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1 ABSTRAKT
UNIVERZITA KARLOVA

Farmaceutickd fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmaceutické technologie

Jméno a pfijmeni: Jana Soukupova
Nazev diplomové prace: Adhezivni vlastnosti tenkych filmii na bazi plastifikovanych
polyesteri

Skolitel: PharmDr. Eva Snejdrova, Ph.D.

Tato diplomova prace se zabyva reologickymi, adhezivnimi a disolu¢nimi vlastnostmi
tenkych filmd na bazi vétvenych polyesterii kyseliny D,L- mlééné a glykolové,
plastifikovanych methyl-salicyldtem, s inkorporovanou kyselinou salicylovou.
Teoreticka ¢ast popisuje bioadhezi, jeji mechanismus a teorie vzniku, in vitro adhezivni
testy zamétené predevsim na metodu reologického synergismu, tahové a ,,smyvaci
zkousky. V experimentalni ¢asti prace byly studovany tokové vlastnosti plastifikovaného
polyesteru, hydratovaného mucinu z prasecich zaludkii a jejich smési na absolutnim
rotanim reometru. Analyza tokovych kiivek ukézala newtonské chovani
plastifikovanych polyesteri a pseudoplastické chovani mucinu a jeho smési
s polyesterem. Z viskozity polymeru, mucinu a jejich smési pii rychlostnim spadu 10 s!
byly na zéklad¢ reologického synergismu stanoveny adhezivni vlastnosti tenkych filmu.
Na absolutnim reometru byly rovnéz provedeny tahové testy a vyhodnoceny pomoci
maximalni sily, plochy pod kifivkou a doby k odlehceni. Adhezivita polymernich filma
je ovlivnéna viskozitou polyesteru a viskozitou mucinu. Vysoké hodnoty viskozity
mohou byt limitujici pro adhezivitu, protoZe polymer nepfilne k substratu. Disolu¢ni test
salicylatd z tenkych filma byl realizovéan pti 37 °C pii pH 7,4. Mnozstvi uvolnéného
salicyldtu bylo stanoveno spektrofotometricky pii vlnové délce 298 nm. Rychlost

liberace je ovlivnéna viskozitou polymerniho systému a silou adheze k mucinovému
podkladu.

Klicova slova: PLGA, vétvené polyestery, methyl-salicylat, tenké filmy, reologicky

synergismus, mukoadheze, kyselina salicylova



2 ABSTRACT

CHARLES UNIVERSITY
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralove

Department of Pharmaceutical Technology

Name: Jana Soukupova

Title of diploma thesis: Adhesive properties of thin layers based on plasticized
polyesters
Supervisor: PharmDr. Eva Snejdrova, Ph.D.

This diploma thesis deals with rheological, adhesive and dissolution properties of thin
layers based on the branched polyester of D,L- lactic acid and glycolic acid, plasticized
with methyl-salicylate, and loaded with salicylic acid. The theoretical section describes
bioadhesion, its mechanism and theories, in vitro adhesive tests focused mainly on the
method of rheological synergism, tensile and ,,wash off* tests. In the experimental
section, the flow properties of plasticized polyesters, hydrated mucin from porcin
stomach, and their mixtures were studied using absolute rotational rheometer. The
analysis of the viscosity curves revealed that plasticized polyesters are Newtonian
systems, mucin and its mixtures with polymer have pseudoplastic behaviour. Adhesive
properties of the thin layers were established by equation of rheological synergism based
on viscosity of polymer, mucin and their mixtures measured at shear rate of 10 s™'. The
adhesive properties of thin layers were also determined using tensile test on rheometer,
and evaluated as the maximal force, the area under the force/time curve, and the failure
time. The adhesion of polymeric thin layers is affected by the viscosity of polymer and
the viscosity of mucin. Dissolution test of salicylate from thin layers was performed at
37 °C at pH 7.4. Amount of the salicylate released was determined
spectrophotometrically at 298 nm. The course of the drug release was influenced by the

viscosity of the thin layer and by the adhesive strength to the mucin substrate.

Key words: PLGA, branched polyesters, methyl-salicylate, thin layers, rheological

synergism, mucoadhesion, salicylic acid.



3 ZADANI PRACE

Zadanim této diplomové prace byla formulace tenkych filmii na bazi vétvenych

polyesterti kyseliny D, L — mlé¢né a glykolové, plastifikovanych methyl-salicylatem,

s inkorporovanou kyselinou salicylovou a studium adhezivnich vlastnosti a pribéhu

liberace 1é¢iva.

Zadani prace Ize konkretizovat do nasledujicich dil¢ich krokt:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Na absolutnim reometru zméfit tokové vlastnosti PLGA polyestert vétvenych na
dipentaerythritolu (8D) a tripentaerythritolu (3T). Zvolit polyester vhodny pro
formulaci tenkych filmi s kyselinou salicylovou.

Vybrany polyester plastifikovat methyl-salicylatem v koncentraci 10 %, 20 %
nebo 30 %.

Mucin z prase¢ich zaludki hydratovat fosfatovym pufrem pH 7,4 v poméru 1:1,
1:2al:s.

Vytvoftit smés hydratovaného mucinu a plastifikovaného polymeru v poméru 1:1,
1:2a2:1.

Na absolutnim reometru zméfit tokové vlastnosti plastifikovaného polyesteru,
hydratovaného mucinu a jejich smési. Zvolit vhodnou charakteristiku pro
dosazeni do rovnice reologického synergismu a zhodnotit adhezivni vlastnosti
tenkych filmu.

Na absolutnim reometru zméftit adhezivni silu polymerti 3T, 8D a hydratovaného
mucinu. Vysledky porovnat s reologickym synergismem.

Do plastifikovaného polymeru inkorporovat metodou taveni kyselinu

salicylovou a testovat disoluci pii 37 °C do fosfatového pufru pH 7.,4.



4 UVOD
Od 60. let 20. stoleti, kdy byly alifatické polymery vyuzivany pouze jako vstfebatelny

Sici material v chirurgii, se zajem o biodegradabilni polymery vyrazné zvysil, a to z velké
casti ve farmaceutické technologii. Pozornost byla soustiedéna zvlasté na kopolymery
kyseliny D,L mlécné a glykolové oznacované jako poly(laktidy-co-glykolidy) ¢i PLGA.
Tyto kopolymery PLGA doplnéné o vétvici monomery disponuji totiz na rozdil od
linearnich vysokomolekularnich polyesterti kontinudlni degradaci zajisténou hydrolyzou
nestabilnich esterovych vazeb a niz§im stupném bobtnani, a tak se s oblibou vyuzivaji
jako nosice 1€Civ, protoze pravé tyto vlastnosti zajisti vyhodnéjsi uvolnovani 1é¢iva
z polymerniho nosice, snizeni frekvence davkovani lé¢iva, mensi vyskyt nezadoucich
ucinkt apod. Diky tomu pomahaji zajistit lepsi compliance pacienta k 16¢b¢ a efektivnéjsi
farmakoterapii.

Kopolymery kyselin D,L- mlé¢né a glykolové dokonale spliiuji pozadavky na systémy
pro fizené uvolnovani — biodegradabilita, biokompatibilita a nizka toxicita, avsak jejich
strukturni vlastnosti (kiehkost, pevnost) jsou pro zpracovani do téchto systémi limitujici.
Uspokojivé zmény vlastnosti 1ze dosahnout pfidanim plastifikatoru, ¢imz se zlepsi 1
bioadhezivni parametry.

Tenké polymerni filmy tvofené PLGA nachazi své aplikacni uplatnéni jako formy
topické (dermalni, oradlni, vaginalni) nebo jako formy parenteralni (injekce, implantaty
in situ).

Tato diplomova prace navazuje tematicky a metodicky na diplomové a rigordzni prace,
které se taktéZ zabyvaly studiem adhezivnich vlastnosti biodegradabilnich, vétvenych,
plastifikovanych polyesterti a uvoliiovanim 1é¢iv z nich s tim rozdilem, Ze byly pouzity

jiné varianty nebo koncentrace polyestert, plastifikatorti nebo 1éc¢iv.



5 TEORETICKA CAST
5.1 Adheze

Adheze predstavuje proces, pii kterém materidl pfilne k povrchu nebo k jinému
materidlu. Pfilnuti vyzaduje energii, ktera miize vychazet z vazeb chemickych nebo
fyzikalnich.[1] Podle typu povrchu ke kterému latka adheruje, muzeme hovoftit
o bioadhezi, mukoadhezi nebo cytoadhezi. Bioadhezi lze definovat jako stav, béhem
kterého jsou dva materidly, z nichz je alespon jeden biologické povahy, drzeny pii sobé
po delsi dobu diky mezipovrchovym silam.[2] Jedna se o schopnost syntetického nebo
biologického materialu pfilnout k biologické tkani.[3] Je-li biologickou vrstvou mukdzni
membrana, probiha bioadheze priméarné mezi hlenovou vrstvou membrany a adhezivem
a tento jev oznacujeme jako mukoadheze. [4—6] Pokud bude bioadheze probihat

specificky na bunécné struktury, hovofime o cytoadhezi.

5.1.1 Mechanismus bioadheze

Podstatou adheze je, Ze se adhezivum musi rozprosttit po substratu, aby se inicioval uzky
kontakt, a tim se zvysilo spojeni se substratem, pii némz difunduji fetézce adhezivni latky
do struktur membrany. Mezi vrstvami se utvaii ptitazlivé a odpudivé sily, avSak aby byla
adheze uspésnd, musi prevladnout sily pfitazlivé.[7] Mechanismus bioadheze nebo
mukoadheze probiha zpravidla ve dvou dil¢ich krocich. V prvni fazi nazyvané kontaktni,
dochazi k tésnému kontaktu (smaceni) substratu s adhezivem. Pokud je v misté adheze
pritomna voda, tak adhezivni latka, je-li toho schopna, miize nabobtnat a rozprostfit se
po povrchu.[8] V druhé fazi, oznaCované jako konsolidacni, dochézi k priniku adheziva
do substratu, tzv. interdiflize a dale k vzdjemnému proplétani fet€zcl obou vrstev, tzv.
interpenetrace. Vytvari se vazebné sily mezi substratem a adhezivem, nejcastéji se jedna

o van der Waalsovy interakce a vodikové vazby.[9]
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Obr. 1: Kontaktni a konsolidacni faze mechanismu adheze [10]

Contact Stage 1
\ Consolidation Stage 2

e e o
A ) y - a ) )

5.1.2 Teorie adheze

Adheze je komplexni proces, ktery lze popsat pomoci nékolika teorii, protoze se zatim
nepodafilo nalézt jednu univerzalni teorii, kterd by adhezi dokonale popsala. Tyto teorie
zahrnuji smaceni, tvorbu elektrické dvojvrstvy, difuzi, adsorpci nebo porusovani
adhezivnich sil. [11,12]

Teorie smaceni

Teorie smaceni je pravdépodobné prvni publikovanou teorii adheze. Vztahuje se hlavné
na bioadheziva o nizké viskozité. Podstatou teorie je samovolné rozprostfeni materialu
na biologickou tkan ptekondnim mezipovrchového napéti.[6] Mira rozprostieni kapaliny
je definovana rozprostiracim koeficientem S, jenz lze vypocitat jako rozdil povrchového

napéti adheziva y, a podkladu y5 a jejich mezipovrchového napéti y45. [13]

S=Ya—VYp—Var (1)

Ptilnavost k povrchu mize byt hodnocena pomoci kontaktniho (sméaceciho) uhlu
(Obr. 2). Obecné plati, ze ¢im je kontaktni tthel nizsi, tim vétsi je afinita. [9] Pokud je
kontaktni tihel velky, ma adhezivum tendenci minimalizovat kontakt s podkladem, na
ktery ma adherovat. Kohezivni sily uvnitt adheziva pfevazuji nad silami adhezivnimi.

[14]
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Obr. 2: Vliv velikosti kontaktniho thlu na bioadhezi [15]

Elektronova teorie

Dle elektronové teorie je bioadheze zalozena na pienosu elektronti pfi kontaktu
adhezivniho materidlu s biologickou membranou. Vysledkem je vytvofeni elektrické
dvojvrstvy, ve které plisobi elektrostatické pfitazlivé sily zodpovédné za udrzovani

kontaktu mezi adhezivem a substratem.[6,16]
Obr. 3: Podstata elektronové teorie bioadheze [10]

Megativel vy charged mucus membrane
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Positively charged polymeric system

Difuzni teorie
Diftzni teorie popisuje bioadhezi jako pronikani fetézcti bioadheziva do glykoproteinové

vrstvy substratu a nasledné propleteni fetézcli obou vrstev v dostateéné hloubce, které
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vede ke vzniku semipermanentni adhezivni vazby (Obr. 4). Piedpoklada se, Ze se sila
adheze bude zvySovat s rostoucim stupném penetrace, ktery zavisi na difiznim
koeficientu, pruznosti a povaze fetézcli, mobilit¢ a kontaktnim Case.[11,12] K dosazeni
difize a maximalni bioadhezivni sily je potfeba, aby byly parametry rozpustnosti
adheziva a substratu podobné a zaroven také plati, Ze ¢im vice jsou si obé slozky

strukturné podobné, tim pevnéjsi vazba vznikne. [17,18]

Obr. 4: Interdifuze fetézcti adheziva do substratu a jejich nasledné propleteni [11]

Teorie lomu

Tato teorie dava do souvislosti adhezivni silu se silou potiebnou k odtrzeni dvou povrcht,
které k sobé ptilnuly.[19] Predpoklada se, ze k lomu dochdzi na mezifazi, pfestoze k
poruseni adhezivnich sil dochdzi obvykle v nejslabsim misté adheze, coz miize byt ve
vrstve substratu nebo adheziva.[9]

Silu lomu Sy, ktera je ekvivalentni maximalni tazné sile S, 1ze vypocitat dle rovnice:

Sr = (gcE/c)'/? ()
kde g. je energie lomu, £ je Youngiv modul pruznosti, ¢ je kritickd délka lomu

v okamziku oddé€leni dvou povrchli
Limitujicim faktorem této teorie je, ze mize byt aplikovana pouze na jednoslozkové,

jednoduché materidly. Pro viceslozkové systémy by musela byt rovnice rozsifena

o elastickou slozku a moduly kazdé slozky adhezivniho systému. [11]
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Obr. 5: Teorie lomu [12]

Fracture in hydrated layer of device m

Fracture at interface

Fracture in mucin layer

Adsorpcni teorie

Jedna se o jednu z nejrozsitenéjSich teorii adheze.[18] Popisuje adhezi jako vysledek
pusobeni primarnich a sekundarnich povrchovych vazeb mezi adhezivem a substratem.
Primarni vazby tvofené iontovymi, kovalentnimi a kovovymi silami jsou obecné pro
adhezi nevhodné kviili jejich pevnosti. Sekundarni sily vznikaji hlavné piisobenim van
der Waalsovych sil, vodikovych mistkd a hydrofobnich interakei.[7,9] PfestoZe jsou tyto
sily samostatn¢ slabé, pulsobi-li spolecné, zajisti intenzivni adhezi vytvorenim

semipermanentni vazby.[11,16]

Obr. 6: Adsorpcni teorie adheze [20]

= = = = = = = o= o= o= o= o=

Adsorption

5.2 Adhezivni testy

Testovani adhezivnich vlastnosti je zésadni pfi formulaci bioadhezivnich lé€ivych
ptipravki a také pro screening adhezivnich materialti. Doposud nebyla zavedena Zadna
standardni testovaci metoda nebo pfistroj.[16,21] V zavislosti na lokalizaci testovani
rozliSujeme metody in vivo, in vitro a ex vivo. VétSina dostupnych informaci o

bioadhezivech pochazi z in vitro testovani. [7]
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Obr. 7: Schématicky prehled adhezivnich test
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In vivo testovani neni asté pro svou finanéni i casovou nakladnost a etické aspekty. Ptes
tyto limitujici faktory je toto testovani nezbytné v zévére¢nych fazich formulace
ptipravkl.[16] Ramesha Chary a kolektiv [22] testovali bioadhezi v gastrointestindlnim
traktu kraliki po podani bioadhezivnich tablet s rentgen-kontrastni latkou siranem
barnatym. Osud tablet v zazivacim ustroji byl sledovan pomoci rentgenového
snimkovani. Tato metoda je zcela neinvazivni.

Dalsi neinvazivni technikou je magnetickd resonance MRI, kterd umozni sledovani
priachodu mukoadhezivnich systémti travicim traktem a vizualizaci uvolnéni u¢inné latky
z lékoveé formy.[23] Podstatou dalsi metody pro zjiSténi doby setrvani mukoadheziva
v misté aplikace je vyuziti radioizotopli [24-26] nebo fluorescenénich barviv [27].
Nejcasteji vyuzivanou metodou in vivo je gama scintigrafie. Je zaloZena na piidani
radioaktivnich markeri (*™Tc, '''In) do 1é¢iva a méfeni gama zafeni.[28,29] Volbou
vhodného markeru 1ze tuto metodu vyuzit 1 u jinych nez gastroinestinalnich aplikacnich

forem, napf.: nasalni, o¢ni, parenteralni, rektalni, plicni nebo bukélni.[30]

Testovani ex vivo probiha na izolovanych zvitecich organech ¢i tkanich nebo se vyuZivaji

difazni komory simulujici transport 1é¢iva. Jednou z testovacich metod je sledovani doby
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adheze s vyuzitim prase¢i sliznice. Metoda byla pouzita pfi testovani bukdlnich
mukoadhezivnich naplasti. Naplast se nechala na povrchu hydratovat fosfatovym pufrem
a poté byla uvedena do kontaktu s praseci mukoézou, kterd byla ptilepend ke sklenéné
desticce piipevnéné k pristroji. Pristroj pak svisle pohyboval destickou do
dezintegra¢niho média tvofeného fosfatovym pufrem o teplot¢ 37 °C, aby byla naplast
zcela ponofend. Byl zaznamenan cas, kdy dojde k uplnému oddé€leni naplasti od
sliznice.[31]

Dalsim testem je metoda invertniho stieva. Z potkana se odebere segment stieva, obrati
se naruby, na koncich se zasSije, naplni fyziologickym roztokem a vlozi se do zkumavky
s testovanym adhezivem o znamé koncentraci. Po inkubaci se segment ze zkumavky
vyndé a vypocitd se mnozstvi navazané¢ho adheziva na segment tak, ze se od vychozi
hmotnosti adheziva ve zkumavce odeCte hmotnost adheziva, které se nenavazalo na

stfevo.[32]

Obr. 8: Ex vivo metoda invertniho stfeva [32]

In vitro testy adheze se plivodné€ vyuzivaly jen pro vyhledavani adhezivnich materiald.
Dnes patii k nejvyuzivan€j$im metoddm pro stanoveni adhezivnich vlastnosti novych
bioadhezivnich systému. NejCasteji jsou in vitro metody zalozené na stanoveni adhezni

sily s vyuzitim reologickych, tahovych a ,,smyvacich* zkousek.
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5.2.1 Reologické metody testovani adhezivity

Reologické metody testovani bioadhezivity jsou Siroce vyuzivany zejména z divodu
jejich jednoduchosti. Sleduji tok a deformaci materiali a jsou vyhodné pfi stanoveni
adhezivnich vlastnosti polymernich materialt. Jsou zalozeny na myslence reologického
synergismu, podle kterého je reologicka charakteristika soustavy substrat-adhezivum
dana reologickymi charakteristikami jednotlivych komponent. Jak uz z vyznamu slova
synergismus vyplyva, vysledny ucinek soucasné plisobicich slozek by mél byt vétsi nez

souhrn U¢inkd jednotlivych slozek. [33]

Reologicky synergismus stanoveny rotacnimi testy
Jako vhodna reologické charakteristika se pouziva hodnota viskozity, coz je mozné jen
za predpokladu, ze se jedna o newtonské systémy. Adhezivni materidly ¢i modelové
substraty pouzivané pro testovani adheze jsou vsak viskoelastické systémy, které nelze
charakterizovat jednou hodnotou viskozity. U nenewtonskych materiald je nutné zvolit
reprezentativni hodnotu viskozity, napt. koeficient konzistence K z mocninného vztahu
pro pseudoplasticky tok nebo viskozitu pii konkrétni hodnoté rychlostniho spadu (napf.
Niw). Vhodng&§i pro vypolet parametru reologického synergismu je ovSem
charakteristika ziskana oscila¢nimi testy, napft. elasticky modul G".
Prikopniky vyuziti reologickych testl pro stanoveni adheze se stali v roce 1990 Hassan
a Gallo [34], ktefi navrhli jednoduché viskozimetrické méfeni pro urceni sily
bioadhezivni vazby systému mucin-polymer. Pfi testovani byly roztoky neutralnich,
anionickych a kationickych polymerti smichany s hydratovanym mucinem z prasecich
zaludk a tato smés slouzila jako simulace interpenetracni vrstvy. Pfedpokladalo se, ze
viskozita siln¢ adhezivnich polymert bude ve smési s mucinem vétsi nez soucet viskozit
jednotlivych slozek. Takovy jev je zalozen na principu interakce mezi mucinem a
polymerem zprostiedkovanym fyzikalnimi a chemickymi vazbami, jejichZ energie mtze
byt pfeménéna na energii mechanickou, ktera zplisobi zménu viskozity. [35] Méfeni
viskozity jednotlivych komponent i smési bylo provedeno pii 25 °C, rychlostnim spadu
93 57! po dobu 3 minut. Z interakce mezi mucinem a polymerem autofi experimentdlngé
stanovili parametr 17;,. Pomoci tohoto parametru mohli ndsledné na zéklad¢ rovnice (3)
vypocitat silu adheze.

F=np*o 3)

F je sila adheze, i, viskozitni parametr, o rychlostni spad
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U neutralnich polymeri (polyethylenglykol, bovinni sérovy albumin a dextran) se sila
bioadheze pii pH 1 imérné zvySovala koncentraci polymeru, avSak pfi pH 5,5 nebyly
pozorovany zadn¢ viskozitni zmény. Nejvétsi adhezivni silu vykazovaly polykationicky
chitosan a polyanionickéa kyselina polyakrylova. Chitosan je bohaty na hydroxy a amino
skupiny, takze snadno tvofi vodikové mustky. Také diky linearni struktuie sndze
interpenetruje do mucinu a vzhledem k vysoké molekulové hmotnosti ma vétsi
pravdépodobnost vniku interfacidlnich interakci. Kyselina polyakrylova ve své
neionizované form¢e buduje vodikové mistky, ale pokud je ionizovana, tak pocet mustkl
snizi, zméni sviij tvar a mize 1épe pronikat do mucinu. Nejslabsi bioadhezivni vlastnosti
byly zjistény u komeréné¢ dostupného Polybrenu, polyethylenglykolu, kyseliny
polyaspartové a heparinu vzhledem k jejich malé molekulové hmotnosti. Polybren je
navic kvarterni amoniovou slouceninou, takze se vytvaii minimum elektrostatickych
interakci mezi karboxylovymi skupinami mucinu a permanentné kladnym néabojem
Polybrenu. Obecné lze fici, ze bioadheze mezi polymerem a mucinem zavisi na
molekulové hmotnosti, tvorbé vodikovych vazeb a rozméru molekuly. [34] Nevyhodou
této metody je rozpad polymerni a mucinové sit€¢ vlivem zna¢ného namahéni pfti

rota¢nich testech. Resenim je modifikace metody pro oscilaéni testy. [10]

Reologicky synergismus stanoveny oscilacnimi testy

Oscilacni reologie je nedestruktivni technika pro charakterizaci viskoelastickych soustav
a mize poskytnout data k urceni adheze mezi polymerem a mucinem. [36] Pro vypocet
reologického synergismu se vyuziva modul pruznosti G, ktery je mirou energie uloZené
a odrazi chovani pevné slozky viskoelastického materialu. Dale pomoci ztratového
(viskozitniho) modulu G”', jenZ vyjadfuje energii ztracenou pii toku a odrazi vlastnosti
kapalné slozky formulace.[37] Parametr reologického synergismu mize byt stanoven dle

nasledujicich rovnic: [4]

AG" = G pix — (G,polymer + Glmucin) 4)
AG” = G”mix - (G”polymer + G"mucin) (5)

Riley a kol. ve svém experimentu stanovili reologicky synergismus smesi mucinu
a kyseliny polyakrylové o rizné molarni hmotnosti a hustoté zesiténi. Z hodnot

elastického modulu G” byl vypocitan synergismus a studovan vliv koncentrace polymeru
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a hodnoty pH. Autofi pfedpokladali, Ze pii nizSim pH se budou vytvaret vodikové vazby
a modul elasticity a viskozity se zvysi. S nartistem pH bude ubyvat vodikovych vazeb,
které budou nahrazovany iontovymi vazbami. Dojde k poklesu G" a G*’, ¢imz se také
snizi hodnota reologického synergismu. Obecné plati, ze ¢im vétsi molarni hmotnost a
stupenl vétveni polymeru, tim vice vodikovych vazeb a vyssi hodnota synergismu. [38]
Reologicka metoda byla také pouzita pro praSkové formulace a jejich interakce
s mucinem. Byly studovany mukoadhezivni vlastnosti praskovych smési slozenych ze
Skrobu a karbomeru. Nebyl vSak pozorovan zadny synergismus. Vysvétlenim by mohlo
byt naptiklad tzv. piehydratovani prasku, kdy pti nadmérné hydrataci mize mukoadheze
spontanné vymizet. DalSim divodem muze byt, Ze karbomer je schopny ve vyssi
koncentraci inhibovat protedzu, snizovat pruznost fetézci a jejich mobilitu pottebnou pro
penetraci do mukdzy. [36]

Hiagerstrom a Edsman [39] hodnotili vliv koncentrace na synergismus a zjistili, ze
linedrni polymery vykazuji pii zvysujici se koncentraci i zvySeny synergismus. Vétvené
polymery vSak maji kladné hodnoty synergismu pouze pii nizké koncentraci. Jakmile se
koncentrace zvySuje, neni hodnota synergismu vyznamné odliSna od O nebo je
signifikantn¢ negativni. Pokud parametr reologického synergismu nabyva zapornych
hodnot, interakce uvniti adheziva a/nebo interakce uvnitf mucinu jsou silnéj$i nez
interakce ve smési mucin-adhezivum a testovany materidl nevykazuje adhezivni
vlastnosti.

Dalsim faktorem, ktery mize ovliviiovat vysledky reologického synergismu je frekvence
oscilaéniho namahéni. U linearniho polymeru bylo prokéazéano, ze jeho hodnoty G"a G™*
jsou piimo umérné frekvenci, zatimco vétvené polymery vykazuji velmi malou ¢i spiSe
zadnou zavislost. Byl stanoven novy parametr synergismu, tzv. ,,Jog G ratio®, na zakladé

kterého 1ze vzdjemné porovnat kladné a zdporné hodnoty synergismu:

log G'ratio = log(%) (6)
P

Pokud dosahuje hodnoty 1, znamena to, Ze pfidani mucinu k polymeru zvysi G” smési
desetkrat. Je-li roven 0, tak pfidani mucinu nezptisobi zddnou zménu v modulu pruznosti
a hodnota -1 znamena sniZeni G'.

Limitaci reologické metody je, ze vysledky testl 1ze obcas téZko interpretovat, protoze

ve vysledcich existuje velka odchylka pfisuzovana rtizné koncentraci a typu mucinu,
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jakozto 1 koncentraci polymeru. [40] Metoda by tedy kviili svym limitdm neméla byt pro
hodnoceni adhezivnich vlastnosti vyuzivana samostatné a m¢la by se doplnit naptiklad

tahovymi zkouSkami.

5.3 Tahové testy

Tahové zkousky jsou zalozené na méfeni sily potiebné k odtrzeni adheziva od substratu.

Podle sméru plsobeni sily rozliSujeme testy tahové, odtrhavaci a smykové (Obr. 9).

Obr. 9: Sily dle preruseni vazby mezi adhezivem a substratem [41]

. Common Adhesive Testing Methods

T B
Tensile Cl : :
180° Peel © ’ )

Shear

5.3.1 Mg¢feni smykové sily

Autoti Metia a Bandyopadhyay [42] popisuji méteni smykové sily u adhezivnich kaliska
obsahujici bukalni tablety s oxytocinem. Zadni strana mukoadhezivniho kalisku byla
pfipevnéna k pohyblivému péasku syntetickym lepidlem a druhd strana kaliSku byla
pfitlacena k hovézi bukalni sliznici po dobu 30 sekund za pouZiti konstantniho tlaku. Po
5 minutdch byla zaznamendna hmotnost potiebna k oddéleni kaliSku od sliznice

a pfepocitana na smykovou silu.

5.3.2 Mg¢feni odtrhavaci sily

Testy odtrhavaci (peel testy) se pouzivaji hlavné u bukalnich 1éCivych ptipravki
a transdermdlnich naplasti. M¢Efi se sila, kterd je potfebnd k odtrzeni adheziva
v okamziku, kdy je ptilepeno k substratu. [43] McCarron a kol. [44] pouzili jako substrat
praseci kuzi, kterou pfilepili k pohyblivé ocelové ploSe a nechali ji hydratovat vodou.
Svisle nad ktzi ptipevnili do svorek naplast, kterou pak k substratu pftitla¢ili po dobu
30 s. Nasledné se svorky pohybovaly nahoru rychlosti 6 mm/s a ploSina se posouvala

horizontaln¢ tak, aby mezi filmem a ktzi byl drzen uhel pfiblizné 90°.
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Obr. 10: Prabéh peel testu [44]
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5.3.3 Mc¢éfeni tahové sily

Tahové zkousky se fadi mezi nejCastéji vyuzivané in vitro testy k zjisténi sily bioadheze.
K méfeni se pouzivaji riizné pfistroje, které jsou vSak zalozené na podobnych
mechanismech. Vzorek je umistén mezi dvé kontaktni plochy, jedna je fixni a druha se
v prub¢hu testu nejprve dostava do kontaktu s fixni plochou a nasledné se oddali. Tento
typ testi 1ze realizovat na materidlovych zkuSebnich strojich (napf. firmy Zwick/Roell),
ale rovnéz 1 na absolutnich reometrech. Ve firemnich materidlech vyrobct reometrti jsou
doporuceny vhodné testy, podminky méfeni a zpusoby vyhodnoceni [45] . Zplsob
méteni adhezivnich vlastnosti je pfirovnan k testim invertni sondy, pti kterych se sonda
uvede do kontaktu s adhezivem pii pifedepsané rychlosti, kontaktnim tlaku a po urceny
Cas. Vysledek je zaznamenan jako maximalni sila potfebna k pferuseni vzniklé vazby.
Pti testu adheze na absolutnim reometru je na dolni geometrii z nerezové oceli nanesen
testovany adhezivni materidl. Horni geometrie typu deska o vhodném priméru je
uvedena do kontaktu se vzorkem danou rychlosti, dokud neni dosaZzena poZadovana
kontaktni sila. Za danou dobu se horni geometrie oddali od vzorku a je zaznamenan

casovy prubéh sily (Obr. 11).
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Obr. 11: Casovy pribéh normalové sily v prabéhu adhezivniho testu [45]

F(N)

(a) pik normélov¢ sily vyjadiujici adhezi materidlu, (b) plocha pod ktivkou je mirou
adhezivni/kohezivni sily, (c) ¢as potfebny ke snizeni normalové sily o 90 %, resp.

odlehceni

5.4 ,,Smyvaci“ testy

»dmyvaci® testy (wash off, wash out) jsou casto vyuzivany pro odhad adhezivnich
vlastnosti 1€kovych forem, které jsou podavany do té casti lidského téla, kde je sliznice
vysoce ovlivnéna pritokem biologickych tekutin. Jedna se o aplika¢ni formy nosni, o¢ni,
gastrointestinalni a vaginalni. Pro testovani je diileZité napodobit prostiedi lidského téla
v misté€ podani 1é¢iva, jako je teplota a vlhkost na povrchu sliznice, sloZeni biologické
tekutiny a rychlost jejiho prutoku.

Pfi experimentu se mukdzni tkan pfipevni na sklenény kanalek a nanese se na ni
testovana adhezivni formulace. Pro simulaci toku biologické tekutiny se vyuziva
perfuzni pumpa, kterd Cerpa roztok pufru pfes mukozu, ten z ni vymyva adhezivum a
tekutina pak stékd do sbérné kadinky (Obr. 12). Pomoci spektrofotometrické metody,
vysokouc¢inné kapalinové nebo gelové permeacni chromatografie se stanovi mnozstvi
vymytého lé¢iva ¢i adhezivniho polymeru. Kromé analyzy sebrané tekutiny by se mohlo
provést 1 monitorovani mnozstvi lékové formy, ktera zlistala adherovand na membrané.

[46]
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Obr. 12: Schéma pritbehu vymyvaciho testu [20]
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5.5 Modelové substraty pro testovani mukoadheze in vitro

Muko6zni membrana pokryva mimo jinych ¢asti téla i nasalni, bukalni, o¢ni, rektalni,
vagindlni a gastrointestindlni oblasti. Mukus, nejsvrchnéjsi vrstva membrany, kterd se
podili na vzniku vazeb s adhezivem, je tvofen glykoproteiny (0,5-5 %), lipidy,
anorganickymi solemi, nukleovymi kyselinami, enzymy a vodou (95 %). Glykoproteiny
adhezivni, kohezivni a gelu podobné vlastnosti. [47] Substraty pro testovani adheze
ptipravkil aplikovanych témito cestami Ize ziskat z prasecich, psich a opicich zvifecich
modelt, které jsou nejvhodnéjsi pro napodobeni lidské sliznice, potkani a kralici kvili
keratinizaci epitelové vrstvy pfili§ vhodni nejsou. Vyvoj syntetickych materiald
napodobujici lidskou mukdézu by byl vyznamnym pokrokem pii testovani mukoadheze.
[19]

Nejjednodussi metodou pro pripravu substratu pro testovani mukoadheze je
homogenizace suSeného mucinu z prasecich zaludki spolecné
s destilovanou/deionizovanou vodou nebo pufrem. Hassan a Gallo [34] hydratovali
jemnym michanim mucin 0,1 M HCI nebo 0,1 M acetatovym pufrem po dobu 3 hodin
pti 25 °C.
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Callens s kolegy [36] pripravili substrat pro zkouseni praSku pro nasalni podéani disperzi
8 % surového mucinu z praseCich zaludki (Sigma Aldrich Chemie, Némecko)
v simulované nosni tekutiné skladajici se ze 7,45 mg/ml NaCl, 1,29 mg/ml KCl a 0,32
mg/ml CaCl, 2H>O. Na podobném principu vytvoiili Ceulemans a kol. [48] mucinovy
substrat po testovani ocnich tablet. V simulované slzné tekutiné obsahujici 1,7893 g/l
KCl, 6,3118 g/l NaCl, 2,1842 g/l NaHCO , 44,4 mg/l CaCl> a 47,6 mg/l MgCl, bylo
dispergovano 8 % suSené¢ho mucinu a pfidano odpovidajici mnozstvi 0,1 M HCI pro
dosazeni pH 7,4+0,1. Roztok byl poté michan magnetickym michadlem po dobu 24
hodin pii pokojové teploté, aby se umoznila kompletni hydratace mucinu.

Riley a kol. [38] vytvotili homogenizovany muko6zni gel tim, Ze opatrné sesSkrabali mukus
z praseCich zaludkud a ten pak rovnym dilem michali po dobu 4 minut s izotonickym
roztokem (0,9 % NaCl, 0,02 % NaN3, 0,186 % EDTA a 0,0175 % fenylmethylsulfonyl
fluorid rozpustény v 1 ml alkoholu). Smés nechali centrifugovat pii 4 °C 1 hodinu. Poté
odstranili supernatant a odebrali vrstvy gelu, které spojili a dali dialyzovat proti
destilované vodé¢ pii 4 °C po dobu 24 hodin. Dialyzovany gel poté opét centrifugovali,
vrstvy gelu odebrali, spojili a nechali 5 minut michat. Gel pak skladovali pti -20 °C.

In vitro testovani mukoadhezivnich forem lze provadét i na Cerstvé vytiznuté, pii -20 °C
skladované intestinalni [49], bukalni [50] a vagindlni mukoze [51] zvifete (nejcastéji
prasete), ktera se pred experimentem nechd rozmrznout a pfipravi se z ni substraty o
pozadované velikosti. Je také mozné vytvaret tzv. mucinové disky, kdy se znamé
mnozstvi surového mucinu za pomoci tabletovaciho stroje stlacuje velkou silou a vzniklé

disky se pouZiji pro testovani adhezivni sily. [52]

5.6 Liberace 1é¢iv z tuhych disperzi

Liberaci 1¢éCiv z tuhych disperzi, 1ze popsat jako fizené uvolnovani u¢inné latky z 1€kové
formulace. Rizené uvoliiovani nastiva, kdyZ je piirodni nebo synteticky polymer
kombinovan s lécivem ¢i pfimo Uc¢innou latkou tak, aby se aktivni latka uvolnila
poZadovanym zpisobem. Tyto 1€kové formy jsou navrhovany piedevsim k zajiSténi
relativné stalych koncentraci latky v krvi, tkanich a organech. Jejich nespornou vyhodou
je 1 sniZzeni frekvence podavéani, omezeni nezddoucich u¢inkl a tim zvySeni compliance
pacienta k 1écb¢. [53] Je vSak potieba brat v uvahu i potencionalné negativnich vlastnosti
téchto formulaci jako je toxicita pouzitého materialu nebo vedlejSich produkt degradace

a vyssi naklady oproti tradicnim farmaceutickym ptipravkim.
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Uvolnovani [éCiva je zasadnim krokem pro biologickou dostupnost, obzvlasté u 1é¢ivych
latek zatazenych do II. tfidy biofarmaceutického klasifikacniho sytému. Jedna se o
hydrofobni 1é¢iva s nizkou rozpustnosti ve vod¢ a vysokou membranovou permeabilitou.
Pravé velké mnozstvi novych chemickych latek je Spatné rozpustnych, a to je Castym
diivodem zanechani vyvoje 1é¢ivého pripravku. Proto je dilezité prekonat toto omezenti,
aby bylo mozné vyuzit terapeutické piinosy téchto latek. ZlepSeni rozpustnosti lze
dosahnout chemickou modifikaci (tvorba proléciv, soli), mikronizaci, tvorbou
nanosystémil, pfidanim surfaktantl a kosolventi nebo tvorbou tuhych disperzi. [54]
Praveé tuhé disperze jsou jednim z nejlepSich postupil pro zvyseni rozpustnosti. Lze je
definovat jako smés alespon dvou slozek - hydrofobniho 1é¢iva a inertniho polymerniho
nosice. Tuhé disperze jsou rozdéleny do Ctyf generaci podle vlastnosti polymerniho
nosice. Pro systémy s fizenym uvoliiovanim se vyuziva 4. generace obsahujici polymerni

nosice ve vodé nerozpustné nebo bobtnajici, které zpomaluji liberaci 1éCiva. [55]

Obr. 13: Piehled generaci tuhych disperzi
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a hl
4. generace: -zvySena rychlost
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Lécivo se z pevné disperze miiZze uvoliiovat dvéma zpusoby, tzn. ze liberace mize byt
fizend bud’to polymernim nosi¢em nebo 1é¢ivem. Tyto mechanizmy jsou zaloZeny na
tom, ze kdyz je tuha disperze dispergovana v tekutiné, polymerni nosic rychle absorbuje
tekutinu a vytvaii koncentrovanou polymerni vrstvu nebo gelovou vrstvu. V piipadé, Ze
je lécivo v takovémto nosi¢i rozpustné, ale viskozita vrstvy je natolik vysokd, ze

rozpusténé 1é€ivo nepropusti skrz do objemové faze, bude rychlost uvoliiovani 1éciva
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zavisla na difuzi polymeru, takze hovotime o liberaci fizené nosi¢em (Obr. 14 a). Pokud
je 1écivo v koncentrované vrstvé nerozpustné nebo jen omezené rozpustné, prochazi
nedotcené skrz nosic¢ do disolu¢niho média (Obr. 14 b) a profil liberace bude zaviset na

vlastnostech 1é¢iva (napft. rozpustnost 1é¢iva, polymorfie nebo velikost ¢astic). [56]

Obr. 14: (a) liberace tfizena polymernim nosi¢em, (b) liberace fizena 1écivem [56]

/ \

{a) (b)

5.7 Slozeni tenkych filmii v této diplomové praci

5.7.1 Vétveny kopolymer kyseliny D,L- mlé¢né a glykolové PLGA

PLGA je jednim z nejoblibenéjSich biologicky odbouratelnych polymeri. Diky své
dlouhodobé klinické zkuSenosti, vysoké biokompatibilit¢ a pfiznivym degrada¢nim
vlastnostem ma vyznamné misto ve farmakoterapii jako nosic 1é¢iv, proteinti a dalSich
makromolekul. [57] PLGA je linearni polyester s vysokou molekulovou hmotnosti, ktery
vznikd polymeraci za otevieni kruht monomeril kyseliny mlééné a glykolové. Pro
zajisténi kontinudlni degradace polymerniho nosice a tim zajisténi vyhodnéjsi liberace
l1é¢iva se PLGA dopliiuje vétvicim monomerem riizného typu a koncentrace. Vétvené
polymery maji niz§i molarni hmotnost a véts$i povrch nez ty linearni, coz vede k vyssi a
rychlejsi degradaci nosice (fddoveé hodiny az nekolik dni). Vétvici slozkou nejcastéji
byvaji cukry ¢i vicesytné alkoholy (mannitol, pentaerythritol, polyvinylalkohol, gluk6za

a dalsi). Dobu degradace krom¢ molarni hmotnosti a tvaru/velikosti télesa ovliviuje 1
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stupenn krystalinity a fyzikdln€ chemické vlastnosti prostiedi. Degradace probiha
hydrolyzou nestabilnich esterovych vazeb polymerniho fetézce za vniku kyseliny L-
mlécné, kterd se z téla eliminuje jako CO, a voda (produkty metabolizace kyseliny
v citratovém cyklu) a kyseliny glykolové, ktera se z téla ve velké mife exkretuje (jen

mala ¢ast vstupuje do citratového cyklu). [58]

Obr. 15: Vétveny kopolymer kyseliny mlécné a glykolové [59]
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5.7.2 Methyl-salicylat

Methyl-salicylat je bezbarva nebo jemné naZloutla olejovita kapalina vonici a chutnajici

po libavce polehlé (Gaultheria procumbens). Je dobte rozpustny v chloroformu, etheru
¢i alkoholu. Pro pfipravu tenkych filml v této praci byl vyuzit jako plastifikator
polymerniho nosice. Plastifikator je nizkoviskozitni kapalina o nizké molarni hmotnosti,
ktera vytvati s polymerem sekundarni vazby. Disledkem toho je zlepSeni vlastnosti pro
formulaci tenkych filml sniZzenim viskozity, sniZeni teploty skelného ptechodu
polymeru, zabranéné praskani filmu, zvySeni jeho pruznosti a jednou z mnoha vyhod
plastifikatoru je také kontrola rychlosti uvoliiovani 1é¢iva z polymerni matrice.[60]

Krom¢ plastifikace lze methyl-salicylat vyuzit pfi vyrobé parfémi, masti, jako
antiseptikum v tstnich vodach ¢i k ochucovani jidel a ndpoji. Masti a linimenta s methyl-
salicylatem se pouzivaji pro zmirnéni muskuloskeletarni bolesti kloubt, svall a §lach,
protoze podrazdi pokozku (drdzdéni zplsobi uklidiiujici pocit tepla) a diky své

farmakologické podobnosti s Aspirinem a dalSimi NSAID ptisobi analgeticky.
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Obr. 16: vzorec methyl-salicylatu [61]

OH

5.7.3 Kyselina salicylova

Kyselina salicylova je ve formé bilého krystalického prasku nebo bilych, bezbarvych,
jehlicovitych krystalti. Je bez zapachu a ma mirné nasladlou chut’. Rozpustnost vykazuje
v etheru, 96 % lihu, mirné rozpustna je v dichlormetanu a té¢Zce rozpustna ve vod¢. UZije-
li se perordlné, ma siln€ drazdivy ucinek na gastrointestinalni trakt, proto se v soucasnosti
uziva zevné jako dermatologikum. Pokud je kyselina salicylova v topickych piipravcich
obsazena v koncentraci nizsi (<10 %), ma keratoplasticky efekt, tzn. ze povzbuzuje epitel
kaze k ristu. Kdyz je v koncentraci vyssi, ma keratolyticky Gcinek, tj. zptisobi zmé&kceni
keratinu a pomaha odstranit suchou, Supinatou pokozku. Tento efekt je Zadouci hlavné
pti kombinaci kyseliny s jinymi G€innymi latkami, protoze odstranénim svrchni vrstvy
kaze se podpofi uc¢inné&jsi prinik latek do pokozky.

KoZni ptipravky obsahujici at’ uz samotnou kyselinu salicylovou nebo kombinovanou
s jinymi léCivymi latkami nalézaji uplatnéni nejvice pii 1€cbé akné, dale pii odstrafiovani
bradavic, psoriaze, seboroické €1 chronické atopické dermatitidé, ichtydze.[62]

Kyselina salicylova je také dulezitd pro ptipravu kyseliny acetylsalicylové, kterd ma

-----

Obr. 17: vzorec kyseliny salicylové [62]

0
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Tab. 1: Pfehled hromadné vyrabénych l1é¢ivych ptipravkl s obsahem kyseliny salicylové
dostupnych v CR [63]

nazev 1ékova forma sloZeni indikace
. ., kyselina salicylova psoriaza ve Kstici .\
Alpicort kozni roztok ednisolon seboroicka dermatitida
P alopecie
kyselina salicylova
Alpicort F kozni roztok prednisolon zmirnéni vypadavani vlasa
estradiol benzoat
hyperkeratoticka iradia¢ni
Actikerall kozni roztok kyselina sglicylové keratéza U .
fluorouracil imunokompetentnich
pacientli
psoridza
kozni roztok kyselina salicylova neurodermitida
Belosalic kozni sprej betamethason - ekzém (atopicky, alergicky,...)
mast dipropionat seboroicka dermatitida
ichty6za
psoridza
kvselina salicylové thoniclfé atopicka dermatitida
. . kozni roztok Y Y lichen simplex/planus
Diprosalic betamethason - . )
mast dipropionat d1shyd¥oza .\
seboroicka dermatitida
ichty6za
kyselina salicylova
Duofilm kozni roztok kyselina mlé¢na bradavice
kolodium 4%
ulcerdzni gingivitidy
kyselina salicylova herpetickf: gingivostomatitidy
Herbadent roztok na dasné | benzokain par9d9nt1dy L,
bylinny extrakt lokalni terapie S}IZHICG ust
urychluje hojeni ran po
zubai'ském zakroku
ichty6za
kyselina salicylova p.almopl.a ntérni keratéza
Kerasal mast urea lichen pilaris
ekzém rukou
psoridza
kyselina salicylova E)pmocné 1é¢ba po podvrtnuti, zhmozdéni
extrakt z kliry gl ihs:[clorzve.: hvb
Mobilat Gel gel nadledvinek OeSt I pollybu
glykosaminoglykan — vipotky -
polysulfét otpky ze zanétu kloul?u
mimokloubni revmatismus
Momesalic mast lr(r?osri:tl:sf;ﬂl-c%l](r)zzt zavazné az tézké psoriazy s plaky
neinfek¢éni dermoepidermitida
Triamcinolon S | mast kyselir}a salicylova . suba.kutni/chronicky ekzém
triamcinolon — acetonid | psoriaza
neurodermitida
blefaritida
Sophtal-POS N | o¢ni kapky kyselina salicylova nespecificka konjunktivitida

podrazdeéna spojivka

Verrumal

kozni roztok

kyselina salicylova
fluorouracil

bradavice
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6 EXPERIMENTALNI CAST

6.1 Pouzité suroviny

3T PLGA vétveny 3 % tripentaerythritolu (FaF UK HK)
8D  PLGA vétveny 8 % dipentaerythritolu (FaF UK HK)
Aceton (PENTA, CR)

Cisténa voda (FaF UK HK)

Fosfatovy pufr (Sigma — Aldrich, USA)

Kyselina salicylova (Dr. Kulich Pharma, s. 1. 0.)
Methyl-salicylat (Sigma — Aldrich, USA)

Mucin z prasecich zaludkt (Sigma — Aldrich, USA)

6.2 Pristroje

Analytické digitalni vahy (Fisher Scientific s.r.0.)

Digitalni vahy KERN 440-35 N, max. 400g, d=0,01g (Fisher Scientific s.r.o.)
Horkovzdu$na susarna (Memmert GmbH)

Rota¢ni reometr Kinexus pro+ (Malvern Instruments)

Spektrofotometr SPECORD 250 (Analytik Jena, SRN)

Ttepacka s vodni lazni, GFL 1083 (Analytik Jena, SRN)

6.3 Priprava vzorkii pro méreni na rotaénim reometru

6.3.1 Plastifikace polyesteri

Ciselné a hmotnostni priméry molarni hmotnosti (Mn, My,), hmotnostni primér vnitini
viskozity [ 77]w, vétvici pomér g” a teplotu skelného piechodu (Tg) polyesteru 8D a 3T,
pouzitych v diplomové praci, uvadi Tabulka 2. Pro plastifikaci polymeru 8D byl pouzit
methyl-salicylat (MS) v koncentracich 10 %, 20 % a 30 %. Do vytarované kadinky byl
na analytickych vahach navazen polymer, nasledné byl vloZen do horkovzdu$né susarny
piedehiaté na 90 °C. Do suSarny byla také vlozena kadinka s MS zakrytd alobalem, aby
plastifikator netékal. Po zahtati byly 8D a plastifikdtor smiseny a dikladné

zhomogenizovany. Bylo pfipraveno vzdy 5,0 g polyesteru plastifikovaného MS.
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Tab. 2: Charakteristiky testovanych polyestert

M, M,y [7]w , o
Vzorek | imol) | (efmol) | (mL/g) g T CO)
8D 1600 2500 2.9 0.45 14.8
3T 5300 17 400 77 0.43 266

6.3.2 Pfiprava mucinu hydratovaného fosfatovym pufrem

Mucin z prase¢ich zaludkli ve formé volumin6ézniho prasku byl navdzen do plastové
kadinky a piesypan do melaminové tienky. Byl hydratovan fosfatovym pufrem pH 7,4
v poméru 1:1, 1:2 a 1:5 a michan do vzniku homogenni smési. Byl ziskdn modelovy

substrat rizné viskozity pro méfeni tokovych i adhezivnich vlastnosti polyesteru 8D.

6.3.3 Ptiprava smési hydratované¢ho mucinu a plastifikovaného polyesteru
Pro pftipravu téchto smési byl pouzit mucin hydratovany fosfatovym pufrem pH 7,4
v poméru 1:5 a polyester 8D plastifikovany 20 % a 30 % MS. Plastifikovany polyester
byl v zakryté kadince zahiat na 40 °C v horkovzdusné suSarn¢, byl pfidan hydratovany
mucin a smés byla dikladné¢ zhomogenizovana. Pomér hydratovaného mucinu

a plastifikovaného polyesteru byl 1:1, 2:1 a 1:2.

6.4 Priprava tenkych filmi pro disolucni testy

Metodou taveni byly pfipraveny tenké filmy tvotené polyesterem 8D, MS a kyselinou
salicylovou (SA). Polyester 8D byl plastifikovan 10 %, 20 % a 30 % MS postupem
popsanym v kapitole 6.3.1. Do plastifikovaného polyesteru bylo inkorporovéano 10 % SA
a provedena diikladnad homogenizace. Bylo ptipraveno vzdy 5,0 g vzorkid daného slozeni.
Na dno sklenénych vialek bylo na analytickych vahach navézeno 250,0 mg disperze. Dna
vialek byla poté zahtata tak, aby byl vzorek rovnomérné rozprostfen po dné€ vialky a tim
zajiSténa standartni plocha pro liberaci salicylatu. Tloustka filmu byla 400 um. K takto
pfipravenym tenkym vrstvam bylo pfidano 15,0 ml fosfatového pufru pH 7,4. Pufr byl
piipraven rozpusSténim jedné tablety ve 200,0 ml ¢isténé vody. Vzorky pro disolucni testy

byly pfipraveny triplicitné.
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6.5 Meéreni na rotacnim reometru

6.5.1 Ptiprava reometru

Reologické vlastnosti neplastifikovanych polyesteri 3T a 8D, polyesteru 8D
plastifikovaného 10 %, 20 % a 30 % MS, hydratovaného mucinu a mucinu ve smési
s plastifikovanym polyesterem byly méfeny na rotaénim reometru Kinexus Pro * za
vyuziti softwaru rSpace for Kinexus verze 1.75. Pfed zapnutim pfistroje byla vzdy
provedena kontrola ptivodu stlaceného vzduchu, az poté mohl byt pfistroj spustén. Byly
odstranény kryty horni a dolni geometrie a piistroj se nechal 5 minut stabilizovat. Byl
zapnut pocitac, spustén program rSpace a provedena inicializace zafizeni. Pro rotacni
testy byla zvolena horni geometrie CP 2/20 (kuzel s uhlem 2° a primérem 20 mm), pro
méteni adhezivnich vlastnosti geometrie PU 20 (horni deska o priméru 20 mm). Dle
pokynl softwaru byla nastavena nulova Stérbina (zero gap). Reometr byl pfipraven

k méfeni.

Obr. 18: Rotacni reometr Kinexus Pro+ [64]

6.5.2 Me¢feni tokového chovani

Byla métena viskozita polyesterti 3T, 8D, polyesteru 8D plastifikované¢ho 10 %, 20 %
nebo 30 % MS pii 80 °C (tzv. melt viscosity), viskozita hydratovaného mucinu
z prasecich zaludkl a smési plastifikovaného polyesteru s mucinem pfi 25 °C. Pfi méfeni
viskozity tavenin polymeru byly vzorky naneseny na dolni geometrii pfi teploté o 10 °C
vys$i, nez byla teplota pii méteni viskozity. V sekvenci Set temperature byla zaddna

teplota 90 °C a vyckalo se na vytemperovani dolni geometrie. Standardnim zptisobem
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byl nanesen vzorek, zakryt a po dobu 5 minut se nechal temperovat. Nasledn¢ byla
teplota snizena na 80 °C a opét se vyckalo 5 minut. Byl odstranén kryt dolni geometrie a
naneseni vzorku bylo dokonceno dle pokynii softwaru v sekvenci Load sample: horni
geometrie sjela na preddefinovanou vzdalenost, kopistkou byl odstranén pifipadné
vytlaceny pfebytek vzorku, dolni geometrie byla zakryta plastovym krytem. Byl spustén
test Viscometry 0010 Table of shear rates with Power law model fit a nastaveny
parametry testu (Obr. 19). Po dokonceni méfeni byl vzorek odstranén dle pokynt

v sekvenci Unload sample a vysledky méfeni ulozeny.

Obr. 19: Parametry testu Table of shear rates with Power law model fit

Start shear rate ‘0.1000 ‘ 5-1
End shear rate 100.0| | s-1
Samples per decade 10 |

6.5.3 Vyhodnoceni viskozitnich kiivek

Pro vyhodnoceni tokovych a viskozitnich kiivek byla pouzita rovnice Ostwald-de Wael

(mocninna, power law):

T=K-D" (7)
T posuvné napéti [Pa]
D rychlostni spad [s™']
K koeficient konzistence [Pa-s]

n index tokového chovani; n < 1 pro pseudoplasticky a plasticky tok, » > 1 pro
dilatantni tok

6.5.4 Vypocet adhezivity z hodnot viskozity jednotlivych slozek

Hodnoty viskozity mucinu, plastifikovaného polyesteru a jejich smési namétené pii

rychlostnim spadu 10 s! byly pouzity pro vypocet adhezivnich vlastnosti

plastifikovanych polyestert na zaklad€ empirického vztahu (8) dle Hassana a Gallo [34]

zalozeného na reologickém synergismu:

Mo = Nm-p — (Nm + 1p) (8)
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Nm-p viskozita smési mucinu a polymeru

Nm viskozita mucinu
Mp viskozita polymeru
Mb viskozita ovlivnéna adhezivitou

6.5.5 Test adhezivity neplastifikovanych polyesterti a mucinu

Na rota¢nim reometru byl proveden test adheze Squeeze and pull off test with analysis.
Nejprve byla dolni geometrie temperovana na 32 °C po dobu 5 minut. Po spusténi testu
se horni geometrie pfiblizila k dolni na vzdalenost 70 mm a dle pokyna softwaru byly
nastaveny parametry testu (Tab. 3). Vzorek o hmotnosti 0,50 g byl nanesen na stied dolni
geometrie. V prvni fazi testovani (squeeze) byl vzorek stlaten horni geometrii na danou
tloustku vrstvy, v druhé fazi (pull off) se horni geometrie oddalila od dolni. Toto bylo
opakovano pétkrat. Byly zaznamenany hodnoty maximalni sily pro fazi stlaeni a pro
fazi oddaleni, plocha pod ktivkou a Cas pottebny k odlehceni (poklesu odtrhavaci sily o
90 %). Dle pokynti sekvence Unload sample byl vzorek z reometru odstranén a naméefené

hodnoty byly ulozeny do pocitace

Tab. 3: Parametry testu Squeeze and pull of test with analysis

Rychlost posunu horni geometrie |5 mm/s
Cilova vzdalenost geometrii 0,5 mm
Pocet opakovani 5

Pracovni vzdalenost geometrii 10 mm

6.6 Test disoluce salicylatu z tenkych filmi

Vzorky ptipravené pro disolucni testy byly zality 15,0 ml fosfatového pufru
pH 7,4 a byly vloZeny do vodni tfepaci ldzn€ vytemperované na 37 °C. Frekvence tiepani
byla 50 min'! a amplituda 22 mm. V pfedem stanovenych ¢asovych intervalech (1, 4, 24,
48, 72 a 144 hodin) byly vialky z 14zn¢€ vyjmuty, odebrano disolu¢ni médium a vzorky
znovu prelity 15,0 ml pufru. Mnozstvi uvolnéného salicylatu bylo stanoveno
spektrofotometricky méfenim absorbance pii vlnové délce 298 nm proti fosfatovému

pufru pH 7,4. Ze ziskanych hodnot absorbance bylo na zaklad¢ rovnice kalibra¢ni piimky
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(y=0,0255x +0,0204; R?=0,9992) vypocteno mnozstvi uvolnéného salicylatu v danych

casovych intervalech. [65]

Obr. 20: Kalibra¢ni ptimka kyseliny salicylové pti vinové délce 298 nm [65]
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7 VYSLEDKY

7.1 Viskozita tavenin polyesteru

Obr. 21: Viskozitni kiivka polyesteru 3T pti 80 °C

107 CT T B
@ §
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107 S : 4 :
1072 107" 10 10° 10°
Y- (s-9)
[&— 3T1 —&— 372 —=— 373 |
Tab. 4: Viskozita polymeru 3T pii 80 °C dle mocninného modelu
nio (Pa.s) K (Pa.s) n Corr.
1 307,700 310,000 0,9914 1,0000
2 319,700 321,600 0,9924 1,0000
3 324,800 330,700 0,9876 1,0000
Prameér 317,400 320,767 0,9905
SD 8,779 10,375 0,0025
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Obr. 22: Viskozitni kiivka polyesteru 8D pti 80 °C
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Tab. 5: Viskozita polymeru 8D pfi 80 °C dle mocninného modelu
nio (Pa.s) K (Pa.s) n Corr.
1 7,976 8,297 0,9855 1,0000
2 8,406 8,519 0,9940 1,0000
3 8,376 8,467 0,9947 1,0000
Prameér 8,253 8,428 0,9914
SD 0,240 0,116 0,0051
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7.2 Reologické chovani plastifikovaného polyesteru

Obr. 23: Viskozitni kiivka polyesteru 8D plastifikovaného 10 % MS pti 80 °C
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Tab. 6 : Viskozita polymeru 8D plastifikovaného 10 % MS pii 80 °C dle mocninného

modelu
nio (Pa.s) K (Pa.s) n Corr.
1 2,571 2,745 0,9758 0,9999
2 2,674 2,732 0,9897 1,0000
3 2,567 2,767 0,9843 1,0000
Pramér 2,604 2,748 0,9833
SD 0,061 0,018 0,0070
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Obr. 24: Viskozitni kiivka polyesteru 8D plastifikovaného 20 % MS pii 80 °C
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Tab. 7: Viskozita polymeru 8D plastifikovaného 20 % MS pii 80 °C dle mocninného

modelu
nio (Pa.s) K (Pa.s) n Corr.
1 0,616 0,619 0,9998 1,0000
2 0,615 0,688 0,9613 0,9997
3 0,655 0,701 0,9729 0,9999
Prameér 0,629 0,669 0,9780
SD 0,023 0,044 0,0198
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Obr. 25: Viskozitni kiivka polyesteru 8D plastifikovaného 30 % MS pii 80 °C
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Tab. 8: Viskozita polymeru 8D plastifikovaného 30 % MS pii 80 °C dle mocninného
modelu

nio (Pa.s) K (Pa.s) n Corr.
1 0,210 0,194 1,0360 0,9997
2 0,197 0,204 0,9909 1,0000
3 0,223 0,236 0,9830 0,9999
Primér 0,210 0,211 1,0033
SD 0,013 0,022 0,0286
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7.3 Reologické chovani mucinu

Obr. 26: Viskozitni kfivka mucinu hydratovaného v poméru 1:1
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Tab. 9: Viskozita hydratovaného mucinu (1:1) a korelace dle mocninného modelu

nio (Pa.s) K (Pa.s) n Corr.
1 258,100 1,405E+003 0,2585 0,9967
2 343,100 1,774E+003 0,2790 0,9923
3 389,000 2,650E+003 0,2525 0,9815
Primér 330,070 1,943E+003 0,2633
SD 66,420 639,474 0,0139
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Obr. 27: Viskozitni kfivka mucinu hydratovaného v poméru 1:2
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Tab. 10: Viskozita hydratovaného mucinu (1:2) a korelace dle mocninného modelu

nio (Pa.s) K (Pa.s) n Corr.
1 62,120 204,200 0,4231 0,9996
2 55,590 226,500 0,4197 0,9997
3 61,230 238,200 0,4097 0,9999
Prameér 59,680 222,967 0,4175
SD 3,560 17,273 0,0070
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Obr. 28: Viskozitni kiivka mucinu hydratovaného v poméru 1:5

10° g ! ! ! !

n :
£ 10 T+ s : .

= : :
‘][:]l'l:I t t II"I'I 'II I"'i HH
1072 107 109 101 107 10°

Y. (5-")
[F— Mucin 151 —— Mucin 152 —&— Mucin 1:53 |

Tab. 11: Viskozita hydratovaného mucinu (1:5) a korelace dle mocninného modelu

nio (Pa.s) K (Pa.s) n Corr.
1 4,221 9,513 0,6186 0,9985
2 5,044 10,360 0,6233 0,9983
3 4,744 11,340 0,6038 0,9978
Prameér 4,660 10,404 0,6152
SD 0,420 0,914 0,0102
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7.4 Reologické chovani smési polyesteru s mucinem

Obr. 29: Viskozitni kiivka smési mucin/polyester plastifikovany 20 % MS v poméru 1:1
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Tab. 12: Viskozita smési mucin/polyester plastifikovany 20 % MS v poméru 1:1 a

korelace dle mocninného modelu

nio (Pa.s) K (Pa.s) n Corr.
1 6,318 23,570 0,4841 0,9886
2 7,118 26,850 0,4897 0,9717
3 6,907 26,620 0,4934 0,9726
Primér 6,780 25,680 0,4891
SD 0,410 1,831 0,0047
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Obr. 30: Viskozitni kiivka smési mucin/polyester plastifikovany 20 % MS v poméru 1:2
3
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Tab. 13: Viskozita smési mucin/polyester plastifikovany 20 % MS v poméru 1:2

a korelace dle mocninného modelu

nio (Pa.s) K (Pa.s) n Corr.
1 5,131 10,060 0,7233 0,9953
2 5,684 12,550 0,6830 0,9886
3 8,844 40,000 0,4204 0,7556
Primér 6,550 20,870 0,6089
SD 2,000 16,614 0,1645
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Obr. 31: Viskozitni kiivka smési mucin/polyester plastifikovany 20 % MS v poméru 2:1
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Tab. 14: Viskozita smési mucin/polyester plastifikovany 20 % MS v poméru 2:1
a korelace dle mocninného modelu

nio (Pa.s) K (Pa.s) n Corr.
1 14,380 53,140 0,4547 0,9979
2 16,070 62,730 0,4364 0,9954
3 15,230 75,610 0,4062 0,9433
Prameér 15,230 63,827 0,4324
SD 0,850 11,275 0,0245
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Obr. 32: Viskozitni kiivka smési mucin/polyester plastifikovany 30 % MS v poméru 1:1
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Tab. 15: Viskozita smési mucin/polyester plastifikovany 30 % MS v poméru 1:1

a korelace dle mocninného modelu

nio (Pa.s) K (Pa.s) n Corr.
1 4,413 14,860 0,5318 0,9849
2 4,365 14,870 0,5230 0,9902
3 4,599 15,990 0,4963 0,9938
Primér 4,460 15,240 0,5170
SD 0,120 0,650 0,0185
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Obr. 33: Viskozitni kiivka smési mucin/polyester plastifikovany 30 % MS v poméru 1:2
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Tab. 16: Viskozita smési mucin/polyester plastifikovany 30 % MS v poméru 1:2 a
korelace dle mocninného modelu

nio (Pa.s) K (Pa.s) n Corr.
1 4,926 9,874 0,7047 0,9923
2 5,292 13,210 0,6424 0,9864
3 6,887 26,840 0,4716 0,8531
Prameér 5,700 16,641 0,6062
SD 1,040 8,988 0,1207
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Obr. 34: Viskozitni kiivka smési mucin/polyester plastifikovany 30 % MS v poméru 2:1
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Tab. 17: Viskozita smési mucin/polyester plastifikovany 30 % MS v poméru 2:1 a

korelace dle mocninného modelu

nio (Pa.s) K (Pa.s) n Corr.
1 7,318 16,470 0,6046 0,9959
2 8,297 20,250 0,5747 0,9957
3 10,190 35,470 0,4821 0,9977
Prameér 8,600 24,063 0,5538
SD 1,460 10,058 0,0639
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7.6 Reologicky synergismus
Tab. 18: Reologicky synergismus polymeru 8D plastifikovaného 20 % MS a mucinu

Pomér M:PP Nio PP NioM N10 SMES MNb
1:1 6,780 1,491
1:2 0,629 4,660 6,550 1,261
2:1 15,230 9,941

Tab. 19: Reologicky synergismus polymeru 8D plastifikovaného 30 % MS a mucinu

Pomér M:PP Nio PP NioM N10 SMES Mb

1:1 4,460 -0,410
1:2 0,210 4,660 5,700 0,830
2:1 8,600 3,730

M mucin hydratovany fosfatovym pufrem pH 7,4 v poméru 1:5

PP polyester 8D plastifikovany 20 % nebo 30 % methyl-salicylatu

smé&s PP a M v udaném pomeéru

Nio viskozita pfi rychlostnim spadu 10 s™! (Pa.s)

Mo hodnota reologického synergismu
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7.7 Adhezivni test na reometru

Tab. 20: Adhezivni vlastnosti polymeru 3T

Squeeze analysis Pull off analysis
F (N) Cas (s) F (N) Cas (s) Plocha
1 18,63 2,06 0,82 0,22 973,00
2 18,24 2,10 0,0011%* 1,23 970,80
3 18,20 2,11 0,0053* 1,07 975,40
Primér 18,36 2,09 - 0,84 973,07
SD 0,24 0,03 - 0,54 2,30
* hodnoty nebyly méftitelné
Tab. 21: Adhezivni vlastnosti polymeru 8D
Squeeze analysis Pull off analysis
F(N) Cas (s) F(N) Cas (s) Plocha
1 9,69 2,46 6,68 0,41 600,40
2 9,32 2,42 6,37 0,39 640,80
3 2,82 2,35 5,07 0,30 701,20
Primér 7,28 2,41 6,04 0,37 647,47
SD 3,86 0,06 0,85 0,06 50,73
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Tab. 22: Adhezivni vlastnosti mucinu hydratovaného pufrem pH 7,4 v poméru 1:2

Squeeze analysis Pull off analysis
F (N) Cas (s) F (N) Cas (s) Plocha
1 10,82 4,58 7,57 0,38 432
2 10,56 4,57 6,34 0,32 3,73
3 11,19 4,58 6,71 0,36 3,97
Promér 10,86 4,58 6,87 0,35 4,01
SD 0,32 0,01 0,63 0,03 0,30

Tab. 23: Adhezivni vlastnosti mucinu hydratovaného pufrem pH 7,4 v poméru 1:5

Squeeze analysis Pull off analysis
F (N) Cas (s) F (N) Cas (s) Plocha
1 1,18 3,04 1,28 0,99 0,19
2 1,10 3,12 1,28 0,88 0,19
3 1,09 3,21 1,30 0,89 0,20
Primér 1,12 3,12 1,29 0,92 0,19
SD 0,05 0,09 0,01 0,06 0,01
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7.8 Disoluce salicylati

Tab. 24: Mnozstvi uvolnéného salicylatu z plastifikovaného 8D s 10 % MS a 10 % SA

kumulativni

c¢as (h) A fedéni | SA[mg] | SA [%] pramér %]
(1)

0,6471 20 7,3729 14,81
1 0,6706 30 11,4741 | 22,77 21,12 21,12
0,7392 30 12,6847 | 25,78
0,6945 30 11,8959 | 23,89
4 0,6349 30 10,8441 | 21,52 23,89 45,01
0,7531 30 12,9300 | 26,28
0,8652 25 12,4235 | 24,95

24 0,9645 20 11,1071 | 22,04 23,73 68,74
1,033 20 11,9129 | 24,21
0,4371 25 6,1279 12,31

48 0,3688 25 5,1235 10,17 10,44 79,19
0,3169 25 4,3603 8,86
0,418 10 2,3388 4,70

72 0,285 10 1,5565 3,09 3,56 82,75
0,2636 10 1,4306 2,91
0,5624 5 1,5941 3,20

144 0,6508 5 1,8541 3,68 2,57 85,32
0,7119 1 0,4068 0,83

Obr. 35: Prubéh liberace salicylatu z plastifikovaného 8D s 10 % MS a 10 % SA
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Tab. 25: Mnozstvi uvolnéného salicylatu z plastifikovaného 8D s 20 % MS a 10 % SA

¢as (h) A Fedéni | SA[mg] | SA[%] | pramér k”"‘;f,zt"’"'
08543 | 25 | 12,2632 | 16,03

1 0,8204 30 14,1176 18,67 16,12 16,12
0,7089 | 25 | 10,1250 | 13,66
0,9947 20 11,4624 14,98

4 07843 | 20 | 89871 11,89 13,89 30,01
09517 | 20 | 10,9565 | 14,79
1,0037 | 25 | 14,4603 | 1890

24 [ 09292 | 25 |133647| 17,68 20,23 50,24
1,033 30 17,8694 24,12
05109 | 30 | 86559 11,31

48 0,463 30 | 7,8106 10,33 11,00 61,24
0,4972 30 8,4141 11,36
07353 | 10 | 4,2053 5,50

72 0,856 10 | 49153 6,50 6,28 67,52
08821 | 10 | 5,0688 6,34
0,886 5 2,5459 3,33

144 | 0,9186 6 3,1701 4,19 3,20 70,72
0,5408 5 1,5306 2,07

Obr. 36: Priab¢h liberace salicylatu z plastifikovaného 8D s 20 % MS a 10 % SA
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Tab. 26: Mnozstvi uvolnéného salicylatu z plastifikovaného 8D s 30 % MS a 10 % SA

cas (h) A fedéni | SA[mg] | SA[%] | pramér | kumulativni [%]

0,7179 30 12,3088 | 12,31
1 1,0393 30 17,9806 | 18,27 14,49 14,49
0,7531 30 12,9300 | 12,88
0,9113 20 10,4812 | 10,48
4 0,8127 20 9,3212 9,47 10,52 25,01
1,0109 20 11,6529 | 11,61
1,0932 30 18,9318 | 18,93
24 0,8348 30 14,3718 | 14,61 16,35 41,35
0,9026 30 15,5682 | 15,51
0,7704 25 11,0294 | 11,03
48 0,5943 25 8,4397 8,58 9,25 50,60
0,5761 25 8,1721 8,14
0,5428 20 6,1459 6,15
72 0,4714 20 5,3059 5,39 6,09 56,69
0,5942 20 6,7506 6,72
0,9657 10 5,5606 5,56
144 1,0098 5 2,9100 2,96 4,14 60,83
0,6885 10 3,9300 3,91

Obr. 37: Prab¢h liberace salicylatu z plastifikovaného 8D s 30 % MS a 10 % SA
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8 DISKUZE

V ramci experimentalni ¢asti této diplomové prace byly formulovany tenké filmy na bazi
polyesterti kyseliny D,L. — mlé¢né a glykolové, vétvené dipentaerythritolem (8D) nebo
tripentaerythritolem (3T), plastifikované methyl-salicylatem, s inkorporovanou
kyselinou salicylovou. Polyestery byly syntetizovany metodou stupniové kopolymerace
ekvimolarniho mnozstvi kyselin D, L mlé¢né a glykolové za ptidani vétvicich monomerti
o rizné koncentraci. Vysledkem syntézy byly vétvené kopolymery hvézdicové struktury
(star-like), které se diky riiznému typu vétvici slozky a koncentraci v reakéni smési 1isi
molarni hmotnosti a stupném vétveni.[66] Byly studovany adhezivni vlastnosti tenkych

filmi na mucin z prasecich zaludku a sledovan prubé¢h liberace kyseliny salicylové.

8.1 Viskozita polyesterii

Byla méfena dynamicka viskozita pomoci absolutniho rota¢niho viskozimetru Kinexus
Pro* v rozsahu rychlostniho spadu 0,1 az 100,0 s'. Polyestery 3T a 8D jsou amorfni
materidly, za béznych podminek velmi tvrdé a kiehké. I ptes relativné nizkou hodnotu
teploty skelného prechodu (Tab. 2) jsou obtizné zpracovatelné. Jejich viskozita byla
meétena pii teplot¢ 80 °C. Naneseni vzorku na dolni geometrii bylo usnadnéno
ptedehiatim geometrie na 90 °C. Pro hodnoceni tokovych vlastnosti polyesterii byl
v softwaru pfistroje zvolen test Viscometry 0010 Table of shear rates with Power law
model fit. Byly ziskany rovnovazné tokové a viskozitni kiivky (Obr. 21 a 22) a
vyhodnoceny podle mocninné rovnice (Tab. 4-5). Dle hodnot indexu tokového chovani
n ~ 1 lze taveniny polyesterti hodnotit jako newtonské soustavy s konstantni viskozitou
nezéavislou na rychlostnim spadu. Newtonsky typ toku potvrzuji i pfiblizné stejné
hodnoty K a 11, tedy viskozity pfi rychlostnim spadu 1 s™! resp. 10 s™. Polyester 8D ma
pfiblizn€ 40 krat niz$i viskozitu v porovnani s polymerem 3T, coZ je disledek niz$i
molarni hmotnosti (Tab. 2).

Castym a efektivnim zptsobem, jak snizit viskozitu polymerniho systému je pouziti
plastifikatori. Na zaklad¢ vysledkt predeslych praci byl pro plastifikaci pouzit methyl-
salicylat v koncentracich 10 %, 20 % a 30 %. [67]. Viskozita plastifikovanych polyesterti
byla hodnocena stejné jako viskozita tavenin polyesteri. Z grafi (Obr. 23-25)
vytvoienych na zdklad¢ hodnot dynamické viskozity plastifikovaného polyesteru 8D lze
vycist, Ze se polymerni soustava jevi pfi vSech tfech koncentracich methyl-salicylatu jako
newtonskd, to znamend, ze viskozita zUstava vlivem rychlostniho spadu neménna.

Ptidavkem plastifikatoru dochazi ke sniZzeni odporu k teceni. Snizeni odporu k teceni je
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dano tim, ze plastifikator obali celé molekuly polymeru, ¢imz dojde ke zvétSeni
vzdalenosti mezi molekulami a oslabeni intermolekuldrnich sil. S rostouci koncentraci
methyl-salicylatu se viskozita plastifikované soustavy snizuje (Tab. 6-8). Pro testovani
adhezivnich vlastnosti plastifikovanych polyesterit byly zvoleny koncentrace methyl-

salicylatu 20 % a 30 %.

8.2 Viskozita mucinu a jeho smési s plastifikovanym 8D

Mucin z praseich zaludkd byl pro experiment zvolen jako modelovy substrat pro
testovani mukoadhezivnich vlastnosti z diivodu fyziologickych podobnosti s lidskym
mucinem. Gen MUC5A4 exprimovany v lidské zalude¢ni mukédze a homologni s genem
v prasec¢i mukoze, se u ¢loveéka vyskytuje i ve sliznici dychacich cest. Tento podklad Ize
tedy pouzit i pfi testovani adheze 1éCivych piipravki pro 1écbu cystické fibrozy
a CHOPN. [68] Mucin je glykoprotein o vysoké molarni hmotnosti, jehoZ viskoelastické
vlastnosti jsou ovlivnény hodnotou pH.

Mucin z prasecich zaludkil, komer¢né dostupny ve formé dehydratovaného prasku, byl
nejprve hydratovan fosfatovym pufrem pH 7,4 ve tfech riznych pomérech
(mucinu : pufr) 1:1, 1:2 a 1:5. Viskozita hydratovaného mucinu byla métena opét testem
Viscometry 0010 Table of shear rates with Power law model fit za stejnych podminek,
s vyjimkou teploty, ktera byl nastavena na 25 °C. Z prib&hu viskozitnich kiivek (Obr.
26-28) vsech tfi vzorkl je patrné, ze disperze mucinu jsou nenewtonské soustavy.
V zavislosti na ménicim se rychlostnim spadu se méni 1 viskozita systému. Z hodnot
indexu tokového chovéni n vyplyvé (Tab. 9-11), Ze se jedna o pseudoplastické soustavy.
Vyznamny pokles viskozity s rostoucim rychlostnim spadem demonstruji hodnoty n
vyrazné niz8$i nez jedna a rozdil ve viskozité vzorkli pfi rychlostnim spadu 1 s
a rychlostnim spadu 10 s™. Viskozita disperzi mucinu klesa se zvySujici se hydrataci
mucinu. Viskozita disperze mucinu je vysledkem odolnosti te¢eni jednotlivych segmenti
fetézce, jejich zapleteni a také nekovalentnich intermolekularnich interakei jako jsou
elektrostatické, vodikové a hydrofobni vazby.

Na zékladé hodnot viskozity mucinu hydratovaného riznym mnozstvim pufru, byla jako
podklad pro testovani adhezivnich vlastnosti plastifikovanych polyesteri vybrana smés
plastifikované 20 % a 30 % MS byly zahtaty na teplotu 40 °C a poté byly smichany s
mucinem v poméeru 1:1, 1:2 a 2:1. Bylo hodnoceno reologické chovani téchto smési

testem Viscometry 0010 Table of shear rates with Power law model fit.
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Pfi smiseni stejného mnozstvi hydratovaného mucinu a plastifikovaného polyesteru
a v ptipadé nadbytku mucinu byly vzorky homogenni a variabilita opakovanych testii
byla nizka (Obr. 29, 31, 32, 34). Problém nastal pfi reologickém hodnoceni smési mucinu
a polymeru v poméru 1:2. Tyto vzorky byly pro reologické testy nehomogenni
a opakovand méfeni vykazovala vysokou variabilitu (Obr. 30 a 33), zejména pii
koncentraci plastifikatoru 20 % (Tab. 13). Podle piedpokladu mély nizsi viskozitu
smési obsahujici vyssi koncentraci plastifikatoru. Co se tykd poméru mucinu a polymeru,
vyssi viskozita byla zjisSténa pii nadbytku mucinu. Nadbytkem mucinu dochazi ke zméné
tvaru nebo uspofadani makromolekul, naptiklad makromolekularni komplexaci,

prodlouzenim trojrozmérné konfigurace mucinu nebo zesitovanim mucinu.

8.3 Reologicky synergismus

Hodnoty reologického synergismu np byly vypocitany dle rovnice (8) z hodnot viskozit
N polymeru plastifikovaného 20 % a 30 % methyl-salicylatu (PP), mucinu
hydratovaného pufrem 1:5 (M) a smési téchto slozek v poméru 1:1, 1:2 a 2:1.

Vsechny smési kromé& 8D+30 % MS/mucin 1:1 vykazovaly kladné hodnoty synergismu,
a tedy adhezivni vlastnosti. VyS$$i adhezivitu prokazala série vzorki
obsahujici polymerni systém s niz§i koncentraci methyl-salicylatu (20 % MS), tedy vyssi
dynamickou viskozitou. Nejvyssi hodnoty synergismu byly zjistény u vzorki
obsahujicich v nadbytku mucin. Pfevazovala-li ve smési polymerni slozka nad mucinem,
dochazelo k oslabeni adhezivni sily. To mohlo byt zpiisobeno zhor§enim interpenetrace
polymeru do mucinové vrstvy z divodu snizeni pruznosti a mobility polymernich
fetézcl. Zapornd synergisticka hodnota 8D+30 % MS/mucin 1:1 je zplsobena tim, Ze
mezi molekulami polymeru a/nebo molekulami mucinu existuji silngjsi interakce nez

v jejich smési, vzorek vykazuje vyssi kohezivni sily nez adhezivni.

8.4 Adhezni test polyesterii a hydratovaného mucinu

Na testovani bioadheze a mukoadheze farmaceutickych pomocnych latek a 1écivych
pfipravkll neexistuje standardni test. NejCastcji se pii in vitro testovani adhezivnich
vlastnosti vyuzivaji metody zaloZzené na tahové zkouSce, u kterych lze exaktné
specifikovat podminky méfeni, zejména kontaktni dobu, kontaktni silu, rychlost posunu
kontaktni plochy, popf. i teplotu. Obvykle se k vyjadieni adhezivnich vlastnosti pouZzivaji

dva parametry: adhezni prace a maximalni sila. [69]
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V ptedlozené praci byly adhezivni vlastnosti testovany na absolutnim reometru testem
Squeeze and pull off test with analysis, ktery byl pouzit jiz v piedeslych pracich [70]. Ve
fazi stlaceni (squeeze phase) byly zaznamenany sila a Cas, potfebné k rozprostieni
materidlu na danou tloustku vrstvy. Ve fazi odlehCeni (pull off) byla zaznamenana
maximalni sila potfebna k odtrzeni testovaného materialu od substratu, plocha pod
ktivkou normélova sila-Cas charakterizujici adhezivni sily a kohezivni sily v materialu,
a Cas potiebny k tomu, aby se adhezivni sila sniZila 0 90 % (¢as k odlehcéeni). Vysledky
adhezivniho testu polyesteru 8D a 3T jsou uvedeny v Tabulce 20 a 21. Na zéklad¢ hodnot
maximalni sily potfebné k odtrzeni Ize konstatovat, ze vyssi adhezivitu ma polyester 8D,
a to diky niz$i viskozit¢ a tim lep§imu rozprostfeni na spodni kontaktni plose. Tyto
vysledky potvrzuji diive realizované testy adheze jinych typt vétvenych polyestert [71].
Na absolutnim reometru byla testovana rovnéz adhezivita mucinu hydratovaného
riznym mnozstvim fosfatového pufu pH 7,4. Byla zjisténa pfima iméra mezi adhezivni
silou a dynamickou viskozitou. Mucin hydratovany v poméru 1:2 ma vyssi hodnotu

viskozity, a tim 1 vétsi adhezni silu nez disperze 1:5 o nizs§i hodnoté viskozity (Tab. 22

a23).

8.5 Liberace salicylatu z tenkého filmu

Byl zjistovan prabéh liberace salicylatu z tenkého filmu definované plochy a tloustky.
Polymerni film byl tvofen polyesterem 8D plastifikovanym methyl-salicylatem
v koncentraci 10 %, 20 % nebo 30 %, do které¢ho bylo inkorporovano 10 % kyseliny
salicylové. Vyhodou vyuziti methyl-salicylatu jako plastifikujici slozky je kromé sniZeni
viskozity polymerniho systému, zlepSeni zpracovatelnosti a aplikace a zvySeni
adhezivity 1 to, ze v téle pusobi jako prekurzor U¢inné kyseliny salicylové. Liberace
1é¢iva z vétveného polyesteru kyseliny mlécné a glykolové je zaloZena na kontinuélni
degradaci hydrolyzou esterovych vazeb. Polyester 8D diky své niz§i molarni hmotnosti
a vétvené struktufe degraduje v porovnani s komeréné dostupnymi linedrnimi Resomery
rychleji, a tim je 1 kratS$i doba liberace inkorporovanych 1é€iv. Mnozstvi uvolnéného
salicylatu uvadi Tab. 24-26 a priibéhy liberace Obr. 35 — 37. Na disolu¢nich kiivkach
nebylo pozorovéano pocatecni zpozdéni disoluce, tzv. lag-time. Pro polymerni nosice o
nizké molarni hmotnosti je naopak typicky burst efekt, kdy se na pocatku liberace
uvoliuje 1€¢ivo rychleji. Z tenkého filmu s obsahem 10 % MS se béhem 24 hodin
uvolnilo pfiblizné 70 % kyseliny salicylové, pfi obsahu 20 % MS pfiblizné 50 %

salicylatu, zatimco z tenkého filmu plastifikovaného 30 % MS se uvolnilo piiblizné 40 %
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kyseliny salicylové. Rovnéz celkové mnozstvi uvolnéného 1é€iva klesalo s rostouci
koncentraci MS (Obr. 38). Toto zjisténi je piekvapivé, nebot se piedpokladalo, ze
s rostouci koncentraci plastifikatoru, a tim klesajici viskozitou systému, bude liberace
salicylatu rychlejsi. Divodem muze byt skutecnost, ze pii vysSim obsahu salicylati
v polymerni soustavé nemusi uz byt kyselina salicylovd molekularné¢ dispergovana, ale
suspendovana v amorfni form¢, nebo miize dochazet vlivem ptesyceni k jeji krystalizaci,

a tim zpomaleni disoluce.

Obr. 38: Liberace salicylatu z plastifikovaného polymerniho nosice 8D
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9 ZAVER

Vétvené PLGA polyestery jsou newtonské soustavy s vysokou viskozitou. Jejich tokové
a adhezivni vlastnosti jsou dany molarni hmotnosti a stupném vétveni. Obecné lze fici,
ze ¢im vyssi je molarni hmotnost polymeru a nizsi stupeini vétveni, tim je viskozita vyssi.
Vysoké hodnoty viskozity mohou byt limitujici pro adhezivitu, protoze polymer nepftilne
k substratu. Methyl-salicylat je vhodnym plastifikatorem pro vétvené polyestery. Je
dobfe misitelny s taveninou polyesteru za vzniku homogenni smési. S rostouci
koncentraci plastifikdtoru se snizuje dynamicka viskozita polyesteru. Pro upravu
tokovych vlastnosti je dostate¢na koncentrace methyl-salicylatu 10 %. Mucin z prasecich
zaludkl hydratovany fosfatovym pufrem pH 7,4 vykazuje pseudoplasticky tok a pokles
viskozity pti zvySujici se hydrataci. Sila adheze 1é¢ivého pripravku na sliznici zavisi na
viskozité¢ mucinu v misté aplikace. Jako modelovy substrat pro testovani mukoadheze
lze doporucit smés mucinu a pufru v poméru 1:5. Mukoadhezivni vlastnosti
plastifikovaného polyesteru l1ze hodnotit metodou reologického synergismu testovaného
adheziva a mucinu. Nejvyssi adheze byla zjisténa v pripad¢ nadbytku mucinu. Pievazuje-
li polymerni soustava nad mucinem, dochéazi k oslabeni adhezivni sily. Pro dosazeni
vys§i mukoadheze a del$i doby liberace léCiva je tedy efektivnéjSi aplikovat malé
mnozstvi polymerni soustavy v tenké vrstv€. Rychlost liberace a celkové mnozstvi
salicylatu uvolnéného z polymerniho filmu klesa s viskozitou a roste s adhezivitou
soustavy k substratu. Zménou viskozity mukoadhezivniho pfipravku s ohledem na

viskozitu mucinu v misté€ aplikace 1ze modifikovat rychlost liberace 1é¢iva.
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