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ANOTACE

Tato bakalaiska prace se zamétuje na studium rychlosti rastu krystalti v amorfnich 1é¢ivech
v zavislosti na teploté. Pfredmétem zkoumdni je léCivo tadalafil, které se pouziva k 1écbé
erektilni dysfunkce a zmirnéni ptiznaki benigni hyperplazie prostaty. Rist krystalti v amorfni

form¢ tadalafilu v oblasti podchlazené taveniny byl sledovan pomoci optického mikroskopu.

KLICOVA SLOVA

tadalafil, amorfni 1é¢iva, rlst krystalli, mikroskopie

TITLE

Crystal Growth In Amorphous Drugs

ANNOTATION

This bachelor thesis focuses on the study of crystal growth rate in amorphous drugs as a function
of temperature. The subject of this research is the drug tadalafil, which is used to treat erectile
dysfunction and alleviate the symptoms of benign prostatic hyperplasia. Crystal growth in the
amorphous form of tadalafil in the undercooled melt region was monitored using an optical

microscope.
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A predexponencialni faktor

Crmax maximalni plazmatickd koncentrace 1éCiva
D difuzni koeficient

Ea aktivacni energie

fobjektiv ohniskova vzdélenost objektivu
fokutar ohniskova vzdalenost okularu

AG zména Gibbsovy energie

lo vzdalenost oka od predmétu

q rychlost chlazeni

R univerzalni plynova konstanta
Rsm. rozliSovaci schopnost mikroskopu
T teplota

Ty teplota skelné¢ho prechodu

Tm teplota tani

Tr teplota standardu

Ts teplota vzorku

u rychlost rastu krystall

Va distribu¢ni objem

Zmikroskop zvétSeni mikroskopu

Zobjektiv zvétseni objektivu

Zokiular zvétseni okularu

A opticky interval

& koeficient v exponencidlni zavislosti rychlosti ristu na viskozité

n viskozita
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Uvod

Bylo zjisténo, ze amorfni formy latek jsou Iépe rozpustné, a diky tomu dojde
k rychlej§imu néstupu tcinku léciva obsahujici tyto latky nez pti podani 1é¢iv krystalickych.
Nevyhodou je vSak nizsi fyzikdlni a chemicka stabilita téchto forem. Termodynamicka
nestabilita amorfnich latek vyvolava jejich tendenci prechazet ve stabilné;si krystalické podoby,
proto je nutné je stabilizovat ¢i skladovat v inertnim prostfedi. Tato nezadouci krystalizace je

pfedmétem badani mnoha védcu.
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1. Teoreticka ¢ast

1.1. Sklo

Sklo je amorfni material. Jednim ze zptsobi piipravy je rychlé zchlazeni taveniny, aniz
by doslo k tvorb¢ krystalti. Rychlost ochlazeni taveniny musi byt vyssi, nez je rychlost nukleace
a nasledny rast krystalti. Pokud dodrzime jmenované podminky chlazeni, lze skla pfipravit

témef z jakéhokoliv materialu. [1]

Sklo je povazovano za metastabilni material. Skelnd faze tedy neni v termodynamické
rovnovaze, ale je pomérné stabilni, jelikoz ji od rovnovazného stavu oddéluje velka energeticka
bariéra. Lze vyuzit ptechodu skla do stavu rovnovéhy nebo do jinych metastabilnich stavi, a to
bud’ jeho krystalizaci ¢i relaxaci do stavu blize k rovnovéaze. Tyto piechody lze urychlit

zahtatim, ptisobenim svétla nebo dokonce elektrickym polem. [1]

Charakteristickou vlastnosti skel je teplota skelného ptechodu (7). Nad touto teplotou
se skla chovaji jako taveniny, pod ni jako pevné latky majici vétsi objem, nez ktery by odpovidal
danému krystalu, jak je ukadzano na obrazku 1. 7, nelze povaZovat za materidlovou
termodynamickou konstantu, jelikoZ je zavisld na rychlosti chlazeni (obrazek 1) a stupni
relaxace skla. V oblasti podchlazené taveniny, tzn. nad hodnotou T, ale pod teplotou tani 7,

muze dojit k preuspotradani amorfni struktury na krystalickou. [1]

12



tavenina

podchlazena
tavenina

R

Obrdazek 1: zavislost zmény objemu sklotvorné taveniny na teploté

Graficka zavislost na obrazku 1 znazornuje, Ze pfi pfili§ pomalém ochlazovani taveniny
dojde pti dosaZeni teploty tani (7») ke skokové zméné€ objemu diky pfeuspotfadani strukturnich
jednotek do pravidelné krystalové miizky. Pokud ovSem budeme taveninu chladit dostate¢né
rychle, nebude mit dostatek casu k pfeuspofadani strukturnich jednotek a dostaneme
podchlazenou taveninu. Pokud budeme podchlazenou taveninu dale chladit, bude v ni nartstat
viskozita az do doby, kdy se pii 7 pfeméni na tuhé sklo. Jak mizeme vidét v obrazku 1, pfi
zméné rychlosti chlazeni (g; > ¢2), dochézi k pfipravé skla v riiznych termodynamickych

stavech, coz je ddno posunem 7 [1].
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1.2. Krystalizace
Rast krystali zacind tvorbou zarodkid v metastabilni mateéné fazi, tzv. nukleaci.

RozliSujeme dva typy nukleace: homogenni a heterogenni.

Pokud nukleacni centra vznikaji zcela nahodné v celém objemu latky, hovoiime
o homogenni nukleaci. Matecnd faze by méla byt chemicky, strukturné i energeticky
homogenni, bez jakychkoli defektl. Jelikoz ale kazda faze obsahuje néjaké poruchy — napt.
rozhrani zrn, necistoty, ryhy, je tedy pravdépodobnost vzniku homogenni nukleace v praxi

pomérné mala. [2]

O heterogenni nukleaci hovoiime v piipadé, kdy k nukleaci dochazi na energeticky
vyhodnych mistech, jako jsou jiz vySe zminénda rozhrani zrn, dislokace nebo ryhy, poruchy

materialu ¢i dokonce jeho povrch. [2]

Po vzniku stabilniho nuklea dochazi k jeho riistu. Rychlost rastu Ize ovlivnit odvodem tepla
na fazovém rozhrani, rychlosti transportu stavebnich jednotek nebo i rychlosti zabudovavani

jednotek do krystalové miizky. [2]

Rychlost ristu krystald u lze obecné popsat soucinem termodynamického Clenu A7)

a kinetického €lenu wuin (7),

U = Ui (T) - f(T) (D

kde je termodynamicky ¢len dan nasledujici rovnici,

) =1-C® (@

kde AG je zména Gibbsovy energie mezi amorfni a krystalickou fazi, R je univerzalni plynova

konstanta. [2]
Kineticky ¢len je popsan nasledovné:
— ~ -1
Ukin =D =1 3)

Standardni modely ptredpokladaji spojitost uxn s procesem presunu materialu z kapalné faze
rozhrani podchlazena tavenina-krystal — tzv. vnitini difuze. Pfi pouze malém podchlazeni 1ze
teplotni zavislost difuzniho koeficientu D snadno nahradit pievracenou hodnotu viskozity 7,

jez vyjadiuje Stokes-Einsteintiv vztah. [3]
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S ¢im dal vétsim podchlazenim vSak dochdzi ke zmén¢ imérnosti mezi viskozitou a difiznim
koeficientem D. Proto je pii vypoctu uw» u velmi podchlazenych latek pouzivan koeficient &,

jak je zobrazeno nasledujicim vztahem: [3]

Upin = 17° 4)
Rychlost rastu krystal je znané zavisla na teploté. Zavislost v uzkém teplotnim intervalu

vystihuje Arrheniova rovnice:

_Ea
u=A-e RrT (%)
kde u je rychlost rastu krystaltl, 4 je pfedexponencialni faktor. E4 predstavuje aktivacni energii,
bariéru, kterou musi atomy piekrocit, aby doslo k jejich zabudovani do krystalu a tim k jeho

rustu. R je univerzalni molarni plynova konstanta.

1.2.1. Metody studia ristu krystali v amorfnich materiialech

Znalost kinetiky ristu krystalli v amorfnich 1é€ivech je dilezita jak pro jejich ptipravu,
tak pro jejich uchovavani a stabilizaci. Amorfni 1é¢iva maji totiZ mnohem lepsi rozpustnost nez
krystalickd. Maji ovSem tendenci piechazet ve stabilnéjsi krystalické formy, coZ je jejich velka
nevyhoda. NeZadouci krystalizaci 1ze zamezit stabilizaci ¢i skladovanim latek v inertnim

prostiedi. [5]

Krystalizaci amorfnich latek lze sledovat mnohymi experimentalnimi technikami.

Nejzakladné&jsi déleni je na metody pifimé a nepiimé. [1]

1.2.1.1. PFimé metody

Mezi ptimé metody patii mikroskopie. Jestlize mé krystalickd a amorfni faze
v podchlazené tavenin¢ odliSné optické vlastnosti, mizeme pomoci optické mikroskopie
sledovat velikost krystalt, jejich mnozstvi, tvary, rychlost ristu a také to, zda se krystaly

nachazi na povrchu nebo v objemu sledovaného vzorku. [2, 6]

Prvni opticky mikroskop byl sestrojen jiZ v roce 1590 panem ZacharidSem Jansenem
a od té¢ doby védci vyvinuli mnoho rtiznych typt mikroskopt. Existuje mikroskopie opticka,

elektronova, infracervena, nebo také mikroskopie atomarnich sil. [6]
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Klasicky opticky mikroskop se sklada ze dvou spojitych cocek — objektiv a okular. Nami
zkoumany pfedmét se umistuje mezi jednoduchou a dvojnasobnou ohniskovou vzdalenost
objektivu a tim nam vznika obraz. Obraz, ktery sledujeme okularem, je vytvofeny objektivem

za jeho dvojnasobnou obrazovou ohniskovou vzdalenosti a je skutecny, zvétSeny a prevraceny.

Pti tvorbé obrazu mize dojit k tzv. ohybovym jeviim, jejichz nasledkem je zhorSeni rozliSovaci
schopnosti mikroskopu. RozliSovaci schopnost (R,.) vyjadiuje schopnost poukazovat
se zvétSovanim obrazu preparatu i nové podrobnosti o jeho struktufe a je definovana jako

prevracend hodnota vzdalenosti dvou odlisitelnych bodl na sledovaném preparatu.[6]

Zvétseni mikroskopu (Znikroskopu) 1z€ vypocitat pomoci nasledujiciho vztahu:

A'lo

(6)

Zmikroskopu = Zobjektiv ) Zokulér Fobiektiv: ]
objektiv fokular

Kde A je tzv. opticky interval, vzdalenost mezi zadni ohniskovou rovinou objektivu a predni
okularu; /, je vzdalenost oka od pfedmétu; fosjeriv je ohniskova vzdalenost objektivu; foruar je

ohniskova vzdalenost okularu; Zopjeriv znaci zvétsSeni objektivu a Zoguar zvétseni okularu.

Cim véetsi pouzijeme zvétSeni mikroskopu, tim mensi bude hloubka ostrosti—mensi hloubku

preparatu uvidime ostie. [6]

Dalsi nedilnou soucasti optického mikroskopu je osvétlovaci zatizeni. Prihledné
preparaty mizeme osvétlovat svétlem prochazejicim — lomem. Neprthledné latky ale musime
osvétlit svétlem dopadajicim z vrchu, tedy odrazem. Oba zpiisoby osvétleni umoZiiuji
pozorovani v tmavém nebo svétlém poli. K osvétleni se nejcastéji vyuziva vnéjsi zdroj zateni,

jez na predmét zkoumani vyzatuje potiebné mnozstvi svétla.[6]

Infracerveny (IR) mikroskop uzivany v IR mikroskopii je velmi podobny optickému,
avSak lisi se tim, Ze obraz vzorku je vidén prostfednictvim detekce infracerveného zaieni
pomoci detektoru. Toto zafeni o vinové délce 0,7-2 um je bud’ pienaseno skrze vzorek, nebo je
odrazeno zpét. Vyhodou IR mikroskopie je, ze vzorky neni pfed zkoumanim potieba slozité
pfipravovat. InfraCervend mikroskopie napomaha zjistit prostorové odlisné vlastnosti vzorku,

umoznuje také sledovat vrstevnaté struktury vzorku. [7]
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DalSim typem mikroskopii, jez lze pouzit ke sledovani krystalii, jsou elektronové
mikroskopy (EM). EM se od optického 1i§i v mnoha ohledech. Naptiklad v tom, ze zvétSeny
obraz sledovaného vzorku vznika diky interakci s proudem elektronti, nikoli proudem fotont.
Cocky jsou zde elektromagnetické v podobé civek. ZvétSovaci schopnost tdchto civek lze
snadno regulovat zménou prochazejiciho elektrického proudu. Pomoci EM mtizeme doséhnout
vysokého rozliSeni. [8] Lze sledovat kovové nebo polovodivé vzorky ve vakuu. Pfipadné je
nutné nevodivé vzorky pokovovat, coz je velkou nevyhodou této techniky. [9] Muzeme
sledovat jak vnitini strukturni uspotadani vzorku, diky transmisnimu EM, tak povrchové detaily
vzorku s vysokou hloubkou ostrosti pomoci skenovaciho EM. JelikoZ jsou elektrony ve vzorku
siln€ rozptylovény, lze pomoci transmisniho EM pozorovat pouze tak tenké vzorky, aby byly

elektrony schopny projit skrze né, ¢ili velmi tenké vzorky do tloustky cca 100 nm. [8]

Mikroskopie atomarnich sil umoziuje sledovat rozlozeni atomarnich sil na povrchu
meétfeného vzorku. Tyto sily jsou disledkem tésného piiblizeni hrotu k povrchu, ¢imz dochazi
ke vzniku pfitazlivé ¢i odpudivé sily, jez zptsobi ohyb raménka s hrotem. Ohnuti raménka je
detekovano citlivym detekénim zatfizenim. Mzeme snimat mnoha data, naptiklad konstantni
silu hrotu vii¢i povrchu vzorku, zménu rezonan¢ni frekvence a ohyb raménka. Timto typem
mikroskopie lze sledovat povrchy vzorka vodivych 1 nevodivych, se specidlnim skenerem lze

pracovat i se vzorky v kapalném prostiedi. [10]

1.2.1.2. Nepiimé metody

Proces krystalizace 1ze sledovat také pomoci nepfimych metod, jako jsou naptiklad
metody termické analyzy. Pti termické analyze 1ze sledovat procesy probihajici ve vzorku pti
jeho zahiivani nebo ochlazovani, hovoifime o dynamickych procesech; nebo procesy pfi
konstantni teploté méfeni v zavislosti na Case t, tzv. statické procesy. Podle sledované veli¢iny

rozliSujeme riizné typy metod termické analyzy. [6]

Jednou z nejvyznamnéjsich a hojné vyuZzivanych technik je diferen¢ni termicka analyza
(DTA) a také diferen¢ni skenovaci kalorimetrie (DSC). Tyto dvé metody patii mezi metody

termické analyzy sledujici zménu tepelnych vlastnosti zkoumané latky. [6]
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Diferencni termicka analyza

DTA se vétSinou vyuziva k primarnimu urceni krystalizanich vlastnosti zkoumané

amorfni latky anebo jiného procesu doprovazeného tepelnym zbarvenim. [2]

Principem této metody je méteni rozdilu teplot mezi zkoumanym vzorkem a standardem
pii definovaném ohievu vzorku, jez je disledkem déju probihajicich ve zkoumaném vzorku.
Referentni vzorek (standard) zvolime takovy, aby byl v intervalu teplot méfeni inertni. Nami

naméiend data vypovidaji o tepelném zabarveni déji prob&hlych v analyzovaném vzorku. [6]

Vysledkem méfeni pomoci DTA je teplotni rozdil zaznamenany v zavislosti na Case
a teploté. AT vici teploté standardu (7r) a vzorku (7s) znazornuje nasledujici DTA kiivka na

obrazku 2. [6]

Obrazek 2: DTA kiivka

Diference AT je rovna rozdilu 7s - T¢. Pokud je hodnota AT mensi nez 0, ¢ili teplota vzorku Ts
je mensi nez teplota standardu 7, jednd se o endotermni d&j. Pokud je tomu naopak, jedna

se 0 d¢j exotermni. [6]
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Diferen¢éni skenovaci kalorimetrie

Principem DSC je udrZzovani shodné teploty ve zkoumaném vzorku i referentni latce
a méfeni energie (tepelného toku [2]), kterou je nutno dodat bud’ do vzorku nebo referentni
latky. Do zkoumaného vzorku dodavadme energii v pfipadé, Ze je v ném probihajici d¢j
endotermni, tedy spotfebovava energii. Pokud je ale d¢j ve vzorku exotermni, pak energii
dodavame do srovnavaci latky. Vysledkem méieni pomoci DSC je zavislost tepelného toku
potfebného k vyrovnavani teploty vzorku a referentni latky na teploté. Pfesnost zaznamti z DSC
je oproti DTA mnohem vys$si. Vyhodou DSC je také to, Ze k méfeni postaci malé mnozstvi

vzorku, fadove jednotky mg. [6]

DSC je hojné vyuzivana ke stanoveni Cistoty latek, k méfeni tepelné vodivosti nebo také
ke sledovani kinetiky reakci a fazovych pfemén probihajicich ve vzorku. Jestlize ve vzorku
nedochazi k dé€jiim spojenych s vyraznym tepelnym zabarvenim, dokdZeme pomoci DSC zjistit

tepelnou kapacitu vzorku. [6]

Termomechanicka analyza

Mezi metody termické analyzy spojené se zménou jinych fyzikalnich veli¢in, nez je
tepelné zabarveni, spada termomechanickd analyza (TMA), jeZ hodnoti stupen deformace
vzorku pfi zatiZzeni v z&vislosti na teploté. Deformace je méfena pomoci zmény vysky vzorku.
[6] V zavislosti na zvoleném rezimu méfeni TMA umoziuje urcit napiiklad meknuti vzorku,
koeficienty teplotni roztaznosti a jejich zmény, bobtnani vzorku v rozpoustédlech, a také
teploty charakterizujici dany tepelny efekt. Lze zjistit i vysky deformaénich krokii (rozsah

deformace), pocatek krystalizace vzorku nebo hodnoty viskozity. [7]

Typicky tvar TMA kiivky skelného materidlu pfi ohievu zobrazuje obrazek 3. Pii
ohfevu dochézi vlivem teplotni roztaznosti k nartistu vysky. Od bodu skelného ptechodu,
v oblasti podchlazené taveniny, kiivka roste strméji diky zméné hodnoty koeficientu délkové
roztaznosti. Diky této zméné mizeme urcit 7, vzorku. Nasledné dochézi k poklesu viskozity
vzorku, k deformaci vzorku vlivem ptisobici sily a pfi teploté¢ méknuti (75) se vzorek zacne
roztékat. Vzorek se roztéka az do doby, nez dojde ke krystalizaci. Vzniklé krystaly jsou
diivodem zastaveni poklesu vysky vzorku. Se zvySenim teploty 1ze dosahnout az teploty tani

vzorku. [6]
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Obrazek 3: TMA kirivka

1.3. Amorfni formy léciv

Amorfni pevné latky lze pfipravit naptiklad rychlym ochlazenim taveniny, odpafovanim

roztokli nebo kondenzaci par, avSak tak, aby nedo§lo ke krystalizaci. [12]

Bylo zji§téno, ze amorfni formy IéCiv jsou lépe rozpustné, a diky tomu dojde
k rychlejSimu nastupu Uc¢inku 1é€iva neZ pii podani 1éciv krystalickych. Védci odhaduji,
ze rozpustnost krystalické formy muze byt 10 az 1600krat niz§i nez rozpustnost amorfni
podoby. [13] Amorfni 1é¢iva jsou vice hygroskopicka nez krystalicka a maji vy$si molekulovou
mobilitu. Diky tomu maji bohuZzel krat$i dobu expirace nez krystalicka. Nevyhodu je také nizsi
fyzikalni a chemické stabilita téchto forem. Termodynamicka nestabilita amorfnich latek
vyvolava jejich tendenci piechazet ve stabilnéjsi krystalické podoby. Nezadouci krystalizaci
muZeme zabranit pomoci stabilizace nebo uchovanim latky v inertnim prostfedi, napiiklad

v dusiku. [5]

Diivodem, proc¢ firmy vyrabi amorfni 1é¢iva ¢i pomocné latky, je také fakt, Ze tak mohou

obejit patentovou ochranu na urcity 1ék. [5]

20



1.4. Tadalafil

Tato prace je zamétena na studium rustu krystalt 1€civé latky tadalafil 1 (TADA), proto
bude dalsi kapitola vénovana prave tomuto 1é¢ivu. Jedna se o heterocyklickou (obrazek 4) bilou

krystalickou latku [14] s bodem tani 301 °C [15].

o) CH
H )N

2
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0]
)

W

NH

@)
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1

Obrazek 4: strukturni vzorec tadalafilu

Tadalafil je zkouméan a uzivan pro lécbu erektilni dysfunkce (ED) a také k 1é¢b¢ ptiznakt

dolnich moc€ovych cest spojenych se stavem zvanym benigni hyperplazie prostaty. [16]

Mechanismem ucinku je reverzibilni inhibice fosfodiesterazy typu 5 (PDE 5) specifické pro
cyklicky guanosin-monofosfat (cGMP). PDES je enzym, jez se nachazi v hladkém svalstvu
topofivého téliska (corpus cavernosum), viscelarni hladké svaloviné a hladkém svalstvu cév,
také v kosternich svalech, krevnich destickach, ledvinach, plicich ¢i v mozecku. Bylo zjisténo,
ze TADA pusobi na tento typ fosfodiesterazy mnohem vice nez na kterykoli jiny, tudiz je silné
selektivni. Zatimco pfi sexualni stimulaci dochazi k uvolnéni oxidu dusnatého (NO), inhibice
PDES tadalafilem vede ke zvySeni hladiny cGMP v corpus cavernosum, coz vede k uvolnéni

hladkého svalstva, ptitoku krve do tkdni penisu a tim k erekci. [17, 18]
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EREKTILNI DYSFUNKCE

Erektilni dysfunkce (ED) je porucha, pii které nedochazi pii sexudlnim vzruSeni ke
ztopoieni pohlavniho tdu nebo je toto ztopoieni nedostacujici pro pohlavni styk.[16] ED je
velmi ¢astym problémem muil po celém svéts. [19] Bylo zjisténo, e nyni v Ceské republice
trpi timto problémem az 54 % muzu starsich 35 let. [20], coz je 500-800 000 muzt, a kazdym
rokem toto Cislo roste o 40 000. [21] Tito muzi by méli zah4jit 1€cbu, je-li netispéSnost pokust
o uspokojivou erekci vice nez Ctvrtinova, avSak je zndmo, ze ED 1é¢i pouze 10—15 % z nich.

[20]

Muzi trpici hypertenzi, zvySenou hladinou cholesterolu v krvi, cukrovkou nebo
ischemickou chorobou srde¢ni maji ¢asto problémy s cévami, které pak mohou byt pfi¢inou
vzniku ED. [20] K lokédlnimu poskozeni cév, v oblasti panve, mize dojit pii rozsdhlém
chirurgickém zékroku — napf. operace nadorti mocového méchyite, prostaty anebo konecniku.
[21] Dalsi problémy piicinujici ED mohou byt neurologického charakteru, napt. roztrousena
sklerdza, Parkinsonova choroba; nebo se miize jednat o poranéni nervl pii panevnich operacich
a urazech, karcinom prostaty ¢i uraz michy. Typickou kombinaci neurogennich a vaskularnich
problémi jsou diabetici. [20] Pfi¢iny vzniku ED mohou byt i psychického rdzu—napft. stres,
deprese i prepracovani; nebo se muze jednat o nezddouci ucinek 1€ki na tyto psychické
problémy. AZ 25 % ptipadii ED je zplisobeno poruchami funkce hormoni. Porucha §titné Zlazy,
nadledvin nebo piistitnych télisek jsou také jedny z mnoha faktorti, které maji vliv na vznik
ED. Negativni vliv na erekci ma také koutenti, jelikoZ nikotin obsazeny v cigaretdch mé vliv na

cévy v téle, tedy 1 v penisu. [21]

U piipravku TADALAFIL ACCORD 5 mg bylo prokazano, Zze dokaze vyrazné zlepsit
schopnost dosahnout ztopoteni nutného k pohlavni aktivité. Pfipravek napomaha relaxaci cév
v penisu a diky tomu tak umozni dostate¢ny ptisun krve. Vysledkem je zlepSené ztopoteni.
PoZzadovaného ucinku ptipravku TADALAFIL ACCORD je ovSem mozné dosahnout pouze

pfi soucasném sexudlnim drazdeni. [16]
BENIGNI HYPERPLAZIE PROSTATY

Bylo zjisténo, Ze prostata se s piibyvajicim vékem zvétSuje. Piiznakem zvétSené
prostaty miize byt potiz se zahajenim moceni, pocit nedokonalého vyprazdnéni mocového
méchyfte ¢i Castéjsi nutkani mocit. Jelikoz diky uzivani tadalafilu dochazi ke zlepSeni pritoku
krve, dochézi tak k uvolnéni svalstva prostaty a mocového méchyie, coz ma za nasledek
zlepSeni ptiznakti benigni hypertenze prostaty. [16]
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1.4.1. Farmakokinetické vlastnosti

Pfi zkoumani farmakokinetickych vlastnosti latek sledujeme chovani 1éciva
nasledna biotransformace a konecna eliminace. Tyto procesy budou stru¢né popsany

v nasledujicich odstavcich. [22]

Absorpce

Tadalafil se po peroralnim uziti rychle vstiebava a primérné maximalni plazmatické
koncentrace (cmax) je dosazeno primérné za 2 hodiny po podéani. [19] Hodnoty absolutni
biologické dostupnosti po peroralnim uziti CIALIS zatim nebyly stanoveny. Rychlost a rozsah
absorpce tadalafilu neni zavisly na pfijmu potravy, je tedy mozné 1éCivo uzivat nalacno nebo
i s jidlem. Bylo také zjisténo, ze na rychlost a rozsah absorpce nema pftili§ velky vliv doba

podani léku, je jej tedy mozné uzivat bud’ rdno nebo vecer, a je dosazeno stejné¢ho ucéinku. [17]

Distribuce

Distribuci 1éCiv 1ze povazovat za tzv. transport 1é€iva z krve do tkani a zpét. Charakter,
rychlost a rozsah distribuce zavisi na fyzikalné-chemickych vlastnostech 1éciva, které mohou
ovlivnit schopnost prostupovat pfes biologické membrany a schopnosti vazby v krvi a riznych
tkanich. Také zaleZzi na rychlosti krevni cirkulace v orgdnech a tkanich. Distribuce miiZe
ovlivnit i vyslednou koncentraci 1éCiva v riznych ¢astech organismu a tim jeho uc¢inek. [22]

Rozsah distribuce 1é¢iv v organismu je obvykle zjistovan nepiimo. Méfime koncentraci
léc¢iva v krevni plazmé& a poté vypocteme tzv. zdanlivy distribuéni objem (Va). Zdanlivy
distribuéni objem je pouze hypoteticky, jeho hodnoty jsou Casto nerealné. Udava objem
organismu, ve kterém by se muselo 1éCivo stejnomérné distribuovat, abychom dosahli stejné
koncentrace 1é¢iva jako v krevni plazmé. [22]

Primérny distribu¢ni objem TADA je pfiblizn€ 63 1, z toho vyplyva, Ze se distribuuje
pfedevS§im do tkani. Bylo zjisténo, Ze 94 % tadalafilu je pfi terapeutickych koncentracich

vazano na plazmatické proteiny. [17]
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Biotransformace

Béhem biotransformace 1éc¢iva v téle dochazi postupné k preméné 1é¢iva na méné
ucinny nebo zcela neGcinny metabolit, ktery je nasledné eliminaci vyloucen z téla.
K metabolizaci 1é¢iva dochazi jiz pfi tzv. efektu prvniho pruchodu (first pass effect), kdy 1é¢ivo
prochazi jatry a trévici trubici, zejména tenkym stfevem. V tenkém stievé jsou hojné
zastoupeny biotransformacni enzymy, které se podileji na metabolizaci. Biotransformace 1é¢iv
a xenobiotik se d€li na dvé faze. V prvni fazi probihaji déje vedouci k vytvoteni volné, polarni
funkéni skupiny ve struktute latky. Tato funk¢ni skupina je pak ve druhé fazi metabolizace
vyuzita k pfipojeni dal$iho zbytku jiné molekuly, vedouci ke vzniku jesté polarné;jsi (hydrofilni)
latky. Diky polarité je pak metabolit snaze odstranitelny. [22]

TADA je metabolizovan ptfevazné pomoci isoformy 3A4cytochromu P450 (CYP).
Hlavnim cirkulujicim metabolitem je metylkatecholglukuronid. Tento metabolit ma vice nez

13000krat mensi u¢innost na PDES nez TADA. [17]

Eliminace

Metabolity 2.faze metabolismu, hydrofilni latky, jsou snadno eliminovany zkrve
ledvinami. Lé¢iva vSak mohou byt eliminovéna 1 jatry, potem, dechem, stolici. Eliminaci
usnadiiuje jejich naboj a vyrazné vétsi molekulova hmotnost, nez jakou maji nemetabolizovana
léciva. Rychlost eliminace, tj. odstranéné mnoZstvi l1é¢iva z téla elimina¢nimi d&ji za jednotku
Casu, se u ruznych 1éciv 1i8i. Zakladni farmakokineticky parametr popisujici rychlost eliminace
latky, je clearance. Jedna se o pomér rychlosti eliminace 1é¢iva a koncentraci 1é¢iva v krevni
plazmé, tedy jaky objem plazmy je jiz zbaven 1éCiva za jednotku Casu vSemi elimina¢nimi
pochody. Dal§im parametrem je biologicky polocas eliminace, coZ je ¢as potiebny ke snizeni
aktualni plazmatické koncentrace 1é¢iva na polovinu. [22]

Vyzkumy bylo zjisténo, Ze priimérna clearance TADA u zdravych jedinct je 2,5 1/h [17]

a primérny eliminacni polocas je 17,5 h. [17, 19]
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1.4.2. Nezadouci ucinky

Nejéastéji hlasenymi nezadoucimi u¢inky (NU) po dobu studii piipravku CIALIS,

u pacientll s ED nebo benigni hyperplazii prostaty, byly bolest hlavy, dyspepsie, bolest zad

a svalll. Se zvysujici se davkou léciva vyskyt téchto nezaddoucich ucinkt rostl. Nasledujici

tabulka 1 zobrazuje frekvenci NU. Jako velmi ¢asté jsou oznaleny ty, jez hlasilo vice nez 1/10

pacienttl, Casté > 1/100 az <1/10; mén¢ Casté >1/1000 az <1/100; vzacné NU hlasilo <1/10000

a7 <1/1000 a velmi vzacné NU byly hlaseny ménd nez 1/10000 pacienty. [17]

Tabulka 1: nezadouci ucinky CIALIS

velmi
Casté mén¢ Casté vzacné
Casté
Poruchy imunitniho hypersenzitivni )
angioedém
systému reakce
cévni mozkova ptihoda
(v€etng krvacivych
ptihod), synkopa,
Poruchy nervového . . .
bolest hlavy zavraté tranzitorni ischemické
systému ) o
ataky, migréna, epileptické
zachvaty, pfechodna
amnézie
poruchy zorného pole,
) otok vicek, hyperémie
rozmazané vidéni, . o
) ) spojivek, nearteriticka
Poruchy oka pocity popisované ) )
) predni ischemicka
jako bolest oka ) ) ]
neuropatie optiku, retinalni
vaskularni okluze
Poruchy ucha a .
) tinitus nahla ztrata sluchu
labyrintu
infarkt myokardu,
Srde¢ni poruchy tachykardie, palpitace | nestabilni angina pectoris,
ventrikularni arytmie
hypotenze,
Cévni poruchy navaly
hypertenze

Respiracni, hrudni a

mediastinalni poruchy

zdufeni nosni

sliznice

dyspnoe, epistaxe
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Pokracovani Tabulky 1

mocovych cest

velmi
Casté méne¢ Casté vzéacné
Casté
bolest biicha,
Gastrointestinalni ) zvraceni, nauzea,
dyspepsie
poruchy gastroezofagealni
reflux
kopfivka, Stevens-
Poruchy kize a ) Johnsontv syndrom,
vyrazka o o
podkozni tkané exfoliativni dermatitida,
hyperhidréza (poceni)
Poruchy svalové a
bolest zad,
kosterni soustavy a )
y svall, koncetin
pojivové tkané
Poruchy ledvin a .
hematurie

Poruchy reprodukéniho

systému a prsu

prodlouzeni erekce

priapismus, krvaceni

z penisu, hematospermie

Celkové poruchy a

reakce v misté€ aplikace

bolest na hrudi,

periferni edém, unava

facialni edém, nahla

srde¢ni smrt
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2. Experimentalni ¢ast

V experimentalni ¢asti mé prace se budeme zabyvat zptisobem ptipravy vzorki a technikou,

ktera byla vyuzita pro méfeni a vyhodnoceni rychlosti rstu krystali.

2.1. Priprava vzorku

K ptipravé vzorkil tadalafilu (>98 % Ccistoty HPLC, Sigma Aldrich) byl potifeba
temperacni stolek, obrazek 5, zahtaty nad teplotu tani tadalafilu (Tm = 301 °C), konkrétné
na 325 °C. Na stolek bylo polozeno obdélnikové podlozni sklicko a na n¢j nadavkovano velmi
malé mnozstvi krystalického vzorku tadalafilu. Vzorek byl rychle roztaven, ptekryt krycim
sklickem a nasledné prudce zchlazen na chladicim kovovém bloku, ¢imz byl ziskdn TADA ve

skelné formé. Po zchladnuti bylo sejmuto kryci sklicko s amorfnim vzorkem a roziezano

na nékolik dilku.

Obrazek 5: priprava amorfnich vzorkit TADA
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2.2. Rentgenova analyza

Amorfni charakter pfipravenych vzorkl tadalafilu a zaroven struktura rostoucich
krystalii byla ovéfena pomoci rentgenové difrakéni analyzy (XRD). Pro analyzu byl vyuzit
pfistroj pro praskovou analyzu Rigaku MiniFlex 600 s Bragg-Brentano 6-20 geometrii. Behem
méfeni bylo pouzito CuK, zafeni (A=1,5418 A, U=40kV, I1=15 mA) a data byla
zaznamenavana pomoci ultra rychlého detektoru Detex ultra v rozsahu tthli 20 =4 — 40 ° s thlovym

krokem 0,02 °.

2.3. Mikroskopie
Ke studiu rastu krystalti v amorfnim TADA byl vyuzit opticky mikroskop OLYMPUS
BX51 s kamerou DP72 a se zabudovanym temperacnim stolkem Linkam (obrazek 6). Veskeré

vzorky byly sledovéany in-situ (béhem temperace) v prochdzejicim svétle.

Kazdy vzorek byl temperovan v temperacnim stolku dle zvoleného teplotniho programu
nastaveného v programu LINKSYS 32. Ten byl volen tak, aby byl vzorek co nejrychleji
vytemperovan na zvolenou teplotu (rychlost ohfevu 150 °C/min) a po dosaZeni dané hodnoty

byla teplota udrzovana konstantni po celou dobu experimentu.

Rist krystali byl studovén v intervalu teplot 160-250 °C. Béhem temperace pii zvolené
teplot¢ byl vzorek sniman pomoci programu QuickPHOTO Industrial 2.3,
ve zvoleném Casovém intervalu. Byly ziskany fotografie vznikajicich krystalii a fotografie
zachycujici jejich rlst. Od rychlosti ristu pii zvolené teploté se odvijela doba sledovani rlstu
krystali. Pohybovala se od 20 vtefin pro teplotu 250 °C az po 170 min pro méfeni pii teploté
160 °C.
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Obrazek 6: opticky mikroskop OLYMPUS BX51 s kamerou
DP72 a temperacnim stolkem Linkam

Detailni struktura rostoucich krystalti v podchlazené taveniné TADA byla zkoumana
pomoci SEM LYRA3 od firmy Tescan s urychlovacim napétim 10kV. Pro lepsi vodivost byly

vzorky pfed méfenim pouhliceny.
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2.3. Vyhodnoceni rychlosti riistu krystald

Rist krystalti byl pozorovan pifimo béhem temperace. Vybrané pofizené snimky pro
meéteni pii urcité teploté, obvykle 10 snimkd, byly vyhodnocovéany nejéastéji pomoci programu
Image J. Velikost vybranych krystalii byla métena vice zplsoby. Jednim z nejpouzivanégjSich
je métfeni pomoci Usecky, kdy je méfen nejvetsi rozmér krystalu. Druhym zplisobem urcent
velikosti symetrickych krystalii je méfeni pomoci kruznice a stanoveni jejiho priméru. Pomoci
useCky byly métfeny krystaly, jeZ rostly nerovhomérné riznymi sméry. Jestlize krystal rostl
stejnomérné vSemi sméry a vrcholy paprskil bylo mozné opsat kruznici, byla jeho velikost
méfena pomoci priméru kruznice. Velikosti krystali byly nésledn¢ vyneseny do grafu
v zé&vislosti na Case temperace. Linedrni ¢ast rlstu krystali byla prolozena pfimkou, jejiz
smérnice nam udava rychlost rlstu krystald. Snimky krystali tadalafilu pfi 100ndsobném
zvétseni a teplot¢ 200 °C v Case: a) 2, b) 3, ¢) 4 a d) 5 min od zahajeni méfeni a nazornou

ukazku méteni velikosti krystalti zobrazuje nasledujici obrazek 7.

Obrdazek 7: snimky vzorku pri teplote 200 °C a 100ndasobném zvétseni v case: a) 2, b) 3, c) 4ad) 5
min od zacatku méreni a nazorna ukdzka méveni velikosti krystalu
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Zavislost velikosti krystald na dobé temperace pii 200 °C a 100ndsobném zvétSeni je
znazornéna na obrazku 8. Pro kazdy krystal byly vyneseny hodnoty zvlast a prolozeny
piimkou, jejiz smérnice udava rychlost rastu krystalu. Vysledna rychlost ristu pro danou

teplotu byla pak urcena jako pramér rychlosti riistu n¢kolika krystali.
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Obrazek 8: graficka zavislost velikosti krystalit na dobé temperace pri teploté 200 °C
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3. Vysledky a diskuze

Rast krystali v amorfnich vzorcich tadalafilu a jejich velikost v zavislosti na dobé

temperace pii dané teploté byl studovan piimo pomoci optické mikroskopie.

Pti nizkych teplotach temperace, 160-170 °C, rostly krystaly velmi pomalu. Obvykle
vzniklo malé mnozstvi nuklei dal od sebe, kterd nésledn¢ rostla. Pii teplotach vysSich nez
180 °C dochézelo k rychlému ristu mnoha nuklei ndhodné v celém prostoru vzorku, coz
muzeme popsat jako homogenni nukleaci. V nékterych piipadech méteni vSak dochazelo
1 k nukleaci na jednom miste, ¢i blizko sebe. Jelikoz k nukleaci v pfevazné vétSing pripadii
dochazi na energeticky vyhodnych mistech, jedna se o tzv. heterogenni nukleaci, velké
mnozstvi nuklei blizko sebe znaci, ze na onom misté vzorku byla dislokace, poruSeni vzorku ¢i

ryha. V nékterych ptipadech dochézelo ke vzniku novych nuklei i v priibéhu temperace.

Ackoliv byly amorfni vzorky tadalafilu pfipravovany vzdy pifed méfenimi a vzdy
stejnym zptsobem, dochazelo ke vzniku vice typt krystalti. Pii nizkych teplotach (160, 170 °C)
vznikaly dlouhé rozvétvené fetizky. Snimek téchto fetizkli z optického mikroskopu pfi
200néasobném zvétSeni je mozné videt na obrazku 9 a) a detailni strukturu na snimku potizeného
pomoci SEM na obrazku 9 c). Pii teplotich nad 180 °C rostly krystaly pravidelného
1 nepravidelného hvézdicovité¢ho tvaru, sUzkymi, ale 1 Sirokymi paprsky/lamelami, jez
postupné proristaly dalsi vrstvou krystalt. V sekci b) obrazku 9 potizeného pomoci optického
mikroskopu pii 100ndsobném zvétSeni je mozné videt tyto hvézdy a detail krystald je zobrazen

v &asti d).
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7 7

SEM HY. 100 kV WO 722 mm LYRAI TESCAN SEMHV: 1084V
View Fiskd: 200 pm Dat: SE View fiekt: 200 pm
SEMMAG: 1.73 kx CEMMAT SEMMAG: 1.73 x

Obrazek 9: snimky krystalii:
a) snimek retizkovych krystalu, b) snimek hvezdicovych krystali,
¢) detailni snimek rozvétvenych retizkovitych krystali,
d) detailni snimek lamel tvoricich dany krystal hvézdicového tvaru
Mevitko na snimku a) oznacuje velikost 100 um, b) 200 um.
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Sledovany byly i krystaly strukturou podobné listu kapradi, obrazek 10 a), ¢i vlaknité
hvézdice, obrazek 10 b), c).

Obrazek 10: snimky krystalii ve tvaru: a) listu kapradi pri teplote 200 °C,
b) vidknita hvezda pri teploté 170 °C a c) vidknitd hvezda pri teploté 180 °C.
MeéFitko na snimku a) oznacuje velikost 50 um, b) 200 um a c) 50 um
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Jelikoz dochdzelo kristu odlisSnych krystalt, byly vzorky tadalafilu analyzovéany
pomoci XRD, pro ovéfeni, zda se jedna o stejnou krystalickou fazi. Byly prométeny dva vzorky.
Prvni byl temperovan pii teploté 200 °C, kdy vznikaly veliké srostlice krystali s lamelarni
strukturou (obrazek 9 b, d). Druhy vzorek byl temperovan pii teplot€¢ 170 °C, kdy vznikaly

rozvetvené vldknité krystaly (obrazek 9 a, c).

Vysledkem méfeni bylo zjisténi, Ze aCkoliv pii rtiznych teplotach temperace rostou
krystaly tadalafilu rizného tvaru, maji vSechny stejnou krystalografickou strukturu. Namétené

XRD difraktogramy jednotlivych vzorkt jsou uvedeny v obrazku 11.
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Obrazek 11: XRD difraktogramy zakrystalizovanych vzorkit TADA,
reference odpovida krystalickému vzorku TADA z databdaze PDF (Powder Diffraction File) [23]

Cerna kiivka znazoriujici méfeni vzorku pii 170 °C je posunuta nahoru o 50 %
z divodu vizualizace, aby se jednotlivé kiivky nepiekryvaly a byly dobie patrné jednotlivé
difrakéni linie. Cervena kiivka znazorfiuje méfeni vzorku pii 200 °C. Modré &ary znadi
referenci nalezenou v databazi PDF (Powder Diffraction File) a bylo zjiSténo, ze odpovidaji
krystalickému TADA. [23] Jsou vSak patrné malé rozdily difrakénich linii, coz miZze byt
zpusobeno mirnou deformaci struktury, ¢i prednostni orientaci krystall v tenké vrstvé
méieného vzorku. Wei a kol. [24] ukazali ve své studii, Ze je struktura krystalického TADA

znaén¢ ovlivnéna metodou ptipravy vzorku.
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Béhem temperace amorfnich vzorkl tadalafilu pfi zvolené teplot¢ mnohdy dochazelo
k postupné tvorbé velkych shlukti téchto krystald. Pocatecni rychlost ristu krystali byla
linearni s ¢asem. V disledku spojeni vice krystalti ve vétsi celky, postupného ubytku vzorku
nebo v dasledku pravdépodobného poklesu rychlosti transportu strukturnich jednotek na
rozhrani krystal-podchlazena tavenina, nasledné dochazelo ke zpomalovani rtstu krystalt
(obrazek 12). Proto byly rychlosti riistu pro jednotlivé krystaly uréeny vzdy z nejstrmé&jsi Casti
kiivky zavislosti velikosti krystalu na dob¢ temperace, jak je naznaceno v obrazku 12. Ta totiz

odpovida nejvyssi rychlosti ristu krystalu.
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Obrazek 12: zavislost velikosti krystalii rostoucich pri teploté 190 °C na Case, kde je
patrné znatelné zpomaleni ristu krystalit
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Ackoliv byly v amorfnich vzorcich TADA pozorovany rizné typy rostoucich krystalu,
byla u vSech studovana rychlost jejich rastu a nasledné analyzovana. Ze smérnic linearnich
zavislosti velikosti krystalti na dobé& temperace byly nasledné ziskany hodnoty rychlosti ristu
pii danych teplotach. Ty byly zapsany do tabulky spolu se smérodatnymi odchylkami rychlosti

rustu, tabulka 2.

Tabulka 2: data rychlosti ristu a smerodatné odchylky rychlosti ristu za dané teploty

° u U sm.odch. o u U sm.odch.
Tl [wm/min] | [um/min] Tl [wm/min] | [um/min]

160 0,3 0,1 190 33 4
160 0,8 0,2 190 21 2
170 0,7 0,2 195 2,7 0,8
170 1 1 200 81 7
170 2 1 200 19 3
170 21 5 200 66 13
170 8 4 200 60 3
170 2 2 200 28 9
170 2 0,6 200 83 19
180 0,7 0,3 200 57 3
180 0,8 0,1 210 290 21
180 10 2 210 149 13
180 3,7 0,6 210 113 38
180 5,6 0,4 220 308 24
180 8 3 220 659 118
180 16 4 230 635 130
180 8 3 230 704 340
180 10 4 230 951 251
185 0,9 0,3 240 1626 353
185 0,8 0,2 240 392 49
190 3.8 0,9 250 744 161
190 1,5 0,5 250 509 258
190 17 1 250 767 108
190 17 1 250 587 84
190 21 6
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Struktura rostoucich krystali se vyrazné lisila, ackoliv se dle XRD jednalo o stejnou
krystalovou modifikaci. Diky tomu dochazelo k velkému rozptylu hodnot rychlosti rtstu, jak

je vidét v obrazku 13. I pfesto je ale patrny dvoji trend rlstu krystali, jez je pro vizualizaci

naznacen ¢arkovanymi ¢arami.
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Obrazek 13: graficka zavislost rychlosti riistu krystali na teploté.
Carkované cary naznacuji dva mozné trendy rychlosti riistu, nicméné slouzi pro vedenit
oka a nemaji Zadny fyzikalni smysl

38



Dvoji trend rychlosti rustu krystald vede k pfedpokladu, ze je rust krystala
pravdépodobné fizen dvéma riznymi mechanismy, jejichZ urceni je v§ak experimentalné velmi
narocné a presahuje ramec této bakalarské prace. Aktivacni energie rustu krystal byla uréena
s pomoci rovnice 5 a z namétenych dat. Byla urcena pouze aktivacni energie rustu krystalti pro

tyto dva pfedpokladané mechanismy, obrazek 14.
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Obrdazek 14: urceni aktivacni energie rustu krystalii

Hodnoty aktivacnich energii rlstu krystali se pohybuji v rozmezi 95-182 kJ/mol.
Vzhledem k tomu, ze se dle dostupné literatury jednd o prvotni praci zamétujici se na rust
krystalil a vitbec kinetiku krystalizace v amorfnim TADA, nebylo mozné hodnoty aktiva¢nich

energii srovnat s literarnimi daty.
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4. 7.avér

V této bakalarské praci byl studovan rast krystali v amorfni formé léciva tadalafil.

Vysledky této prace lze shrnout do nasledujicich bodu:

Ptestoze byly amorfni vzorky TADA pfipravovany vzdy stejnym zplisobem a pied
vlastnim meétenim, pii riznych teplotach temperace dochazelo k rstu rtiznych typa
krystalii. Pomoci XRD bylo zjisténo, ze se jednalo o stejnou krystalografickou
strukturu.

Pocatecni rychlost ristu krystald byla obvykle linedrni s casem, ovSem s tvorbou
shlukli, nebo v disledku ubytku vzorku ¢i pravdépodobného poklesu rychlosti
transportu bunck na rozhrani krystal-podchlazend tavenina, dochdzelo mnohdy
ke zpomalovani ristu krystali. Pomoci optické mikroskopie a grafické zavislosti
velikosti krystalu na ¢ase za dané teploty temperace, byly ze smérnic linearnich
zavislosti urceny rychlosti ristu krystali pfi riznych teplotach, vzdy z nejstrmé;jsi ¢asti
kiivky.

Diky odliSnym typtim krystali dochazelo k velkému rozptylu hodnot rychlosti rastu,
avSak byl pozorovan jejich pravdépodobny dvoji trend. Dvoji trend rychlosti ristu
krystalit TADA vede k ptedpokladu, Ze krystaly rostou dvéma odliSnymi mechanismy.
Pomoci Arrheniovy zavislosti rychlosti riistu na teploté byla urcena aktivacni energie
rustu krystali téchto pfedpokladanych mechanismt. Hodnoty aktiva¢ni energie riistu

krystalt jsou 95,5 kJ/mol pro prvni a 181,7 kJ/mol pro druhy mechanismus.
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