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ABSTRAKT

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra Farmaceutické technologie

Skolitel: PharmDr. Eva Snejdrova, Ph.D.
Konzultant: PharmDr. VE&fiS Andrea
Posluchac: Julie Pankiv

Nazev diplomové prace: Adhezivita in situ PLGA filmi pro lokalni aplikaci 1éciv

Cilem této prace bylo studium systéma pro tvorbu filml in situ (film forming
system — FFS). Byly formulovany FFS tvofené poly(mléénou-ko-glykolovou)
kyselinou linedrni nebo vétvené struktury, plastifikované methyl-salicylatem, ethyl-
pyruvitem nebo ektoinem, s inkorporovanym kanabidiolem. Jako rozpoustédlo
byl testovan aceton a ethyl-acetat. Teoreticka ¢ast je zaméfena na charakterizaci FFS,
jejich slozeni a testovani. In situ fimy byly charakterizovany pomoci DSC a SEM. Byl
sledovan pribéh evaporace organického rozpoustédla z FFS. Byla vypracovana
metodika testovani adheze in situ filmi pomoci tahové zkouSky na reometru.

Bylo zjisténo, ze doba evaporace organického rozpoustédla z FFS je ovlivnéna jak
typem pouzité¢ho rozpoustédla, tak 1 typem plastifikatoru. Evaporace vice nez 90 %
rozpoustédla nastane za dobu 5 minut. V porovnani s komerénim ptipravkem Lamisil
Once, zvolenym jako standard, vykazuji testované PLGA in situ filmy vySsi
adhezivitu. Vyznamnymi faktory, ovlivilujici adhezivni vlastnosti, je koncentrace
polymeru ve FFS a typ plastifikdtoru. Homogenni struktura in situ filma, hladky
povrch bez porti a strukturalnich defektt byly prokdzany pomoci SEM. DSC potvrdila,

Ze inkorporovany kanabidiol je v PLGA filmu rozpustény.

Klicova slova: in situ film, PLGA, bioadheze, kanabidiol, lokalni aplikace 1é¢iv



ABSTRACT

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradci Krélové

Department of: Pharmaceutical technology

Mentor: PharmDr. Eva Snejdrova, Ph.D.

Consultant: ~ PharmDr. V&S Andrea

Student: Julie Pankiv

Title of Thesis: Adhesivity of in situ PLGA films for the local drug delivery

The goal of this work was the formulation and study of the film forming systems FFS
formed by poly(lactic-co-glycolic) acid of linear or branched structure, plasticized
with methyl-salicylate, ethyl-pyruvate or ectoine, with incorporated cannabidiol.
Acetone and ethyl acetate were tested as solvents. The theoretical part is focused on
the characterization of FFS, their composition and testing. /n sifu films were
characterized by DSC and SEM. The course of evaporation of the organic solvent from
the FFS was monitored. A methodology for testing adhesion of in situ films using a
tensile test on a rheometer was developed. It was found that the evaporation time of
the organic solvent from FFS is influenced by both the type of solvent used and the
type of plasticizer. In non-plasticized polymers, organic solvent evaporates faster than
in plasticized ones. Evaporation of more than 90 % of the solvent occurs within
5 minutes. Compared to the commercial preparation Lamisil Once, the tested PLGA
in situ films show higher adhesiveness. Significant factors affecting adhesive
properties include FFS dilution and plasticizer type. SEM of the in situ films showed
a homogeneous structure and a smooth surface without pores and structural defects.

DSC confirmed that the incorporated cannabidiol is dissolved in the PLGA film.

Key words: film forming system, in situ film, PLGA, bioadhesion, cannabidiol, local

drug application



ZADANi PRACE

Cilem této prace bylo studium adhezivnich vlastnosti systémi pro tvorbu filmu in situ
(film forming system — FFS). Bylo zadéno pftipravit FFS tvofené poly(mlécnou-ko-
glykolovou) kyselinou (PLGA) linearni nebo vétvené struktury. Polymery byly
plastifikovany methyl-salicylatem (MS), ethyl-pyruvatem (EP) nebo ektoinem (ECT).
Jako rozpoustédlo polymerniho systému byl testovan aceton a ethyl-acetat. Vhodnost
rozpoustédla pro FFS byla hodnocena zejména rychlosti jeho evaporace po aplikaci
FFS. Polymerni soustavy byly testovany pomoci diferen¢ni skenovaci kalorimetrie
(DSC). Struktura povrchu insitu filmi byla pozorovana pomoci skenovaci
elektronové mikroskopie (SEM).

Hlavni cilem prace bylo studium adhezivity FFS a in situ vytvotenych filmi. Byla
vypracovana metodika testovani adheze pomoci tahové zkousky na reometru. Kromé
standardnich podminek jako je vzdalenost horni a dolni geometrie, teplota, kontaktni
doba a sila, rychlost odtrzeni vzorku od podkladu byl testovan vliv rychlosti evaporace

organického rozpoustédla na adhezivitu filmu.
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Kuze jako nejvétsi organ lidského tela predstavuje idedlni a snadno dostupny cil pro
aplikaci topickych ptipravkl, at’ uz pro lokdlni nebo systémovou lécbu. Pouziti
konvencnich topickych davkovych forem, jako jsou polotuh¢ latky (krémy, masti, gely
atd.) a néplasti, je omezeno nékterymi jejich nezddoucimi vlastnostmi. Naplasti ¢asto
zpusobuji podrazdéni klize, obtizn€ se nanaseji na nerovny povrch, jejich odstranéni
muze zpisobovat bolest a esteticky dojem je spiSe negativni. Polotuhé formulace
nekteré z téchto obtizi pfekonavaji, ale 1ze je snadno setiit a aplikované mnozstvi
je siln€ ovlivnéno pacienty, takze dodani terapeuticky ucinnych davek neni zaruceno.
Filmotvorny systém (FFS) pfekonava nékteré z vyse uvedenych nevyhod konvencnich
ptipravku. Relativné kratkd doba pouzivéani se odrazi v nedostatku standardizovanych
testovacich metod pro finalni 1ékovou formu. V piedloZzené praci byla pozornost
zaméfena na nekomercni kopolymery D,L kyseliny mléc¢né a glykolové (PLGA), které
maji niz§i molarni hmotnost nebo vétvenou strukturu a snizenou hydrofobicitu, diky
¢emuz jsou vhodné pro formulaci FFS. PLGA spliiuji pozadavky na systémy s fizenym
uvolnovanim — biodegradabilita, biokompatibilita a nizkd toxicita, avSak jejich
strukturni vlastnosti (kiehkost, pevnost) omezuji zpracovani do téchto systémil.
Pfidanim zmékEovadel miizeme doséhnout uspokojivych zmén vlastnosti, které
mohou také zlepsit parametry bioadheze.

Tato diplomova prace tématicky a metodicky navazuje na diplomové a rigordzni prace
z ptedchozich ro¢niki, kde byly studované adhezivni a tepelné vlastnosti polyesteri
poly(mlécna-ko-glykolova kyselina) s tim rozdilem, Ze byly pouzity jiné varianty,

nebo koncentrace polymeru, plastifikatorti, rozpoustédla nebo 1é¢iva.!



SEZNAM ZKRATEK

A2
A4
API
CBD
DSC
EA
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EMA
EP
FDA
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MCT
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PLGA
PVA
PVP
TGA

poly(laktid-ko-glykolid) vétveny na kys. polyakrylové 2 % ve smési
poly(laktid-ko-glykolid) vétveny na kys. polyakrylové 4 % ve smési
aktivni farmaceuticka substance
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Evropska agentura pro 1é¢ivé ptipravky

ethyl-pyruvat

Utad pro kontrolu potravin a 1&&iv

film forming system

vysokoucinna kapalinovéa chromatografie

olej se stiedné¢ dlouhym fetézcem triglycerida

methyl-salicylat

poly(laktid-ko-glykolid)

polyvinylalkohol

polyvinylpyrrolidon

termogravimetricka analyza



1 TEORETICKA CAST

1.1 Definice filmotvornych systému (FFS)

Filmotvorny systém (FFS) je novy pfistup k transdermalnimu a dermalnimu dodévani
1&Civ, ktery je alternativou k soucasnym lokalnim piipravkam. Je popsén jako kapalna
davkova forma, kterd vytvati tenky, pruhledny film in situ, tj. po aplikaci na klizi nebo
jiny povrch téla. Tyto systémy se skladaji z ucinné latky a filmotvornych slozek
dispergovanych ve vehikulu, které se rychle odpafuje, nebo absorbuje ve stratum
corneum (SC) a zanechavé adhezivni film.> Kromé toho, 7e FFS prekonavaji nékteré
nevyhody konvencnich topickych produktd, jako je okluze potnich kanalk,
bolestivého odstranéni (naplasti) nebo setieni vedouciho k subterapeutickym hladinam
léciva (krémy, masti, gely), mohou také fungovat jako zasobnik 1éCiva snizujici
frekvenci aplikace, a tim zlep$uji kompliance pacienta.>® Navic jejich kosmetické
aspekty mohou byt vhodnéjsi nez u polotuhych pfipravkid, protoze jsou
rychleschnouci, méné mastné a diskrétné;jsi diky prihlednosti.

Tvorba filmu zafind tésn¢ po aplikaci, kdy se za¢nou odpatfovat prvni molekuly
rozpoustédla. V zavislosti na rozpustnosti filmotvorného polymeru v pouzitém
rozpoustédle mohou byt FFS bud’ roztoky (A), nebo disperze (B) viz. Obrazek 1.
Zatimco v roztoku jsou polymerni fetézce dikladné propleteny a po odpafeni
rozpoustédla dochazi k tvorbé filmu, Castice polymeru v disperzi se musi nejprve
spojit, aby se umoZnilo vzajemné pronikéni jednotlivych polymernich fetézct.
Koalescence je zptisobena tim, ze s odpafovanim rozpoustédla vzristaji kapilarni sily.
Vychozi stav polymeru ovliviiuje vlastnosti findlniho filmu. Polymerni roztoky
obvykle vedou k prithlednému hladkému filmu, zatimco filmy vytvotené z disperze,
zejména emulze, mohou byt neprithledné s drsnym povrchem. V obou ptipadech

se obvykle piidava zmék&ovadlo, aby se sniZila kiehkost polymernich film?.>’
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Obrdazek 1: Znazornéni tvorby filmu z FFS - roztok (A), disperze &astic (B) 7

Jak bylo popsano, hlavnim problémem pii dermdlni a transdermalni aplikaci 1é¢iv
prostfednictvim kapalnych a polotuhych formulaci je smyvani a stirani formulaci,
takze nelze dosdhnout pozadovaného terapeutického tucinku.Z tohoto divodu
se pro transdermalni pouziti nachdzi velmi malo polotuhych formulaci. Myslenkou
vyvoje filmotvornych formulaci je vyvoj formulaci se zvySenou odolnosti vuci
mechanickym a vodnim vliviim a zlepSenim kosmetickych vlastnosti. Mohou byt
formulovény jako polymerni roztoky, gely nebo emulze.

Filmotvorny roztok se nejcastéji aplikuje na kizi aplikdtorem nebo se na kizi
nastiika.?” Pro dod4ni testosteronu byl piipraven filmotvorny roztok za pouziti smési
polyvinylpyrrolidonu a polyvinylalkoholu v isopropanolu jako filmotvornych
polymernich roztokd.'” Déle byl vyvinut transdermalni filmotvorny sprej obsahujici
estradiol, nésledn¢ formulace byla optimalizovana pomoci rGznych polymert
a zmekCovadel pro G¢innou penetraci estradiolu po delsi dobu ve srovnani s gelem
a naplasti.?’ Pro 1é¢bu dermatologickych plistiovych infekci byl vyvinut transdermalni
sprej obsahujici vorikonazol.!!

Filmotvorné hydrogely se pfevazné pouzivaji pfi hojeni ran. Formulace aplikovana
na poranéné misto poskytuje film, ktery je odolny vuci fyziologickému stresu
zplisobenému pohybem kiize.” Ve srovnani s jinymi formami nabizeji tyto systémy
snadngjsi aplikaci, vhodnou pfilnavost, dobrou flexibilitu, elasticitu a snadnou vyrobu.
Byl vyvinut filmotvorny gel pro prodlouzené dodani terbinafin-hydrochloridu

za pouziti kombinace polymeru kyseliny methakrylové a hypromelosy.*® Déle byla
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vyvinuta filmotvornd gelova formulace pro prodlouzené uvolfovani rotigotinu
s hydroxypropylcelulézou a Carbomerem.®> Pro transdermélni podavani byl vyvinut
mekky hydrogel testosteronu na bazi polyvinylalkoholu. Formulace byla uvniti
zkumavek v polotuhé fazi, ale pii aplikaci na kiizi vytvofila tenké filmy béhem
2 - 3 minut.*

Filmotvorné emulze kromé olejové faze a vodné faze obsahuji filmotvorny polymer.’
Vyhodou filmotvornych emulzi oproti polotuhym formulacim je to, Ze umoziuji
oSetieni vétsich oblasti postizené kuze s prodlouzenou dobou kontaktu, coz umoziuje
dermalni terapii chronickych onemocnéni.®* Byla vyvinuta filmotvorna emulze
pro prodlouzené dermdalni dodavani nonivamidu obsahujiciho kopolymer esterii
kyseliny akrylové a methakrylové a kopolymer ethylakrylatu, methylmethakrylatu
a trimethylamonioethylmethankrylatchloridu jako filmotvorné latky.** V dalii studii
byla studovéna in vitro permeace a penetrace nonivamidu kuzi. Bylo zjisténo,
ze rychlost permeace u¢inné latky je urCena difuzi pfes polymerni matrici, ve které
byly kapicky rozpuStény. Konstantni rychlosti permeace a u¢inné koncentrace API

v kiizi tak mohly byt udrzovany po dobu 12 hodin.*

1.2 Komponenty FFS

Vsechny latky pouzité pro formulaci FFS ovliviiuji jak vlastnosti kone¢ného filmu, tak
i dodani 1é¢iva.®

1.2.1 Aktivni farmaceuticka substance (API)

Utinnost 16¢by zavisi na pronikani 1é¢iva pies cilové vrstvy kiize v uéinnych
koncentracich. Obecné jsou léCiva, kterd jsou pouzitelnd v téchto systémech, vysoce
ucinnd, rychle prostupuji kiizi, nezptisobuji podrazdéni kiize a jsou relativné stabilni
vici enzymim pfitomnym v epidermis. Dalsi vlastnosti 1éCiva, jako je rozdé&lovaci
koeficient, urcuji cestu, kterou 1ék bude prochazet kiizi. Molekulovd hmotnost API
je rovnéz duleZitym faktorem pii permeaci lé€iva, protoze malé molekuly prochazeji
kGzi 1épe nez velké molekuly. Pro ptipravu FFS se pouZivaji rizné uUc¢inné
latky: lidokain  hydrochlorid, bupivakain®, terbinafin hydrochlorid, imatinib’,

testosteron'’, estradiol’, vorikonazol'!, betametason!', benzalkonium bromid'!, atd.
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V soucasné dob¢ se uvazuje o perspektivni tvorbé filmotvornych systému s obsahem
CBD.

Kanabidiol (CBD) je pfirodni sloucenina, ktera patfi mezi kanabinoidy, a tvofi
se v konopi setém a indickém (Cannabis sativa, C. indica). Od chemické struktury

viz. Obrazek 2. se odviji sila 1écebnych ucinkii.

Obrazek 2: Chemicka struktura kanabidiolu 2

Ptesny mechanismus u¢inku CBD neni v souc¢asné dobé pln¢ objasnén. Je znamo, zZe
CBD puisobi na kanabinoidni (CB) receptory endokanabinoidniho systému, které se
nachdzeji v mnoha oblastech téla, véetné periferniho a centralniho nervového systému
a mozku. Endokanabinoidni systém reguluje mnoho fyziologickych reakci téla véetné
bolesti, paméti, chuti k jidlu a nalady. Receptory CB1 Ize nalézt v drahach bolesti
vmozku a miSe, kde mohou ovlivnit analgezii a anxiolyzu vyvolanou CBD,
procesy vyvolané CBD.'?

Hlavnimi dvéma kanabinoidy jsou psychotropni tetrahydrokanabinol (THC)
a nepsychoaktivni CBD. THC je farmakologicky a toxikologicky nejvyznamnéjsi. Ma
Siroké spektrum lécebnych tcinkti. CBD ma potencidlni terapeutické ucinky, ale je
zapotiebi vice vyzkumu, abychom plné¢ porozuméli jeho U¢inklim a bezpecnosti.
Kromé toho se uc¢inky kanabidiolu mohou lisit v zavislosti na jedinci, pouzité davce
a interakei s jinymi léky. CBD pisobi proti psych6zam a tizkostem vyvolanym uzitim
THC."? Byla popséna jeho funkce jako neuroprotektivniho antioxidantu'* s ¢inky
silngj$imi nez kyselina askorbova a tokoferol.!> CBD ma protizanétlivy,
imunosupresivni G¢inek a mirni artritidu.'® Pfiznivé plisobi i pti 16¢b& Alzheimerovy!’
a pravdépodobné i Parkinsonovy choroby.!® Vykazuje cytostatické a cytotoxické
Gi¢inky.!> Bylo prokdzano, ze kanabidiol ma vlastnosti zmirtiujici chronickou bolest

spojenou s artritidou, roztrousenou sklerézou a fibromyalgii.'? 1 kdyz vazba CBD
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k receptoriim je slaba, vykazuje vyrazny antagonisticky uc¢inek a pro 1écbu je idedlni
v kombinaci s agonistou (jako THC).! Ptipravek Sativex (oznacovany jako
Nabiximols) je smés THC a CBD v poméru 1:1. Kombinace THC a CBD zvysuje
G¢innost a snizuje vedlejsi ti¢inky.!®

Pro distribuci kanabidiolu do tkani jsou urcujici jeho fyzikalné-chemické vlastnosti

viz. Tabulka 1, neexistuje pro n¢j zadny specificky prenase¢ nebo bariérovy systém.

Tabulka 1: Prehled fyzikalné — chemickych vlastnosti CBD (vlastni zpracovani dle

20,21)

Vlastnost Popis
Vzorec C21H3002
Molekulova hmotnost 314,46 g/mol
Skupenstvi Pevné
Vzhled/forma Krystalicky prasek
Barva Bil4 az svétle zlutd
Zapach Lehka viné/hotka chut’
Bod tani/ bod tuhnuti 66-69 °C
pH Relativné neutralni, nema4 siln€ kyselé nebo zasadité pH
Rozpustnost Lipofilni
Stabilita Relativné stabilni, za normalnich podminek skladovani se
nerozklada. Muze vsak degradovat v kyselych
podminkach nebo pii vysokych teplotach nebo svétlu
Cistota Odlisna, v zavislosti na pouzité extrak¢éni metod¢ a
kvalité vychoziho materialu. Lze extrahovat z rostliny
konopi pomoci riznych metod, véetné extrakce CO»,
ethanolové extrakce a extrakce rozpoustédlem.
Hoftlavost Nehotlavy

Profil disoluce kanabidiolu z 1€kové formy je dilezity pti vyvoji 1€k, protoze mize

ovlivnit biologickou dostupnost a farmakokinetiku slouceniny. Mezi faktory, které

ovliviuji disoluci, patfi:

Formulace produktu, zejména nosi¢ CBD (hydrofilni, hydrofobni).

e Velikost ¢astic - mensi ¢astice mohou vést k rychlejSimu rozpousténi a vyssi
biologické dostupnosti.
e Vyssi teplota a niz$i hodnoty pH mohou zvysit rozpustnost a zvysit rychlost
rozpousténi.
e Lékova forma (tobolky, tablety, perordlni roztoky)
Aplikaéni formy CBD zahrnuji vodné nebo olejové roztoky, gely, masti, krémy 2,

tobolky, Ustni spreje.?
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1.2.2 Polymer

Tvoti zaklad FFS a pro ptipravu téchto systémi je k dispozici celd fada polymert. Aby
bylo dosazeno pozadovanych vlastnosti filmu, mohou byt tyto polymery pouzity
samostatné nebo v kombinaci s jinymi filmotvornymi polymery. Polymery by m¢ly
tvofit Ciry pruzny film pfi teploté pokozky. M¢ly by byt vybrany s ohledem
na kompatibilitu s lé¢ivem, stabilitu, disolu¢ni profil a konecny terapeuticky ucinek.
Polymery rovnéz ovliviiuji vizudlni vlastnosti findlniho filmu a spolu s plastifikatory
urcuji jeho mechanické a adhezivni vlastnosti. Byly testovany rGzné komercné
dostupné polymery, jako napiiklad derivaty celulosy, polyvinylalkohol (PVA),
polyvinylpyrrolidon (PVP), chitosan, polymethakrylaty, kopolymer kyseliny mlécné
a glykolové (PLGA).

V ptedlozené praci byly pro ptipravu FFS pouzity tfi nekomeréni PLGA polymery
syntetizované a charakterizované na katedfe farmaceutické technologie.* Mezi jejich
vyhody patii bezpecnost, biologicka odbouratelnost, vstfebatelnost prirozenymi
cestami a biokompatibilita. Hlavni vihodou PLGA muze byt také jeho schvaleni FDA
aEMA.? Télem je metabolizovan na ne$kodné vedlejsi produkty. Patii mezi
biodegradabilni polymery, které se tispé$né pouzivaji pro vyrobu bioresorbovatelnych
chirurgickych stehti, podptirného materialu v tkanovém inzenyrstvi a v posledni dobé
1 systémi pro podavani 1ékti. Degradace vede k akumulaci kyselych monomert,
kyseliny mlécné a glykolové. Vyrazné snizeni pH prostfedi miize zvysit rozpustnost
léciv 1épe rozpusSténych v kyselém prostiedi a podpofit hojeni. PLGA je linearni
polyester tvofeny ekvimolarnim mnozstvim kyseliny D,L-mlééné a kyseliny
glykolove (Obrazek 3). Polyestery oznaené¢ A4 a A2 jsou vétvené na kyseliné
polyakrylové (A) o molamni hmotnosti 2000 g/mol. Cislo v oznateni znamena
mnozstvi vétvici sloZky, pouZité pii syntéze. Vétvenim na kyseliné polyakrylové byly
ziskany polyestery s koncovymi karboxyly, coz je ptfedpokladem pro sniZeni
hydrofobicity =~ a  zvySeni  interakce  sléCivy.  Rozvétvend  struktura
a potlaend hydrofobicita  doddvaji  materidlim  mukoadhezivni  vlastnosti.
Ciselné a hmotnostni priméry molarni hmotnosti, hmotnostni primér vnitini viskozity

a vétvici pomér jsou uvedeny v Tabulce 2.
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Tabulka 2: Ciselné (M,) a hmotnostni (M) priiméry moldrni hmotnosti, hmotnostni primér
vnitfni viskozity [77]w a vétvici pomér g”

Polymer | M, (g/mol) | M, (g/mol) | [7]. (mL/g) g’
A2 8 600 14 400 8,9 0,54
A4 10 900 18 700 8,0 0,42

PLGA 1 700 2 400 5,9 1,0
0
0] H
HO O
O
X Y

Obrazek 3: Struktura PLGA 2°

1.2.3 Plastifikator

Ke zlepseni mechanickych vlastnosti polymeru a kone¢ného filmu je ¢asto nutné ptidat
plastifikatory. Typicky se pouzivaji nizkomolekularni slouceniny, zvysujici flexibilitu
polymeru. Toho je dosaZeno zaclenénim molekul plastifikdtoru mezi polymerni
fetézce, coz vede ke zvySeni volného objemu a pohybu volnych fetézch. Film je méné
(Tg), nad kterou jsou fetézce pohyblivé a vytvotfeny film je pruzny. V idealnim ptipadé
je této Zadouci vlastnosti dosazeno pod teplotou pokozky (~32 °C), coz umoziiuje, aby
se folie ptizpusobila pohybu kiize. Povaha zmékcovadla a jeho koncentrace urcuji jeho
vliv na tvorbu filmu.

Vliv plastifikatoru na liberaci 1é¢iva zavisi na tom, zda ma FFS formu disperze nebo
roztoku. V piipadé€ disperze plastifikator usnadniuje koalescenci polymernich ¢astic
a vytvoreny film je kompaktnéjsi a je umoZznéno ustalené a prodlouzené uvolnovani
1é¢iva. Naproti tomu pokud je FFS ve formé roztoku, plastifikace neovlivituje tvorbu
filmu v takovém rozsahu, ale obecn¢ zvySuje jak flexibilitu polymerniho fetézce, tak

difuzivitu a uvoliovani 1é¢iva. Rovnéz kompatibilita plastifikdtoru a polymeru miize
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mit také dualezity vliv na uvoliiovani 1é¢iva. Bylo zjisténo, ze lipofilni zmekcovadla
(tributylcitrat, dibutylsebakat) zvysi vice wuvoliiovani BMV zFFS na
bazi hydrofobniho polyakrylatového kopolymeru nez z hydrofilniho FFS na bazi
hydroxypropylcelulosy. Plastifikatory pouzivané v polymernich systémech musi mit
nizkou tendenci k migraci, tvorbé exsudatu, odpafovani nebo tékani. Mezi dalsi
vlastnosti idedlniho zmekcovadla patii jeho zpracovatelnost, schopnost poskytovat
pozadované mechanické vlastnosti kone¢ného produktu, stabilita pii nizkych
1vysokych  teplotach. Bézné pouzivana  zmékcovadla  jsou  glycerol,
polyethylenglykol, sorbitol, dibutylftalat, propylenglykol, triethylcitrat, mocovina,

triacetin.!?” V ramci diplomové price byly testovany tii zmék&ovadla, a to methyl-

=

I..:/CH-' { NH
H,.'C,/\ )J\'( EHs ""'”]T O

@)

salicylat, ethyl-pyruvat a ektoin (Obrazek 4).

OH

A. Methyl-salicylat B. Ethyl-pyruvat C. Ektoin

Obrazek 4: Struktury plastifikatorg?-3°

Methyl-salicylat (MS)

Lékopisny organicky ester kyseliny salicylové (nazev podle ITUPAC methyl-2-
hydroxybenzoat) je prirozené¢ se vyskytujici latka v mnoha rostlinach. V dnesni dobée
je jeho vyroba pro primyslové vyuziti prevazné syntetickd. Za normalnich podminek
je to bezbarva, nazloutld, nebo nacervenald olejovita kapalina s typickym zapachem,
misitelna s organickymi rozpoustédly. Ma bod varu 220-224 °C.%® MS je pro svou viini
a chut’ Siroce pouZivan v potravinaiském prumyslu a v kosmetice. Vyuziti v kosmetice
je dano 1 jeho hiejivym Uc¢inkem a skutecnosti, Zze methylsalicylat jako prekurzor
se pouziva i v lécivych topickych ptipraveich uréenych k oddaleni a 1é¢be bolesti svalt

nebo kloubt.?!
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Ethyl pyruvat (EP)

Mald molekula s nidzvem IUPAC ethyl-2-oxopropanoat je ester endogenniho
metabolitu, kyseliny pyrohroznové. Za normalnich podminek je to bezbarva kapalina
se sladkou kvétinovou viini a vysokou teplotou varu.?’ PouZiva se ve farmaceutickém
a chemickém primyslu jako dulezity meziprodukt pro syntézu 1éCiv, pesticidi,
pryskyfic a plast. Diky své pfijemné vini a plastifikacnim vlastnostem se pouziva ve
vunich a kosmetickych pfipravcich. Rovnéz byla popsand jeho protizanétliva

aktivita.’?

Ektoin (ECT)

Ptirodni latka, kterou produkuji mikroorganismy v reakci na rizné zatéze prostiedi,
jako je vysoka koncentrace soli, teplota a nizkd dostupnost vody. IUPAC nazev
pro ECT je (4S, 2R)-2-karboxy-4-(trimethylamonio)butanoat. Bod tani je 280°C.
Ziskal si svoji pozornost diky svym vlastnostem, jako je schopnost chranit bunky
pfed environmentalnim stresem a jeho potencialni aplikace v riznych primyslovych
odvétvich. Pro své stabiliza¢ni G¢inky na proteiny a enzymy se Siroce vyuziva

v kosmetice, farmacii a biotechnologii.>

1.2.4 Rozpoustédio

Jako nosné médium tvofi rozpoustédla Casto hlavni ¢ast FFS, zejména v roztocich
ovlivnéna rozpoustédlem, je doba schnuti, kterd by neméla byt del§i nez 5 minut, aby
se minimalizovalo nepohodli pacienta. Proto jsou preferovdna vysoce tékava
organicka rozpoustédla, napt. nizsi alkoholy (ethanol, isopropanol). V prvni fadé musi
byt pouzité rozpoustédlo kompatibilni s pokozkou, nemélo by pokozku drézdit ani
kratkodob& béhem procesu odparovani. Filmotvorny polymer musi byt ve vybraném
rozpoustédle dobie dispergovatelny, nebo rozpustny. Rozpoustédlo se musi rychle
odpatit pfi teploté povrchu kiize, aby se vytvofil polymerni film. Tento proces musi na
povrchu kiiZze probihat rovnomérné a dostate¢né pomalu, aby i pies vysledné zvySeni
viskozity formulace zistaly polymerni fetézce stale dostate¢né pohyblivé pro interakci

a vytvofeni homogenniho filmu.
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Rozpoustédlem prvni volby je ethanol, a to i pfesto, ze vyvolava pii pouziti ve
vysokych koncentracich podrazdéni kiize. V topickych formulacich FDA akceptuje
obsah ethanolu vyssi nez 95 %. Ethanol byl také popsan jako urychlova¢ penetrace
aneni pochyb o tom, Ze usnadiiuje pocatecni rozdéleni a piijem lipofilnich 1éciv do
stratum corneum po aplikaci FFS.** Piehled rozpoustédel pouzivanych pro

filmotvorné systémy je uvedeny viz. Tabulka 3.

Tabulka 3: PFehled rozpoustédel (vlastni zpracovéni dle 1)

Kategorie Priklady

Propylenglykoly

Glykoly Polyethylenglykoly

Benzylakohol
Butanol
Ethanol

Isopropanol
Ethylacetat
Isopropyl-myristat
Voda
Aceton

Alkoholy

Jina rozpoustédla

1.2.5 Dalsi pomocné latky

Zaclenéni urychlovact transdermalni penetrace do FFS muze zvysit flux 1é¢iva, a tim
se ve stratum corneum vytvoii rezervoar.>> Rozsah t¢inku enhancerti zavisi na fadé
faktorti (vcetn¢ koncentrace), pfi¢emz binarni smési mohou vyvolat synergické
ucinky. Pfi pouziti zesilovaci vzdy existuje riziko podrazdéni kize. Ukazalo
se, ze zaclenéni lipidovych excipienti do FFS, jako jsou triglyceridy se stfedné
dlouhym fetézcem (MCT), vede k vytvoreni strukturované¢ho, dvoufazového
polymerniho filmu. M&k¢i inkluze obohacené o lipidy poskytuji prostiedi, ve kterém
je solubilizované lé¢ivo v pocatecni fazi uvoliiovano rychle a poté nasleduje faze

prodlouzeného uvoliiovani.*®

1.3 Testovani FFS

V 1ékopisech neni stanoveno zZadné specifické testovani FFS. Filmotvorné systémy

spadaji do ¢lanku Tekuté piipravky pro kozni aplikaci (Liquida cutanea). Zde vSak
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nejsou pokyny pro kontrolu kvality findlnich filmt. Zakladni vlastnosti FFS a in situ
filma a metody jejich testovani jsou prezentovany v literature.

Mezi jeden z dilezitych parametri FFS patii doba schnuti. Pro posouzeni doby
schnuti byla formulace aplikovana na vnitini stranu piedlokti dobrovolnika, ktery
se ucastnil studie na zaklad¢ informovaného souhlasu. Po 5 minutich bylo na film
umisténo sklicko bez pouziti tlaku. Pokud po vyjmuti nebyly na sklicku viditelné
7adné zbytky kapaliny, byl film povaZzovan za suchy.*!

Diilezitou vlastnosti in situ filmu, kterou lze pouzit k hodnoceni odolnosti viici
namahéni zptisobenému pohyby klize, odolnosti proti odéru a hodnoceni pruznosti,
je pevnost v tahu. K méfeni se nejCastéji pouzivaji analyzatory textury. Jsou
vybaveny sondou nebo upinacim zatizenim, které kontrolovanou silou ptsobi na film
a mé&fi se vysledna deformace. Z vysledné kiivky zéavislosti sila/drédha Ize urcit napéti
potifebné k pietrzeni filmu. Kiivka sila/drdha vykazuje linearni oblast elastické
deformace nasledovanou nelinedrni oblasti plastické deformace vedouci k bodu
poruseni nebo prasknuti.*>*

Dulezitym a snadno méfitelnym parametrem je tloustka filmu, dand mistem aplikace
a mnozstvim aplikovaného FFS. Polymerni filmy se nanesou na teflonovou desku
a necha se odpatit rozpoustédlo. Suché filmy jsou fezany pomoci skalpelu. Tloustka
filmu se méii digitdlnim mikrometrem.?”#

Lepivost vytvotfeného filmu se zjist'uje pfitlacenim vaty nizkym tlakem na suchy film.
V zéavislosti na mnoZstvi bavinénych vlaken zadrzenych f6lii je lepivost hodnocena
jako vysoka (na folii husta akumulace vlaken), stfedni (tenka vrstva vlaken), a nizka
(obcasna nebo Zadna ptilnavost vldken). Tento parametr hodnoceni je zdsadni, protoze
pripravek by mél byt nelepivy, aby se zabrénilo pfilnuti k odévu pacientd.?’
Propustnost vodni pary je definovana jako mnozstvi vody prochazejici jednotkovou
plochou filmu za jednotku ¢asu. Udaj o propustnosti vodni pary je dtilezity p¥i uréovani
permeacnich charakteristik filmu. Ma rovnéZ vliv na vlastnosti pokozky, jako
je hydratace stratum corneum, prutok krve a teplota kGze. Vzorky tenkych filmt
definované plochy se vlozi do vytarovanych vialek naplnénych vodou a umisti se do
exikatoru. Jsou udrZzovany pii konstantni teplot¢ po danou dobu a v predem
stanovenych Casovych intervalech jsou zvéazeny. Propustnost vodni pary (WVP)

je vypoétena z tibytku hmotnosti: #!
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ubytek hmotnosti obsahu v lahvicce [g]
A plocha povrchu [cm?]
t cas [h]

Test odolnosti proti vod¢ se pouziva vétSinou pro laky urcené k 1é¢bé onemocnéni
nehtii. Provadi se nanesenim laku na nehet nebo zvoleny modelovy podklad a po
zaschnuti se na definovanou dobu ponoii do vody. Kvantifikuje se mnozstvi filmu
odstranéného z podkladu.**

Pro termickou analyzu FFS se pouzivaji dvé metody: diferencialni skenovaci
kalorimetrie (DSC) a termogravimetricka analyza (TGA). Pfi DSC se méfi mnozstvi
tepla absorbované materidlem ve srovnani s referencnim vzorkem v pribchu
definovaného teplotniho rezimu. Metoda umoziluje posouzeni parametrl, jako
je teplota skelného prechodu (Tg) nebo teplota tani (Tm).** Casto se pouziva
ke stanoveni uginnosti plastifikatord, jejichZ primarni funkci je snizeni Tg.** TGA
metfi zménu hmotnosti dana degradaci vzorku s rostouci teplotou a pouziva se k popisu
tepelné stability materiald.*

Strukturu filmd Ize monitorovat pomoci rastrovaci elektronové mikroskopie (SEM)*
nebo mikroskopie atomérnich sil (AFM).*” Ob& metody umoziiuji zachytit strukturu
filmt, umoZiuji popis povrchu filmu a vyskyt dalSich strukturnich znak, jako jsou
pory.

Pro studium koZni permeace 1é¢iva slouzi Franzova difiizni cela a jeji modifikace.’
Franzova difuzni cela (Obrazek 5) obsahuje dva oddily, donorovy a akceptorovy, mezi
kterymi je ukotvena difuzni membrana z riiznych materidld (nylon*, silikon*® nebo
celulosa*®). Akceptorova komora je naplnéna mediem, které je temperovéano
na definovanou teplotu. V pfedem stanovenych intervalech se odebiraji vzorky média
anahrazuji se stejny objem. Vhodnou analytickou metodou (napit. HPLC,
1

spektrofotometricky) se stanovi obsah lé¢iva.*
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Obrdazek 5: Schéma difuzni cely pouzivané pro testovani permeace lé¢iva in vitro **

K popisu reologického chovani FFS se pouzivaji rotacni a oscilaéni testy. Rotaénimi
testy se stanovi tokové chovani kapalnych FFS, zatimco oscila¢ni testy umoziuji

stanoveni viskoelastického chovani filmt ve stadiu evaporace rozpoustédla.
1.4 Komerc¢ni filmotvorné systémy

V soucasné dobé je na trhu nékolik piipravkli ve formé FFS. Nejcastéji se tato
aplikaéni forma vyuziva pro péci o rany. Pomoci néaplasti ve spreji lze rany zcela
uzaviit a soucasné chranit proti infekci dezinfekénimi latkami obsaZzenymi ve FFS.
Rovnéz nékteré 1éciveé piipravky ziskaly povoleni k uvedeni na trh a jsou uvedeny
v Tabulce 4. Pfikladem je Lamisil Once® pro jednorazovou 1é¢bu mykoézy
nohou. Terbinafin-hydrochlorid se zfilmu uvolfiuyje po dobu az 13 dnl po
aplikaci.!! Jedna se o film forming systém obsahujici hydroxypropylcelulosu,
kopolymer akryloyldimethyltaurat, hydroxid sodny, benzylalkohol, sorbitan-stearat,
cetyl-palmitat, cetylalkohol, stearylalkohol, polysorbat 60, isopropyl-myristat, ethanol
a Cisténou vodu. PouZiva se k 1écbé plisnovych onemocnéni kiize, jako je naptiklad
tinea pedis (atletickd noha), tinea cruris (svédéni), tinea corporis (kozni onemocnéni).
Lamisil Once se snadno nanasi, rychle zasych4, obecné je bezpecny a dobfe snaSeny

piipravek. Axiron® piedstavuje prvni filmotvornou formulaci pro transdermalni

aplikaci testosteronu a mize byt pouzit jako alternativa k hormonalnim naplastem.
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Tabulka 4: P¥iklady FFS na trhu >

Produkt API/ polymer Spolecnost Typ formulace
Lamisil Once ® | Terbinafin GlaxoSmithKlineCo | Roztok
hydrochlorid nsumer Healthcare
Axiron ® Testosteron Eli Lilly USA Sprej
Medspray ® Terbinafin MedPharm Sprej
hydrochlorid
PharmaDur ® Hydrochinon Polyterapeutica Emulzni gen
Akutol ® Akrylat AVEFLOR Tekuty obvaz
Flint ® Poly(butylmetakrylat) | Togal Germany Tekuty obvaz
BandAid® Celul6za acetat Ethicon GmbH, Tekuty obvaz
Germany
Opside®Spray | Poly(methylkrylat) Smith Nephew Filmové kryti
GmbH Germany

1.5 Bioadheze

Adheze mlze byt definovana jako tendence odliSnych ¢astic nebo povrchi k sobé
ptilnout prostiednictvim fyzikalnich nebo chemickych vazeb. Adheze mezi dvéma
materialy, kde alesponi jeden z materialii je biologického ptivodu, se nazyva
bioadheze.>® Mukoadheze je typ bioadheze, kdy formulace interaguje s vrstvou hlenu,
ktery pokryva slizni¢ni tkafi. V praxi se tyto dva pojmy ¢asto zaménuji.’! Bioadhezivni
terapeutické systémy zajisti prodlouzeny kontakt v misté€ aplikace nebo adsorpce, a tim
zlepSeni biologické dostupnosti 1é€iva. Mezi dalsi vyhody patii vylouceni first-pass
efektu, ovlivnéni permeability membran a zlepSeni kompliance pacienta tim,
ze se snizi frekvence davkovani.

Mukoadheze je dvoustupiiovy proces. Prvni faze je faze kontaktu a zvlhcovani.
Zahrnuje té€sné spojeni mezi bioadhezivem a substratem. To muze byt zajiSténo
dostatecnym smacenim nebo bobtnanim bioadhezivniho materidlu. K vytvoteni
silného adhezivniho spoje pfispiva prodlouZeni pocate¢ni doby kontaktu. Tato faze
je dilezita, protoze urcuje, zda k adhezi dojde ¢i nikoli. Nasleduje faze konsolidace,
kdy bioadhezivum pronikd do tkdn¢ (interdifuze, interpenetrace) nebo se fetézce

molekuly bioadheziva zapletou s fetézci hlenu (entanglement).>
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1.5.1 Faktory ovliviiujici bioadhezi

Bioadhezivni nosi¢ musi byt netoxicky a biokompatibilni, vyhodou je biologicka
odbouratelnost. Dobré adheze bude dosazeno, pokud ma polymerni nosi¢ vysokou
molarni hmotnost, flexibilni fetézce a obsahuje hydrofilni skupiny (karboxylové,
hydroxylové, aminoskupiny), které podporuji tvorbu vodikovych vazeb.>?

Vytvoteni adhezniho spoje zadvisi na mnoha faktorech, jak je ptehledné uvadi

Obrazek 6.

Faktory ovliviiujici mukoadhezi

|
I l }

Fyziologické faktory Faktory polymeri Faktory prostiedi aplikace
- Onemocnéni - molekulovd hmotnost -pH
- flexibilita polymernich .
- Genetick variabilita L - doba pocatecniho
fetézci
kontaktu
- hydratace
- stupeii zesiténi
- koncentrace
- naboj

Obrazek 6: Faktory ovliviiujici mukoadhezi

Jednotlivé faktory miizeme rozdélit do tii skupin*:
o fyziologické faktory organismu
e faktory mista aplikace

e vlastnosti polymerni latky

A. Fyziologické faktory organismu
Fyzikéalné-chemické vlastnosti hlenu nebo farmakokinetiku aktivni farmaceutické
substance miize ménit onemocnéni (pi. nachlazeni, bakteridlni infekce, zanéty aj).
Biologické dostupnost a metabolismus 1é¢iva se miZe u jednotlivel lisit v disledku
genetické variability. Dal§im faktorem je obména vrstvy hlenu, kterd limituje dobu
setrvani bioadhezivniho materidlu na mukoézni membrané. Pritomnost potravy

vyznamn¢ ovlivituje dobu obmény vrstvy hlenu v GIT.
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B. Faktory tykajici se mista aplikace
pH miZze ovlivnit ndboj na povrchu hlenu a ionizovatelnost funkcnich skupin
bioadhezivnich polymert. Hlen mé& v zavislosti na pH riiznou hustotu naboje
v disledku  rozdilu v disociaci funk¢énich skupin na sacharidové Casti
a aminokyselinach polypeptidového fetézce. Robinson a kol. ve svém experimentu
stanovili, ze hodnota pH média je dulezitd pro hydrataci kopolymert kyseliny
polyakrylové. Maximalni hodnota adheze byla pti pH 5-6, minimalni pii pH 7. Toto
chovani je ptisuzovano rozdilu v hustoté naboje pfi riznych hodnotach pH. Hustota
néboje hlenu i polymert je tedy ovlivnéna pH, coz déle ovliviuje bioadhezi.>*-
Doba kontaktu mezi bioadhezivni a slizovou vrstvou urcuje rozsah bobtnani
avzdjemného  pronikani  bioadhezivnich  polymernich  fetézcl. Kromé
toho se bioadhezivni sila zvy3uje se zvysujici se dobou kontaktu.*®

C. Faktory tykajici se polymerni latky
Dtlezitym faktorem pro adhezi je molekulovd hmotnost polymeru. Jednotlivé
polymery vykazuji optimalni bioadhezi pii urcité hodnoté My,. Obecné se ptedpoklada,
ze dobrou adheze m4ji polymery s vysokou molekulovou hmotnost, a to alespoil
100 000.>
Flexibilita polymernich fetézcli je urena koncentraci, typem a stupném zesiténi
polymeru. Pro interpenetraci je nezbytnad dostate¢na flexibilita. Kazdy polymer
ma urcitou koncentraci ve formulaci, kterd je optimalni pro dostatecnou tvorbu
hydratacni vrstvy. Pfi vysokych koncentracich polymeru fetézce ztraceji pruznost
a snizuje se jejich schopnost interpenetrace. Naopak pii nizkych koncentracich neni
k dispozici dostatek fetdzcli pro interakce.’’ Pro adhezi je nutna optimalni hydratace
polymeru. Cim je hydratace vyssi, tim vic se snizuje adheze.’® Stupefi zesiténi
polymeru ovliviiuje, jak snadno ptilne k membrang. Cim vice pii¢nych vazeb, tim
mén¢ vody mtize polymer pfijmout a tim méné¢ je pravdépodobné, ze nabobtna. Navic
chemicka struktura polymeru mize ovlivnit jeho schopnost pfilnout k membrang.
Polymery s hydrofilnimi funkénimi skupinami (napt. hydroxylové, amino, sulfatové
a karboxylové skupiny) maji lepsi adhezivni vlastnosti neZ polymery bez nich. Hustota
naboje ma také vyznamny vliv na adhezi. Aniontové polymery maji ve srovnani
s kationtovymi lepsi bioadhezivni vlastnosti a jsou méné toxické, proto se pouzivaji

Sastéji.>’
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1.5.2 Metody testovani bioadheze

Pti formulaci mukoadhezivnich systému se testuji adhezivni vlastnosti polymeri, aby
byla zaji$téna efektivita in situ filma.>° Vysledky riiznych experimentd nelze pfimo
porovnavat, protoze dosud neni k dispozici standardni, napt. 1ékopisnd metoda.®
Metody testovani bioadhezivnich formulaci mizeme rozdélit na metody in vivo, ex
Vivo a in vitro.

A. In vivo metody
In vivo testovaci metody zahrnuji podavéani bioadheziva zvifeti nebo c¢lovéku
a hodnoceni jeho adhezivnich vlastnosti ve fyziologickém prostiedi. Tyto metody
poskytuji cenné informace o ti¢innosti materialu v relevantnim biologickém prostiedi,
ale jsou drahé, Casto eticky nepfijatelné a casové narocné. Existuje n€kolik in vivo
technik pro monitorovani bioadheze: gama scintigrafie, studie s radioaktivné
znaenymi nebo fluorescenéné vazanymi 1é¢ivy.>* Dalsi metodou je GIT tranzit
pomoci radioopakni techniky. Zahrnuje pouziti radioopaknich markerti (napft. siran
barnaty), zapouzdienych v bioadhezivnim systému pro stanoveni ucinki
bioadhezivnich polymert na dobu priichodu GIT. Odbér stolice a rentgenova kontrola
poskytuji neinvazivni metodu monitorovani celkové doby setrvani v GIT
bez ovlivnéni normélni GI motility.>®

B. Ex vivo metody
Ex vivo testovani probiha na izolovanych zvitecich organech ¢i tkdnich nebo difuznich
komorach, které modeluji transport 1é¢iva.
Technika obraceného stfevniho vaku je pfikladem ex vivo metody pro hodnoceni
mukoadhezivnich vlastnosti materialli za vyuziti stfeva laboratornich zvirat, jako jsou
krysy (Obréazek 7). Segment tenkého stieva byl izolovan, obracen, jeden konec se sesit
a naplnén fyziologickym roztokem. Vaky byly umisténé do zkumavek obsahujicich
testované bioadhezivum ve znamych koncentracich, michaly se a inkubovaly.
Vypocitalo se mnozstvi navazaného adheziva na segment tak, Ze se od vychozi
hmotnosti adheziva ve zkumavce odecetla hmotnost adheziva, které se nenavazalo na

stievo.®!
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Obrazek 7: Ex vivo metoda invertniho stfeva

Dalsi testovaci metody se pouzivaji pro sledovani doby, za kterou se bioadhezivni
ptipravek odd¢li od sliznice. Metoda byla pouzita pfi testovani naplasti pfilepenych na
prase¢i sliznici. Naplast byla na povrchu hydratovana fosfitovym pufrem a poté
uvedena do kontaktu s praseci sliznici. Pfistroj posouval desticku do media, kterym
byl fosfatovy pufr o teploté 37 °C tak, aby byla naplast zcela ponotfena. Byla
zaznamenana doba, kdy se naplast zcela odd¢lila od sliznice.®%%3
Dalsi ex vivo metodou je metoda pritokové donorové komory pro difuzni cely, pouzita
pro testovani bukalnich naplasti. Byl testovan vliv mukoadhezivnich polymeri nebo
mezoporézniho oxidu kiemicitého na retenci 1é¢iva. Ve srovnéani s jinymi ex vivo
metodami popsanymi v literatufe pro hodnoceni mukoadhezivity bukélnich néplasti
poskytuje tato metoda nékolik vyhod®*:
e Iépe odrazi fyziologické podminky, protoze v misté aplikace lze zajistit redlny
tok slin
e je vSestrannd, protoze muize byt nainstalovana na jakykoli druh vertikalni difazni
cely umoznujici soucasnou detekci retence 1éciva v misté podani a permeaci
1é¢iva tkani
e umoziuje optickou kvantifikaci doby setrvani formulaci pomoci zpracovani
obrazu
C. Invitro metody
In vitro testy bioadheze jsou nejCastéji pouzivané metody pro stanoveni
bioadhezivnich vlastnosti polymera a bioadhezivnich terapeutickych systému. Témto

metodam bude vénovana nasledujici kapitola.
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1.6 Testovani bioadheze in vitro
Pouzivaji se zkousky tahové, reologické a prutokové.
1.6.1 Zkousky tahové

Zkousky tahové jsou zalozeny na méfeni sily potfebné k preruSeni vazby mezi
modelovym substratem a adhezivem. Sila je kategorizovana jako smykova, tazna nebo
odtrhavaci (Obrazek 8) v zavislosti na sméru, ve kterém je adhezivum oddéleno

od substratu.®’

(a) (b) ()

Obrdzek 8: Sily pusobici pfi tahovych zkouskéch: ta7nd (a), odtrhavaci (b), smykova (c) ®©

Odtrhavaci test (peel test) ma pii testovani bioadhezivnich systémi omezené pouziti.
Pouziva se hlavné u bukdlnich 1éCivych pripravka a transdermalnich naplasti. Dle
studie McCarron a kol.%” byla k pohyblivé ocelové plose piilepena praseci kiize a byla
hydratovana vodou. Testovana naplast byla konstantni silou po konstantni dobu
prilepena na pfipraveny substrdt a jeden jeji konec uchycen do svorek. Svorky
se pohybovaly nahoru a plo$ina se posouvala horizontalné tak, aby mezi filmem a ktizi

byl thel 90° viz. Obrazek 9.
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1 cm segment anchored
to vertical clamp and pulled

upwards \-

)

S

bicadhesive film
segment (5 x 1 cm)

porcine skin sample

movable platiorm

Obrézek 9: Znazornéni pribéhu peel testu ©’

Test adheze ve smyku proméfuje silu potiebnou k oddé€leni dvou paralelnich
sklenénych sklicek pokrytych mucinem a testovanym filmem.® To Ize provést pomoci
Wilhemova modelu (Obrazek 10). Sklenénd deska (C) zavéSend na vaze (A) je
ponofena do mucinu (D) za konstantni teploty (F). Mé&fi se sila potfebna k vytazeni

desticky.

A - Microforce balance

B - Recorder

C - Glass plate

D - Homogeneized mucus
E - Glass recipient

F - Water bath

G - Water circulation

Obrazek 10: WilhelmGv model zafizeni pro testovani adheze 5!

Pro méfeni adheze v tahu se obvykle pouZivaji upravené vahy. Reprezentativni ptiklad
je demonstrovan v praci Robinsona a kol.®” Byla stanovena sila potiebna k oddéleni
bioadhezivniho vzorku od tkan& cerstvé resekované ze zaludku kralika. V tomto
experimentu (Obrazek 11) byla ¢ast tkanég, ktera méla odkrytou stranu hlenu, upevnéna
na zvazené sklenéné lahvicce a ponofena do kadinky obsahujici Zalude¢ni tekutinu.

Dalsi cast téze tkang, opét s odkrytou stranou hlenu, byla umisténa ptes pryzovou zatku
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a zajisténa uzavérem lahvicky. Malé mnozstvi testovaného bioadheziva bylo umisténo
mezi povrch dvou mukoznich tkdni. Byla zaznamenana sila potfebna k oddéleni

vzorku od tkane.

B . Modified
Tensiometers

Rabbit’s
Stomach Tissue

Buffer

- |
E— |
]

Water
Jacket

==== Polymer

v

Obrdazek 11: Upraveny dudlni tenzometr dle Robinsona a kol. °

Adhezivita muze byt hodnocena modifikovanymi zkouSkami pevnosti v tahu, které
popsali Hagesaether a Sande.”’ Filtra¢ni papiry dané plochy, umisténé na
nepropustném podkladu, byly pomoci lepici pasky ptipevnény k zédkladné pohyblivé
valcové sondy a ke staciondrni plose. Konstantni mnozstvi vzorku bylo rovnomérné
aplikovano na filtratni papir pfipojeny k sond€. Na filtraéni papir pfipojeny
ke stacionarnimu povrchu byl aplikovan mucin v simulované stievni tekutin€. Po dobu
15 minut doslo k nasdknuti filtra¢nich papiri. Sonda byla spusténa, dokud filtracni
papir nasékly roztokem polymeru nebyl v kontaktu s filtracnim papirem nasaklym
mucinem. Mé&feni pevnosti v tahu probihalo pii konstantni sile a dobé& kontaktu.”!
Dalsi metodou je stanoveni adhezivity pomoci axidlnich métfeni na rotaénim reometru.
Meéfeni lze realizovat pomoci rotacniho reometru Kinexus s Peltierovou deskou,
umoznujici temperaci, s pouzitim horni geometrie PU 20 (20mm horni deska)
a standardni ptedkonfigurovanou sekvenci v softwaru rSpace. Testovany vzorek
konstantni hmotnosti byl umistén do stfedu spodni desky bez pouZiti tlaku a horni
deska byla uvedena do kontaktu se vzorkem, dokud nebylo dosazeno definované
kontaktni sily. Po uplynuti definované kontaktni doby byla horni geometrie odtrZzena
definovanou rychlosti a byla zaznamenana normalova sila jako funkce cCasu. Pro
vyhodnoceni adhezivity lze pouzit tfi parametry viz. Obrazek 12, a to je maximalni
sila k odtrZeni filmu od podkladu (peak force), plocha pod kiivkou (area) a ¢as poklesu
sily 0 90 % (failure time).
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Peak force - Tack

Area - Adhesive/Cohesive strength -

F(N)

Time for peak force to decay 1
by 90% - Failure time

t(s)

Obrazek 12: Profil normalové sily v ¢ase ukazujici klicové parametry pro posouzeni

adhezivnich/koheznich vlastnosti v tahu 72

1.6.2 Pruatokovy test

Pritokovy (smyvaci) test se Casto pouzivd pro stanoveni doby adheze, zejména
u formulaci aplikovanych na mista v organizmu, kde je konstantni pritok biologické
tekutiny. Je to vyhodné pii vyvoji mukoadhezivnich formulaci pro cilené oblasti, jako
je oko, kde neustalé slzeni a mrkéni vytlaCuje aplikovany piipravek. Testy lze také
pouzit pro hodnoceni mukoadhezivnich vlastnosti mikro a nanocésticovych
a polotuhych formulaci (napt. geli a krémt), které nelze snadno testovat tahovymi
testy. Princip prutokového testu je schematicky zndzornén na Obrazku 13. Tkan
je pfipevnéna na povrchu sklenéného kandlku a pokryta testovanym mukoadhezivem.
Simulovana télesna tekutina je udrZzovana pii konstantnim pratoku, aby smyla vzorek
z povrchu tkan€. Pomoci vhodnych metod se stanovi mnozstvi vymytého vzorku.
Analyza mize byt provedena bud’ spektrofotometricky (UV-Vis nebo fluorescence)
nebo pomoci chromatografickych technik (vysokoucinné kapalinova chromatografie
nebo gelova permeacni chromatografie). Kromé toho miize byt také monitorovano
mnozstvi vzorku, které zlstalo adherované na podkladu. Velmi dilezity je spravny

vybér experimentalnich podminek a v idealnim ptipadé¢ by meél napodobovat
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biologické prostedi pfi konkrétnim zptsobu aplikace (teplota na povrchu sliznice,

vlhkost, objem simulované biologické tekutiny a rychlost pritoku).”

Simulated body fluid
— from a peristaltic pump

Mucoadhesive
formulation

—— Mucosal tissue

S mmp Analysis

Obrdazek 13: Pribéh smyvaciho testu 73

1.6.3 Reologicky synergismus

Pro testovani adhezivity lze vyuzit reologické metody, které definuji tok a deformaci
bioadhezivnich materiali. Hassan a Galo poprvé navrhli jednoduché viskozimetrické
méfeni pro hodnoceni bioadhezivni vazby substrat-polymer.”* Metoda je rychla,
snadnd a nevyzaduje specializované vybaveni ani rozsahlou pfipravu vzorku. V tomto
testu simuluje smés polymeru s mucinem interpenetracni vrstvu. U polymeru se silnou
mukoadhezivni schopnosti se ocekava, Ze tato smés bude mit vyssi viskozitu ve
srovnani se souctem viskozit polymeru a mucinu, stanovenych oddé¢lené. Vysledny
ucinek soucasné plisobicich slozek by mél byt vétsi nez souhrn G€inkl jednotlivych
slozek, coz vyplyva zvyznamu slova synergismus. Mezi mukoadhezivem a
substratem dochazi ke vzniku fyzikdlnich a chemickych interakci, coZ vede ke zméné
reologického chovani systému. Celkova viskozita (1) systému polymer-substrat mize
byt vyjadiena rovnici:

Nt=Mm+Np+tne (2)
kde nm je viskozita samotného substratu, np odpovida viskozité¢ samotného polymeru,
Nb neboli tzv. komponenta bioadheze je parametr, ktery vyplyva z interakce mezi
polymerem a mucinem. Pomoci tohoto parametru lze odvodit silu bioadheze F:

F=nb-D 3)
kde D je rychlostni spad.
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M¢éfeni musi probihat za definovanych podminek (doba, koncentrace, teplota,
rychlostni spad). Nevyhodou této metody je moznost destrukce struktury polymeru
asubstratu vlivem vysokého namahani v pribéhu rota¢nich testll. ReSenim je
modifikace metody pro oscilaéni testy. Viskoelastické vlastnosti testovaného
materialu jsou analyzovany na zdkladé hodnot elastického modulu (G”), viskézniho
modulu (G*) a komplexniho modulu (G*). Podle rovnic (4,5) mize byt stanoven
parametr reologického synergismu:
AG’ = G'mix — (G'polymer + G'mucin) 4)
AG"" =G 'mix — (G polymer + G''mucin) (5)
Touto metodou byl potvrzen reologicky synergismu smeési mucinu a kyseliny
polyakrylové (PAA) sriznou moldrni hmotnosti a hustotou sitovani v riznych
pomérech. Rozsah synergismu zévisel na poméru mucinu na PAA, na molarni
hmotnosti a stupni zesiténi. Z experimentu vyplyva, ze adheze mezi mucinem
a kyselinou polyakrylovou je dana vznikem vodikovych vazeb a elektrostatickych
interakei.’® Callens a kol. pouzili reologickou metodu pro praskové formulace a jejich
interakce s mucinem. PraSkova smés byla slozena ze Skrobu a karbomerd. V tomto
experimentu nebyl pozorovan synergismus. Divodem by mohlo byt pfehydratovani
prasku, kdy miize mukoadheze vymizet nebo karbomer ve vyssi koncentraci mize
inhibovat protedzu, snizovat pruznost a mobilitu fetézcl potiebnou pro penetraci do
mukézy.”’
Nevyhodou ztstava fakt, Zze se vysledky jednotlivych studii nelze porovnat. To je
pfisuzovano pouzivani rozdilnych typl, koncentraci mucinu a rizné koncentraci
polymeri. Vysledky také ovliviiuje sensitivita polymeru k pfitomnym iontlim a jejich
mnozstvi. DalSim faktorem ovliviiyjici vysledek testu je frekvence oscilacniho
namahani. Hodnoty G” a G"" u linearniho polymeru jsou ptimo umeérné frekvenci,
zatimco vétvené polymery vykazuji malou nebo zadnou zéavislost. Parametr, na
zaklad¢ kterého 1ze vzadjemné porovnat kladné a zaporné hodnoty synergismu, je log
G’ ratio:
log G'ratio =log (G'mix G'P) (6)
Jestlize vysledek dosahuje hodnoty 1, znamena to, ze pfidani mucinu k polymeru zvysi
G’ smési 10x. Pokud je roven 0, pfidani mucinu nezpusobi zddnou zménu a hodnota 1

znamena snizeni G".”®
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1.6.4 Fyzikalné chemické metody

Me¢teni kontaktniho uhlu (Obréazek 14) je technika pouzivand k hodnoceni smacivosti

povrchu a vyznamné souvisi s adhezivitou daného materialu. Pti této metod¢ se sleduje

samovolné rozprostieni mukoadhezivniho materialu pirekonanim mezipovrchového

napéti. Jedna se o mezifazovy jev ovlivnény povrchovou energii a rozprostiranim:
S=W.—-W; (7)

kde

S rozprostiraci koeficient

W.  préce adheze (sila pisobici mezi molekulami riznych latek)

W.  préace koheze c (sila piisobici mezi molekulami jedné latky)

Pokud je S > 0, adhezivum se rozprostie po substratu. Vyssi kontaktni tithel indikuje
méné smécitelny povrch, coz miize mit za nasledek nizsi prilnavost.®! Kohezivni sily

uvnitf adheziva pfevazuji nad silami adhezivnimi.

-

Mucous

Obrazek 14: Vliv velikosti kontaktniho Ghlu na bioadhezi &



2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Pristroje

Analytické digitalni vahy Discovery (Vitrum, Ceska Republika)
Analytické digitalni vahy RADWAG (Radwag, Polsko)

Digitalni vahy KERN KB, max. 1200 g, d = 0,01 g (Balinger, Némecko)
Digitalni vahy Entris, max. 420 g, d = 0,001 g (Sartorius, Némecko)
DSC 200 F3 Maia (Netzsch, Némecko)

Magnetickd michacka s ohfevem IKA — WERKE (Steinberg, Némecko)

Rotacéni reometr Kinexus Pro+ (Netzsch, Némecko)

2.2 Suroviny

A2 poly(laktid-ko-glykolid) vétveny na kys. polyakrylové 2 % ve smési (FaF UK HK)
A4 poly(laktid-ko-glykolid) vétveny na kys. polyakrylové 4 % ve smési (FaF UK HK)
Aceton (PENTA, Ceska Republika)

Ethyl acetat (Sigma-Aldrich, USA)

Ektoin (Sigma-Aldrich, USA)

Ethyl pyruvat (Sigma-Aldrich, USA)

Methyl-salicylat (Sigma-Aldrich, USA)

PLGA poly(laktid-ko-glykolid) 50:50 (FaF UK HK)
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2.3 Priprava FFS

Byly ptipraveny FFS slozené z PLGA polymeru, plastifikatoru, 1éc¢ivé latky
a organického rozpoustédla viz. Tabulka 5. Do vytarované vialky bylo navazeno
0,90 g polymeru, 0,10 g plastifikatoru a rozpoustédlo. Mnozstvi pouzitého
rozpoustédla bylo ekvivalentni celkové hmotnosti ostatnich slozek. Po pfidani vSech
slozek smés byla udrzovana v uzavienych lahvickach pfi teplot€¢ mistnosti na
magnetickém michadle az do uplného rozpusténi. Rovnéz byly pfipraveny FFS
s pomérem polymerni soustavy a organického rozpoustédla 1:3. Také byly ptipraveny
roztoky FFS rozpusténim daného mnozstvi PLGA a lé¢iva (CBD) v ethyl-acetatu

a nakonec piidan plastifikator.

Tabulka 5: Prehled pfipravenych FFS

Polymer Plastifikator Rozpoustédlo

Methyl-salicylat

A2 Ethyl-pyruvat Ethyl-acetat
Ektoin
Methyl-salicylat

A4 Ethyl-pyruvat Ethyl-acetat
Ektoin
bez plastifikatoru
Methyl-salicylat ,

PLGA Ethyl-pyruvét Ethyl-acetat Aceton
Ektoin
24 DSC

Byly hodnoceny termické charakteristiky PLGA polymert, plastifikatord,
plastifikovanych polymertt a FFS pomoci DSC (Maia 200, Netzsch). Vzorky
testovanych materiald byly navazeny do hlinikovych kelimki a hermeticky uzavieny
slisovanim. Pro zji$téni hmotnosti vzorkti byla ode¢tena hmotnost prazdného kelimku
od hmotnosti uzavieného kelimku obsahujiciho vzorek. MnoZstvi vzorku se
pohybovalo od 4,0 do 10,0 mg. Vzorek a referencni kelimek byly umistény do pfistroje
na teplotni senzory a cela byla uzaviena kryty. Hmotnost prazdného kelimku, vzorku

a referencniho kelimku byly zaznamenany do pocitace. Pouzité teplotni reZimy jsou
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uvedeny na Obrazek 15. Termogramy byly vyhodnoceny v programu NetzschProteus.
Teplota tani (Tm) byla odectena ze skenu prvniho ohfevu. Teplota skelného piechodu

(Tg) byla urcena v inflexnim bod¢ druhého ohfevu.

Taotal Selection | Dynamic | Heating | Cooling || Isothermal
Vir*% 1 Dvnamic -20,0%C -10.0 K/min
[l

—=y 7 Isothermal  -20.0 = S min
[v]

3 Dvnamic A0.0=C 10,0 Kmin
[

==y 4 Isothermal 60,0 5 rnin
[¥]

%, 5 Dvnamic -20,0%C -20.0K/min
[v]

=y 6 Isothermal  -2000°C S min
[v]

7 Dyvnamic 60.0=C 10,0 Kfmin
[]

==y 5 Isothermal 60,0 5 rnin
[

—P'ﬁ 9 Dwnamic 20.0=C 10,0 Kfmin
= 10 Isothermal 20,0 °C S min
[¥]

(@) polymer, plastifikovany polymer

Total Selection | Dynamic | Heating | Cocling | Isathermal
i narnic -20, -10.0 K frin
i 1 Dy 20.0°C -10.0 k]

W SOCherma =&, min
= 2 Isothermal  -20.0 °C 5 i
W Wharnmic ' ' min
& 3 Dynami 250.0 % 10.0 KJmi
L satherma ' min
=% 4 Isothermal  250.0°C S mi
—* "h S Dewnarnic -20.0 %2 -20,0 K/min
—®=h 6 Isothermal  -20.0 °C S i
W WHAamIc ' ' min
& 7 Dynami 250.0 % 10.0 KJrmi
W saOcherma ' min
= § Isothermal  250.0 °C S mi
L Wharmic ' -1, min
W 9 Dynami 20.0°C  -10.0K/mi
—=h 10 Isothermal 20.0 = S rmin

(b) CBD, plastifikatory
Obrazek 15: Teplotni rezimy DSC

2.5 Stanoveni doby evaporace organického rozpoustédia

Byla testovana doba evaporace organického rozpoustéla (ethyl-acetatu nebo acetonu)
z FFS tvotenych linearnim PLGA bez plastifikatoru nebo plastifikovanym 10 % MS
nebo EP (Tabulka 8). Pomér polymerniho systému (PLGA, plastifikator, popt. 1€¢ivo)

a t€kavého organického rozpoustédla byl 1:3.
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Na analytickych vahach bylo vytarovano podlozni sklicko a na vyznacenou plochu
7 cm? bylo naneseno 110 + 10 mg testovaného FFS. V ¢asovych intervalech 1 minuta
byl zaznamenavan ubytek hmotnosti systémti. Pribéh evaporace rozpoustédla byl

vyhodnocen jako procentudlni podil hmotnosti filmu na hmotnosti rozpoustédla.

Mo—Mmg

E (%) = -100

E (%) evaporace rozpoustédla
my hmotnost filmu v ¢ase t
mo hmotnost filmu v ¢ase 0

ma  hmotnost rozpoustédla ve FFS

Tabulka 6: SloZeni FFS pro hodnoceni evaporace rozpoustédla

Polymer Plastifikator Rozpoustédlo

10 % methyl-salicylat
10 % ethyl-pyruvat ethyl-acetat

bez plastifikatoru
PLGA 10 % methyl-salicylat
10 % ethyl-pyruvat aceton
bez plastifikatoru
2.6 SEM

Rastrovaci (skenovaci) elektronova mikroskopie (SEM) byla provedena na Katedie
fyziky, Ptirodovédecké fakulty Univerzity Hradec Kralové. Mikrostruktura in situ
vytvofenych filma byla zkoumana pomoci rastrovaciho elektronového mikroskopu
FlexSEM 1000 (Hitachi, Japonsko) pfi urychlovacim napéti 15 kV. Byl testovan
komer¢ni piipravek Lamisil Once, in situ film tvofeny linedrnim PLGA, 10 % CBD
bez plastifikitoru nebo zmékéeny 10 % methyl-salicylatu, ethyl-pyruvatu

nebo ektoinu.
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2.7 Méreni adhezivnich vlastnosti

Meéieni adhezivnich vlastnosti bylo realizovano na rotatnim reometru Kinexus Pro+.
Byla zvolena sekvence rSolution 0019 Determination of pressure sensitive tack and
adhesion using axial measurements.

Pro méteni byla pouzita horni geometrie PU20 — deska o priméru 20 mm. Pied
nanesenim vzorku byla dolni geometrie vyhtata na teplotu 32 °C. Byly zadany
parametry testu (Tabulka 6). Dolni geometrie byla vyjmuta z ptistroje, vytarovana na
vahach a pomoci plastového kapatka bylo do stfedu geometrie navazeno 0,10 g FFS.
Geometrie se standardné nanesenym vzorkem byla upevnéna zpét do piistroje. Po
pfedem stanovenou dobu (5 min nebo 10 min) se nechal vzorek na spodni geometrii,
aby doslo k evaporaci organického rozpoustédla, potom byl spusStén test. Horni
geometrie sjela dolt, ptitlacila naneseny vzorek tak, aby byla dosazena kontaktni sila
1 N ptisobici po dobu 30 s. Nasledovalo odtrZeni horni geometrie od dolni geometrie.
Po skonceni testu byly ob¢ geometrie vyCiStény acetonem. Byla zaznamendna
maximalni sila potfebna pro oddéleni geometrii F (N), plocha pod ktivkou sila-Cas
A (N/s) a cas potiebny k poklesu maximalni sily o 90 % t (s). Byly méteny tfi nove
nanesené vzorky. Byl vypocten pramér a smerodatna odchylka priméru.

Byla méfena adhezivita komeréniho piipravku Lamisil® Once. Byla testovéna
adhezivita FFS tvofenych PLGA polymerem sobsahem 10% CBD bez
plastifikatoru nebo plastifikovanych 10 % MS, EP nebo ektoinu. Déle byly méfeny
FFS tvotfeny polymery PLGA, A2, A4 bez obsahu CBD, plastifikované 10 % methyl-
salicylatem, ethyl-pyruvatem nebo ektoinem Jako rozpoustédlo byl vzdy pouzit
ethyl-acetat. Pomér polymerni soustavy a organického rozpoustédla ve FFS byl 1:1
nebo 1:3. Byla zjiStovanad adhezivita po evaporaci rozpoustédla po dobu 5 min

a 10 minut.

Tabulka 7: Pfehled parametri sekvence rSolution 0019 pro méreni adhezivity

Rychlost pohybu horni geometrie (Gapping Speed) 10 mm/s
Vzdalenost horni-dolni geometrie pred spusténim testu (Final Gap) | 50 mm
Kontaktni doba (Contact time) 30s
Kontaktni sila (Contact Force) I N
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3 VYSLEDKY

3.1 DSC

Tabulka 8: Termické charakteristiky polymerd, plastifikator( a plastifikovanych polymerd

Material Te/Tg (°C)
Kanabidol (CBD) 77,8
Methyl-salicylat (MS) | 125,0
Ethyl-pyruvat (EP) 145,2
Ektoin (ECT) 64,9
PLGA 29,8
A2 32,6
A4 36,5
A2+ 7,5 % MS 24,3
A2+7,5% EP 17,7
A2+ 15%EP 13,1
A2+ 10 % ECT 50,0
A2+ 10 % CBD 19,4

39



3.2 Doba evaporace rozpoustédia

Tabulka 9: Evaporace ethyl-acetatu z FFS plastifikovaného 10 % methyl-salicylatu

s ) Hmotnost filmu | E rozpoustédla Pramér D

(mg) (%) (%)
117,90

0 119,02 - - -
116,08
81,97 38,1

1 88,60 31,9 37,0 4,6
78,10 40,9
75,10 45,4

2 68,10 53,5 55,2 10,7
54,12 66,7
51,34 70,6

3 48,01 74,6 76,4 7,0
37,98 84,1
30,98 92,2

4 35,21 88,0 90,7 2,2
30,85 91,8
29,19 94,1

5 33,15 90,2 92,6 2,1
29,16 93,6
28,99 94,3

6 30,14 93,3 94,1 0,7
28,04 94,8
28,43 94,9

7 28,58 95,0 94,9 0,1
27,87 95,0
27,14 96,2

8 28,01 95,6 95,9 0,3
27,02 95,9
26,98 96,4

9 27,80 95,8 96,1 0,3
26,76 96,2
26,25 97,2

10 27,43 96,2 96,8 0,5
26,07 96,9
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Tabulka 10: Evaporace ethyl-acetatu z FFS plastifikovaného 10 % ethyl-pyruvatem

« . Hmotnost filmu | E rozpoustédla Primér
Cas (min) fie) (%) (%) SD

119,10

0 110,52 - - -
111,87
91,80 28,7

1 89,70 23,5 28,1 4,3
83,12 32,1
59,74 62,3

2 71,98 43,6 50,6 10,2
70,90 45,8
36,70 86,5

3 60,09 57,0 69,8 15,1
52,88 65,9
30,18 93,3

4 31,80 89,0 83,8 13,0
50,14 69,0
28,77 94,8

5 29,18 92,0 92,1 2,6
31,70 89,6
27,90 95,7

6 28,76 92,5 94,6 1,8
26,30 95,6
27,34 96,3

7 27,28 94,1 95,5 1,2
25,78 96,2
26,98 96,7

8 26,99 94,5 96,2 1,5
24,67 97,4
26,68 97,0

9 25,15 96,6 97,3 0,9
23,98 98,2
26,44 97,3

10 24,70 97,1 97,8 1,2
23,12 99,2
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Tabulka 11: Evaporace ethyl-acetatu z FFS bez plastifikatoru

y . Hmotnost E rozpousteédla Pramér
Cas (min) Hizom () (%) (%) SD

110,62

0 119,08 - - -
114,27
70,10 45,8

1 91,71 28,7 38,0 8,6
78,28 39,4
43,23 76,2

2 65,50 56,2 68,7 10,9
46,78 73,8
29,18 92,0

3 43,29 79,6 87,1 6,6
32,35 89,6
27,37 94,1

4 34,05 89,3 91,9 2,5
29,79 92,4
26,44 95,1

5 32,48 90,9 93,1 2,1
28,90 93,4
26,02 95,6

6 31,42 92,0 93,8 1,8
28,44 93,9
25,64 96,0

7 31,03 92,4 94,5 1,9
27,45 95,0
25,44 96,3

8 30,70 92,8 95,1 2,0
26,20 96,3
25,21 96,5

9 30,11 93,4 95,5 1,8
26,04 96,5
25,08 96,7

10 29,78 93,7 95,7 1,7
25,89 96,7
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Tabulka 12: Evaporace acetonu z FFS plastifikovaného 10 % methyl-salicylatem

9 . Hmotnost filmu | E rozpoustédla Primér
Cas (min) e (%) (%) SD

120,12

0 115,90 - - -
116,45
52,10 70,8

1 60,90 59,3 67,2 6,9
49,80 71,5
41,89 81,4

2 37,01 85,1 84,4 2,8
35,56 86,8
34,76 88,8

3 34,74 87,5 88,5 0,9
33,32 89,2
28,74 95,1

4 33,84 88,5 91,4 3,4
32,04 90,6
26,15 97,8

5 32,96 89,5 92,7 4,5
31,86 90,8
26,02 97,9

6 32,55 89,9 93,1 4,2
31,12 91,6
25,78 98,2

7 31,38 91,2 94,0 3,7
30,09 92,7
25,46 98,5

8 30,77 91,8 94,4 3,6
20,99 92,8
25,22 98,8

9 30,03 92,6 95,2 3,2
28,70 94,2
25,10 98,9

10 29,56 93,1 95,4 3,0
28,56 94,3

43




Tabulka 13: Evaporace acetonu z FFS plastifikovaného 10 % ethyl-pyruvatem

9 . Hmotnost filmu | E rozpoustédla Primeér
Cas (min) e (%) (%) SD

106,01

0 112,79 - - -
119,36
70,05 42,4

1 68,97 48,6 49,0 6,8
65,98 55,9
72,40 75,0

2 41,81 78,7 78,5 3,5
41,12 81,9
31,21 88,2

3 35,99 85,1 87,9 2,7
32,98 90,5
27,18 83,0

4 34,77 86,5 90,9 3,9
30,15 93,4
26,62 93,6

5 32,85 88,6 92,4 3,3
28,77 94,9
26,06 94,3

6 30,11 91,6 93,6 1,8
28,65 95,0
25,57 94,8

7 30,09 91,7 94,4 2,5
27,15 96,6
25,41 95,0

8 29,67 92,1 94,6 2,3
26,99 96,7
24,06 96,6

9 28,99 92,9 95,6 2,4
26,32 97,4
24,00 96,7

10 26,65 95,5 96,6 1,1
26,09 97,7
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Tabulka 14: Evaporace acetonu z FFS bez plastifikatoru

9 . Hmotnost filmu | E rozpoustédla Primér
Cas (min) e (%) (%) SD

114,56

0 110,70 - - -
120,79
62,10 57,2

1 58,92 58,5 56,6 2,2
68,43 54,2
31,08 91,1

2 30,87 90,1 87,6 5,3
41,98 81,6
29,28 93,1

3 26,77 94,8 91,6 4,1
36,74 87,0
28,48 93,9

4 25,83 95,8 94,5 1,1
30,12 93,8
28,01 94,4

5 24,45 97,4 95,3 1,8
29,78 94,2
27,67 94,8

6 24,01 97,9 95,7 1,9
29,53 94,4
27,48 95,0

7 23,76 98,2 96,4 1,6
28,14 95,9
27,31 95,2

8 23,46 98,5 96,6 1,7
28,03 96,0
27,19 95,3

9 23,19 98,8 96,8 1,8
27,84 96,2
27,08 95,5

10 22,97 99,1 97,4 1,8
26,43 97,6
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FlexSEM1000 15.0kV 9.2mm X100 BSE-3D

(a) CBD (b) Ektoin

Obrazek 16: SEM snimek kanabidiolu (CBD) a ektoinu

F\VexSEF\MDOO 15.0kV 11.9mm x100 SE

Obrazek 17: SEM povrchu filmu Lamisilu Once
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FlexSEM1000 15.0kV 8.1mm X500 SE FIexSEnM-1000 15.0kV 9.9mm X500 SE

a be lastiﬁkace b %kto

FlexSEM1000 15.0kV 9.9mm x500 SE FlexSEM1000 15.0kV 10.1mm x500 SE

(c) 10 % methyl-salicylat (d) 10 % ethyl-pyruvat

Obrazek 18: SEM snimek povrchu neplastifikovaného (a) a plastifikovaného (b-d) in situ

filmu s obsahem 10 % CBD
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3.4 Adhezivita FFS

Tabulka 15: Adhezivita komer&niho pfipravku Lamisil Once”

Doba evaporace 5 min 10 min
Méreni F (N) t(s) A (N/s) F (N) t (s) A (N/s)
1 6,274 0,4626 1,353 4,760 0,4592 0,966
2 6,229 0,4602 1,274 4,259 0,4332 0,842
3 4,869 0,4425 0,974 3,703 0,5085 0,901
primér 5,791 0,455 1,2002 4,241 0,467 0,9028
SD 0,799 0,011 0,2002 0,529 0,038 0,0624

3.4.1 Adhezivita FFS obsahujicich CBD

Tabulka 16: Adhezivita FFS tvofeného PLGA, methyl-salicyldtem a ethyl-acetatem

Doba evaporace 5 min 10 min
Méreni F (N) t(s) A (N/s) F (N) t(s) A (N/s)
1 12,71 0,4608 3,239 10,23 0,5496 2,345
2 12,22 0,5446 2,982 12,49 0,5665 3,148
3 11,52 0,5328 2,669 11,40 0,5267 2,723
pramér 12,150 0,513 2,9633 11,373 0,548 2,7387
SD 0,598 0,045 0,2855 1,130 0,020 0,4017

Tabulka 17: Adhezivita FFS tvofeného PLGA, ethyl-pyruvatem a ethyl-acetatem

Doba evaporace 5 min 10 min
Méreni F (N) t(s) A (N/s) F (N) t(s) A (N/s)
1 15,30 0,6348 4,775 13,12 0,2673 3,562
2 12,94 0,6110 3,529 15,17 0,6271 4,709
3 13,09 0,6209 3,670 14,35 0,1665 4,162
pramér 13,777 0,622 3,9913 14,213 0,354 4,1443
SD 1,321 0,012 0,6823 1,032 0,242 0,5737
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Tabulka 18: Adhezivita FFS tvofeného PLGA, ektoinem a ethyl-acetatem

Doba evaporace 5 min 10 min
Méreni F (N) t(s) A (N/s) F (N) t(s) A (N/s)
1 11,49 0,5479 2,726 11,22 0,5714 2,733
2 10,21 0,5039 2,275 14,45 0,6134 4,209
3 14,09 0,6222 3,981 12,19 0,5381 2,956
primér 11,930 0,558 2,9940 12,620 0,574 3,2993
SD 1,977 0,060 0,8840 1,657 0,038 0,7956
Tabulka 19: Adhezivita FFS tvofeného PLGA a ethyl-acetatem
Doba evaporace 5 min 10 min
Méreni F (N) t(s) A (N/s) F (N) t(s) A (N/s)
1 12,26 0,5430 3,044 13,33 0,5576 3,529
2 12,95 0,5619 3,385 11,54 0,5956 2,897
3 14,75 0,6183 4,561 12,73 0,5589 3,321
primér 13,320 0,574 3,6633 12,533 0,571 3,2490
SD 1,286 0,039 0,7959 0,911 0,022 0,3221

3.4.2 Adhezivita FFS bez léciva

Tabulka 20: Adhezivita FFS tvofeného PLGA, methyl-salicylatem a ethyl-acetatem po 10 min

evaporace

Ztedéni 1:1 1:3

Méreni F (N) t(s) A (N/s) F (N) t(s) A (N/s)
1 11,71 0,5948 3,064 18,16 0,8083 8,279
2 13,29 0,6325 3,764 11,83 0,5591 3,006
3 13,97 0,5842 3,916 2,75 0,4734 0,642

pramér 12,990 0,604 3,5813 10,914 0,614 3,9756
SD 1,159 0,025 0,4544 7,744 0,174 3,9098
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Tabulka 21: Adhezivita FFS tvofeného PLGA, ethyl-pyruvatem a ethyl-acetatem po 10 min

evaporace
Ztedéni 1:1 1:3
Méreni F (N) t(s) A (N/s) F (N) t(s) A (N/s)
1 14,89 0,6648 4,665 17,27 0,7694 6,950
2 15,68 0,6758 5,110 13,68 0,5766 3,908
3 14,71 0,5226 4,376 0,96 0,4571 0,243
pramér 15,093 0,621 4,7170 10,638 0,601 3,7004
SD 0,516 0,085 0,3698 8,568 0,158 3,3582

Tabulka 22: Adhezivita FFS tvoreného PLGA, ektoinem a ethyl-acetdtem po 10 min evaporace

Ztedéni 1:1 1:3
Méreni F (N) t(s) A (N/s) F (N) t(s) A (N/s)
1 5,08 0,4560 1,048 0,30 0,5634 0,174
2 5,09 0,4530 1,024 5,30 0,4474 1,195
3 7,70 0,4527 0,571 0,01 1,8360 0,263
pramér 5,956 0,454 0,8810 1,870 0,949 0,5440
SD 1,510 0,002 0,2687 2,976 0,770 0,5655

Tabulka 23: Adhezivita FFS tvofeného A2, methyl-salicyldtem a ethyl-acetdtem po 10 min

evaporace
Ztedéni 1:1 1:3
Méreni F (N) t(s) A (N/s) F (N) t(s) A (N/s)
1 10,90 0,5838 2,700 17,82 0,8168 7,906
2 10,14 0,5626 2,483 16,41 0,6971 5,713
3 11,62 0,5122 2,789 12,08 0,5570 2,995
pramér 10,887 0,553 2,6573 15,437 0,691 5,5380
SD 0,740 0,037 0,1574 2,991 0,130 2,4602
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Tabulka 24: Adhezivita FFS tvofeného A2, ethyl-pyruvdtem a ethyl-acetatem po 10 min

evaporace
Ztedéni 1:1 1:3
Méreni F (N) t(s) A (N/s) F (N) t(s) A (N/s)
1 11,66 0,5377 3,082 19,37 1,1160 14,000
2 13,71 0,6028 3,966 18,62 0,9195 10,400
3 13,42 0,5819 3,624 18,97 1,0260 11,760
pramér 12,930 0,574 3,5573 18,987 1,021 12,0533
SD 1,109 0,033 0,4458 0,375 0,098 1,8178

Tabulka 25: Adhezivita FFS tvofeného A2, ektoinem a ethyl-acetatem po 10 min evaporace

Ztedéni 1:1 1:3
Méreni F (N) t(s) A (N/s) F (N) t(s) A (N/s)
1 9,39 0,4958 2,058 15,73 0,6671 5,291
2 10,69 0,5091 2,350 15,63 0,6471 5,375
3 9,78 0,4755 2,055 13,13 0,5714 3,616
pramér 9,955 0,493 2,1543 14,830 0,629 4,7607
SD 0,666 0,017 0,1695 1,473 0,050 0,9922

Tabulka 26: Adhezivita FFS tvofeného A4, ethyl-pyruvatem a methyl-salicyldtem po 10 min

evaporace
Ztedéni 1:1 1:3
Méreni F (N) t(s) A (N/s) F (N) t(s) A (N/s)
1 14,29 0,6722 4,588 17,97 0,8246 8,254
2 13,12 0,5581 3,573 17,20 0,7454 6,603
3 13,08 0,6082 3,630 18,27 0,8246 8,331
pramér 13,497 0,613 3,9303 17,813 0,798 7,7293
SD 0,687 0,057 0,5703 0,552 0,046 0,9762
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Tabulka 27: Adhezivita FFS tvofeného A4, ethyl-pyruvdtem a ethyl-acetatem po 10 min
evaporace

Ztedéni 1:1 1:3

Méreni F (N) t(s) A (N/s) F (N) t(s) A (N/s)
1 15,40 0,6556 5,228 18,34 0,8760 9,202
2 13,42 0,6033 3,743 15,08 0,6137 4,814
3 14,40 0,6171 4,487 6,52 0,4957 1,345

pramér 14,407 0,625 4,4860 13,312 0,662 5,1203
SD 0,990 0,027 0,7425 6,108 0,195 3,9374

Tabulka 28: Adhezivita FFS tvofeného A4, ektoinem a ethyl-acetdtem po 10 min evaporace

Ztedéni 1:1 1:3

Méreni F (N) t(s) A (N/s) F (N) t(s) A (N/s)
1 4,74 0,5131 1,249 7,76 0,5161 1,672
2 9,13 0,4863 1,892 7,81 0,4756 1,669
3 8,31 0,5544 2,045 8,99 0,5263 2,028

pramér 7,394 0,518 1,7287 8,184 0,506 1,7897
SD 2,332 0,034 0,4224 0,695 0,027 0,2064
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4 DISKUZE

V predlozené diplomové praci byly testovany adhezivni vlastnosti FFS tvofenych
poly(mlécnou-ko-glykolovou) kyselinou (PLGA) linearni nebo vétvené struktury.
Nosice byly syntetizovany na katedfe farmaceutické technologie a maji riizny stupen
vetveni, riznou molarni hmotnost a z toho vyplyvajici odliSnou hydrofilitu, stupen
bobtnani a eroze. Polymery byly plastifikovany tfemi riznymi plastifikatory, a to
ethyl-pyruvatem, methyl-salicylatem nebo ektoinen. Jako rozpoustédlo polymerniho
systému byl testovan zejména aceton a ethyl-acetat. Studovany byly 1 vlastnosti filmt

obsahujicich kanabidiol (CBD) a vlastnosti komeréniho p¥ipravku Lamisil Once®.
41 DSC

Byly studovany termické vlastnosti CBD, plastifikatord, polymerd, plastifikovanych
polymert a in situ filmi pomoci diferencidlni skenovaci kalorimetrie (Obrazek 19).
Byl zvolen teplotni rezim -20 °C az 60 °C, resp. 250 °C a rychlost ohfevu 10 K/min
(viz. Obrazek 15). Teplota tani (Tm) byla ode¢tena z prvniho ohifevu, teplota skelného

ptechodu (Tg) z druhého ohfevu v inflexnim bodé¢.

160 -
Te

140 -
Te

120 -

100 -

Tm
80

Tg
60 1 Tg
Te

Teplota (°C)

A2+ A2+ A2+ A2+ A2+
CBD MS EP  ECT PLGA A2 Ad 75% 7,5% 15% 10% 10%
MS EP EP ECT CBD

Radal 77,8 125,0 1452 649 29,8 32,6 365 243 17,7 13,1 50,0 19,4

Obrazek 19: Termické charakteristiky komponent FFS
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CBD je krystalicky prasek, experimentdlné zjisténa Tm byla 77,8 °C. U polymert
pouzitych pro formulaci FFS byly hodnoty T, v rozmezi 29,8 °C az 36,5 °C. Vysledky
ukézaly, ze T, linearntho PLGA byla v porovnani s vétvenymi polymery nizsi. Je to
vykazoval vétveny polymer A4 snejvyssi molarni hmotnosti a stupném vétveni
(viz. Tabulka 2). Experimentalné stanovena teplota evaporace methyl-salicylatu byla
niz$i nez u ethyl-pyruvatu. Byl studovan vliv plastifikatort (MS, EP, ECT) a 1éCiva
(CBD) na termické chovani filmt. Bylo zjisténo, ze EP je ucinnéjsi plastifikator nez
MS a s rostouci koncentraci plastifikatoru se Ty snizuje. Pii pouziti ektoinu ovSem
doslo ke zvyseni T,. Ektoin ma antiplastifikacni G¢inek z divodu jeho omezené
misitelnosti s polymerem (viz. Obrazek 18b). Na DSC ziznamu filmu
s inkorporovanym CBD (Obrazek 20) neni patrny pik krystalické faze, ale skelny
prechod amorfni faze CBD. Na kiivce druhého ohfevu byl zaznamenéan jen jeden
skelny ptechod, a to pfi nizsi teploté nez je T polymeru. CBD puisobi ve filmu jako

plastifikator.
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Obrazek 20: DSC sken filmu s CBD
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4.2 Evaporace organického rozpoustédla

Byla zjistovana doba evaporace organického rozpoustédla z tenkého filmu definované
plochy po aplikaci FFS na podlozni sklicko. Evaporace byla testovana pouze u filmi
tvotenych linedrnim PLGA, protoze se neptedpoklada vyrazny vliv typu polymeru na
dobu evaporace. Byla testovana evaporace z neplastifikovaného filmu nebo z filmu
plastifikovaného 10 % methyl-salicylatu nebo ethyl-pyruvatu. Pomér polymerni
soustavy a organického rozpoustédla byl 1:3.

Pribéh evaporace ethyl-acetatu (EA) uvadi Obrazek 21. Z grafu je patrné, ze po jedné
minuté¢ se nejméné¢ EA, a to 28 %, se odpafilo zfilmu plastifikovaného EP.
Z neplastifikovaného filmu a filmu plastifikovaného methyl-salicylatem se odpatilo
38 %. Od druhé minuty je jiz viditelny rozdil v evaporaci EA z neplastifikovaného
filmu a filmi plastifikovanych. Ve c¢tvrté minuté byla evaporace z filmu bez
plastifikatoru a z filmu plastifikovaného methyl-salicylatem stejna (92 %), u filmu
plastifikovaného ethyl-pyruvatem byla 84 %. V paté minuté doslo k evaporaci 93 %
organického rozpoustédla ve vSech FFS. Evaporace filmu bez plastifikdtoru a filmu

plastifikovaného ethyl-pyruvatem méla ptiblizné€ lineérni prab¢eh.

—@— MS EP bez plastifikatoru
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Obrazek 21: Evaporace ethyl-acetatu z polymerniho nosi¢e PLGA
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Pribéh evaporace acetonu uvadi Obrazek 22. Z grafu je patrné, ze po jedné minuté se
z filmu plastifikovaného methyl-salicylaitem odpafilo nejméné organického
rozpoustédla 37 %, z filmu plastifikovaného ethyl-pyruviatem 49 % a z filmu bez
plastifikatoru se odpaftilo nejvice 57 %. Ve druhé minuté se z filmu plastifikovaného
methyl-salicylatem se odpatilo jen 55 %, a z filmu plastifikovaného ethyl-pyruvatem
a neplastifikovaného 79-88 %. V paté minuté doslo k evaporaci 90-95 % organického
rozpoustédla u vSech testovanych filmti. Evaporace filmu bez plastifikatoru a filmu
plastifikovaného ethyl-pyruvatem méla téméi linearni pribeh.

U evaporace z filmu plastifikovaného methyl-salicylatém pozorujeme vykyvy

v prib&hu evaporace jak u organického rozpoustédla acetonu, tak i ethyl-acetatu.

—@— MS EP bez plastifikatoru
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Obrazek 22: Evaporace acetonu z polymerniho nosice PLGA

Z Obrazka 21 a 22 vyplyva, Ze evaporace organického rozpoustédla z filmu bez
plastifikatoru byla rychlej$i nez u filmu plastifikovanych methyl-salicylatem nebo
ethyl-pyruvatem. Béhem 5 minut u vSech filmu dochazi k evaporaci vice nez 90 %

organického rozpoustédla.
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4.3 SEM

Na Obrazku 16 je snimek ¢astic kanabidiolu (a) a ektoinu (b). Jedna se o pevné ¢astice
nepravidelného tvaru a rtzné velikosti. Byla provedena SEM povrchu filmi
komer¢niho piipravku Lamisil Once pfi rizném zvétSeni a vysledné snimky jsou
uvedeny na Obrazku 17. Pii zvétSeni 500pum je patrné, ze Lamisil® once tvofi film
s hladkych povrchem, bez prasklin. Pti zvétSeni x 1000 jsou viditelné kratery, které se
vytvorily evaporaci organického rozpoustédla z viskozniho FFS. Dale byla provedena
SEM povrchu PLGA filmt s obsahem 10 % CBD bez plastifikatoru nebo s 10 %
plastifikatoru (ektoin, methyl-salicylat, ethyl-pyruvat). Snimky jsou uvedeny na
Obrazku 18. Neplastifikovany film a filmy plastifikované MS nebo ES maji
homogenni strukturu a hladky povrch bez p6rt a strukturalnich defektd, coz potvrzuje
misitelnost plastifikatortt s PLGA a rozpusténi CBD. Filmu plastifikovany ektoinem
neni homogenni, protoze hydrofilni ektoin neni s hydrofobnim PLGA misitelny.
Homogenni dispergaci ektoinu do PLGA bude nutno zajistit oddélenym rozpusténim

PLGA a ektoinu ve vhodnych, navzajem misitelnych rozpoustédlech.
4.4 Adhezivni vlastnosti

Adhezivita in situ filmi byla testovdna na absolutnim rotacnim reometru testem
rSolution_0019 Determination of pressure sensitive tack and adhesion using axial
measurements. Pro vyhodnoceni byla zvolena sila F (N) potifebna k odtrzeni vzorku
od dolni geometrie. Dale plocha A (N/s) pod kiivkou sila/Cas, vyjadiujici pomér
adhezivnich a kohezivnich sil, a ¢as t (s) jako mira eliminace adhezivnich sil. Testy
adheze byly realizovany s konstantni hmotnosti vzorku, pfi teploté 25 °C, kontaktni
dobé 30 s, kontaktni sile 1 N a rychlosti odtrzeni vzorku od podkladu 10 mm/s.
Konstantni nastaveni vSech téchto parametrti a dilezité pro standardni provedeni testd,
jejich validaci a moZnosti porovnani ziskanych vysledkd.

Byla testovana adhezivita komer¢niho ptipravku Lamisil® Once, ktery byl zvolen jako
referencni pfipravek pro porovnani s formulovanymi PLGA in situ filmy. Lécivy
ptipravek obsahuje terbinafin hydrochlorid, kopolymer akryloyldimethyltaurat

a ethanol.
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Na Obrazku 23 je porovnana adhezivita Lamisilu® Once po 5 minutich a po 10
minutach evaporace ethanolu. Adhezivita vyjadiend jako maximalni sila F (N)
aplocha A (N/s) s dobou evaporace klesaly. Vliv doby evaporace na eliminaci
adhezivnich sil nebyl zjistén. Dalsi testy adheze byly vyhodnoceny pouze pomoci

maximalni sily F.
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Obrazek 23: Vliv doby evaporace ethanolu na adhezivitu Lamisilu Once

Byla hodnocena adhezivita in situ filmd tvofenych plastifikovanym nebo
neplastifikovanym linearnim PLGA s inkorporovanym kanabidiolem po 5 minutach
a po 10 minutach evaporace rozpoustédla. Jak je vidét na Obrazku 24, vyssi adhezivitu
vykazoval neplastifikovany film a film plastifikovany EP, a to po 5 minutach i po 10
minutach od aplikace FFS. Zjisténi je v souladu s vysledky DSC, které prokazaly vyssi
plastifikaci PLGA filmu pfi pouziti BBD a EP. Z toho 1ze dedukovat, Ze adhezivita je
vyssi u filma, které jsou vice plastifikovany, a to pravdépodobné diky jejich nizsi
viskozit€ a lepSimu rozprostieni soustavy po evaporaci organického rozpoustédla.

JelikoZ nebyl prokdzan rozdil v adhezivit€ in situ filmd po 5 min a po 10 min od
aplikace, coz potvrzuji i1 vysledky testli doby evaporace organického rozpoustédla,
v dalSich testech byla adhezivita testovana uz jen v ¢ase 5 min po naneseni vzorku. Za
tuto dobu se vypaii vice nez 90 % organického rozpoustédla a kapalny FFS se

transformuje na elasticky tenky film, pevné adherujici k podkladu.
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Obrazek 24: Vliv plastifikace a doby evaporace na adhezivitu PLGA film( s CBD

Na Obrazku 25 je porovnana adhezivita in situ filmd tvofenych riiznym typem
polymeru. Byla zjisténa nizsi adhezivita filmi tvofenych polymerem A2 neZ filmi
tvofenych linearnim PLGA a polymerem A4. Divodem je niZ§i molarni hmotnost
v kombinaci s vétvenou konstituci polymeru (viz. Tabulka 2). Vyznamnéji nez typ
u polymert plastifikovanych ektoinem. Mohlo by to byt vysvétleno tim, Ze ektoin je
hydrofilni a neni homogenné dispergovan v systému a nedostatecné plastifikuje

polymer.
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Obrazek 25: Vliv typu polymeru na adhezivitu FFS

Dale byl testovan vliv koncentrace FFS, tedy poméru polymerni soustavy (polymer,
plastifikator, 1é¢ivo) a organického rozpoustédla na adhezivni vlastnosti in situ filmu.
Pti vy$§im zfedéni je viskozita FFS niZsi. Po aplikaci konstantniho mnozstvi FFS na
definovanou plochu a evaporaci organického rozpoustédla se vytvoteny tenci film, coz
by se mélo projet v jeho adhezivite.

Jak je vidét na Obrazku 26, u filmt tvofenych linearnim PLGA byla nejnizsi adhezivita
pozorovana pii plastifikaci ektoinem. Ve zfedéni 1:3 systém témét nevykazoval Zadné
adhezivni vlastnosti. PLGA filmy plastifikované MS a EP vykazovaly srovnatelnou
adhezivitu pii fedéni 1:1 1 1:3.
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Obrazek 26: Vliv poméru polymerni soustavy a organického rozpoustédla na adhezivitu FFS

tvoreného polymerem PLGA

Jinak tomu bylo u filma tvofenych polymerem polymery A2 (Obrézek 27) a A4
(Obrazek 28). Polymer A4 mé vys$§i molarni hmotnost a vys§i stupent vétveni
(Tabulka 2), predpoklada se tedy vyssi pocet koncovych karboxylovych skupin a
z toho plynouci niz8i hydrofobicita. Byl prokazan vliv koncentrace FFS na adhezivitu
in situ filma tvofenych polymery A2 1 A4. Pfi zfedéni 1:3 vSechny filmy vykazovaly

veétsi adhezivitu.
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Obrazek 27: Vliv poméru polymerni soustavy a organického rozpoustédla na adhezivitu FFS

tvoreného polymerem A2
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Obrazek 28: Vliv poméru polymerni soustavy a organického rozpoustédla na adhezivitu FFS

tvoreného polymerem A4
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ZAVERY

Byly uspésné formulovany kapalné systémy pro tvorbu filmi in situ (FFS) tvotené
PLGA derivaty linearni a vétvené struktury, plastfikované methyl-salicylatem nebo
ethyl-pyruvatem, uréené pro lokalni aplikaci kanabidolu. U¢inngjsi plastikaci
poskytuje ethyl-pyruvat. Ektoin mé antiplastifikacni vlastnosti z divodu omezené
misitelnosti s PLGA. Doba evaporace organického rozpoustédla z FFS je ovlivnéna
pouzitym organickym rozpoustédlem a typem plastifikatoru. U neplastifikovanych
polymeru dochazi k rychlejsi evaporaci organického rozpoustédla. Evaporace vice nez
90 % rozpoustédla nastane za dobu 5 minut. Byla validovdna metodika testovani
adhezivity in situ filmi na absolutnim rota¢nim reometru pomoci modifikovaného
tahového testu. Mezi vyznamné faktory ovliviiujici adhezivni vlastnosti patii zfedéni
FFS a typ akoncentrace plastifikatoru. Homogenni struktura in sifu filmt, hladky
povrch bez pori a strukturdlnich defektti byly prokazény pomoci SEM. DSC potvrdila,

ze inkorporovany kanabidiol je v PLGA filmu rozpustény.
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