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ABSTRAKT

V teoretické ¢asti prezentované diplomové prace je pojednano o riznych nanocasticich, jako
jsou micely a liposomy, pevné lipidové nanocastice a polymerni nanocastice. Zvlastni
pozornost je vénovana kopolymeru PLGA. Jsou charakterizovany rizné postupy ptipravy
nanocastic. Z pristupti k hodnoceni nanocastic je vybrano méteni jejich velikosti metodou
PCS a méfeni zeta potencialu. Experiment byl téméf jednoznacné zaméten na studium vlivli
riznych faktori na velikost a distribuci velikosti nanocastic z linearni PLGA a PLGA

pouzité k vétveni tripentarythritolu a kyseliny polyakrylové.

Klicova slova: nanocastice, velikost, distribuce velikosti, zeta potencidl, monomer, zeta

potencial, interakce nanocastic

ABSTRACT

In the theoretical section of presented diploma thesis are discussed various nanoparticles
such as micelles and liposomes, solid lipid nanoparticles and polymeric nanoparticles.
Special attention was focused on copolymer PLGA. There are characterized different
procedures in the preparation of nanoparticles. From the approches for nanoparticles
evaluation are chosen measuring size of nanoparticles and their zeta potential. The
experiment was almost unambiguously focused on study of effect of diffrent factors on
nanopartlicles size and distribution from linear PLGA and PLGA used for branching of
tripentaerythritol and polyacrylic acid.

Keywords: nanoparticles, size, size distribution, zeta potential, interactions of nanoparticles
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UvVOD

Nanotechnologie je relativné mladou disciplinou, ale zaroven jednou z nejrychleji se
rozvijejicich odvétvi moderniho primyslu. Zasahuje velkou mérou do lidské pracovni a
vyrobni ¢innosti. Ma vyuziti v praxi od mediciny, farmacie, pies textilni primysl az po
armadni materidly a aplikace. Pravé zde se setkdvame se strukturami a ¢asticemi o velikosti

ne vét§i, nez 107 a v oblasti mediciny a farmacie pak 10 metru.

U nanotechnologii nelze zapomenout na jejich soucasny 1 budouci vyznam pro medicinu,
farmaceuticky primysl a vyzkum. Ve farmacii je moZné vyuziti nanocastic k transportu
1€¢iv, s velkym interakénim potencidlem ¢1 vysokym poctem hlaSenych nezddoucich ac¢inkd.
Potencialni vyznam mohou mit nanoc¢astice pii diagnostice a genové terapii. Velmi nadéjné
se ukazuje 1 pouziti tzv. cilené navadénych nanocastic, které diky specifické povrchoveé

uprave jsou schopny navazat se na specifické receptory ¢i struktury cilenych bunék (28).

Rychle se vyvijejici moderni technologie s sebou nesou 1 celou fadu problému a rizik. Tak
tomu je napf. 1 u nanotechnologii, kdy béhem zpracovani a vyroby je Clovék vystaven
nadmérnému poctu téchto ¢astic, které mohou byt rizikem pro jeho zdravi. Nejcastéji
zasazenym organem jsou plice, kde nanocastice mohou vyvolat akutni exacerbaci u

nemocnych s astmatem ¢i CHOPN (31).



I. TEORETICKA CAST



1 NANOCASTICE

Specifickou definici nanoc¢astic 1ze nalézt nejcastéji v biologickych a lékatrskych védach, z
jejichz pohledu se jedna o Casticové disperze ¢i pevné Castice s velikosti od 10 do 1.000

nanometru. (1) Nejcastéj$imi nanocasticemi jsou dle Westa (28):

. Micely

. Liposomy

. Pevné lipidové nanocastice
. Polymerni nanocastice

. Dendrimery

. Krystalové nanocastice

1.1 Micely a liposomy

Micely a liposomy jsou tvofeny fosfolipidy a rozdil mezi témito dvéma nanocasticemi je v
poctu fosfolipidovych vrstev. Jednou vrstvou fosfolipidii je tvofena micela, u které se
nachazi hydrofilni ¢ast na vnéjSim okraji, zatimco hydrofobni ¢ast je umisténa ve vnitini
¢asti této nanocastice. Diky tomu je mozné micely vyuzit jako nosice pro lipofilni Ié¢ivo. (5)

v

Naopak liposomy jsou tvofeny dvojvrstvami fosfolipidii a na vnéjsi 1 vnitini hranici se
nachazi hydrofilni ¢ast. Uvniti nanocastice nalezneme vodné prostiedi, kterého lze vyuzit
pro transport hydrofilnich 1é¢iv. Pro lipofilni 1éCivo lze liposom také vyuzit, protoze v jeho

dvojvrstvé se nachazi lipofilni prostor, ktery je prave pro toto 1é¢ivo vhodny. (5)

1.2 Pevné lipidové nanocastice

Pevné lipidové nanocastice jsou specifické fosfolipidovym obalem, ktery obaluje pevné
lipidové jadro této nanocastice. Z toho vyplyva, ze je mozné jej vyuzit jen pro lipofilni léCiva.
Jejich vlastnosti — vyssi stabilita a mensi toxicita neZ jiné polymerové nanoc¢éstice znamenaji
pro pevné lipidové nanocastice vyhody z hlediska vyuZiti. (20) Pevné lipidové nanocastice

1ze rozdélit dle typu modifikovanych pevnych ¢astic takto:

Amorfni typ — vyS$i stabilita transportovaného lé¢iva diky kombinaci pevnych triglycerida

s tekutymi triglyceridy stfedné dlouhych fetézct.
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Imperfektni typ — inkorporace vét§iho mnozstvi 1é¢iva vzhledem k prostorové rozdilnym

tukum.

Slozeny typ — lepsi rozpustnost 1é¢iv diky obsahu kapalné olejové piimési. (24)

1.3 Polymerni nanocastice

Polymerni nanocastice je mozné rozliSit dle systému uloZeni 1éCiva na dva typy, a to
nanosféry a nanokapsule. Nanosféra pienasi latku Castici, kterd je dispergovana v celém
objemu polymerni sité. Nanokapsule uzaviou prenasenou latku ve svém vnitinim jadru, tim
dochazi k odd¢leni latky od wvnéjSiho prostiedi. (11) Polymery, které jsou vyuzivany
nejCastéji, jsou: PCL, PEG, PLA, PLGA, T3 a chitosan.

Z vyse vyjmenovanych je nejvyuzivanéjsi PLGA.

1.3.1 PLGA
Jedna se o kopolymer skladajici se ze dvou a-hydroxykyselin:

e kyselina mlécna
o obsahuje chirdlni uhlikovy atom,
o dvé formy kyseliny D-forma a L-forma,
o L- forma obecné¢ krystalicka
o D-forma amorfni
e kyselina glykolova

o vysoce krystalicka struktura
V kopolymeru PLGA se nachazi obé formy kyseliny mlécné ve stejném poméru. (9)

Pouzitim racemické smési kyseliny mlé¢né a glykolové dochazik syntéze PLGA. V prib&hu
polymerace dochdzi mezi monomery k tvorbé esterové vazby, a tak vznikd linedrni, amorfni
polyester. Formy PLGA se li§i pomérem monomerti, kdy PLGA 40:60 znaci 40% obsah
kyseliny mlé¢né a 60% obsah kyseliny glykolové. OvSem ¢im vice je zastoupena kyselina

mlécnd, tim niZsi stupen krystalinity kopolymeru. (26)

V ptipadé, Ze ma PLGA pomér kyselin 50:50, pak je teplota skleného ptechodu 45°C, coz
je nad fyziologickou teplotou, ktera je 37°C. Teplota skleného prechodu klesa s poklesem
obsahu kyseliny mlécné. Mechanickou pevnost PLGA ovliviiuje molekulovd hmotnost a

index polydisperzity. Vyhodou tohoto poméru je nejrychlejsi hydrolyza viibec. (12)
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Znazornéni struktury PLGA se nachazi na obrazku:

0
H4C

Obrazek 1 Struktura PLGA (25)
Vyhodou PLGA je dobra odbouratelnost a biokompatibilita, a je také snadno komercné
dostupny. Jako nosi¢ 1é¢iv je vhodny pro antipsychotika, anestetika, antibiotika,

antiparazitika, hormony a protinddorové latky. (25)

1.4 Vyhody pripravy nanocastic

Nanocastice jako nosice 1é¢iv mohou mnohdy zjednodusit pfipravu ptipravku na léceni,
protoze do nich lze inkorporovat 1é¢iva hydrofilni a také hydrofobni. Cilenou distribuci
léciva na specifické misto v lidském téle mize dojit k piispéni k redukci podéavané davky,

¢imz se snizi vedlejsi a nezadouci ucinky léciva. (9)

12



2 LABORATORNI PRiPRAVA

Z latek ptirodniho ptivodu, ale také latek z chemické syntézy lze pripravit nanocastice, je
ovSem nutné zvolit vhodnou surovinu na zaklad¢ vlastnosti a kritérii, které jsou vyzadovany.
Musi se tedy fidit dle pozadovanych vyslednych velikosti ¢astic, povrchovych vlastnosti a
také schopnosti rozpoustét se ve vodé, dale dle miry toxicity a kompatibility s zivym
organismem, a nutné je znat i biologickou odbouratelnost. Také schopnost plisobit jako
antigen a schopnost pozvolné¢ho uvolnovani 1é€iva je jednim z kritérii vybéru vhodné
suroviny k vytvofeni pozadované nanocastice. K ziskdni nanocastice je mozné vyuzit tii
nejcastejSich postupty, a to disperze predem piipraveného polymeru, metoda koacervace, a

polymerizace z monomert. (20)

2.1 Metoda disperze predem pripraveného polymeru

Pti volbé metody disperze predem piipraveného polymeru existuji dva postupy piipravy —

odparovani rozpoustédla nebo spontanni emulgace.

Prvni metoda znamend, ze se polymer necha rozpustit v rozpoustédle, které by mélo byt
tékave a také organické, muze se jedna to ethylacetat nebo ethylmethylketon. Kapalina, ktera
je dokonale rozpusténa, se piida do vodného roztoku s piimési emulgatoru (o/v). Tim dojde
k homogenizaci emulze s cilem vytvofeni co nejjemnéjsi disperze. Pouzitim magnetické
michacky dojde pti michani k postupnému odpaiovani dané¢ho rozpoustédla. (18) Poté dojde
pomoci ultracentrigace k extrahovani vzniklé c¢astice. Postup je Casto vyuzivan pii
zpracovani biologicky odbouratelnych polymerti: PCA, PLA, PLGA, PLG a T3. Metoda je
mozné také pro zapracovani lipofilniho lé¢iva do vzniklé Castice, kdy je nutné 1é¢ivo pridat
k rozpousténému polymeru, ktery obsahuje organické rozpoustédlo, a tim se vytvoii emulze
o/v. Tento postup jiZ neni mozné ale vyuzit pro hydrofilni 1é¢iva, u téch je potteba ptipravit
slozenou emulzi v/o/v, pro obsah 1é€iva ve vnitini vodné f4zi. Postup pro tvorbu hydrofilniho
léciva je nasledovny: do organického rozpoustédla s emulgatorem v/o se ptida vodny roztok
s léCivem, a do této vzniklé emulze se pfidd vodny roztok s emulgatorem o/v, ¢imz vznikne
slozend emulze v/o/v. Vysledkem metody jsou kvalitni produkty, nevyhodou ovsem je

naroc¢nost z hlediska ¢asu, kdy je nutné ¢ekat na odparovani rozpoustédla. (19)
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Drug + polymer in
organic solvent

°® %
e ® o%
&
Continuous phase
(aqueous) Recovery of

O/W emulsion  Solvent evaporation : :
/ P Micro/nanoparticles

Obrazek 2 Metoda odpafovani rozpoustédla (26)

Spontanni emulgace predstavuje metodu modifikovanou z metody odpatrovani rozpoustédla,
kdy je vyuzivano mezipovrchovych turbuletnich proudi, které vznikaji mezi hydrofilni a
hydrofobni fazi a to pii vzdjemném smichani. V hydrofobni fazi je pouzito 1é¢ivo, polymer,
organické rozpoustédlo (misitelné s vodou) a malé mnozstvi rozpoustédla, které neni
misitelné s vodou. Oproti pifedchozi metod¢ je tento zpusob ziskdvani nanocastic Casove

nenarocny. (16)

2.2 Metoda koacervace

Pti této metod¢ je vyuzivano ptirodnich odbouratelnych polymert, které mohou byt ziskany
z motskych fas (alginat sodny), krunyii korysu (chitosan) a zbytka zvitat z jatek (zelatina).

(6)

Metoda je pii tvorbé nanocastic na bazi chitosanu UspéSnd, spo€iva v interakci mezi
pozitivné nabitymi molekulami chitosanu ve vodném roztoku s negativné nabitymi
skupinami vodného roztoku tripolyfosfatu sodného. (29) Chitosan se do roztoku pridava jiz

na zacatku pfipravy v piipadé, ze chceme do nanocastice zapracovat lécivo.
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Blower

Chitosan solution

:. Alkali solution

Obrazek 3 Metoda koacervace (26)

2.3 Polymerizace z monomeru

Metoda polymerizace je oblibenda z divodl rychlosti ziskdni poZzadovaného vysledku.
Vyuzivéani organické faze jako vnéjsi faze se kvili pouziti velkého mnoZzstvi potencialné
toxickych chemikalii jako organickych rozpoustédel, povrchové aktivnich latek a
emulgatorti netési takové oblibé. Metoda byla pouzivana pro piipravu polyakryamidové
nanosféry. OvSem pouzitim vody jako vné¢jsi faze je mozné rozdéleni na dvé metody —

konvencni a bez pouziti emulgatoru. (4)

Konvencni metoda vyuziva malo rozpusténého polymeru, ktery se disperguje ve vodném
prostiedi za pfitomnosti emulgatoru a také radikalového inicidtoru. Polymerizace probiha v
micelach, které vznikaji solubilizovanim molekul monomeru. Takto vzniklé Castice je nutné
oddé¢lit centrifugaci a vycistit. Velikost nanocastice je po vyc€isténi ptiblizné stejné velikosti,

coz je vyhodou této metody. (19)

Metoda bez pouziti emulgétoru je metoda, kdy se rozpusti monomer ve vnéjsi fazi. PouZzitim
inicia¢niho ¢inidla, iontu nebo radikalu dojde k polymerizaci, kterou Ize vyvolat i pouZitim
vysokoenergetického zateni. K separaci a formovani ¢astic pfi této metod€ mize dojit pred
polymerizaci nebo aZ po ni. Nevyhodou metody bez pouziti emulgatoru je polydisperzita

nanocastic, které timto procesem vznikly. (19)

2.4 Priprava nanocastic — superkriticka kapalinova technologie

Vyse popsané metody vyuZzivaji pro ziskani nanoc¢éstic organickd rozpoustédla, ta ovSem

nemusi byt vzdy bezpecna a mohou predstavovat ekologicka i fyziologicka rizika.
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Metoda vyuziti technologie superkritickych kapalin vSak tato rizika nenese. Za
superkritickou kapalinu lze povazovat latku, kterd ma teplotu i tlak nad kritickou hodnotou
a ma vlastnosti, které jsou typické pro plyn i kapalinu. Mtize se jednat o superkriticky CO»,

jez se vyznacuje témito vlastnostmi: absence toxicity, nehoflavost, nizka cena. (30)

Existuji tfi techniky zpracovani: RESS, RESOLV a SAS.

2.4.1 Rapid expansion of supercritical solution (RESS)

Jedna se o techniku, pfi které je vyuzivano rozpousténi polymeru v superkritické kapaling,
ktera je ndsledné rozprasovana tryskou do vzduchu v okoli. K homogenni nukleaci a tvorbé
¢astic dochazi diky vysokému stupni nasyceni a velmi rychlému snizeni tlaku pti rozptylu.

Takto vzniklé ¢astice jsou v fddech mikro a nanometrt. (27)

2.4.2 Rapid expansion of supercritical solution into liquid solvent (RESOLYV)

Technika je zaloZena na podobném principu jako technika RESS, ovSem nedochdzi
k rozpraSovani tryskou do okolniho vzduchu, ale je rozpraSovéno do tekutého média, ¢imz

se omezi tvorba vétSich Castic a tak vznikaji primarné nanocastice. (15)

2.4.3 Supercritical antisolvent (SAS)

Pti vyuziti této techniky je nutné pouzivat kapalné rozpoustédlo, kterym byva nejcastéji
metanol. Tekuté rozpoustédlo se misi se superkritickou tekutinou a zarovenn dochazi
k rozpousténi polymeru, ktery by se pouze v superkritické kapalin€¢ nerozpustil. Timto

spojenim dochazi k okamzité precipitaci a tvorbé nanocastic. (10)
2.5 Hodnoceni nanocastic

Pro hodnoceni kvality nanocéstic a jejich suspenze je mozné zvolit nékolik kritérii:

e Velikost castic
e Tvar castic
e Efektivita inkorporace 1é€iva

e Zeta potencial

Na zéklad¢ téchto kritérii mize dojit k vyhodnoceni predikce chovani ¢astice v lidském téle,

urceni stability vzniklého systému nebo schopnosti navazani latek na sebe. (17)
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2.5.1 Velikost ¢astic

Nejdulezitéjsim kritériem pro vyrobu nanocastic je prave jejich velikost, protoze diky ni je
mozné urcit toxicitu, distribuci 1é¢ivé latky v organismu a schopnost cileni na vybrané
struktury nachazejici se v lidském organismu. (17) Velikost a tvar nanoc¢astice mizou
ovliviiovat efektivitu enkapsulace, a také vedlejsi ucinky. Optimalni profil uvoliovani je
dosaZen pomoci mikrosfér s rozméry od 10-200 um. U menSich Castic je riziko fagocytovani
imunitnimi bufikami. U c¢astic nad hranici optimalnich rozmérd mize dojit k odpovédi
imunitniho systému a vznikne zanét. DelSi u€inek 1€¢iva se nachdzi u ¢astic veétsi velikosti,

protoze v sob& maji vys$§i mnozstvi 1éCiva. (3,9, 13, 14)

Velikost nanocastic je mozné metit pomoci optické metody dynamického rozptylu svétla,
kdy emitor generuje laserovy paprsek, ktery prochdzi kyvetou a je rozptylovan povrchem
¢astic uvniti méfeného kapalného vzorku. Diky Brownovu pohybu castic béhem meéfeni
dochazi k zeslabovani a zintenzivilovani rozptylu. Rychlost pohybu nanocastic ovliviiuje
jejich velikost, ¢im je nanocastice mensi, tim rychleji se bude pohybovat a bude dochazet
také k vétSim zméndm intenzity, coz je zachyceno na detek¢nim zatizeni, které je umisténo
v90 a 173 stupnich oproti laserovému paprsku. Naméiené hodnoty se zpracovavaji

dosazenim do Stokes-Einsteinovy rovnice (23):

Rovnice 1 Stokes-Einsteinova rovnice (23)

D kT p kT
= ——— p—
3nnd 3nnD

D- transla¢ni difuzni koeficient k- Boltzmannova konstanta
T - absolutni teplota d- hydrodynamicky primér Castice

H- viskozita disperzniho prostiedi

Vyhodou optické metody dynamického rozptylu svétla je snadna ovladatelnost a obsluha
zafizeni, rychlost métfeni v fddech minut a neni také nutné pred kazdym méfenim piistroj

kalibrovat. (23) K tomuto méfeni je vyuzivano piistroje Zetasizer nano ZS firmy Malvern.
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2.5.2 Efektivita zachycovani lé¢iv

Pouzitim ultracentrifugace dochazi k separaci nanocastic od vné¢jsi vodné faze. K roztoku
fosfatového pufru s pH hodnotou 7,4 je pridana dekantovana kapalina, ktera se utvoftila nad
sedlinou, a tento postup se n¢kolikrat opakuje. Mnozstvi 1é¢iva, které je obsazeno ve vodné
fazi, se ur¢i pomoci analytickych metod, a srovnava se s mnozstvim lé¢iva, které se pouzilo

pii ptipraveé. Vysledkem je procentudlni hodnota efektivity zachyceni. (21)

2.5.3 Zeta potencial

Zeta potencial je nutné znat z technologického hlediska kvili mife stability pro pfipravenou
disperzi nanoc¢astic ve vodném prostiedi. Parametr vykazuje hodnoty v milivoltech (mV) a

muze byt v kladnych 1 zadpornych hodnotach. Jedna se o potencial na tzv. roving skluzu. (8)

¥ Difuzni vrstva
1olné pfipojené
! ionty

Ziporné nabitd éastice .

1
i
1
1
i
[ ]
é
lorty silné i

2 SR e Okolni kapalina
vazané na éastici

T ——

Rovina skluzu -~ (4] O

L)
. SO——

Potencial zeta

4

Obrazek 4 Zaporné nabita Castice ponoiena do kapaliny (14)

Nanocastici s kladnym ¢i zadpornym nabojem obklopuje vrstva iontl, které jsou naboje
opacéného, a tato vrstva, oznacovand jako Sternova vrstva, povrch ¢astice pevné obklopuje.
Kolem Sternovy vrstvy se pohybuji SirSi vrstvy iontl, které jiz nejsou tak silné k ¢astici
ptitahovany, ale stale ji nasleduji v piipad€ pohybu. Prekro¢enim urcité hranice nazyvané
rovinou skluzu se vSak stane, Ze ionty ¢astici nasledovat nebudou. Elektricky potencial, ktery
se v této hranici nachézi je potencidl zeta. (2) Za stabilni potencial zeta oznacujeme hodnoty
mén¢ nez -30mV a nebo vice nez 30mV, v téchto hodnotach nehrozi nezadouci shluky. (7)
K méfeni zeta potencidlu je vyuzivana laserova dopplerova velocimetrie, kterd je vhodna

k méfeni rychlosti presunu iontil v elektrodé, kterd ma opacny ndboj, a to pomoci rozptylu
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laserového svétla prochézejiciho specialni celou. Ziskanou hodnotu je nutné opét dosadit do

vzorce pro vypocet zeta potencidlu (22):

Rovnice 2 Vypocet pohyblivosti ¢astic (22)

AxVd
U= 5
2*E*n*sin(7)
U - pohyblivost ¢astic Vd - frekven¢ni posun
A -vlnova délka E - sila elektrického pole
n - index lomu prostiedi 0 - thel rozptylu svétla

Rovnice 3 Vypocet zeta potencialu (22)

U
=-U
( &

{ - zeta potencial n - viskozita prostiedi

€ - permitivita
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II. EXPERIMENTALNI CAST
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3 SEZNAM POUZITYCH PRISTROJU

e Magneticka michacka IKA — WERKE RT, 100 — 1000 ot./min

Obrazek 5 Magneticka michacka (32)

e Homogenizator Diax 900 Heidolph, 8000- 26000 ot. / min., 6 pasem
e Zetasizer ZS, Malvern Instruments, UK Zetasizer ZS 90

e Vihy Kern 440-35N, max 400 g, d=0,01 g

e Analytické vahy Kern, max 220 g, d = 0,0001 g

Obrazek 6 Analytickéd vaha Kern (33)

e Stopky DS 35 ZPA PRAGOTRON
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4 PRIPRAVA FAZI A NANOCASTIC
Faze je rozdé€lena na dvé ¢asti — vnitini fazi a vnéjsi fazi.
4.1 Vnitini faze

Potteby:

e kadinka 25ml
e polymer (T3, PLGA)

e organické rozpoustédlo

Do kadinky je navaZen ptipraveny polymer, ktery se rozpusti v organickém rozpoustédle
(DMSO, EMK, ACET, EtAC). Koncentrace vzniklych roztokt je 1% nebo 3% polymeru.
Pro ptipravu 20% emulze je potteba 10g vnitini faze, u 10% emulze je mnoZstvi vnitini faze
stanoveno na 5g. U vzorkd, které obsahovaly lécivé latky, se ve vnitini fazi rozpustila

piredem vytvotfend volna baze terbinafinu.

4.2 Vn&jsi faze
Potieby:

e Emulgator
e Cisténa voda
e Homogenizator

e Magnetickd michacka

Potiebny emulgator o koncentraci 2%, 1%; 0,6%; 0,3%; 0,2%; 0,1% se navazi do 100ml.
Tento emulgator se rozpusti ve vodé, a pro 20% emulzi je mnoZstvi vnéjsi faze 40g, u 10%

emulze 45g.

4.3 Priprava nanocastic

V této casti postupu je vyuzit homogenizator, kdy do kadinky s vnéjsi fazi je umisténa
hlavice jeho turbiny asi 0,5cm pod hladinu. Poté se homogenizator spusti a stupeii otacek se
stanovi na nejmensi. Nasleduje ptidani vnitini faze a spusténi ptistroje na maximalni vykon
po dobu 30 vtefin. Timto procesem vznikne smés, kterou je potieba 2 hodiny michat na
magnetické michacce. AZ poté je mozné zméfit velikost vzniklych ¢astic a jejich zeta

potencial.
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5 VYSLEDKY, TABULKY A GRAFY

V nasledujici ¢asti diplomové prace jsou uvedeny vysledky experimentalni ¢asti, obsahujici

tabulky s vysledky testd a grafy s prubéhy ktivek vzorkd.

Tabulka 1 Vysledky ukazatele Z-Ave u vzorkt 1-4

Vzorek | Polymer | Rozpoustédl | Emulgiator | Emulze
)

PLGA 3% DMSO 0,2% CET  20% 227,6 206,6

T3 3% DMSO 0,2% CET  20% 194,6 0 180,9

3 PLGA 1% DMSO 0,2% CET  20% 187,2 0 169

T3 1% DMSO 0,2% CET  20% 138,2 0 125,2

Frekvenéni krivka vzorek €. 1

Vzorek €islo 1 dosahl nejvyssi hodnoty ze 4 zkoumanych vzorkd, jeho prib¢h je zndzornén

na grafu:

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)
=

1000 10000

Size (d.nm)

Record 62: DMS0- PLGA 3% 20%E 0,2%CET JAW|

Graf 1 Frekven¢ni k¥ivka vzorek €. 1
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Frekvenéni kiivka vzorek €. 2

Size Distribution by Intensity
2'] .................. .................. . ................. ..................
E']E— .................. .................. ._. .................
= | : : : :
@
o : : . .
E 1|:| .................. .................. .................. ............... .................
"] .
c .
% Bt T T S L T I R T R
0 : |
0.1 1 10 1000 10000
Size (d.nm)
| Record §3: DMS0- T3 3% 20%E 0, 2%CET JAW
Graf 2 Frekvencni kiivka vzorek €. 2
Frekvencni kiivka vzorek ¢. 3
Size Distribution by Intensity
2'] .................. .................. . ................. ..................
T gl TR TR IO NETTOS T
= L : : : :
o
o : : : :
.y 1|:| .................. .................. .................. ................. .................
i X :
[ .
% Lk R T T T T
0 t 1
0.1 1 10 1000 10000
Size (d.nm)
| Record 64. DMS0- PLGA 1% 20%E 0,2%CET JAW

Graf 3 Frekvenéni kiivka vzorek ¢&. 3
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Frekven¢ni krivka vzorek €. 4

Size Distribution by Intensity
2'} ............................................................................................
E.: L = S T L T T
g
£
: 1|} ........................................................................................
g
E 5 ........................................................................................
0
0.1 1 10 1000 10000
Size (d.nm)
[ Record 65: DMSO- T2 1% 20%E 0,2%CET JAW
Graf 4 Frekven¢ni kiivka vzorek €. 4
Vliv koncentrace polymeru (PLGA a T3) na velikost ¢astic
250
206,6
200
180,9
169
150
€ 125,2
£
T
100
50
0
PLGA 3% T33% PLGA1% T3 1%

Graf 5 Vliv koncentrace PLGA a T3 na velikost ¢astic
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Tabulka 2 Vysledky ukazatele Z-Ave na vzorku 5-8

Vzorek | Polymer | RozpouStédlo | Emulgator | Emulze

Peak Peak
1

S. PLGA 3% DMSO 0,2% CET  20%  237,5 0 211,5

6. T3 3% DMSO 0,2% CET  20%  207,1 0 186,1

7. PLGA 1% DMSO 0,2% CET  20%  190,5 0 174,7

8. T3 1% DMSO 0,2% CET  20% 143 0 129,1

Frekvenéni krivka vzorek €. 5

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)
=

Size (d.nm}

Record 66: DMS0- PLGA 3% 20%E 0,2%CET JAW

Graf 6 Frekven¢ni kiivka vzorku €. 5
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Frekven¢ni krivka vzorek €. 6

Size Distribution by Intensity
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Size (d.nmy)
| Record 67: DMS0- T3 3% 20%E 0,2%CET JAW
Graf 7 Frekven¢ni kiivka vzorku ¢. 6
Frekvencni kiivka vzorek €. 7
Size Distribution by Intensity
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g
o
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Record §8: DMS0- PLGA 1% 20%E 0,2%CET JAW

Graf 8 Frekvenéni kiivka vzorku ¢. 7
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Frekven¢ni krivka vzorek ¢. 8

Size Distribution by Intensity

PO R R R S :

Intensity (Percent)

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

Record §9: DMS0- T3 1% 20%E 0,2%CET JAW

Graf 9 Frekven¢ni kiivka vzorku €. 8

r wr

Porovnani velikosti ¢astic vzorku (¢. 1-4) se stejnymi vzorky zmérenymi za 24 hodin

(vzorky €. 5-8)

250
2066 2115
200 180,90 186.1 1749
169 174
150
- 1252 1291
g’
100
50
0 L1 L1 L1 L1
PLGA 3% T3 3% PLGA 1% T3 1%

B Vzorek ¢.1-4 ® stejné vzorky zméfené druhy den (vz. C.5-8)

Graf 10 Srovnani velikosti ¢astic vzorka 1-4 a vzorka 5-8
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Tabulka 3 Vysledky ukazatele Z-Ave vzorka 9-14

Vzorek | Polymer | Rozpoustédl | Emulgator | Emulze

(1]

Peak 1 | Peak 2

9. PLGA 3% DMSO 0,2% CET  20%  236,5 0 218,5

10. T3 3% DMSO 0,2% CET  20% 1948 0 175,4

' PLGA 3% DMSO 0,2% CET  10%  187,2 0 170,1

12 T3 3% DMSO 0,2% CET  10% 1553 0 143,6

= PLGA3% DMSO 0,1 % CET  10%  250,4 0 214,5

T3 3% DMSO 0,1 % CET  10%  176,3 0 160

Frekvenéni krivka vzorek €. 9

Size Distribution by Intensity

-

—
=

Intensity (Percent)
=

1 o 1

1000 10000
Size (d.nm}

Record 70: DMS0- PLGA 3% 20%E 0,2%CET JAW|

Graf 11 Frekvenéni kiivka vzorku ¢. 9
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Frekvenéni kiivka vzorek €. 10

Size Distribution by Intensity
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[—— Record 71: DMSD- T3 3% 20%E 0,2%CET JAW
Graf 12 Frekvenéni kiivka vzorku €. 10
Frekven¢ni krivka vzorek ¢. 11
Size Distribution by Intensity
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Record 72: DMS0- PLGA 3% 10%E 0,2%CET JAW)

Graf 13 Frekvenéni kiivka vzorku €. 11
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Frekven¢éni kiivka vzorek ¢. 12

Size Distribution by Intensity
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| Record 73: DMS0- T3 3% 10%E 0,2%CET JAW
Graf 14 Frekvenéni kiivka vzorku €. 12
Frekvenc¢ni kfivka vzorek ¢. 13
Size Distribution by Intensity
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Record 74: DMS0- PLGA 3% 10%E 0,1%CET JAW

Graf 15 Frekvenéni kiivka vzorku €. 13
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Frekven¢ni kiivka vzorek €. 14

Size Distribution by Intensity

P
=
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Ln

Intensity (Percent)
=

Ln
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Size (d.nm}

Record 75: DMS0- T3 3% 10%E 0,1%CET JAW

Graf 16 Frekvenéni kiivka vzorku ¢. 14

Vliv koncentrace emulgatoru (CET) a koncentrace emulze na velikost polymernich

nanocdastic
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CET,emulze CET,emulze CET,emulze CET,emulze CET,emulze CET,emulze
20% 20% 10% 10% 10% 10%

d (nm)

Graf 17 Vliv koncentrace CET a koncentrace emulze na velikost nanoc¢astic
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Tabulka 4 Vysledky ukazatele Z-Ave na vzorcich 15-18

Vzorek | Polymer | Rozpoustédlo | Emulgator | Emulze

Peak 1 | Peak 2

PLGA 3% DMSO 0,2% CET  20%  231,1 0 211,6
T3 3% DMSO 0,2%CET  20% 2034 0 184,1

PLGA 1% DMSO 0,2% CET  20% 1904 0 172,7

T3 1% DMSO 0,2% CET  20% 145 0 130,5

Frekven¢ni krivka vzorek €. 15

Size Distribution by Intensity
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Record 76: DMS0- PLGA 3% 20%E 0,2%CET JAW

Graf 18 Frekvenéni kiivka vzorku €. 15
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Frekvenéni kiivka vzorek €. 16

Size Distribution by Intensity
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| Record 77: DMS0- T3 3% 20%E 0,2%CET JAW
Graf 19 Frekvenc¢ni kiivka vzorku €. 16
Frekvenc¢ni krivka vzorek ¢. 17
Size Distribution by Intensity
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Graf 20 Frekvenéni kiivka vzorku ¢. 17

Frekven¢ni kiivka vzorek €. 18
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Intensity (Percent)

Size Distribution by Intensity
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Record 79: DMS0- T3 1% 20%E 0,2%CET JAW

Porovnani velikosti ¢astic vzorku (€. 1-4) se stejnymi vzorky zmérenymi za 24 hodin

Graf 21 Frekvenéni kiivka vzorku ¢. 18

(vzorky €. 5-8) a stejnymi vzorky zmérenymi za 120 hodin (vzorky ¢. 15-18)

250

200

206,6211:5211,6

180,9186:1184,1 160 17471727
150 125,2129,1130,5
100
50
0 _— _— _— —

PLGA 3% T3 3% PLGA 1% T3 1%
BVzorek ¢.1-4

® stejné vzorky zméfené za 24 hodin (vz. C.5-8)

stejné vzorky zmétené za 120 hodin (vz.€.15-18)

Graf 22 Porovnani velikosti ¢astic s ¢asovym odstupem

Tabulka 5 Vysledky ukazatele Z-Ave a teploty vzorka 19-24
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| PLGA 3%

20. T3 3%

PLGA 3%

T3 3%

= PLGA 3%
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0,2% CET 20% 2342 0 216,3 345 40
0,2% CET 20%  197,1 0 180,3 34,5 40,3
0,2% CET 10%  186,7 0 172,8 35 38

0,2% CET 10% 1544 0 142,7 34,9 37,5

0,1 % CET 10%  209,2 0 191,3 35,6 38,1

0,1 % CET 10% 179.8 0 163,5 35,7 38,6

Frekven¢ni krivka vzorek €. 19

Intensity (Percent)

Size Distribution by Intensity
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Record 80: DMS0- PLGA 3% 20%E 0,2%CET pred hom.(34,5 stup. C) po hom.(40 stup.C) .JAW|

Graf 23 Frekvenéni kiivka vzorku ¢. 19

Frekven¢ni kiivka vzorek €. 20
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Intensity (Percent)
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Size Distribution by Intensity
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Record 81: DMS0- T3 3% 20%E 0,2%CET pred hom.(34,5 stup. C) po hom.(40,3 stup.C) JAW

Graf 24 Frekvenéni kiivka vzorku €. 20

Frekven¢ni krivka vzorek €. 21

Intensity (Percent)
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Size Distribution by Intensity
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Record 83: DM5S0- PLGA 3% 109%E 0,2%CET pfed hom.(35 stup. C) po hom.(38 stup.C) JAW

Graf 25 Frekvenéni kiivka vzorku ¢. 21
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Frekven¢éni kiivka vzorek ¢. 22

Intensity (Percent)

151

Size Distribution by Intensity
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|— Record 84: DMS0- T3 3% 10%E 0,2%CET pred hom.(34,9 stup. C) po hom.(37,5 stup.C) JAW

Graf 26 Frekvenéni kiivka vzorku ¢. 22

Frekven¢ni krivka vzorek €. 23

Intensity (Percent)
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|— Record 85: DM30- PLGA 3% 10%E 0,1%CET pred hom.(35,6 stup. C) po hom.(38 1 stup.C) JAW

Graf 27 Frekvenéni kiivka vzorku €. 23

38




Frekven¢ni kiivka vzorek €. 24

Size Distribution by Intensity
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Record 86: DMS0- T3 3% 10%E 0,1%CET pfed hom.(35,7 stup. C) po hom.(38,6 stup.C) .IAwl

Graf 28 Frekvenéni kiivka vzorku ¢. 24

Vliv koncentrace emulgatoru (CET) a koncentrace emulze na velikost polymernich

nanocdastic
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Graf 29 Vliv koncentrace CET a emulze na velikost nano¢astic
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Tabulka 6 Vysledky ukazatele Z-Ave a 1éCiva

Lecithin
(mg)

=
= s
> N
R -
>N
= =
g =
S| &
&~

(=]

28. PLGA 3% DMSO 0,2%CET 20% 225,4 205,8 15,8
26. T3 3% DMSO 0,2% CET  20% 200,4 0 188,4 15,8
PLGA 3% DMSO 0,2%CET 20% 250,7 0 229,8 33,3

T3 3% DMSO 0,2%CET  20% 217,2 0 199,2 33,3

T3 3% DMSO 0,2%CET  20% 230,2 0 204,5 130

27
PLGA 3% DMSO 0,2%CET 20% 263,6 0 2232 130
B

Frekvené¢ni krivka vzorek €. 25

Size Distribution by Intensity

S

=
£n

Imtensity (Percent)
tn =

1000 10000
Size (d.nm}

Record 87: DMS0- PLGA 3% 20%E 0,2%CET + 15,8mg LECTHINU JAW

Graf 30 Frekvenéni kiivka vzorku €. 25
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Frekvenéni kiivka vzorek €. 26

Intensity (Percent)
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Record 88 DMS0- T3 3% 20%E 0,2%CET + 15,8mg LECITHINU JAW)
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Graf 31 Frekvenéni kiivka vzorku €. 26
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Size Distribution by Intensity
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Record 85 DMS0- PLGA. 3% 20%E 0,2%CET + 33,3mg LECITHINU JAW
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Graf 32 Frekvenéni kiivka vzorku ¢&. 27
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Frekven¢ni kiivka vzorek €. 28

Intensity (Percent)

Size Distribution by Intensity
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Size (d.nm)

Record 80: DMS0- T3 3% 20%E 0,2%CET + 33,3mg LECITHINU JAW

Graf 33 Frekvenéni kiivka vzorku ¢. 28
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Record 91: DMS0- PLGA 3% 20%E 0,2%CET + 130mg LECITHINU JAW|

Graf 34 Frekvenéni kiivka vzorku ¢. 29

42




Frekven¢ni kiivka vzorek €. 30

Size Distribution by Intensity
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Record 92: DMSO- T3 3% 20%E 0,2%CET + 130mg LECITHINU JAW

Graf 35 Frekvenéni kiivka vzorku €. 30

Vliv pridani lecitintii a jeho mnoZstvi (mg) na velikost polymernich nanocastic
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Graf 36 Vliv ptidéani lecitinti na velikost nanoc¢éstic
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Tabulka 7 Vysledky ukazatele Z-Ave ptirizné homogenizaci

o
—
=
]
N
>N

=

S

<

N

S
&

DMSO

DMSO

DMSO

DMSO

DMSO

DMSO

Emulgator

0,2 % CET

0,2 % CET

0,2 % CET

0,2 % CET

0,2 % CET

0,2 % CET

20%

20%

20%

20%

20%

20%

44

281,5

333,1

222

252,3

155,1

783.,4

4911

5288

5044

4794

4651

459,9

264.,4

312,9

208,3

210,2

142,4

Zpusob
homogenizace
(amplituda
(%) &as (s))

Ultrazvuk
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(50%,20s)

Ultrazvuk
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(50%,30s)



Frekven¢ni kiivka vzorek ¢. 31

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)
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Record 93: DMS0-PLGA 3% 20%E 0,2%CET (100% AMPL.)(30s) -ULTRAZVUK-HOMOGEN! JAW

Graf 37 Frekvenéni kiivka vzorku ¢. 31

Frekven¢ni krivka vzorek €. 32

Size Distribution by Intensity
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Graf 38 Frekvenéni kiivka vzorku ¢&. 32
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Frekvenéni kiivka vzorek ¢. 33
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Graf 40 Frekvenéni kiivka vzorku ¢. 34
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Frekvenéni kiivka vzorek €. 35
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|— Record 97: DMSO-PLGA 1% 20%E 0,2%CET (50% AMPL.)(30s) -ULTRAZVUK JAW

Graf 41 Frekvencni kiivka vzorku ¢. 35
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Graf 42 Frekvenéni kiivka vzorku €. 36
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Vliv koncentrace polymeri, jeho zpiisobu homogenizace, ¢asu a amplitudy na velikost

polymernich nanocastic

500
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(100%,30s) (50%,20s) (50%,20s) (50%,20s)

Graf 43 Vliv koncentrace polymerid a jeho zplsobu homogenizace, Casu a

amplitudy na velikost nanocastic
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Tabulka 8 Vysledky ukazatele Z-Ave dle amplitudy u vzorkt 37-44
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Frekven¢ni krivka vzorek ¢. 37

Intensity (Percent)

20

10

15

Size Distribution by Intensity

1000 10000
Size (d.nm)
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Graf 44 Frekvenéni kiivka vzorku ¢. 37
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Graf 45 Frekvenéni kiivka vzorku ¢. 38
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Frekvenéni kiivka vzorek €. 39

Size Distribution by Intensity
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Frekven¢ni krivka vzorek ¢. 41

Size Distribution by Intensity
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Frekven¢éni kiivka vzorek €. 43

Size Distribution by Intensity
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Graf 51 Frekvenéni kiivka vzorku ¢. 44

53



Vliv koncentrace polymeru a koncentrace emulze homogenizované ultrazvukem o

maximalni amplitudé na velikost polymernich nanoéastic
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Graf 52 Vliv koncentrace polymeru a emulze homogenizované ultrazvukem na

velikost nano¢astic
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Tabulka 9 Vysledky ukazatele Z-Ave dle zptisobu homogenizace

homogenizace

=
o 3
> N
=) <
>N
= =0
= =
S E
(=7

==

45. PLGA 3% DMSO 0,2 % CET 10% 207,9 183,4 Homogenizator
46. T3 3% DMSO 0,2%CET 10% 1723 0 155,2 Homogenizator
47. PLGA 3% DMSO 0,2 % CET 5% 183,8 0 170,1 Homogenizator

T3 3% DMSO 0,2 % CET 5% 150,9 0 137,6 Homogenizator

T3 1% DMSO 0,2 % CET 10% 106,9 0 96,72 Homogenizator

n PLGA 1% DMSO 0,2% CET 10% 152,9 0 136,1 Homogenizator

51. PLGA 1% DMSO 0,2 % CET 5% 146,9 0 128 Homogenizator

T3 1% DMSO 0,2 % CET 5% 106,4 0 95,4 Homogenizator
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Size Distribution by Intensity
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Graf 53 Frekvenéni kiivka vzorku €. 45
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Frekven¢ni kiivka vzorek €. 46

Size Distribution by Intensity
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Frekven¢ni kiivka vzorek ¢. 48
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Size Distribution by Intensity
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Frekvenéni kiivka vzorek €. 50

Size Distribution by Intensity
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Graf 58 Frekvenéni kiivka vzorku €. 50
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Graf 59 Frekvenéni kiivka vzorku €. 51
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Frekvenéni kiivka vzorek €. 52

Size Distribution by Intensity
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Graf 60 Frekvenéni kiivka vzorku €. 52

Vliv koncentrace polymeru a koncentrace emulze homogenizované homogenizatorem

na velikost polymernich nanocastic
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Graf 61 Vliv koncentrace polymeru a emulze homogenizované homogenizatorem

na velikost nanodastic
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Tabulka ¢.10

Tabulka 10 Vysledky ukazatele Z-Ave dle zpisobu homogenizace vzorki 53-60

homogenizace

(rychlost)

E
= 5
>o =
3 ]
>N
= 20
g =
S E
&

53. T3 3% DMSO 0,2%CET 20% 1923

(=]

178,8  Homogenizato

r (minimum)

54. T3 3% DMSO 0,2% CET 20% 179,7 0 166,6 Homogenizato

r (maximum)

55. T3 1% DMSO 0,2%CET 20% 139,6 O 129,3  Homogenizato

r (minimum)

T3 1% DMSO 0,2%CET 20% 1433 0 126,2  Homogenizato

r (maximum)

9]
Q

wn
5= £ 5

T33% ACETO 0,2%CET 20% 291,1 0 278,7  Homogenizato

N r (minimum)

N
=]

T33%  ACETO 0,2% CET 20% 299,1 0 276,4  Homogenizato

N r (maximum)

T31%  ACETO 0,2%CET 20% 2320 O 223,4  Homogenizato

N r (minimum)

T31% ACETO 0,2%CET 20% 1943 0 174,3 Homogenizato

N r (maximum)
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Frekvenéni kiivka vzorek €. 53

Size Distribution by Intensity
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Frekvenéni kiivka vzorek €. 55

Size Distribution by Intensity
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Frekvenéni kiivka vzorek €. 57
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Frekvenéni kiivka vzorek €. 59

Size Distribution by Intensity
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Porovnani vlivu koncentrace polymeru a druhu rozpoustédla (DMSO, Aceton) na
velikost polymernich nanodastic pfi homogenizaci homogenizatorem pri minimalni a

maximalni rychlosti
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Graf 70 Vliv koncentrace polymeru a druhu rozpoustédla na velikost nanocastic

65



Tabulka 11 Vysledky ukazatele Z-Ave a 1é¢iva pti rizném zpiisobu homogenizace
Lécivo

TER

Rozpoustédlo
Emulgator

(mg)

-5]

g ~
N 2
s 2
¥ =
S U]
S »
E &
(=]

=

T33% DMSO 0,2 % 20% 226 0 230, 90 Homog.

CET 7 (min.)

T33% DMSO 0,2 % 20%  120,6 0 472, 90 Homog.

CET 8 (max.)

T3 1% DMSO 0,2 % 20%  246,8 0 227, 30 Homog.

CET 5 (min.)

T3 1% DMSO 0,2 % 20% 141,1 0 285, 30 Homog.

CET 4 (max.)

= T33% ACETO 0,2 % 20%  453,7 0 405, 90 Homog.
N CET 1 (min.)

T33% ACETO 0,2 % 20% 269,4 1546 350, 90 Homog.

N CET 3 (max.)

o T31% ACETO 0,2 % 20% 3239 0 281, 30 Homog.
N CET 9 (min.)

T3 1% ACETO 0,2 % 20% 272 0 252, 30 Homog.

N CET 2 (max.)
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Frekven¢ni kiivka vzorek ¢. 61
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Size Distribution by Intensity
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Frekven¢ni kiivka vzorek €. 63

Size Distribution by Intensity
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Porovnani vlivu koncentrace polymeru a druhu rozpoustédla (DMSO, Aceton) na
velikost polymernich nanodastic pfi homogenizaci homogenizatorem pri minimalni a

maximalni rychlosti a pfidani terbinafinu do smési
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Graf 79 Porovnani vlivu koncentrace polymeru a druhu rozpoustédla na velikost

nanocastic pridanim terbinafinu
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Tabulka 12 Vysledky ukazatele Z-Ave vzorki 69-75

Polymer | Rozpoustédlo | Emulgator | Emulze

Peak 1 Peak

69. A4 3% DMSO EDA 0,1% 20% 667,4 4078 591,9
A4 3% DMSO EDA 0,05% 20% 190,6 0 182,8
A4 3% DMSO EDA 0,025% 20% 127,8 0 121

A4 3% DMSO EDA 0,01% 20% 107,3 0 97,87

PLGA 3% DMSO EDA 0,025% 20% 272,8 0 252,6

PLGA 3% DMSO EDA 0,01% 20% 227,9 0 206,3

70.
PLGA 3% DMSO EDA 0,05% 20% 416,3 5031 391,9
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Frekvenéni kiivka vzorek €. 70

Size Distribution by Intensity
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Tabulka 13 Vysledky ukazatele Z-Potential

Polymer | Rozpoustédlo | Emulgator | Emulze | Vzorek (mV) Z-
Potential
Peak | Peak
(mV)

DMSO EDA 0,1% 20% 69(1) -16,1 -16,1

692) 22,7 942  -17,9

693) -172 0 -17,2

A4 DMSO EDA 0,05%  20% 70(1) -17.6 0 -17,6
702) -184 0 -18,4

703) -19 0 -19

A4 DMSO EDA 20% 71(1)  -17.8 0 -17,8
0,025% 712) -174 0 17,4

713) -18 0 -18

A4 DMSO EDA 0,01%  20% 72(1)  -193 0 -19.3
722)  -193 0 -19.3

723) -196 0 -19,6

PLGA DMSO EDA 0,05%  20% 73(1)  -126 0 -12,6
732)  -13 0 -13

733) -132 0 -13,2

PLGA DMSO EDA 20% 74(1) 13,1 0 -13,1
0,025% 742)  -132 0 -13,2

743)  -135 0 -13,5

PLGA DMSO EDA 0,01%  20% 75(1)  -149 0 -14,9
75(2) -148 0 -14,8

753) -151 0 -15,1
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Z-potencial krivka vzorek ¢. 69

Zeta Potential Distribution
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Tabulka 14 Vysledky ukazatele Z-Ave pii daném pH na vzorcich 76-83

Polymer | Rozpoustédlo | Emulgator | Emulze | pH d (nm)

DMSO EDA 0,1% 20% 833,2 952,1

A4 DMSO EDA 0,05%  20% 5 711,55 4493 566,3

A4 DMSO EDA 20% 5 1649 0 152,7

0,025%

A4 DMSO EDA 0,01%  20% 5  109,6 0 101,1
PLGA DMSO EDA 0,1% 20% 5 5652 0 612,4
PLGA DMSO EDA 0,05%  20% 5 449,6 5036 4234
PLGA DMSO EDA 20% 5 2260 0 215,1

0,025%
PLGA DMSO EDA 0,01%  20% 5 216,9 5006 196,6

81



Frekven¢ni kiivka vzorek €. 76

30

20

Intensity (Percent)

10

AT e

Size Distribution by Intensity

10 100 1000 10000
Size (d.nm)

Record 138 DMS50- A4 3% EDW 0,1% E 20% pH 5 JAW

Graf 95 Frekvenéni kiivka vzorku €. 76

Frekvenéni krivka vzorek €. 77

Intensity (Percent)

Size Distribution by Intensity

10 100 1000 10000

Size (d.nm)

|— Record 135 DMS0- A4 3% EDA 0,05% E 20% pH 5 JAW

Graf 96 Frekvenéni kiivka vzorku ¢. 77

Frekven¢ni kiivka vzorek ¢. 78

82




Size Distribution by Intensity

20 ................. .................. . ................. .................
% A4 - .......................................................................
2 ; : ; : :
o
o, : : : : :
ﬂ::. 10 ................. .................. .................. ................ .................
m
=
g T P

0
0.1 1 10 1000 10000
Size (d.nm}
|— Record 140: DM30- A4 3% EDA 0,025% E 20% pH 3 JAW
Graf 97 Frekvenc¢ni kiivka vzorku ¢. 78
Frekven¢ni kiivka vzorek €. 79
Size Distribution by Intensity
T N L S S
o
2
o
L
gl 113 SRR AT TR IR R R TP TR PTRRTS
ﬁ
=
o
1S SRt R T AL R EE LR TR LR ERE FRPPRTTPRRPTRREY
1000 10000
Size (d.nm)
| Record 141; DMSO- A4 3% EDA 0,01% E 20% pH 5 JAW

Graf 98 Frekvenéni kiivka vzorku ¢. 79

Frekven¢ni kiivka vzorek ¢. 80

83




Size Distribution by Intensity

4':' ................. .................. . ................. .................
Esu ................. .................. ._ ................. . .................
= ' : : ' '
T
o, : : :

E 2':' ................. .................. .................. ...........

] : : : : :

= : : : : :

E 1“ ................. .................. .................. ................. .................
0.1 1 10 100 1000 10000

Size (d.nm}

Record 142: DMS0- PLGA 3% EDA 0,1% E 20% pH 5 JAW|

Graf 99 Frekvenéni kiivka vzorku ¢. 80

Frekvenéni krivka vzorek €. 81

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)

0.1 1 10 100 1000 10000

Size (d.nm)

Record 143: DM30- PLGA 3% EDA 0,05% E 20% pH 5 JAW

Graf 100 Frekvenéni kiivka vzorku €. 81

Frekven¢ni kiivka vzorek ¢. 82

84



Size Distribution by Intensity

B R I T R :
E 20. ................. .................. .................. ............... .................
o 4 . . . . .
E P SERRER PRI e N PR TR
= ] : : : : :
E1D_ ................. I R SRS GO R :
[ . . . .

[
=S S A WS S
0
0.1 1 10 1000 10000
Size (d.nm)
|— Record 144: DMS0- PLGA 3% EDA 0,025% E 20% pH 5 JAW
Graf 101 Frekvencni kfivka vzorku ¢. 82
Frekven¢ni krivka vzorek ¢. 83
Size Distribution by Intensity

AG T R I
£ E
@ .
E 1D ................. T T T
g :
o :
z E
o e N SO S
[T :
E ;

0 ; ' i

0.1 1 10 1000 10000
Size (d.nm)
| Record 145: DMSO- PLGA 3% EDA 0,01% E 20% pH 5 JAW|

Graf 102 Frekvenéni kiivka vzorku ¢&. 83

Porovnani vlivu druhu polymeru a koncentrace emulgatoru (EDA) na velikost
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Tabulka 15 Vysledky ukazatele Z-Potencial pii pH 5

o Z
,§ § Potential
= =
2 %.o (mV)
S |8
&
76. A4 DMSO EDA 0,1% 20% 5 76(1) -7,22 0 -7,22
76(2) -8,20 0 -8,20
76(3) -8,99 0 -8,99
77. A4 DMSO EDA0,05%  20% 5 77(1) -16,7 0 -16,7
77(2) -17,6 0 -17,6
77(3) -18,3 0 -18,3
78. A4 DMSO EDA 20% 5 78(1) -17,3 0 -17,3
0,025% 78(2) -17,9 0 -17,9
78(3) -18,4 0 -18,4
79. A4 DMSO  EDA 0,01% 20% 5 79(1) -17,1 0 -17,1
79(2) 17,2 0 -17,2
79(3) -17,0 0 -17,0
PLGA  DMSO EDA 0,1% 20% 5 80(1) -11,8 0 -11,8
80(2) -12,5 0 -12,5
80(3) -13,3 0 -13,3
PLGA  DMSO EDA 0,05% 20% 5 81(1) -12,7 0 -12,7
81(2) -13,5 0 -13,5
81(3) -13,6 0 -13,6
PLGA DMSO EDA 20% 5 82(1) -13,6 0 -13,6
0,025% 82(2) -14,1 0 -14,1
82(3) -14,6 0 -14,6
PLGA DMSO EDA 0,01% 20% 5 83(1) -15,7 0 -15,7
83(2) -15,6 0 -15,6
83(3) -15,9 0 -15,9
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6 DISKUZE

6.1 Obecné poznamky

Lékovym formam zaloZzenym na struktufe nanocastic je vénovana zna¢na pozornost mnoha
pracovist zaméfenych na vyzkum a vyvoj 1ékt. Jejich vyhodou je moznost cileného
selektivniho smétovani do mist, kterd souvisi s pfi¢inou konkrétniho problému. V mnoha
biologicky zaméfenych studiich je moZno se setkat s jednostrannym zajmem vyzkumného
tymu na studium a vyfeSeni biologického nebo terapeutického problému za pouZziti
nanocasticovych systému piipravenych podle udaji v odborné literatute bez ohledu na

specifické aspekty problematiky.

Cilem predlozené prace je studium formulacnich aspektii nanocésticovych systémil bez
l1écivé latky nebo s terbinafinem ptipravenych emulzni metodou. Vyhodou emulzni metody
je moznost Skalovani do podminek vyroby. Hlavnim aspektem nanocastic je jejich velikost,

polydisperzita velikosti a zeta potencial.

Pozornost byla vénovana takeé stabilit¢ zakladnich parametri po dobu 24 hodin, coz je doba

dostate¢na na finalizaci ptipravy nebo vyroby.

6.2 Nanocastice pripravené z polyestert s riiznou architekturou
molekuly

V souboru vysledki v diplomové casti €. 5 jsou uvedeny udaje, které se tykaji velikosti

nanocastic z linearni PLGA a z tripentaerythritolu vétveného osmi fetézci PLGA. V médiu

byl pfitomen cetrimid v koncentraci 0,2 %. Z hlediska velikosti a polydisperzity nanocastic

se vice osvédcily nanocastice z vétveného kopolymeru ozna¢eného symbolem T3.

6.3 Stabilita velikosti nanocastic pripravenych z polyesteri s riiznou

architekturou molekuly

Vzorky oznacené potadovymi ¢isly 5. az 8. ptedstavuji stejny soubor jako vzorky 1. az 4,
li$i se uchovavanim v prostfedi roztoku tenzidu po dobu 24 hodin pii teploté¢ 4°C. Z

prezentovanych dat je patrné, Ze dochdzi k omezenému botnani nanocastic.

92



6.4 Vliv polymeru a koncentrace tenzidu na velikost nanocastic

Pti syntéze nanocastic testovanych v této Casti prace byla zvolena stejnd, 3% koncentrace
polymerti, rozpoustédlem byl také universadln¢ dimethylsulfoxid. Stejné jako u vySe
uvedeného experimentu byla prokdzana mensi velikost nanocastic z vétveného kopolymeru
T3. Nizsi koncentrace emulze pii ptipravé emulzni metodou vedla k mensim nanocasticim,

snizeni koncentrace cetrimidu na polovinu mélo opacny efekt.

6.5 Vliv polymeru a jeho koncentrace na velikost nanocastic

Z dat uvedenych v této Casti prace je patrny vyrazny vliv koncentrace polymeru pii piipraveé
nanocastic na jejich velikost. Také se projevila silnd zavislost velikosti nanocastic na
struktute polymeru. I kdyz mé vétveny polymer T3 téméf trojnasobnou hodnotu molekulové
hmotnosti, nanoc¢astice z ného piipravené byly zdanlivé paradoxné vyznamné mensi.
Vysvétlenim mtize byt hydrofilnéjsSi molekula vlivem vysSiho poctu koncovych

hydroxylovych skupin.

6.6 Vliv koncentrace emulze a cetrimidu na velikost a stabilitu velikosti

nanocastic pripravenych v homogenizatoru

Z hodnot uvedenych v ptislusné tabulce je mozno konstatovat obvykly vliv nizsi koncentrace
emulze na dosazeni souboru mens$ich nanocastic. Oc¢ekavany byl také mensSi rozmeér
nanocastic z vétveného hydrofiln¢j$iho kopolymeru. Pfi snizeni koncentrace cetrimidu byly
ziskany vétsi nanoc¢astice bez ohledu na jejich strukturu. Je pravdépodobné ¢astecné miseni

cetrimidu s materidlem tvoricich se nanocastic.

Ve stejném useku 5 je pfipojeno srovnani velikostnitho parametru stejnych vzorki
uchovavanych po dobu 24 a 120 hodin v prostfedi 0,2% cetrimidu pfi teploté¢ 4°C. Z
ptislusného grafického vyjadieni je moZno usoudit na postupnou degradaci, ktera byla
zna¢né rychlejsi v piipadé vétveného T3. Tato skutecnost podporuje domnénku o vice

hydrofilnim charakteru tohoto polymeru.

Mensi velikost nanocastic pfipravenych z méné koncentrované emulze s vyssi koncentraci

tenzidu byla potvrzena také v ptipad¢ tohoto souboru vzork.
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6.7 Vliv lecithinu v nanoc¢asticich na jejich velikost

Bylo prokazano, ze lecithin je misitelny s pouzitymi biodegradabilnimi polyestery. Tento
tenzid vedl k ziskani vétSich nanocastic bez ohledu na typ polymeru. Vliv na velikost

nanocastic se logicky snizuje se zvySujicim se podilem lecithinu.

6.8 Vliv intenzity dispergace ultrazvukem na velikost nanocastic

Vyse uvedené vysledky byly dosazeny v souborech vzorkl piipravenych dispergaci ve
vysokobratkovém homogenizatoru. Vzorky, které jsou prezentovany v tomto tUseku, byly
piipraveny alternativné pomoci ultrazvukového pole kombinovaného s ndslednym
homogenizatorem nebo samotného plisobeni ultrazvuku za stejnych podminek jako vétSina
vyse uvedenych vzorkt. Jak je patrné z prezentace v prislusné tabulce, uvedené ptistupy se
neosveédcCily. Pripravené castice byly pfili§ velké a polydisperzni. U vSech vzorkl byla
prokazana nezanedbatelnd frakce Castic, jejichz velikost prekraCovala limit méfitelnosti.
Vyjimku by mohl tvotit vzorek ¢. 36 pfipraveny pisobenim ultrazvuku bez homogenizatoru
se stftednim rozmérem 142 nm, 1 v ném vSak byly prokazany c¢astice, které byly vétsi nez

4600 nm.

6.9 Vliv maximalni intenzity ultrazvuku na velikost nanocastic

Nadéjné vysledky dosazené s nize koncentrovanou emulzi byly divodem k vyzkousSeni
ultrazvuku s maximalni amplitudou. Byly vyuzity roztoky s niz8i koncentraci nosi¢e PLGA
a T3. Jak je patrné z tabulky, uvedeny postup se osveédcil, protoze byly takto ziskdny
relativné malé nanocastice. Stejné jako v piipad€ dispergace rotaénim pohybem byly
nanoéastice z polymeru T3 mensi. Castice, které mély stfednim rozmér 100 nm, byly z
roztoku tohoto vétveného nosi¢e oznaceného symbolem T3 v nizké koncentraci 5 %

a 10 %.
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6.10 Vliv koncentrace emulze na velikost nanocastic pripravenych

dispergaci v homogenizatoru

Experimentalni schéma zahrnuje velikostni parametry nanoc¢astic ptipravenych za stejnych
podminek jako ve vySe uvedené casti s rozdilem volby jiného zpiisobu dispergace
homogenizatorem. Uvedeny postup miize vést k poskozeni nativnich nanocastic vyraznymi
stithovymi silami a ndrazy na rotujici ozubenou turbinu. Z hlediska velikosti je mozno
hodnotit velikost nanocastic velmi pozitivné. Podle koncentrace emulze pti ptipravé mély
nanocastice z PLGA stfedni rozmér od 128 do 183 nm, nanocéstice z T3 mély stejnou

charakteristiku v rozmezi od 95 do 155 nm.

6.11 Vliv sloZeni rozpoustédla na velikost nanocastic

V obvyklém schématu s polymerem T3 bylo provedeno srovnani velikostniho parametru
nanocastic, které byly pfipravené z roztoku tohoto polymeru v dimethylsulfoxidu a v
acetonu. Vzorky byly pfipraveny dispergaci v homogenizatoru, liSily se 1% a 3%
koncentraci téchto rozpoustédel. Kazdy pokus se lisil kromé koncentrace roztoku intenzitou

dispergace.

Nejmensi hodnota charakteristiky v daném schématu s dimethylsulfoxidem byla 126 nm,
nejvetsi 179 nm. Ve stejném schématu vzorki s acetonovym roztokem meély nejmensi ¢astice
rozmér 174 nm, nejveétsi 279 nm. Velikostni rozdil v takové mife pokladame za piekvapivy
a pracovné vysvétlitelny intenzitou miseni roztokll polymert s vnéjsi vodnou fazi s 0,2%
cetrimidem. Dal$im neocekavanym vysledkem je velmi maly vliv intenzity michéni na
velikost nanocastic, coz je také vysvétlitelné turbulentnimi spontdnnimi toky rozpoustédel

do vodného média.

6.12 Vliv intenzity homogenizace a koncentrace terbinafinu na velikost
nanocastic

Homogenizace byla nastavena na maximalni a minimalni intenzitu michani, terbinafin byl
ptidan do roztoku dimethylsulfoxidu nebo acetonu ve dvou riznych koncentracich. Potvrdil
se vySe uvedeny vysledek prokazujici vyssi dispergacni Uc€innost dimethylsulfoxidu.
Nejmens$i nanoc¢astice mély pii vyssi koncentraci 1é¢ivé latky primér 120 nm, nanocéstice
pfipravené za pouziti acetonu za stejnych podminek byly vice neZ dvojnasobné. Pfi

minimalnim michani byla relace vysledki dispergace obdobnd. Vliv terbinafinu nebyl

95



jednoznacny. Nejvétsi mikrocastice v celém souboru mély 450 nm, byly pfipraveny pfi

minimalni intenzité michani s pfisadou vétsiho podilu lé¢iva.

6.13 Vliv polymeru zaloZzeného na vétveni kyseliny polyakrylové na
velikost nanocastic
Polymer oznafeny symbolem A4 byl pouZit pro ptipravu nanocastic a nasledné byl z tohoto

aspektu porovndvan s kopolymerem PLGA. Jako tenzid byl pouzit misto cetrimidu

ethylendiamin ethoxylat (EDA)

Z prezentovan¢ho schématu je patrné, ze velikost Castic je do znané miry ovlivnéna
pouzitym tenzidem EDA. Nejmens$i nanocastice byly piipraveny z kopolymeru A4 v
prostedi nejmensi, 0,01% koncentrace tenzidu. Jejich velikost byla tésn¢ pod hranici 100
nm. Podminkami pfipravy obdobné nanocastice z kopolymeru PLGA byly vice nez

dvojnasobné.

6.14 Vliv koncentrace emulgatoru EDA na velikost a zeta potencial

nanocastic z nosica PLGA a A4

Nanocastice z polymeru A4 maji oproti nanocasticim z PLGA mirné zvySené hodnoty zeta
potencialu. Vliv koncentrace tenzidu na velikost nanocastic je znacn€ vyrazné€jsi v piipadé
vétvené¢ho A4. Zvysena citlivost k mezipovrchovému napéti se projevila pfedev§im pii

stopové koncentraci tenzidu 0,01 %.

6.15 Vliv koncentrace emulgatoru EDA na velikost a zeta potencial
nanocastic

Testovani bylo realizovano v prostiedi fosfatcitraitového pufru pH 5,0. nanocéstice z

polymeru A4 maji oproti nanoc¢asticim z PLGA mirné zvySené hodnoty zeta potencidlu.

Ve srovnani s 6.14 jsou patrné velmi obdobné relace v rozloZeni velikosti nanocastic.

Hodnoty zeta potencidlu maji zdporné znaménko a pohybuji se v rozmezi od minus 7,2 mV

do minus 18,4 mV. Citlivé¢jsi charakteristiku povrchového naboje mél nosic A4.
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7 ZAVERY

A) Pti srovnani linearni PLGA a vétvenych kopolymert PLGA s tripentaerythritolem a
kyselinou polyakrylovou se z hlediska velikosti ¢astic, flexibility povrchového naboje a

prabéhu degradace projevily jako vyhodnéjsi vétvené kopolymery.

B) Dimethylsulfoxid pouzity jako rozpoustédlo nosice poskytoval vyrazné mensi

nanocastice nez aceton.
O] Niz8i koncentrace emulze vede k mens$im nanocasticim.

D) Pouzitim kationického cetrimidu ve stoupajici koncentraci se ziskaji mensi

nanocastice, je pravdépodobné omezené miseni nosice s tenzidem.
E) Hydrogenovany lecithin zvySuje velikost nanoc¢astic pozitivné s jeho koncentraci.

F) Porovnanim velikosti nanoc¢astic a jejich polydisperzity po jejich piipravé metodou
dispergace v ultrazvukovém poli a metodou dispergace v rotacnim homogenizatoru byl
prokazan jako vyhodné;jsi druhy z uvedenych ptistupti.

G) Jako vnéjsi faze se pii pripravé nanocastic osveédcil fosfatcitratovy pufr s hodnotou

pH vyssi nez 5,0.
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