol. Hydrofobni bloky jsou obvykle tvofeny
propylenoxidem, L-lysinem, kyselinou DL-mlé¢nou, sperminem a dalSimi sloueninami.
Dulezitymi a sledovanymi parametry pro uvolnéni IéCiva z micel je vhodna teplota, svétlo
a pH. [10]
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Obrazek 3-3-1: Polymerni nanomicela

(zdroj: http://www.imc.cas.cz/umch/sites/Image/nosic.jpg)

3.3.1.2. Liposomy

Polymerni liposomy jsou tvofeny sférickymi strukturami uzavienymi v amfifilni
dvojvrstvé tvofené kopolymery jako jsou fosfolipidy a cholesterol. Uvnitf liposomu jsou
umistény hydrofilni slou€eniny, které liposom pfenasi na misto ucinku. Pfes bunku se

dostavaji také endocytdézou — pfilnutim a splynutim s dvojvrstvou bunééné membrany.

Liposomy maiji charakteristické mirné kyselé prostfedi a prostfednictvim zmén pH
uvolni obsazenou lécivou latku. | do struktury liposomu se muze pfipojit polyethylenglykol

(PEG), ktery prodluzuje dobu, po kterou IéCiva latka cirkuluje v téle.

Jsou mozné i dalSi chemické obmény a modifikace jako napfiklad pfipojeni
slou€enin obsahuijici lipidy ¢asto konjugované s polyethylenglykolem. [11] ZlepSuji fizené
uvolfiovani |éCiv diky jejich biodegradaci a biokompatibilite. Nékteré ze sloucCenin

zalozenych na liposomech jsou zkouSeny v klinickych studiich v USA. [12]
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Obrazek 3-3-2: Polymerni liposom a polymerni micela — srovnani

(zdroj: http://mww.imc.cas.cz/umch/sites/Image/micel_lipos14.jpg)

3.3.1.3. Polymerni nanogely

Polymerni nanogely se skladaji z vysoce poréznich siti tvofenych fetézci, které
jsou spojeny kovalentnimi vazbami. Lécivo se dovniti poru mize dostat pouze ve
struktufe gelu. Na rozdil od micel a liposomU maji obrovsky povrch pro navazani lécivé
latky a tim také umozniuji delSi pohyb IéCiva a jeho postupné fizené uvolfiovani. Pro jejich
pFipravu je dllezité pouzit vhodny vnéjSi povrch, ktery chrani nanocastice. Pokud je navic
dostatecné odolny, prodluzuje zaroven cirkulaci a tim zlepSuje terapeutickou ucinnost.
[13]

3.3.1.4. Dendritické polymery

Dendritické polymery se od ostatnich organickych nanocastic liSi svymi
jedine¢nymi vlastnostmi. Patfi mezi né nizka polydisperzita, nizka viskozita, vysoka

rozpustnost a biokompatibilita.

Jejich syntéza probiha tak, ze se sklada z monomernich jednotek s vétvemi, které

jsou pfidavany v jednotlivych krocich, dokud nevznikne trojrozmérna struktura. [14]
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Obrazek 3-3-3: Rozdéleni dendritickych polymert (zdroj:

http://pubs.rsc.org/services/images/RSCpubs.ePlatform.Service.FreeContent.ImageSer
vice.svc/ImageService/Articleimage/2015/PY/c4py01208a/c4py01208a-f1_hi-res.qgif)
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3.3.2. Anorganické nanocastice

NanocCastice vytvofené z anorganickych slou€enin jsou slozeny z velmi
mechanicky odolnych materialt. Obsahuiji uvnitf jadro, ve kterém je ulozena dana IéCiva
latka. Maji spoustu odliSnych vlastnosti od organickych nanoc€astic, mezi které patfi
magnetické vlastnosti, fototermalni vlastnosti, které bézné& nejsou pozorovany u

nanocastic zaloZzenych na lipidech nebo polymerech.

Mezi anorganické nanocCastice fadime magnetické nanoclastice, mesoporézni
nanocastice z oxidu kfemicitého, kvantové teCky a nanocastice ze zlata a jinych kova.
[15]

3.3.2.1. Magnetické nanocastice

Tyto nanocCastice se pouzivaji k diagnostické i terapeutické aplikaci. LéCivo se vaze
s magnetickymi nanoc€asticemi jako jsou oxidy Zeleza — tzv. IONPs neboli iron oxide
nanoparticles. Oxidy Zeleza jsou biokompatibilni a biodegradabilni, v lidském téle se
shromazduji v jatrech, sleziné a kostni dfeni, kde jsou pak pfeménény na ferritin nebo

hemosiderin.
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Jejich hlavnimi vyhodami jsou dostatecné kontrolovatelna velikost (od 10 do
100nm), mohou byt ovladany vnéjsi magnetickou silou na vétsi vzdalenost. To patfi mezi
jednu z vynikajicich vlastnosti pro terapeutickou aplikaci. Pro své magnetické vlastnosti

se pouziva i jako kontrastni latka pfi magnetické rezonanci. [16]

Obrazek 3-3-4: Vyuziti magnetickych nanoéastic pfi magnetické rezonanci a terapii

nadorl (zdroj:
http://lwww.fzu.cz/sites/default/files/imagecache/pres_celou_stranu/images/gallery/multif
un_obrazek.jpg)
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3.3.2.2. Mesoporézni nanocastice z oxidu kfemicitého

Tyto nanocastice pfipravené z mesoporézniho oxidu kiemicitého predstavuji novou
generaci anorganickych nanocastic. Diky jejich velkému povrchu umoznuji pfichyceni
léCiva a umoziuji ménit tvar a velikost dle potfeby. Musi byt biokompatibilni, protoze se
v soucasnosti pouzivaji jako aditiva potravin a v kosmetice. Jsou provadény i klinické
studie, kde tyto Castice predstavuji sondu, ktera by méla umoznit spravné diagnostikovat
rakovinu. [17]
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3.3.2.3. Nanocastice ze zlata

Pro pfipravu nanoCastic ma zlato ze vSech kovu urcité specifické vyhody. Ma
vyhodné optickeé a elektrické vlastnosti, dobrou biokompatibilitu, nizkou toxicitu, vysokou
afinitu k thiolovym skupinam, kontrolovatelnou velikost. Jsou vhodné jako nosice IéCiv,
k terapii i diagnostickym metodam. Kromé zlata se vyuZzivaji nanoc€astice z jinych kovd,

napf. médi a stfibra. [18]

3.3.2.4. Kvantové tecky

Kvantové teCky neboli Quantum dots (QDs) jsou koloidni polovodiCové nanocastice
s jedine¢nymi optickymi a fluorescencnimi vlastnostmi. Vyskytuji se ve formé krystall o
velikosti 2 az 10nm. Pro jejich malou velikost se pouZzivaji pro znackovani biologickych
makromolekul. Pro zvySeni stability a rozpustnosti ve vodé mohou byt rizné povrchové

modifikovany, typickym pfikladem je polyethylenglykol (PEG). [19]

3.4. Biodegradabilni polymery

Biodegradabilni polymery mohou byt pfirodniho nebo syntetického plvodu.
V lidském téle jsou degradovany pfirozenymi mechanismy bud enzymaticky nebo jinym
zpusobem. Nezatézuji télo zadnymi odpadnimi produkty. Jsou nosici léCiv, proteinl a
jinych makromolekul, které jsou biokompatibilni, bezpecné a eliminuji se béznymi

metabolickymi cestami.
Biodegradabilni polymery délime na syntetické a pfirodni.

Mezi syntetické biodegradabilni polymery patfi hydrofobni materialy, pfikladem
mohou byt alfa hydroxy kyseliny (kyselina mlécnda, kyselina glykolova), kopolymer

kyseliny mlécné a glykolové a polyanhydridy.

Mezi pfirodni biodegradabilni polymery se fadi komplexy cukrd — hyaluronan,
chitosan a anorganické latky — hydroxyapatit. Maji velmi odliSné chemické sloZeni a
fyzikalni vlastnosti, proto Ize jejich chovani v organismu tézko odhadnout, a to je

divodem, pro€ jsou méné pouzivané.
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Narust pouzivanych novych syntetickych polymerd je ovlivnén variabilitou a
naristem novych nemoci, rozsahem davkovani a specialnimi pozadavky na lécbu.
Biokompatibilita je velmi dullezita, ale neni charakteristickou vnitfni vlastnosti daného
materialu, zavisi na biologickém prostfedi a vzajemnych interakcich mezi léCivou latkou

a polymerem. [20]

3.5. Kopolymer kyseliny mlécné a glykolove (PLGA)

PLGA patfi mezi nejlépe prozkoumané biomaterialy umoZznujici dodavani IéCiv a
zaroven je to biodegradabilni polymer schvaleny FDA. Z chemického hlediska se jedna

o kopolymer kyseliny mlécné (PLA) a kyseliny glykolové (PGA). PLGA je biokompatibilni.

Tento polymer je vyrazné zkouman jako nosi¢ nékterych I&Civ, proteinu a dalSich
makromolekul (DNA, RNA, peptidy). Je bezpeény z hlediska dlouhodobych klinickych

zkuSenosti a vhodné degradace, patfi mezi syntetické biodegradabilni polymery.

Fyzikalni vlastnosti se daji snadno ovlivnit prostfednictvim molekulové hmotnosti,
poméru kyseliny mlé¢éné a kyseliny glykoloveé a také koncentraci I1éCiva. Existuje zde vSak
i moznost potencialni toxicity kvali vykyvim davek, nekonstantnimu uvolfiovani a

interakcim mezi IéCivem a polymerem. [21]

Obrazek 3-5-1: Hydrolyza PLGA (zdroj:
http://www.controlledreleasesociety.org/publications/intrack/Publishingimages/12-
2_HydrolysisofPLGA.jpg)
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3.5.1. Fyzikalné — chemické vlastnosti

Pro pfipravu nanocastic z PLGA je nutné dobfe znat jeji fyzikalni, chemické a také
biologické vlastnosti. Obé enantiomerni formy kyseliny, jak kyseliny poly D-mlécné
(PDLA), tak poly L-mlé¢né (PLLA) jsou opticky aktivni. Kyselina mlééna se muze
vyskytovat v krystalické formé (PLLA) nebo v amorfni formé (PDLA), divodem jsou

nepravidelné polymerni fetézce.

Obrazek 3-5-2: Enantiomerni formy kyseliny mlé&né
(zdroj: http://mww.wikiskripta.eu/images/b/b0/MI%C3%A9%C4%8Dn%C3%A1-K.jpg)

C"OOH ?'OOH
H—C—OH HO-C—H
("H_; CH;
D-(-)-mlééna L-(+)-mlé¢na
(R)-2-hydroxypropanova (S)-2-hydroxypropanova

Kyselina polyglykolova neobsahuje postranni methylové skupiny a diky tomu tvofi
semikrystalickou strukturu. Derivaty PLGA mohou mit riznou konstituci dle poctu fetézcu

jednotlivych kyselin a umozriuje do sebe vmezefit molekuly riznych velikosti.

Rozpousti se v mnoha béznych rozpoustédlech, mezi které patfi chlorovana
rozpoustédla, tetrahydrofuran, aceton a ethylacetat. Kyselina mlééna je vice hydrofobni
nez kyselina glykolova kvuli postrannim methylovym skupinam. Proto je PLGA vice
bohaty na kyselinu mléénou méné hydrofilni, méné absorbuje vodu a rozpada se

podstatné pomaleji.

Fyzikalni vlastnosti PLGA jsou ovlivnény fadou faktort zahrnujicich molekulovou
hmotnost, pomér kyseliny mlécné (LA) a glykolové (GA), celkovou velikost, pfitomnost
vody, vliv teploty. Mechanicka sila PLGA zavisi na fyzikalnich vlastnostech a to zejména
na molekulové hmotnosti a polydisperzité. Tyto vlastnosti také ovliviiuji formovani léCiva
do tohoto systému, degradaci a hydrolyzu. Nedavna studie také ukazala, Ze typ |éCiva

ma vliv na stupen uvolhovani.
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Stupen krystalinity ovliviuje bobtnani, mechanickou silu, hydrolyzu a také
biodegradaci polymeru. Krystalinita zavisi na typu a molarnim zastoupenim jednotlivych
monomerd v kopolymernim fetézci. PGA se vyskytuje v krystalické formé, kdyz vytvofi

kopolymer s PLA, snizi tak stupen krystalinity vytvofeného kopolymeru PLGA. [22]

3.5.2. Farmakokinetické vlastnosti a biodistribuce

PLGA jako nosic¢ I1éCiv musi mit vhodné farmakokinetické parametry, tzn. vhodnou
dobu podavani léCiva, biodistribuci a koncentraci pro pozadovany terapeuticky efekt.
Biodistribuce a farmakokinetika ma nelinearni a na davce nezavisly prubéh. Uvolnéni
z krve a vychytavani mononuklearnim fagocytarnim systémem (MPS) zavisi na davce a
kompozici PLGA. Nanocastice tvofené PLGA se akumuluji v jatrech, kostni dfeni, miznich
uzlinach a sleziné. Degradace PLGA je velmi rychla v prvnim stupni a nezatézZuje

organismus. [23]

3.5.3. Kopolymery PLGA

Pro zlepSeni nékterych vlastnosti, inkorporaci riznych léCiv a zpusobu podani jsou
vyvijeny rtizné typy blokd kopolymert ve formé polyestera s polyethylenglykolem (PEG).
Ve formé diblokll PLGA-PEG nebo triblokiil PLGA-PEG-PLGA nebo PEG-PLGA-PEG.

V fetézcich diblokl jsou fetézce PEG orientovany k vnéjsi vodné fazi v micelach
obklopujicich inkorporované &astice. PEG vytvari povrch, ktery je zaroven bariérou a
brani interakcim s ostatnimi cizimi molekulami, které by mohly narusit dodani 1éCiva na
misto ucinku, pfipadné Iécivo rozstépit.

Triblokové kopolymery vytvari pfi télesné teploté gel. PLGA vytvafi hydrofobni ¢ast
a PEG hydrofilni. Pfi nizSi teploté prevazuji vodikové vazby mezi hydrofilnimi PEG a jsou
ve formé roztoku. Pokud teplota vzroste, vodikové vazby zeslabnou, pfevaZzuji naopak
hydrofobni sily v PLGA, coz vede k pfeméné na gel. LéCiva latka nebo protein se z
triblokovych kopolymert uvolfiuje dvéma mechanismy. Prvnim je difuze z hydrogelu

v prvni fazi a druhym je uvolnéni léCivé latky erozi hmoty hydrogelu v koneéné fazi. [24]
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3.5.4. Pfiprava PLGA

LéCiva a proteiny se dnes hojné pouzivaji k terapii. Proto je nutné, aby byly
relativné bezpecné bez znacné toxicity, mély specificky u€inek v daném misté organismu
bez vedlejSich a nezadoucich ucinkd, které by mohly ohrozit pacienta. Je vyhodné, aby
se nosiCe léCiv vyskytovaly v pevném stavu. Dlvodem je, aby IéCiva a peptidy dosahly
pozadovaneého ucinku bez hydrolytického Stépeni, které by tomu zabranilo. Nékdy je vSak
nutné parenteralni podani, aby se zabranilo $tépeni v gastrointestinalnim traktu a first-

pass metabolismu.

Objeveni PLGA jako vhodného nosice IéCiv a peptidl zabrani pouzivani velkych
implantatd a nahradi je mikrosféry, nanosféry, které jsou biodegradabilni, biokompatibilni

a umoznuji fFizené uvolnovani. Pro pfipravu nosi¢l z PLGA existuje mnoho metod. [25]

3.5.4.1. Metoda odparovani rozpoustédla

Existuji dva typy této metody. Prvni je jednoducha emulzni metoda. Tento zpusob
je zaloZen na pfipravé emulze typu olej ve vodé (o/v). Polymer je nejprve rozpustén
v pfislusném mnozstvi ve vodé nemisitelném tékavém organickém rozpoustédle.
Prikladem je dichlormethan. V dalSim kroku je pfidana léCiva latka o velikosti 20-30um a
vytvofi disperzi v daném roztoku. Polymer rozpustény v disperzi pak v pfitomnosti
emulgatoru vytvofi emulzi pfi dané teploté za urcCité intenzity michani. Organické
rozpoustédlo se pak postupné odpafuje nebo vytvofi olejové kapiCky a roztok se zkali.
ZpoCatku je emulze ziskavana za snizeného nebo atmosférického tlaku, kde se
kontroluje stupen michani, aby se rozpoustédlo mohlo odpafovat. V pozdéjsi fazi je
emulze pfevedena do velkého objemu vody nebo vhodného média, které umozni difuzi
rozpoustédla a vznik olejovych kapiCek. Vysledné pevné nanosféry jsou promyty a
suseny za vhodnych podminek pro pfipravu finalnich nanosfér podavanych injekéné.
Tato metoda je vhodna pro pfipravu nosicu I&Civ pro ve vodé nerozpustna léCiva, napf.
steroidy. [26]

Druhym typem je dvojity emulzni proces (nasobny). Tato emulzni metoda je
nejvhodnéjSim zplsobem enkapsulace ve vodé rozpustnych latek jako jsou peptidy,
proteiny a vakciny. Jedna se o emulzi typu voda v oleji ve vodé (v/o/v). Nejprve je

pozadované mnozstvi |éCiva rozpusténo ve vodném prostiedi (deionizovana voda).
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Po té je tento roztok IéCiva pfidan k organické fazi za fizeného michani. Organicka faze
je slozena z PLGA nebo PLA roztoku v dichlormethanu (DCM) nebo chloroformu. Vznikne
tak emulze voda v oleji (v/0). V dalSim krokem je tato emulze pfidana do roztoku
polyvinylalkoholu a pod tlakem smichana. Organické rozpoustédio se pak muze
vyparovat nebo extrahovat jako v bézné emulzi typu olej ve vodé (o/v). Vysledna velikost
a ucinnost enkapsulace je ovlivnéna stupném michani a vybérem vhodného

rozpoustédla. [27]

3.5.4.2. Koacervace (fazova separace)

Koacervace je metoda zalozena na pfipravé biodegradabilnich polymert
umozAujici enkapsulaci prostfednictvim separace dvou kapalnych fazi. LéCivo, které je
rozpusténo nebo dispergovano v roztoku polymeru je obaleno koacervatem. Koacervace
probiha ve tfech stupnich, mezi které patfi fazova separace, adsorpce koacervatu kolem
Casti léCiva a vytvoreni nanosfér. Roztoky se pfipravuji smisenim polymeru a roztoku
v pozadovaném pomeéru. Hydrofilni IéCiva jako peptidy a proteiny jsou rozpustény ve vodé
a dispergovany v roztoku polymeru. Vznika tak emulze typu voda v oleji (v/o). Hydrofobni
léCiva, jako jsou steroidy, se rozpousti nebo jsou rozptyleny v roztoku polymeru, vznika
tak naopak emulze olej ve vodé (o/v). Postupnym pfidavanim organické faze k dané
emulzi za stalého michani dochazi k oddéleni polymeru za vzniku koacervatu obsahujici
kapky. Velikost takto vzniklych kapek zavisi na stupni michani a teploté. Takto vznikla
soustava je pak rychle namoCena do média, které neni rozpustné ve vodném ani
organickém prostiedi, coz vede ke vzniku kapek. Nasleduje promyti, prosévani, filtrace,

centrifugace a mrazové suseni. [28]

3.5.4.3. Precipitace

Polymer a léCivo jsou rozpuStény v acetonu a pfidany do vodného roztoku

obsahujiciho Pluronic F68. Aceton se vyparuje pfi dané teploté. [29]
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3.5.4.4. Metoda vysolovani

Pfi této metodé se nejprve pfipravi emulze typu voda v oleji (v/o) obsahuijici
polymer, rozpoustédlo, které je rozpustné ve vodé, sil a stabilizator. Voda je pfidana do
roztoku v dostacujicim mnozstvi. Voda s emulgatorem se dostane do organické faze a
dochazi k emulgaci. Rozpoustédlo, nejCastéji aceton, difunduje do vodné faze. U
polymeru s léCivou latkou dochazi k precipitaci a vytvoreni pfislusnych nanocastic. PFi
této metodé je nutné pouzit slou€eninu, ktera oddéli s vodou nemisitelné rozpoustédlo.

NejCastéji se pouziva chlorid vapenaty a sacharoza. [30]

3.5.4.5. Metoda sprejoveého suseni

Sprejové suseni patfi mezi rychlé a vyhodné metody. LéCivo, protein nebo peptid,
které jsou soucasti nanosfér, jsou pfipravovany sprejovanim disperze pevné latky v oleji
nebo emulze typu voda v oleji (v/o) za proudu horkého vzduchu. Vybér vhodného
rozpous$tédla zavisi na druhu 1éCiva a jeho hydrofilité ¢i hydrofobité. Morfologie nanosfér
zavisi na povaze pouzitého rozpoustédla, teploté odparovani rozpoustédla a na stupni
sprejovani. Sprejové suSeni ma i jednu nevyhodu, béhem tohoto procesu dochazi

k pfilnuti nanocastic na vnitini vrstvu sprejové susarny. [31]

3.5.5. Faktory ovliviiujici degradaci PLGA

3.5.5.1. Slozeni

Slozeni, tzn. pomér PLA a PGA urcuje hydrofilitu a stupen degradace. S rostoucim

procentualnim zastoupenim PGA v PLGA se urychluje degradace diky jeji hydrofilité. [32]

3.5.5.2. Krystalinita

Teplota skelného prechodu a krystalinita maji nepfimy efekt na miru degradace.
Krystalinita kyseliny mlééné urychluje degradaci kvuli pfitomnosti polymeru tvofeného

polokrystalem, ktery zvySuje hydrofilitu a tim i degradaci. [32]

23



3.5.5.3. Molekulova hmotnost

Polymery s vy838i molekulovou hmotnosti maji obecné pomalejSi degradaci.
Molekulova hmotnost ma pfimy vztah k velikosti fetézce polymeru. Tzn., Ze polymery
s vy8Si molekulovou hmotnosti maji delSi polymerni fetézec a je potfeba mnohem delSi
¢as na rozstépeni na fetézce menSi. Opacny ucinek je u kyseliny mlé¢né, protoze

s rostouci molekulovou hmotnosti klesa krystalinita a degradace se urychluje. [33]

3.5.5.4. Typ léiva

Degradace a parametry souvisejici s uvolnovanim IéCiva z nosiCe zavisi na typu
|éCiva. Zavisi na chemickych vlastnostech dané I&éCivé latky, jejim poméru OH skupin a

tim dané hydrofilité. Zalezi také na kompatibilité s polymerem. [34]

3.5.5.5. Velikost a tvar matrice

Pomeér plochy k celkovému objemu je dulezitym faktorem pro degradaci celého
nosice s IéCivou latkou. Vétsi plocha vede k rychlejSi degradaci matrice. Celoobjemova

degradace je rychlejsi nez povrchova degradace PLGA. [35]

3.5.5.6. pH

Béhem in vitro hydrolyzy bylo prokazano, ze jak alkalickeé, tak kyselé prostfedi
urychluje degradaci polymeru. Rozdil mezi slabé kyselym a neutralnim prostfedim neni

tak zfetelny kvuli autokatalyze koncovych karboxylovych skupin. [36]
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4. Experimentalni Cast

4.1. Pouzité pfistroje

Vahy KERN KB 220-4

Vahy KERN KB max. 1210g

Vahy KERN KB 1200-2N

Homogenizator Diax 900 Heildolph MR, 8000-26000 ota¢ek/min, 6 pasem
Magneticka michacka IKA-WERKE RT, DDHM 17427, 100-1000 otacek/min
Magneticka michacka MANEK, DDHM 17188, 100-1250 otacek/min
Zetasizer ZS, Malvern Instruments, UK Zetasizer ZS 90

Centrifuga UNIVERSAL 16A

Su$arna BINDER

Digitalni stopky DS 35 ZPA PRAGOTRON

4.2. Pouzité chemikalie
Terpolymer kyseliny DL-mlé¢né, kyseliny glykolové a tripentaerythritolu (T3), Katedra
farmaceutické technologie, FaF UK

Kopolymer kyseliny DL-mlé¢né a kyseliny glykolové (PLGA), Katedra farmaceutické
technologie, FaF UK

Kopolymer kyseliny DL-mlé¢né a kyseliny glykolové vétveny na 2% kyseliné polyakrylové

(A2), Katedra farmaceutické technologie, FaF UK
Ethylmethylketon (EMK), Lachema a.s., Neratovice
Dichlormethan (DCM), Lachema a.s., Neratovice
Aceton, Lachema a.s., Neratovice

Aqua purificata, FaF UK — reverzni osmézou
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Amoniak, vodny roztok min. 25% - Lachema a.s., Neratovice
LECITHIN, Merck s.r.o0., Praha

PEG-40-STEARAT, Merck s.r.o., Praha
PEG-12-DIMETICON, Merck s.r.o., Praha

POLYSORBAT 20, Merck s.r.o., Praha

CETRIMID HBr, Merck s.r.o., Praha

Baze terbinafinu, Katedra farmaceutické technologie, FaF UK
Chlorid sodny, Lachema s.r.o., Neratovice

Siran hofecnaty, Lachema s.r.o., Neratovice

Siran sodny, Lachema s.r.o., Neratovice

4.3. Postup pripravy a méreni

Pro pfipravu nanocastic byla pouzita emulzni metoda, ve které dochazi
k odparovani rozpoustédla. Vznika tak emulze typu olej ve vodé. Vnitini faze byla tvofena
roztokem z terpolymeru kyseliny DL-mlécné, glykolové a tripentaerythritolu (T3)
v organickych rozpoustédlech, kterymi byly ethylmethylketon (EMK) nebo dichlormethan
(DCM). Vnéjsi faze byla tvofena vodou s emulgatorem, kterym byl 0,2% CETRIMID HBr
(cetyltrimethyl amonium bromid), 1% PEG-12-DIMETICON, 1% PEG-40-STEARAT,
0,2% LECITHIN + PS 20, 0,5% LECITHIN + PS 20 nebo 1% LECITHIN + PS 20.
Promichani téchto dvou fazi bylo zajisténo pomoci homogenizatoru pfi nejvys$Sim stupni

otacek po dobu 30 sekund.

4.3.1. Priprava vnejsi faze

Na analytickych vahach se navazilo pfislusné mnozstvi emulgatoru, které se pak
predalo do kadinky, kde se rozpustilo v potfebném mnozstvi vody, aby vznikla pfislusna

koncentrace. K vné&jsi fazi se také k danym vzorkum pfidavala sl nebo amoniak.
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Tabulka 4-3-1: Slozeni vnéjSi faze.

Emulgator PozZadovana Mnozstvi Mnozstvi vody
koncentrace emulgatoru

CETRIMID HBr 0,2% 29 998g
PEG-12-DIMETICON 1% 10g 990g
PEG-40-STEARAT 1% 10g 990g
PEG-40-STEARAT 0,2% 29 998¢
LECITHIN+PS 20 1% 10g 990g
LECITHIN+PS 20 0,5% 59 9959
LECITHIN+PS 20 0,2% 29 998¢g

4.3.2. Priprava vnitini faze

Na analytickych vahach se navaZzilo do stojatky 4,5g terpolymeru kyseliny DL-
mlécné, kyseliny glykolové a tripentaerythritolu (T3) a doplnilo stanovenym mnozstvim
rozpoustédla (EMK nebo DCM) do 150g, aby vznikla pfislusna 3% koncentrace roztoku

T3. Rozpusténi se podpofilo intenzivnim tfepanim.

4.3.3. P¥iprava 0,5% baze terbinafinu (BT)

Na analytickych vahach se navazilo do kadinky 15g Cistého terbinafinu, ke kterému
se pridaly 3l destilované vody. Roztok byl zahfivan pro usnadnéni rozpousténi. Po
rozpusténi byl prfidavan roztok amoniaku, aby vznikl roztok o pH 8-9 a mohla se vysrazet
baze terbinafinu. pH bylo zkontrolovano pomoci indikatorovych papirk. BEhem michani

pak doslo k vysrazeni baze terbinafinu.

4.3.4. Priprava nanocCastic

Kadinka s vnéj§i vodnou fazi se s rozpusténym emulgatorem umistila pod
homogenizator. Hrot turbiny homogenizatoru byl umistén 1cm ode dna kadinky.
Homogenizator se zapnul na nejmensi polet otaCek. Po té se pfidavala faze vnitini
tvofena polymerem T3 spolu se stanovenym mnozstvim BT. Mnozstvi vnéjsi a vnitini

faze bylo dano typem emulzni soustavy. Celkové mnozstvi bylo 60g.

27



Po pfidani vnitfni organické faze se homogenizator nastavil na nejvyssi stuper otacek —
6, coz je 26 000 otaCek/min na dobu 30s. Michani se ukoncilo sniZzovanim otacek az do
zastaveni. Pak se vzorek v kadince umistil na magnetickou michacku na 2h, aby doslo

k odpafeni rozpoustédla a vznikly tak poZadované nanocastice.

Tabulka 4-3-4: Typy emulznich soustav a pozadovana mnoZzstvi emulgatoru, T3 a BT dle
typu emulze.

Emulzni soustava Mnozstvi T3 Mnozstvi BT (5%, MnozZstvi
30%) emulgatoru
5% 39 4,74mg, 38,57mg 579
10% 69 9,48mg, 77,14mg 549
15% 99 14,21mg, 115,71mg 51¢g
20% 12g 18,95mg, 154,28mg 489

4.3.5. Méreni velikosti pfipravenych Castic

Pro méfeni pfipravenych Castic byl pouZit pfistroj Zetasizer ZS 90. Vzorek bylo
nutné umistit do specialnich kyvet pro méfeni parametrl velikosti Castic. Kyvety byly vzdy
naplnény do stanovené vysky, umistily se do pristroje a provedlo se méfeni. Vyhodnoceni

jednotlivych vzorku pak bylo zjisténo na pocitaci pfipojeném k Zetasizeru.
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5. Vysledky

Vysledky méfeni jsou znazornény v nasledujicich tabulkach a na jejich zakladé

vytvofenych grafech.

5.1. Vliv iontové sily na velikost Castic

V této Casti jsou popsany vysledky méfeni, kdy pro pfipravu nanocastic byl pouzit
jako vnéjsi faze 0,2% CETRIMID HBr (cetyltrimethyl amonium bromid). U CETRIMID HBr
byl také vyzkousen vliv malého pfidavku soli — 0,5%, 1% NaCl a 0,5%, 1% MgSOa4. Jako
vnitini faze se pouZil 3% roztok polymeru T3 v EMK. Po zhomogenizovani a nasledném

dvouhodinovém michanim bylo provadéno méfeni velikosti nanocastic.

Tabulka 5-1: Granulometrické charakteristiky ¢astic pfipravenych z 20% emulze, 3%
roztoku nosi¢e T3 v EMK, jako emulgator byl pouZit 0,2% CETRIMID HBr. Vliv pfisady

soli.

Vzorek Primér Polydisperzita P1 Plocha P2 Plocha Sul

c. (nm) (nm) piku (nm) piku
(%) (%)
1 538 0,146 541 100 0 0 -
2 596 0,356 1131 65 318 35 -
3 1018 0,434 1768 83 287 17 -
4 5304 0,146 5470 76 252 24 0,5%
NacCl
5 7223 0,608 3494 100 0 0 1%
NacCl
6 3806 0,514 4972 100 0 0 0,5%
MgSOa4
7 2214 0,973 706 100 0 0 1%
MgSOa4
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Obrazek 5-1-1: Vliv pfisady soli na frakci ¢astic v nejvyssi intenzitni koncentraci. Popis
vzorku je v tabulce 5-1.
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Obrazek 5-1-2: Vliv pfisady soli na frakci nejmenSich Castic v nejvySsi intenzitni

koncentraci. Popis vzorkl je v tabulce 5-1.
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Obrazek 5-1-3: Autenticky zaznam pfistroje. Vzorek €. 1 — intenzitni primér nanocastic.

Frekvencni krivka.

Size Distribution by Intensity
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Obrazek 5-1-4: Autenticky zaznam pfristroje. Vzorek €. 7 — intenzitni primér nanocastic

po pfidavku 1% MgSOa. Frekvencni kfivka.

Size Distribution by Intensity
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5.2. Vliv koncentrace emulze na velikost ¢astic

V této kapitole jsou popsany vysledky méreni, kde byl zkouman vliv koncentrace
emulze. Jako rozpoustédlo pro pfipravu 3% T3 byl pouzit dichlormethan, jako vné;jsi faze
0,2% CETRIMID HBr. Pripravily se 5%, 10%, 15% a 20% emulze. Postup pfipravy a

méreni nebyl zménén.

Tabulka 5-2: Granulometrické charakteristiky ¢astic pfipravenych z 5%, 10%, 15% a 20%
emulze, 3% roztoku nosi¢e T3 v DCM, jako emulgator pouzit 0,2% CETRIMID HBr. Vliv

koncentrace emulze.

Vzorek Primér Polydisperzita Pl Plocha P2 Plocha Emulze

¢. (nm) (nm) piku (nm) piku

(%) (%)
8 597 0,360 1068 100 0 0 5%
9 512 0,406 896 85 206 15 10%
10 658 0,342 1037 87 188 13 15%
11 646 0,184 789 100 0 0 20%

Obrazek 5-2-1: Vliv koncentrace emulze na frakci ¢astic. Popis vzorku je v tabulce 5-2.
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Obrazek 5-2-2: Autenticky zaznam pristroje. Granulometrické parametry castic

pripravenych z 5% emulze. Vzorek €. 8 — intenzitni primér nanocastic. Frekvenéni kfivka.

Size Distribution by htensity

Intensity (%)
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Obrazek 5-2-3: Autenticky zaznam pristroje. Granulometrické parametry castic
pripravenych z 10% emulze. Vzorek €. 9 — intenzitni primér nanocastic. Frekvencéni

krivka.

Size Distribution by htensity
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Obrazek 5-2-4: Autenticky zaznam pristroje. Granulometrické parametry castic

pripravenych z 15% emulze. Vzorek €. 10 — intenzitni prdmér nanoc&astic. Frekvencéni

kfivka.
Size Distribution by Intensity
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Obrazek 5-2-5: Autenticky zaznam pristroje. Granulometrické parametry castic
pripravenych z 20% emulze. Vzorek €. 11 — intenzitni praimér nanocastic. Frekvenéni

krivka.

Size Distribution by Intensity
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5.3. Vliv koncentrace emulze na velikost €astic po pfidani 5% baze

terbinafinu

V této Casti se zkoumal vliv koncentrace emulze na velikost ¢astic po pfidani
zkouSené ucinné latky. Baze terbinafinu se pfidavala k vnitini fazi, ve které se rozpustila.

Postup i veSkeré podminky jsou stejné jako u pfedchoziho pfipadu.

Tabulka 5-3: Granulometrické charakteristiky ¢astic pfipravenych z 5%, 10%, 15% a 20%
emulze, 3% roztoku nosic¢e T3 v DCM, jako emulgator pouzit 0,2% CETRIMID HBr. Vliv

koncentrace emulze po pfidani 5% BT.

Vzorek Pramér Polydisperzita Pl Plocha P2 Plocha Emulze

c. (nm) (nm) piku (%) (nm) piku

(%)
12 670 0,478 1449 82 300 18 5%
13 449 0,340 651 90 4885 10 10%
14 548 0,375 1041 79 222 21 15%
15 745 0,374 967 85 179 15 20%

Obrazek 5-3-1: Vliv koncentrace emulze na frakci ¢astic po pfidani 5% BT. Popis vzorku

je v tabulce 5-3.
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Obrazek 5-3-2: Autenticky zaznam pfistroje. Granulometrické parametry castic
pfipravenych z 20% emulze. Vzorek €. 15 — intenzitni primér nanocastic. Frekvencni

krivka.

Size Distribution by htensity

Intensity (%)
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5.4. Vliv koncentrace emulze na velikost Castic po pfidani 30%
baze terbinafinu
Tabulka 5-4: Granulometrické charakteristiky ¢astic pfipravenych z 5%, 10%, 15% a 20%

emulze, 3% roztoku nosi¢e T3 v DCM, jako emulgator pouzit 0,2% CETRIMID HBr. Vliv

koncentrace emulze po pfidani 30% BT.

Vzorek Prumér Polydisperzita Pl Plocha P2 Plocha Emulze

¢. (nm) (nm) piku (nm) piku

(%) (%)
16 657 0,274 1064 81 337 19 5%
17 660 0,367 824 83 321 17 10%
18 966 0,436 1158 87 5092 13 15%
19 700 0,369 609 100 0 0 20%
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Obrazek 5-4-1: Vliv koncentrace emulze na frakci ¢astic po pfidani 30% BT. Popis vzorku

je v tabulce 5-4.
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Obrazek 5-4-2: Autenticky zaznam pfistroje. Granulometrické parametry ¢astic s 30%
bazi terbinafinu pfipravenych z 5% emulze. Vzorek €. 16 — intenzitni praimér nanocastic.

Frekvencéni kfivka.

Size Distribution by Intensity
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Obrazek 5-4-3: Autenticky zaznam pfistroje. Granulometrické parametry ¢astic s 30%
bazi terbinafinu pfipravenych z 10% emulze. Vzorek €. 17 — intenzitni primér nanocastic.

Frekvencni krivka.

Size Distribution by htensity
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Obrazek 5-4-4: Autenticky zaznam pfistroje. Granulometrické parametry ¢astic s 30%
bazi terbinafinu pfipravenych z 15% emulze. Vzorek €. 18 — intenzitni primér nanocastic.

Frekvendni kfivka.

Size Distribution by htensity
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Obrazek 5-4-5: Autenticky zaznam pfistroje. Granulometrické parametry ¢astic s 30%
bazi terbinafinu pfipravenych z 20% emulze. Vzorek €. 19 — intenzitni priimér nanocastic.

Frekvencni krivka.
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5.5. Vliv koncentrace emulze a koncentrace baze terbinafinu na
velikost Castic
Tabulka 5-5: Granulometrické charakteristiky ¢astic pfipravenych z 5% a 20% emulze,

3% roztoku nosice T3 v DCM, jako emulgator pouzit 0,2% CETRIMID HBr. Vliv

koncentrace emulze a vliv 5% a 30% koncentrace baze terbinafinu na velikost ¢astic.

Vzorek Pramér Polydisperzita Pl Plocha P2 Plocha Emulze BT

¢. (nm) (nm) piku  (nm) piku

(%) (%)
20 437 0,276 612 100 0 0 5% 5%
21 508 0,259 677 100 0 0 5% 30%
22 312 0,247 389 98 4857 2 20% 5%
23 593 0,567 571 72 154 28 20%  30%
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Obrazek 5-5-1: Vliv 5% a 20% emulze na frakci ¢astic po pfidani 5% BT. Popis vzorku je

uveden v tabulce 5-5.
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Obrazek 5-5-2: Vliv 5% a 20% emulze na frakci ¢astic po pfidani 30% BT. Popis vzorki

je uveden v tabulce 5-5.
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Obrazek 5-5-3: Vliv 5% emulze na frakci ¢astic po pfidani 5% a 30% BT. Popis vzorku je

v tabulce 5-5.
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Obrazek 5-5-4: Vliv 20% emulze na frakci ¢astic po pfidani 5% a 30% BT. Popis vzorkd

je uveden v tabulce 5-5.
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Obrazek 5-5-5: Autenticky zaznam pfistroje. Granulometrické parametry castic
pfipravenych z 5% emulze a 30% BT. Vzorek ¢. 21 — intenzitni primér nanocastic.

Frekvencni krivka.

Size Distribution by htensity
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5.6. Vliv pouzitého emulgatoru a rozpoustédla DCM pouzitého pro

pfipravu 3% roztoku nosi¢e T3 na velikost ¢astic

Tabulka 5-6A: Typ pouzitého emulgatoru a pfidavek soli u jednotlivych vzorka (24-29).

Vzorek €. Emulgator sul
24 1% PEG-12-DIMETICON -
25 1% PEG-40-STEARAT -
26 1% LECITHIN + PS 20 -
27 1% PEG-12-DIMETICON 1%NacCl
28 1% PEG-40-STEARAT 1%NacCl
29 1% LECITHIN + PS 20 1%NaCl
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Tabulka 5-6B: Granulometrické charakteristiky ¢astic pfipravenych z 20% emulze, 3%
roztoku nosiCe T3 v DCM, jako emulgator byly pouzity 1% PEG-12-DIMETICON, 1%
PEG-40-STEARAT, 1% LECITHIN s PS 20. Déle byl zkouman i vliv pfisady soli 1% NaCl

spolu s emulgatory. Byla pouzita 30% koncentrace baze terbinafinu.

Vzorek  Pramér  Polydisperzita P1 Plocha P2

¢. (nm) (nm) piku (%) (nm)
24 328 0,796 189 100 0
25 430 0,651 168 64 705
26 419 0,331 425 96 5270
27 334 0,563 387 75 85
28 472 0,382 377 100 0
29 0 0 0 0 0

Vzorek €. 29 byl neméfitelny z divodu vzniklé srazeniny.

Plocha
piku (%)
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Obrazek 5-6-1: Vliv pouzitych emulgatoru na frakci €astic za pouziti 20% emulze a 30%

BT. Popis vzorku je uveden v tabulce 5-6A a 5-6B.

500
450
400
350
300
250
200
150
100
50
0

pramér [nm]

24 25 26
¢islo vzorku

43



Obrazek 5-6-2: Vliv pouzitych emulgatora s pfidavkem 1% NaCl na frakci €astic za pouziti
20% emulze a 30% BT. Popis vzorkl je v tabulce 5-6A a 5-6B.
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Obrazek 5-6-3: Autenticky zaznam pfistroje. Granulometrické parametry Ccastic
pFipravenych z 20% emulze a 30% BT za pouziti emulgatoru 1% LECITHINU + PS 20.

Vzorek €. 26 — intenzitni primér nanocastic. Frekvencni kfivka.

Size Distribution by Intensity
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Obrazek 5-6-4: Autenticky zaznam pfistroje. Granulometrické parametry castic
pripravenych z 20% emulze a 30% BT za pouziti emulgatoru 1% PEG-12-DIMETICONU.

Vzorek €. 27 — intenzitni primér nanoc&astic. Frekvené&ni kfivka.

Size Distribution by Intensity
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5.7. Vliv pouzitého emulgatoru a rozpoustédla EMK pouzitého pro

pfipravu 3% roztoku nosi¢e T3 na velikost ¢astic

Tabulka 5-7A: Typ pouzitého emulgatoru a pfidavek soli u jednotlivych vzorka (30-35).

Vzorek €. Emulgator sul
30 1% PEG-12-DIMETICON -
31 1% PEG-40-STEARAT -
32 1% LECITHIN + PS 20 =
33 1% PEG-12-DIMETICON 1%NacCl
34 1% PEG-40-STEARAT 1%NaCl
35 1% LECITHIN + PS 20 1%NacCl
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Tabulka 5-7B: Granulometrické charakteristiky Castic pfipravenych z 20% emulze, 3%
roztoku nosiCe T3 v EMK, jako emulgator byly pouzity 1% PEG-12-DIMETICON, 1%
PEG-40-STEARAT, 1% LECITHIN s PS 20. Déle byl zkouman i vliv pfisady soli 1% NaCl

spolu s emulgatory. Byla pouzita 30% koncentrace baze terbinafinu.

Vzorek Pramér  Polydisperzita P1 Plocha P2 Plocha

c. (nm) (nm) piku (%) (nm) piku (%)
31 6734 0,372 5224 100 0 0

32 518 0,375 630 89 4428 11

33 6565 0,600 5560 100 0 0

34 1161 0,598 2287 86 366 14

35 5780 0,878 146 89 5560 11

Vzorek €. 30 nebyl pfistrojem zméfen. Duvod nebyl zjistén.

Obrazek 5-7-1: Vliv pouzitych emulgatort na frakci ¢astic v nejvy$si intenzitni koncentraci

za pouziti 20% emulze a 30% BT. Popis vzorku je v tabulce 5-7A a 5-7B.
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Obrazek 5-7-2: Vliv pouzitych emulgatora s pfidavkem 1% NaCl na frakci €astic za pouziti
20% emulze a 30% BT. Popis vzorkl je tabulce 5-7A a 5-7B.
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5.8. Vliv pouzitého emulgatoru, rozpoustédla, pridavku soli,

zmény pH a koncentrace emulze na velikost Castic

Tabulka 5-8A: Charakteristiky jednotlivych vzorkl (36-41).

Vzorek €. Emulgator Emulze Rozp.
36 0,5% LECITHIN + PS 20 10% EMK
37 0,5% LECITHIN + PS 20, 10% EMK

kapka NHs
38 1% PEG-40-STEARAT + 1% 10% EMK
NaCl
39 1% PEG-40-STEARAT + 1% 10% EMK
MgSO4
40 0,2% CETRIMID HBr 5% DCM
41 0,2% CETRIMID HBr, kapka 5% DCM
NH3
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Tabulka 5-8B: Granulometrické charakteristiky ¢astic pfipravenych z 5% a 10% emulze,
3% roztoku nosi¢e T3 v EMK a DCM, jako emulgator byly pouZzity 0,2% CETRIMID HBr,
1% PEG-40-STEARAT, 1% LECITHIN s PS 20. Déle byl zkouman i vliv pfisady soli 1%
NaCl spolu s emulgatory a zména pH pfidavkem NHs . Byla pouzita 30% koncentrace

baze terbinafinu.

Vzorek  Pramér Polydisperzita P1(nm) Plocha P2(nm) Plocha

c. (nm) piku (%) piku (%)
37 1441 1 520 53 113 47
38 5964 0,482 880 88 5560 12
39 5352 0,470 1248 100 0 0
40 708 0,332 1096 100 0 0
41 595 0,219 731 100 0 0

Vzorek €. 36 byl neméfitelny z dlvodu vzniklé srazeniny.

Obrazek 5-8-1: Vliv pfidavku rtizné soli na frakci ¢astic v nejvyssi intenzitni koncentraci
za pouziti 1% PEG-40-STEARATU jako emulgatoru. V obou pfipadech se jedna o 10%
emulzi a rozpoustédlem byl EMK. Popis vzorku je uveden v tabulce 5-8A a 5-8B.
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Obrazek 5-8-2: Vliv pfidavku amoniaku na frakci ¢astic v nejvy$Si intenzitni koncentraci
za pouziti 0,2% CETRIMIDU HBr jako emulgatoru. V obou pfipadech se jedna o 5%

emulzi a rozpoustédlem byl DCM. Popis vzorku je v tabulce 5-8A a 5-8B.
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Obrazek 5-8-3: Vliv pfidavku amoniaku u riznych emulgatort — 0,5% LECITHIN+PS 20,
0,2% CETRIMID HBr na frakci Castic v nejvySsi intenzitni koncentraci. OdliSna

koncentrace emulze i rozpoustédlo. Popis vzorkud je uveden v tabulce 5-8A a 5-8B.
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Obrazek 5-8-4: Autenticky zaznam pfistroje. Granulometrické parametry castic
pfipravenych z 5% emulze a 30% BT, rozpoustédlem byl DCM a emulgatorem 0,2%
CETRIMID HBr s pfidavkem amoniaku. Vzorek €. 41 — intenzitni primér nanocastic.

Frekvencni krivka.

Size Distribution by htensity
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0.1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)

— Record 119: 411 Record 120: 41 2 Record 121:413

5.9. Vliv pouzitého rozpoustédla, koncentrace emulze, emulgatoru

a pridavku soli na velikost ¢astic

Tabulka 5-9A: Charakteristiky jednotlivych vzork( (42-45).

Vzorek Emulze Rozp. Emulgator
¢.
42 5 DCM 0,2% LECITHIN + PS 20
43 10 DCM 0,2% LECITHIN + PS 20
44 20 EMK 0,2% PEG-40-STEARAT + 1% NaCl
45 20 EMK 0,2% LECITHIN + PS 20

Tabulka 5-9B: Granulometrické charakteristiky Castic pfipravenych z 5%, 10% a 20%
emulze, 3% roztoku nosice T3 v EMK a DCM, jako emulgator byly pouZity 0,2% PEG-40-
STEARAT, 0,2% LECITHIN s PS 20. Dale byl zkouman i vliv pfisady soli 1% NaCl spolu
s 0,2% PEG-40-STEARAT. Byla pouzita 30% BT.

Vzorek  Primér Polydisperzita P1(nm) Plocha P2(nm) Plocha

¢. (nm) piku (%) piku (%)
42 310 0,266 325 92 4292 8

43 422 0,478 294 57 2254 43

44 7508 0,488 1983 100 0 0

45 1029 0,316 1072 93 5008 7
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Obrazek 5-9-1: Vliv koncentrace emulze a rozpoustédla na frakci ¢astic za pouziti

emulgatoru 0,2% LECITHIN + PS 20. Popis vzorku je v tabulce 5-9A a 5-9B.
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Obrazek 5-9-2: Vliv pouzitého emulgatoru na frakci €astic v nejvyssi intenzitni koncentraci

za pouziti EMK jako rozpoustédla. Popis vzorkul je uveden v tabulce 5-9A a 5-9B.
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Obrazek 5-9-3: Autenticky zaznam pfistroje. Granulometrické parametry castic
pfipravenych z 20% emulze, rozpoustédlem byl EMK a emulgatorem 0,2% LECITHIN

s PS 20. Vzorek €. 45 — intenzitni primér nanocastic. Frekvencni kfivka.

Size Distribution by htensity
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5.10. Vliv pouzitého emulgatoru, rozpoustédla a pH na velikost
Castic

Tabulka 5-10A: Charakteristiky jednotlivych vzorkl (46-51).

Vzgrek Rozpoustédlo Emulgator
4(1:6 EMK 0,2% CETRIMID HBr
47 EMK 0,2% CETRIMID HBr + amoniak
48 EMK 0,2% LECITHIN + PS 20
49 EMK 0,2% LECITHIN + PS 20 + amoniak
50 DCM 0,2% LECITHIN + PS 20
51 DCM 0,2% LECITHIN + PS 20 + amoniak
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Tabulka 5-10B: Granulometrické charakteristiky ¢astic pfipravenych z 5% emulze, 3%
roztoku nosi¢e T3 v EMK a DCM, jako emulgator byly pouzity 0,2% LECITHIN s PS 20 a
0,2% CETRIMID HBr. Dale byl zkouman i vliv zmény pH pfidavkem NHs. Byla pouZita
30% BT.

Vzorek  Primér Polydisperzita P1(nm) Plocha P2(nm) Plocha

C. (nm) piku (%) piku (%)
46 4997 0,567 1227 100 0 0

47 1797 0,573 836 100 0 0

48 447 0,654 367 77 110 23
49 6012 0,772 267 89 59 11

50 323 0,400 419 93 4556 7

51 379 0,850 276 50 4461 50

Obrazek 5-10-1: Vliv zmény pH na frakci ¢astic v nejvysSi intenzitni koncentraci za pouziti
0,2% CETRIMIDU HBr jako emulgatoru. Popis vzorku je v tabulce 5-10A a 5-10B.
1400
1200
1000
800

600

pramér [nm]

400

200

0
46 47

Cislo vzorku

53



Obrazek 5-10-2: Vliv zmény pH na frakci ¢astic v nejvyssi intenzitni koncentraci za pouziti
0,2% LECITHINU + PS 20 jako emulgatoru. Popis vzorku je v tabulce 5-10A a 5-10B.
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Obrazek 5-10-3: Vliv rozpoustédla DCM a zmény pH na frakci ¢astic v nejvyssi intenzitni
koncentraci za pouziti 0,2% LECITHINU + PS 20 jako emulgatoru. Popis vzorka je
v tabulce 5-10A a 5-10B.
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Obrazek 5-10-4: Vliv rozpoustédla EMK a zmény pH na frakci ¢astic v nejvyssi intenzitni
koncentraci za pouziti 0,2% CETRIMIDU HBr a 0,2% LECITHINU + PS 20 jako

emulgatoru. Popis vzork(l je uveden v tabulce 5-10A a 5-10B.
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Obrazek 5-10-5: Vliv zmény rozpoustédla a pH na frakci Castic v nejvysSi intenzitni
koncentraci za pouziti 0,2% LECITHINU + PS 20 jako emulgatoru. Popis vzorka je
uveden v tabulce 5-10A a 5-10B.
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5.11. Vysledky analyz

K provedeni analyzy byly pfipraveny roztoky o 3% koncentraci. Jako emulgator byl
pouzit 0,2% CETRIMID HBr, pfipravena emulze byla ve v8ech vzorkach 20%.
Rozpoustédlem byl EMK nebo DCM. Jako nosiCe byly pouzity PLGA, A2 a T3. Byl
zkouman vliv pfisady amoniaku a siranu sodného. Pfipravené vzorky byly podrobeny
homogenizaci na homogenizatoru Diax po dobu 60s, po té byly umistény na magnetickou

michaCku na 2-3h. Po zméfeni velikosti Castic pfistrojem Zetasizer mohly byt vzorky

umistény do centrifugy 4500 RPM na 1h a po té suSeny ve vakuu pfi 23-25°C.

v,

Tabulka 5-11: Distribuce baze terbinafinu do vnéjsi faze pfi pfipravé ¢astic emulzni

metodou (emulze o/v).

Vzorek | Rozp. Popis vzorku BT vstup BT Vytézek \%
C. Nosi¢/Aditivum [%] v Casticich BT supernatantu
[%6] [%] (a)
1 EMK PLGA/- 10 3,3 30 0,393
2 EMK PLGA/- 20 10,1 50 0,486
3 EMK PLGA/- 30 19,9 65 0,511
4 EMK A2/- 10 1,6 16 12,21
5 EMK A2/- 20 9,4 47 2,13
6 EMK A2/- 30 18,6 62 0,90
7 EMK T3/- 10 3,3 33 0,12
8 EMK T3/- 20 11,5 57 1,13
9 EMK T3/- 30 16,1 54 4,69
10 EMK T3/NH4OH, 20 3,8 sraz. 0,75
pH 7,7
11 EMK | T3/Na2S04 5% 20 10,9 55 3,22
12 EMK T3/NH4OH, 20 14,1 70 10,39
Na2S0a4

13 DCM T3/- 0 1,9 0 0
14 DCM T3/- 10 10,8 22 0,09
15 DCM T3/- 20 6,1 33 0,25
16 DCM T3/- 30 8,3 37 0,18
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6. Diskuse

6.1. K tématu a zamereni prace

Téma predloZzené prace bylo zadano se zamérem upfesnit nékteré dosavadni
poznatky o vlivu nékterych formulacnich parametri na velikost a distribuci velikosti
submikronovych a vétSich ¢astic z alifatickych polyestert s vétvenou konstituci molekuly.
Casticové systémy byly pfipraveny emulzni metodou za rozdé&lovani rozpoustédla. Byla
vyzkousena dveé rozpoustédla, jednak ve vyrobni praxi nejvice pouzivany dichlormethan,
a také v mnoha experimentech osvédceny ethylmethylketon. Ve vSech pfipadech u vSech
vzorku byla vyuZita 3% koncentrace polyesteru ekvimolarniho poméru kyseliny mlééné a
glykolové (PLGA) vétveného na tripentaerythritolu s potencialnim maximalnim poctem 8
vétvi. Soucasti vnitfni faze byl v nékterych pfipadech terbinafin ve formé baze obsazeny

ve vnitini fazi emulze v koncentracich 5% az 30%. Byly formulovany emulze s rdznou

Vv,

Vv s

slozkou byla voda, jako emulgator byl pouzit u vétSiny pfipravenych vzorkd hydrobromid
cetyltrimethylamonia. Dale byly pouzity pegylovany hydrofilni dimeticon, pegylovana
kyselina stearova a smés stejnych dilu polysorbatu 20 s lecithinem v jednotné 0,2%
koncentraci. Nové byl pouzit chlorid sodny a siran hofeénaty. Ugelem bylo zvy$eni

polarity vnéjsi faze. Od tohoto opatfeni bylo oCekavano pfipadné snizeni uniku baze

viwv s

viiwv s

zakladé snizené rozpustnosti terbinafinu ve vnéjsi fazi.

6.2. K vlivu iontove sily vnéjSi faze na velikost Castic

Ve vnéjSi vodné fazi byly rozpustény dvé soli, chlorid sodny a siran horecnaty
v 0,5% a v 1% koncentraci. Z tabulky 5-1 je patrné, Ze pfisada soli vede k jejich vétSimu
rozméru, ktery pfesahuje teoreticky rozsah méfitelnosti. Jako prekvapivy fakt je mozno
hodnotit vétSi rozmér Castic pfipravenych v pfitomnosti chloridu sodného nez siranu

hofeCnatého, ktery by mohl teoreticky sitovat nosi¢ solnymi muastky.
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Tvar autentickych zdznaml na obr. 5-1-4 zpochybfiuje validitu vysledkd u vzorki
pfipravenych v pfitomnosti soli. Ddvodem je velka frakce z hlediska meéfitelnosti
velikostné nadlimitnich Castic. Z vySe uvedeného vyplyva, ze zména iontove sily a polarity
vnéjsi faze za pouziti CETRIMIDU HBr nevede k ucinné dispergaci. Dochazi patrné

k inaktivaci emulgatoru snizenim jeho afinity k mezifazi.

6.3. K vlivu koncentrace emulze na velikost ¢astic

Byla pfipravena fada vzorku €astic z polymeru rozpusténého v dichlormethanu.
Dichlormethan ma vysokou hustotu, proto nebyl ani pfi jeho 20% hmotnostni koncentraci
relativné velka polydisperzita vedouci u dvou vzorkl k vyhodnoceni ve formé dvou pika.
Jak je vSak patrné z autentickych zaznamu na obr. 5-2-2 az 5-2-4, tendence ke dvéma
odliSnym frakcim byla u obou vzorkud. Jako pfekvapivou skute€nost je mozno hodnotit
markantni tendenci k unimodalni distribuci se zvySovanim koncentrace emulze. Je
mozno konstatovat, Zze vliv koncentrace emulze na velikost Castic nebyl prokazan,
z hlediska polydisperzity se jevi jako vyhodnéjSi ¢astice pfipravené z emulzi s vysSi

koncentraci vnitini faze.

6.4. K vlivu koncentrace emulze na velikost ¢astic s 5% a s 30%
terbinafinem

Experimentalni schéma v této ¢asti prace bylo stejné jako v kapitole 6.3. Z tabulek
5-2 a 5-3 je patrné, Ze pfitomnost baze terbinafinu v 5% koncentraci nevede k podstatné
zmeéné granulometrickych parametrd. Nejvétsi frakce nejmensSich Castic z hlediska
intenzitni charakteristiky byla prokazana u 10% emulze. V tomto pfipadé vSak byly
v nezanedbatelném podilu mikrocCastice v blizkosti nebo v pfesahu méfitelnosti. DalSi ze
vzorki meély vétSinu Castic vétSich rozmérl. Na obrazku 5-3-2 je zaznam pfistroje
z méfeni 20% emulze. Jsou patrné tfi velikostni frakce. Nejvétsi podil ma rozmér tésné
pod 1000 nm, nezanedbatelny 15% podil pfedstavuje nano&astice pod 100 nm a zaznam

konCi prerusenou kfivkou smérfujici do nadlimitni velikostni tridy.

V tabulce 5.4 jsou udaje, které se tykaji Castic, které obsahuji ve vnitini fazi 30%
bazi terbinabinu. Byly o poznani vétsi, nez tomu bylo u ¢astic bez terbinafinu nebo s jeho

5% koncentraci.
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Jako pozitivni skuteCnost je mozno hodnotit tendenci k méné polydisperzni distribuci
velikosti Castic s koncentraci emulze. Také v pfipadé 20% emulze jsme prokazali

distribuci v jedné velikostni tfidé. Jsou v ni zastoupené ¢astice od 120 nm do 1000 nm.

Srovnani velikosti ¢astic popsanych v tomto oddilu z hlediska vlivu stoupajici
koncentrace baze terbinafinu od 5% do 30% je zpracovano v tabulce 5-5 a na pfislusnych
obrazcich 5-5-1 az 5-5-5. Zvlasté srovnanim obrazku 5-5-1 a 5-5-2 je mozno konstatovat
opacny vliv stoupajici koncentrace baze terbinafinu na velikost Castic. Nepfiznivy
vysledek u vzorku pfipraveného s nejvysSSi koncentraci baze terbinafinu u emulze
s nejvyssi koncentraci vnitfni faze je ovlivnény celkovou polydisperzitou. Ve skutecnosti
rozborem autentickych zaznamu z pfistroje (napf. obr. 5-5-5) je mozno konstatovat velmi
pfiznivé parametry tohoto vzorku. Z hlediska vytéznosti vyroby je velmi dllezité, ze pfi
zvySeni koncentrace emulze z 5% pfi 5% koncentraci baze terbinafinu ve vnitfni fazi
na 20% emulzi obsahujici 30% bazi terbinafinu se teoreticky ziskaji ze stejného objemu

vyrobni Sarze Castice v mnozstvi 36nasobném.

6.5. K vlivu rozpoustédla nosiCe a emulgatoru na granulometrické
charakteristiky Castic

Bylo pfipraveno 6 vzork(, jak je patrné z tabulky 5-6A které se liSily pouzitym
emulgatorem a 0% nebo 1% koncentraci chloridu sodného. Kromé pegylovaného
dimeticonu a pegylované kyseliny stearové byla pouzita smés stejnych dili LECITHINU
s POLYSORBATEM 20. Emulgatory byly v 1% koncentraci. Rozpoustédlem nosice byl
dichlormethan. V tabulce 5-6B jsou zakladni naméfené udaje. Primérné hodnoty byly
velmi pfiznivé. Nejmensi Castice byly pfipraveny pomoci pegylovaného dimeticonu. Po
pridani soli doSlo ke vzniku dvou velikostnich tfid pfi témeér stejné pramérné hodnoté.
K vysvétleni by bylo nutné pfipravit dalsi vzorky. Castice pfipravené z pegylované
kyseliny stearové byly vétSi a po pfidani soli doslo k opacnému jevu, tedy snizeni
polydisperzity. Bylo prokazano, Ze v pfipadé pouZiti smési LECITHINU s
POLYSORBATEM 20 dochéazelo k aglomeraci &astic, jev byl velmi vyrazny v pfitomnosti

1% chloridu sodného ve vnéjsi fazi.

Castice, které byly pfipraveny za analogickych podminek li§icich se pouze pouZitim
ethylmethylketonu, byly znaéné vétsi, jak je patrné z tabulky 5-7B. Castice ve stadiu jejich

vzniku vyrazné a nevratné aglomerovaly.
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Nejslabsi byl tento jev za pouziti smési LECITHINU s POLYSORBATEM 20. Z vyse
uvedeného vyplyva, Ze pfi pripravé Castic emulzni metodou ma volba vhodného
emulgatoru a rozpoustédla znacny vliv nejen na velikost Castic, ale i na proveditelnost

dispergace.

6.6. Kvlivuiontové sily a hodnoty pH pfi rizné koncentraci emulze
a druhu rozpoustédla nosice

V tomto useku se jedna o srovnani dvou odliSnych zakladnich podminek pfipravy,
jednak o 10% emulzi za pouZiti ethylmethylketonu jako rozpoustédla s rdznymi
emulgatory, jednak o 5% emulzi obsahujici dichlormethan a CETRIMID HBr. Do vnéjsi
faze byly pouzity chlorid sodny, siran hofeCnaty, nebo amoniak. Vysledky
granulometrickych mérfeni jsou v tabulce 5-8B. Je patrny rozdil ve velikosti Castic
pfipravenych z ethylmethylketonovych roztok(i a dichlormethanovych roztoki. Céastice
pripravené z dichlormethanovych roztoku byly vyrazné mens$i a s mensi polydisperzitou.
Alkalizace vedla ke zlepSeni parametrd vzorku. DalSi pozoruhodnou skutecnosti je
snizeni aglomerace po alkalizaci soustavy stabilizované smési LECITHINU a

POLYSORBATU 20. Piidani 1% soli nevedlo ke zlep$eni procesu pfipravy &astic.

Bylo prokazano, ze CETRIMID HBr je vhodnym emulgatorem i pfi alkalickém pH
(obr. 5-8-4) a alkalizace miize vést ke zvySeni Gginku LECITHINU s POLYSORBATEM
20. Potvrdilo se, Ze pfidani elektrolytu do vnéjSi faze vede k aglomeraci vnitfni faze

emulze.

6.7. K vlivu koncentrace emulze, iontové sily a alkalizace pfi
pouziti riznych emulgatoru a rozpoustédel

V tabulkach 5-9 jsou uvedené vysledky méfeni Ctyf vzorkd. Z vysledku je mozno
jednoznacné dojit k zavéru o dichlormethanu jako vhodné&jsim rozpoustédle polymeru pfi
pouziti smési LECITHINU a POLYSORBATU 20 jako emulgatoru. Aglomerace &astic
v pribéhu jejich pfipravy byla mensi v 5% emulzi nez v 10%. Pokud byl pouzit
ethylmethylketon a smé&s LECITHINU s POLYSORBATEM 20, doslo k vyrazné
aglomeraci castic, jak je patrné z obr. 5-9-3. Také pegylovana kyselina stearova
s chloridem sodnym se neprojevila jako vhodny emulgator v pfitomnosti
ethylmethylketonového roztoku nosice.

60



Relace mezi rozpoustédlem, emulgatorem a alkalizaci jsou prezentovany ve
vysledkoveé c€asti 5.10. V tabulkach 5-10 A a B je zfejmé, Ze pfidani malého mnozstvi
amoniaku pfi pouziti ethylmethylketonu a CETRIMIDU HBr vede k menSim ¢asticim.
TotéZ plati i o stejné soustavé lisici se pouze smési LECITHINU a POLYSORBATU 20
jako emulgatoru. Pfi pouziti dichlormethanu a smési emulgatort byl prokazan opak, tedy

vysoky podil aglomeratt zplsobeny vétsi aglomeraci ¢astic (obr. 5-10-5).

6.8. K vytézkim terbinafinu v ¢asticich z riznych nosicu v riznych
rozpoustédlech

K pfipravé castic byly pouzity tfi velmi odliSné nosiCe rozpusténé ve dvou
rozpoustédlech v 3% koncentraci a obsazené v rliznych podilech ve vnitini fazi. Vysledky
analyz metodou HPLC realizovanych Ing. Martinem Drastikem, Ph.D. na katedre fyzikalni

chemie jsou uvedeny v tabulce 5.11.

Bylo prokazano, ze se zvysujici se pocatecni koncentraci terbinafinu se zvySuje
jeho vytézek. Souvislost je vyraznéjSi u Castic pfipravenych z roztoku
v ethylmethylketonu. Tento trend je mozno konstatovat pouze v pfipadé nosice T3, ktery
byl vétveny na molekule tripentaerythritolu. Pfiblizné stejné vytézky byly prokazany u
linearniho oligomeru PLGA. U polymeru ozna¢eného jako A2 bylo vétveni realizovano na
kyseliné polyakrylové. | kdyz tento nosi¢ obsahoval vysokou koncentraci karboxyld,
neprojevilo se u néj poutani kationickych aminoskupin patrné v dasledku malé polarity
vnitini faze emulze. NejmenSi vytézky terbinafinu v ¢asticich pfipravenych
z dichlormethanovych roztokd pokladame za prekvapivé. Vysvétluieme si je jednak
malym poutanim terbinafinu na nosi¢. Vysvétleni snizenim polarity vnéjSi faze

neodpovidaji koncentrace terbinafinu nalezené ve vnéjsi fazi.
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7. Zavery

a)

b)

d)

f)

g)

h)

Se stoupajici koncentraci emulze od 5% do 20% nedochazi k vyraznym zménam
ve velikosti Castic. Zaroven dochazi k prfekvapivému snizeni jejich polydisperzity.

Pfisada baze terbinafinu ve vzrastajici koncentraci od 5% do 30% do castic
z vétveného terpolymeru kyseliny mlééné, kyseliny glykolové a tripentaerythritolu
nema podstatny vliv na velikost ¢astic. Pro pfipadny vliv na polydisperzitu neni
dostate€né mnozZstvi informaci.

ZvySenim koncentrace emulze a koncentrace |éCivé latky z minimalnich
vyzkoudenych parametrt (5%) na maximaini (20% u emulze, 30% u BT) se ziska
Sestinasobné mnozstvi castic s Sestinasobnou koncentraci, tedy produkt
s teoreticky 36nasobnou ucinnosti.

castic.

Kombinovany emulgator z LECITHINU a POLYSORBATU 20 je velmi citlivy
k pfitomnosti elektrolytu.

Alkalizace vnéjSi faze amoniakem zvySuje emulgacni u€innost CETRIMIDU HBr a
kombinace LECITHINU s POLYSORBATEM 20.

Dichlormethan jako rozpoustédlo nosiCe je z hlediska aglomerace v pfitomnosti
soli ve vnéjsi fazi vhodnéjsi nez ethylmethylketon.

Se zvysuijici se koncentraci baze terbinafinu v €asticich se zvySuje enkapsulacni
ucinnost procesu. Vhodnou koncentraci baze terbinafinu bude nutno odvodit od

disolucnich profila.
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8. Seznam pouzitych zkratek

PLGA kopolymer kyseliny DL-mlé¢né a kyseliny glykolové
PEG polyethylenglykol

IONPs iron oxide nanoparticles

QDs guantum dots

FDA Food and Drug Administration

DNA deoxyribonukleova kyselina

RNA ribonukleova kyselina

PDLA kyselina poly D-mlé¢na

PLLA kyselina poly L-mlé¢na

PLA kyselina polymlécna

PGA kyselina polyglykolova

MPES mononuklearni fagocytarni systém

DCM dichlormethan

T3 terpolymer kyseliny D,L-mlécné, kyseliny glykolové a

tripentaerytritolu

EMK ethylmethylketon

PS 20 polysorbat 20

BT baze terbinafinu

P1, P2 intenzita piku

HPLC high performace liquid chromatography

A2 kopolymer kyseliny DL-mlécné a kyseliny glykolové vétveny

na 2% kyseliné polyakrylové
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