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ABSTRAKT
UNIVERZITA KARLOVA

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmaceutickej technologie

Autor: Daniela Juhaszova

Nazov prace: Testovanie PLGA filmov pre lokalnu aplikaciu kanabidiola
Skolitel” PharmDr. Eva Snejdrové, PhD.

Konzultant: PharmDr. Andrea Véris

Ciel'om predlozenej prace bolo Studovat’ kvapalné systémy pre tvorbu in situ filmov
(FFS). Boli formulované FFS na baze PLGA linearnej alebo vetvenej Struktiry.
Polyméry boli plastifikované methyl-salicylatom (MS) alebo ethyl-pyruvatom (EP)
a inkorporované kanabidiolom (CBD). Ako rozpustadla boli testované ethyl-acetat,
aceton a isopropanol. V teoretickej cCasti boli zhrnuté obecné charakteristiky
pouzitych surovin pre formulaciu FFS. V experimentéalnej Casti bol sledovany
priebeh odparovania organického rozpustadla z FFS a vplyv pouzitého plastifikatora.
Fyzikalno-chemické vlastnosti in situ filmov boli charakterizované pomocou DSC,
metodou SEM a tahovym testom na reometri. DoSlo sa k zaverom, ze doba
evaporacie rozpustadiel z FFS je ovplyvnena pouzitym plastifikdtorom, rychlejsie
odparovanie rozpustadla nastalo pri plastifikdcii EP. DSC preukézalo, Zze
inkorporovany kanabidiol je v in situ filme rozpusteny a film plastifikuje. Metodou
SEM bola homogénna Struktira in sifu filmov potvrdend. Bola zistend vyborna
adhezivita in situ filmov ovplyvnend charakteristikami pouzitého filmotvorného
PLGA. Trojfazovy libera¢ny profil CBD z neplastifikovaného linearneho PLGA bol
modifikovany pouzitim vetveného PLGA a plastifikaciou methyl-salicylatom alebo

ethyl-pyruvatom.

KPuacové slova: in situ film, kanabidiol, PLGA, SEM, testovanie adhézie, disolcia.



ABSTRACT

CHARLES UNIVERSITY
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralove

Department of Pharmaceutical Technology

Author: Daniela Juhaszova

Title of thesis: Testing of PLGA films for local delivery of cannabidiol
Supervisor: PharmDr. Eva Snejdrové, PhD.

Consultant: PharmDr. Andrea VéEris

The aim of the presented work was to study film forming systems for the formation
of in situ films (FFS). FFS based on PLGA linear or branched architecture were
formulated. The polymers were plasticized with methyl salicylate (MS) or ethyl
pyruvate (EP) and incorporated with cannabidiol (CBD). Ethyl acetate, acetone and
isopropanol were tested as solvents. In the theoretical section, the general
characteristics of the excipients used for the FFS formulation were summarized. In
the experimental section, the course of evaporation of the organic solvent from FFS
and the effect of the used plasticizer were monitored. The physicochemical
properties of the in situ films were characterized using DSC, the SEM method and
a tensile test on a rheometer. It was concluded that the solvent evaporation time
from FFS is influenced by the used plasticizer, whereas faster solvent evaporation
occurred with EP plasticization. DSC showed that the incorporated cannabidiol is
dissolved in the in sifu film and significantly plasticizes the film. The homogeneous
structure of the in situ films was confirmed by the SEM. Excellent in situ
adhesiveness of the films influenced by the characteristics of the film-forming PLGA
used was found. The triphasic release profile of CBD from unplasticized linear
PLGA was modified by using branched PLGA and plasticizing with methyl
salicylate or ethyl pyruvate.

Key words: in situ film, cannabidiol, PLGA, SEM, adhesion testing, dissolution.



ZADANIE PRACE

Ciel'om tejto prace bolo formulovat’ kvapalné sustavy pre tvorbu in situ filmov (FFS)
anovovzniknuté filmy nasledne podrobit testovaniu fyzikdlno-chemickych

vlastnosti.

Zadanie prace sa da rozdelit’ do nasledujucich krokov:

1. Pre formuldciu FFS pouzit linedrny polymér PLGA alebo jeho derivaty
vetvené na kyseline polyakrylove;.

2. PLGA derivaty plastifikovat methyl-salicylatom alebo ethyl-pyruvatom

a inkorporovat’ 10 % kanabidiolu.

Testovat’ dobu evaporacie acetonu a isopropanolu v pomeroch 1:1 a 1:3 z FFS.

Termické charakteristiky in situ filmov zhodnotit’ pomocou DSC.

Zhodnotit’ mikrosStrukturu in sifu filmov metdédou SEM.

Studovat’ adhezivne vlastnosti in situ filmov.

N o v AW

Testovat’ disolticiu kanabidiola z in situ filmu.



UvVOD

Topicka aplikéacia liecivych pripravkov umoziiuje lokalne aj systémové ucinky.
Oproti systémovym aplikacnym cestdm ponika mnozstvo vyhod, ako je jednoducha
aplikacia, znizenie frekvencie davkovania, zabranenie metabolizacii lieCiva pri
prvom prechode pecetiou, vyhnutie sa ucinkom enzymov a kyslého prostredia
zalidka. ViacSina liekovych foriem umoznujica topicku aplikaciu lieciv (krémy,
masti, gély, pasty a naplasti) ma radu obmedzeni anevyhod, o moédZe vyustit’
k zhorSeniu pristupu samotného pacienta k liecbe.

Na druhej strane filmotvorné systémy st velmi slubnymi pripravkami, pretoze
prekondvaji obmedzenia topickych formulacii. Vo svojom zlozeni majii bohato
zastipené polyméry, ktoré pri aplikacii na povrch tela vytvaraju tenké filmy. Tie
predstavuju zasobny systém, z ktorého sa postupne uvolfiuje uc¢inna latka, ¢im sa
predizuje doba kontaktu lie¢iva s miestom aplikacie atym aj zlepSenie
terapeutického uinku. V sti¢asnosti predstavuji perspektivnu stratégiu, ktori mozno
vyuzit’ ako alternativu ku konvenénym topickym lieckovym formam.

V predlozenej praci bola pozornost’ venovana kopolymérom kyseliny D,L-mlie¢ne;j
a glykolovej (PLGA) linearnej alebo vetvenej Struktury. Tieto polyméry sa
vyznaCuji  vysokou biokompatibilitou, maji taktiez vhodné degradacné
charakteristiky, nizku toxicitu a idealne predpoklady na dlhodobé podavanie lieCiva.
Okrem polyméra modze k profilu uvoltiovania lieCiva prispievat aj pritomnost
plastifikatora. Ako lieCiva latka bol testovany kanabidiol.

Tato praca tematicky a metodicky nadvdzuje na diplomové a rigorézne prace
z predchadzajucich ro¢nikov, ktoré sa tiez zaoberali Stidiom fyzikdlno-chemickych
vlastnosti PLGA polymérov s tym rozdielom, ze boli testované iné varianty, ¢i

koncentracie polymérov/plastifikatorov/rozpustadiel alebo liegivej latky.'”



ZOZNAM SKRATIEK

A4

Ac
CB1
CB2
CBD
DSC
EA
ECS
EP
FFS
GA
IPA
LA
LL
MS
OR
PLGA

poly(laktid-ko-glykolid) vetveny na kyseline polyakrylovej 2 %
v reakénej zmesi

poly(laktid-ko-glykolid) vetveny na kyseline polyakrylovej 4 %
v reakénej zmesi

aceton

kanabinoidny receptor typu 1
kanabinoidny receptor typu 2

kanabidiol

diferencidlna skenovacia kalorimetria
ethyl-acetat

endokanabinoidny systém

ethyl-pyruvat

filmotvorny systém (film forming system)
kyselina glykolova

isopropanol

kyselina mlie¢na

lieciva latka

methyl-salicylat

organické rozpustadlo
poly(laktid-ko-glykolid) 50:50

polymérny systém

stratum corneum

skenovacia elektronova mikroskopia
teplota evaporacie

teplota skleného prechodu
termogravimetricka analyza
tetrahydrokanabinol

teplota topenia

priepustnost’ vodnej pary
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Charakteristika filmotvornych systémov

Filmotvorny systém (FFS) je definovany ako kvapalnd liekova forma, ktora vytvara
film in situ, t. j. po aplikacii na kozu alebo sliznicu. Tieto systémy obsahuju lie¢ivo
a filmotvorné excipienty vo vehikule, ktoré po odpareni rozpustadla zanechavaju
na pokoZzke tenky, adhezivny film. Vytvoreny film mézZe byt bud’ pevny polymérny
material, ktory posobi ako matrica pre predizené uvoliovanie lie¢iva alebo moze
byt rezidudlnym tekutym filmom, ktory sa rychlo absorbuje v stratum corneum
(SC). Filmotvorny systém sa nandSa priamo na koZu a po odpareni rozpustadla
vytvara tenky, priehladny film. Novovzniknuty in situ film je pruzny, nelepivy,
odolny vo&i treniu.®’

Polymérne filmotvorné¢ sustavy boli Studované na transdermdlne podéavanie
steroidnych hormoénov, analgetik, vyvoj mukoadhezivnych systémov na retenciu
zaludka a ako néhrada naplasti s cielom zlepSit’ bezpecnost’ a ucinnost’ lieku, ako aj
samotnu adherenciu pacienta k lieCbe. V oblasti dermatologickych ochoreni st to
nielen rozne aplikdcie antimykotik, lieCba popalenin, ran, ale maji svoju tlohu aj

v prevencii transepidermélne;j straty vody, &im napoméhaju hydratécii pokozky.*"

1.2 Mechanizmus tvorby in situ filmov

Tvorba in situ filmu (Obr. 1) sa javi ako jednoduchy, nekomplikovany proces.
Pozostava z nanesenia FFS na povrch pokozky.'* Polymérny film sa zaGina vytvarat
tesne po aplikacii, akondhle sa zacnu odparovat prvé molekuly rozpuastadla.
V doésledku strat prchavych zloziek vehikula sa zloZenie filmotvorného systému
vyrazne zmeni, ¢o vedie k vytvoreniu tenkého filmu na povrchu koze.'” Tam sa
moZe spravat’ bud’ ako rezervoar ucinnej latky, ktora bude postupne penetrovat’ do

koZe alebo permeovat’ cez kozu.'®

11



filmotvorny
systém

\" 000’006/

o lie¢iva latka

transparentny
tenkV film

& rozpudradlo a
d'alsie excipienty

po evaporacii rozpist'adla

pred evaporaciou rozpustadla

Obr. 1: Tlustrativne znazornenie tvorby tenkého filmu'

Pocas tohto procesu, vplyvom odparenia prchavej latky, sa zvySuje koncentracia
lieCiva nauroveil nasytenia s moznostou dosiahnutia stavu presytenia
(supersaturacie) na povrchu koze. T4 mé za nésledok zvyseny tok lieCiva cez kozu
zvySenim termodynamickej aktivity pripravku bez poskodenia koznej bariéry.
Zaroven sa znizia vedlajSie UCinky ¢i podrazdenie spOsobené organickym
rozpustadlom. Pojem presytenia mozno vysvetlit pomocou Fickovho zakona difuzie,

ktory popisuje rovnica (1).

_ DKCv
h
(D

kde
J rychlost’ prenikania lie¢iva [mol-cm™s™]
D difuzny koeficient lieciva [cm®s™]
K rozdel'ovaci koeficient lie€iva [bezrozmerny]
Cy koncentracia lie¢iva [mol-cm™]
h hrubka bariéry proti diftizii [cm]

Zrovnice vyplyva, ze rychlost permeécie lieCivej latky cez koZzu je tmerna
koncentrécii lieCiva. To vSak plati iba v pripade lieciva rozpusteného vo vehikule.

Modifikovant formu Fickovho zdkona difizie popisuje rovnica (2).

12



aD

yh
@)
kde
o termodynamicka aktivita lie¢iva vo formulacii
Y termodynamicka aktivita lie¢iva v membrane

Podla tejto rovnice je tok lieiva priamo Umerny termodynamickej aktivite
formulacie, ¢o stvisi so saturaciou. Nesmieme vSak zabudat’ na skuto¢nost, ze pri
zvySeni presytenia sa zvysSuje aj termodynamickd nestabilita. FFS tento problém
nestability prekonava v pripade, Ze sa presytené systémy vytvaraju tesne po aplikacii
na pokozku."”

V zévislosti na rozpustnosti filmotvorného polyméru v pouzitom rozpustadle sa FFS
spravaju bud’ ako roztoky alebo ako disperzie. Zatial’ co polymérne retazce v roztoku
si dokladne prepletené a pri odparovani rozpustadla dochddza k tvorbe filmu,
polymérne cCastice v disperzii musia najprv interagovat’, aby sa umoznila vzajomna
penetracia jednotlivych polymérnych retazcov (Obr. 2). Pri tvorbe filmu
z polymérnych disperzii prebieha proces koalescencie, teda splyvanie disperznych

astic do vacsich celkov, pretoze s odparovanim rozpusStadla sa zvySuja aj kapilarne

15,18

sily.

2 32 223 227

Obr. 2: Schematické znazornenie filmotvorného roztoku (vlavo)

. . v , 7
a disperzie Castic (vpravo)
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Pociatocny stav polyméru tiez ovplyviiuje vlastnosti findlneho filmu. Polymérne
roztoky zvy€ajne vedu k tvorbe transparentného hladkého filmu, zatial co
polymérne filmy vytvorené z disperzie, najméd emulzie, moézu byt nepriehl'adné
s drsnym povrchom. V obidvoch pripadoch je mozné pouzit' plastifikator

na zlep$enie vlastnosti finlneho filmu.">"'®

1.3 Zlozenie FFS

Vsetky zlozky pouzité na formulaciu filmotvorného systému ovplyviiuji nielen
mechanické a kozmetické vlastnosti findlneho filmu, ale aj doddvanie liec¢iva

. . A s o1
na miesto jeho pdsobenia. '’

1.3.1 Lieciva latka

Lie¢iva latka (LL) uréena k topickej/transdermalnej aplikacii musi spiiiat uréité
poziadavky. V prvom rade musi byt schopna dobre preniknit’ do stratum corneum.
Lieciva s lipofilnym charakterom zvycajne prenikaju lepSie ako hydrofilné lieciva,
ked’ze aj matrica SC je lipofilného charakteru. Distribu¢ny koeficient log P by sa
mal idedlne pohybovat vrozmedzi 1az3. Rozhodujicu ulohu zohrava aj
molekulova hmotnost, pretoze malé molekuly vykazuji vysSiu rychlost’ difuzie.
Molekulova hmotnost’ by mala byt obecne niz§ia ako 500."° Dalsou délezitou
vlastnostou LL, ktort je potrebné vziat’” do tivahy, je jej rozpustnost’ vo vehikule.
Lie¢ivo by malo byt dostatocne rozpustné aj v prchavom organickom rozpustadle
a zaroven aj v neprchavych zlozkach daného pripravku, aby sa predislo samotnej
krystalizacii lieCiva pocas procesu odparovania. Zo Studii vyplyva, ze pH formulécie
s rozpustenym lie¢ivom by sa malo pohybovat’ v intervale od 5 az 10, ak chceme
predist’ su¢asne aj podrazdeniu pokoiky.19

V tejto praci bol testovany kanabidiol (CBD) ako liec¢iva latka. V dosledku
rozmanitej Skaly terapeutickych vlastnosti a priaznivého profilu znaSanlivosti ¢eli
v sii¢asnej dobe velkému zaujmu.”' Kanabidiol (Obr. 3) je jednym z hlavnych
farmakologicky aktivnych fytokanabinoidov vyskytujucich sa v konopi siatom
a indickom (Cannabis sativa, C. indica).* Spolu s tetrahydrokanabinolom (THC)
patria medzi najrozSirenejSie  a najpreStudovanejSie  zluCeniny  spomedzi

kanabinoidov.”
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Obr. 3: Chemicka $truktara kanabidiola®*

CBD je biela az svetlozlta krystalicka latka, ktora podlieha degradacii svetelnym
iarenim a oxidaciou pri izbovej teplote.”” Je to vysoko lipofilna zligenina s nizkou
rozpustnostou vo vode. V dbsledku spominanej vysokej lipofility, nestability
v kyslom prostredi zalidka a vyrazného metabolizmu pri prvom prechode pecenou,
je jeho biologicka dostupnost’ po peroralnom podani velmi nizka.”® Molekulova
hmotnost’ kanabidiola (314,5 g/mol) je celkom priaznivd najmid pre topické
podavanie, pri ktorom dochddza k akumulacii CBD v stratum corneum bez
penetracie do hlbSich vrstiev koze. AvSak transdermdlne podéavanie vzhladom
na jeho extrémnu lipofilitu je dost’ obmedzené.”

CBD posobi komplexne na viaceré receptory endokanabinoidného systému (ECS).
Ten pozostdva z kanabinoidnych receptorov, endogénnych ligandov a enzymov
zodpovednych za syntézu, spitné vychytavanie a degradaciu endokanabinoidov.?’
Dvoma hlavnymi kanabinoidnymi receptormi su kanabinoidny receptor typu 1 (CB1)
a kanabinoidny receptor typu 2 (CB2). Receptory CB1 st distribuované hlavne
v centralnom nervovom systéme, zatial’ Co receptory CB2 st pritomné v periférnych
nervovych zakongeniach a imunitnych bunkach.”® CBD ma malu afinitu k tymto
receptorom a pOsobi ako Ciasto¢ny antagonista receptoru CB1 a ako slaby inverzny
agonista CB2.%

Kanabidiol, na rozdiel od tetrahydrokanabinolu (THC), je nepsychoaktivny
a vyznatuje sa radou priaznivych farmakologickych uginkov.”® Boli popisané jeho
neuroprotektivne,31 analgetické, sedativne, antiemetické®® a antispasmotické
GGinky.”> Takisto sa zistilo, e CBD blokuje tzkost produkovana THC.*
Terapeuticky  potencial CBD  bol hodnoteny pri  kardiovaskularnych,
neurodegenerativnych, rakovinovych a metabolickych ochoreniach, ktoré st
zvy&ajne sprevadzané oxidaénym stresom a zapalom.””

15



1.3.2 Polyméry

Filmotvorné polyméry su pre tvorbu filmu vel'mi dolezité¢, kedze maju najvacsi
vplyv na substantivitu formuldcie. Pri kontakte s pokozkou by mali byt schopné
vytvarat’ pruzny, tenky, transparentny a odolny film. Mézu byt pouzité kombinacie
polymérov pre dosiahnutie pozadovanych vlastnosti filmu. RozliSujeme vo vode
rozpustné (hydrofilné) a vo vode nerozpustné (hydrofobne) filmotvorné latky.*
Polyméry hydrofilného charakteru st idedlne pre formulacie, z ktorych lie€ivo rychlo
prenikd do SC a vytvara tam rezervoar. Hydrofébne polyméry tvoria vodoodolné
filmy s vysokou substantivitou, st Castokrat krehké a madalo pruzné, o stazuje
prilnutie k pokozke a spOsobuje rozpad filmotvornych formulacii. Na zvySenie
pruznosti filmu sa zvyCajne pridavaji zmikcovadla alebo sa polymér kombinuje
s polymérom rozpustnym vo vode.'* Na pripravu filmotvornych systémov sa
pouzivaju najcastejSie derivaty celulézy, polyvinylalkohol, povidon, chitosan,
polymethakrylaty, kopolymér kyseliny mie¢nej a glykolovej (PLGA)."

V predlozenej praci bol na pripravu FFS pouzity polymér PLGA a jeho derivaty.
Vdaka svojej vynikajucej biologickej kompatibilite a degradabilite sa PLGA
polyméry pouzivaju nielen v chirurgii, ortopédii, tkanivovom inZinierstve,” ale ich
pouzitie sa rozSiruje aj na systémy dodadvania lie¢iv sriadenym a cielenym
uvolfiovanim.”® Takisto sa vyznaluju dobrou rozpustnostou v Sirokej $kale
organickych rozpustadiel (ako napr. aceton, ethylacetat, tetrahydrofuran, chlorované
uhlovodiky).”

Co sa tyka uvolfiovania lie¢ivej latky z PLGA polymérov, existuju 4 zékladné
mechanizmy, ktorymi je LL uvolflovana do vonkajSieho prostredia (Obr. 4). Prvym
znich je difuzia LL prostrednictvom vodnych porov. Iniciacnd ddvka lieCiva sa
uvolni cez vzniknuté péry, ktorymi prenikd voda do Struktury. Dalsim
mechanizmom je diftizia z PLGA matrice, pocas ktorej sa depotna forma lieciva
uvolniuje bez tvorby porov. Nasleduje osmotické nasavanie vody spdsobené
zvysenym osmotickym tlakom, kedy je LL vodou vytladovana z matrice.* PLGA
podlieha hydrolyze (Stiepeniu esterovych vézieb) akonahle pride do kontaktu
s vodou. Dochadza k pozvol'nému uvolnovaniu kyslych monomérov (kyselina
mlie¢na a glykolova), ktoré katalyzuji degradaciu polymérnej matrice, o vedie

k naslednej erdzii.
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Obr. 4: Mechanizmus uvolfiovania lie¢iva z PLGA polymérov: difiizia cez vodou

naplnené pory (A), difuzia z polymérnej matrice (B), osméza (C), erozia (D 4
p pory poly )

PLGA je linearny alifaticky polyester tvoreny kyselinou D,L-mlie¢nou a glykolovou
(Obr. 5). Fyzikalno-chemické vlastnosti PLGA zavisia hlavne od molarnej hmotnosti
a pomeru monomérov kyseliny mliecnej (LA) a glykolovej (GA). LA mé& menSiu
hydrofilitu v porovnani s GA. Ak sa teda zvySuje podiel kyseliny mlie¢nej, rychlost’
degradicie PLGA sa znizuje a naopak.”” Vo vieobecnosti si to amorfné latky
a vykazuji relativne nizku teplotu skleného prechodu (T,), ¢o spdsobuje tuhost
polyméra. T, polyméru zavisi odjeho molekulovej hmotnosti. So zvySujicou

molekulovou hmotnost'ou sa zvysuje Tg.43

O
HO O
X y
O

Obr. 5: Chemicka $truktara PLGA>®

Vetvenim polymérneho retazca mdZeme zlepSit' vlastnosti PLGA. Polyestery A2
a A4 boli syntetizované polykondenzacnou reakciou bez pouzitia katalyzatora,
vetvenim na kyseline polyakrylovej (A) o molarnej hmotnosti 2000 g/mol (Tab. 1),
pricom ¢islo v oznaceni predstavuje mnozstvo vetvenej zlozky pouzitej v reakénej
zmesi pri syntéze. Vyznamnym parametrom vetvenych polyesterov je ich potlacena
hydrofobicita, niz§i stupenn bobtnania, vyS$Sia kapacita pre lie¢ivo a adhezivne

vlastnosti z dovodu végsieho poétu koncovych karboxylovych skupin.***
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priemer vniitornej viskozity ([ 77]w) a vetviaci pomer (g')*

Tab. 1: Ciselné (M,) a hmotnostné (M,,) priemery molarnej hmotnosti, hmotnostny

Polymér | M, (g/mol) | M, (g/mol) | [7], (mL/g) g
PLGA 1 700 2 400 5,9 1,0
A2 8 600 14 400 8,9 0,54
Ad 10 900 18 700 8,0 0,42

1.3.3 Plastifikatory

Z dovodu krehkosti mnohych polymérov pouZivanych vo farmacii je castokrat
nevyhnutné zakomponovat' do filmotvornych ststav aj plastifikator.*’ Plastifikatory
st vo vSeobecnosti neprchavé organické kvapaliny alebo pevné latky s nizkou
teplotou topenia. Po pridani k polymérom sp6sobuji zmeny v ich fyzikdlnych
a mechanickych vlastnostiach.”® To je dosiahnuté zaclenenim molekul plastifikatora
medzi polymérne retazce a interakciou s ich funkénou skupinou. Medzimolekulové
sily medzi polymérnymi retazcami sa znizia a vdzby Coraz oslabni. Vysledkom je
pevnejsi, pruznejSi a menej krehky film. Pouzit¢ zmikcovadla by mali byt
kompatibilné s polymérmi amali by mat nizku permeabilitu pre pokozku.
Do pripravku sa maju pridavat’ v optimalnom mnozstve, aby sa zabezpecila potrebna
flexibilita filmu a zlepgila sa priepustnost’ vody cez film.*’

Medzi casto pouzivané zmikcovadla radime glycerol, polyethylenglykol,
propylenglykol, sorbitol, dibutylftalat, triethylcitrat, triacetin a mo€ovinu."”> V ramei
diplomovej prace boli ako plastifikitory testované methyl-salicylat (MS) a ethyl-
pyruvat (EP).

Methyl-salicylat je methylester kyseliny salicylovej. Je to bezfarebnd az nazltla ¢i
svetloCervena olejovitd kvapalina s typickym zdpachom a mieSatel'nd s organickymi
rozptstadlami.*’ Pre svoje drazdivé tginky na sliznicu traviaceho traktu slizi hlavne
k topickej aplikécii. Vplyvom esteraz sa rychlo v kozi hydrolyzuje na kyselinu
salicylova, ktord sa vyznaCuje analgetickymi, antipyretickymi a protizapalovymi
ucinkami a poskytuje rychlu ulavu od bolesti tym, ktori trpia reumatickymi stavmi,

bolestivymi svalmi alebo kibmi.”® Methyl-salicylat ma tie? vasodilatainy uginok,
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ktory vedie k zvySenému lokalizovanému prietoku krvi a néasledne sposobuje
zvysenie teploty tkaniva — rubefacientny uginok.”!

Ethyl-pyruvat je ester kyseliny pyrohroznovej. Je to bezfarebna kvapalina so sladkou
kvetinovou vonou. Vykazuje siln protizapalovi aktivitu pri liecbe kritickych
zapalovych stavoch, vratane pankreatitidy, ischemicko-reperfizneho poskodenia,
sepsy, poskodenia obli¢iek &i endotoxémie.” Boli tieZ preukézané jeho antioxidatné

vlastnosti.” Struktury testovanych plastifikatorov si uvedené na Obr. 6.

o)
O

CH CH3
o 7 H3C/\ o

OH o)

Obr. 6: Chemicka §truktara MS (vlavo)*® a EP (vpravo)™

1.3.4 Rozpuastadla

Rozpustadlo musi byt v prvom rade kompatibilné s pokozkou. TaktieZ by ju nemalo
drazdit v procese odparovania. Filmotvorny polymér by mal byt vo vybranom
rozpustadle dobre rozpustny alebo dispergovatelny. Vysledny in sifu film by sa mal
vytvorit’ za menej ako jednu minutu po aplikacii pripravku. Rozptstadlo by malo byt
preto dostatocne prchavé, aby sa pri teplote pokozky (~32 °C) odparilo z povrchu ¢o
najskor, ale zaroven proces evaporacie nesmie byt rychly natolko, aby bola
ovplyvnena homogenita finalneho filmu.'®>*

Viécsinou sa pouzivaji rozpustadla v kombinacii, aby sa dosiahol pozadovany
G¢inok na dobu schnutia, tvorbu filmu a uvolfiovanie lie¢iva.” Preferované je
pouzitie alkoholov s kratkym retazcom, pretoze dokdzu zarucit’ Uplna rozpustnost’
najpouzivanej$ich filmotvornych polymérov. Prvou volbou pre pripravu FES je
ethanol, aj ked” vo vysokych koncentraciach sposobuje podrazdenie koze.>® TaktieZ
je zndmy ako urychlovac penetracie, ked’Ze ul'ahcuje rozdelenie lipofilnych lieciv do
stratum corneum.”’ BeZne pouZivané rozpuitadla vo filmotvornych formulaciach st

zhrnuté v Tab. 2.
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Tab. 2: Prehl'ad organickych rozpustadiel pre tvorbu FFS'

Kategorie Priklady

ethanol
butanol
alkoholy isopropanol
benzylalkohol

propylenglykoly

glykoly
polyethylenglykoly

ethyl-acetat
isopropyl-myristat
d’alSie Propy-tmyt
voda

acetOn

1.3.5 Enhancery

Do filmotvornych formulacii mézu byt zacClenené aj urychl'ovace penetracie. Su to
molekuly, ktoré interaguju so zlozkami SC, ¢im zvySuju jej priepustnost’ a zlepsuji
tok lie¢iva cez membranu.’® V idedlnom pripade by nemali byt toxické, drazdivé
a vyvolavajuce alergicki reakciu. Nemali by byt nositelom farmakologického
ucinku v tele. Funkcia enhancerov by mala byt’ doc¢asna len po dobu aplikéacie filmu
a taktiez by mali posobit’ jednosmerne, t. j. mali by umoznit’ vstup terapeutickych

&inidiel do tela a zaroveti zabranit’ strate endogénneho materialu von z tela.”’

1.4 Filmotvorné formulacie

RozliSujeme 3 zakladné typy filmotvornych formulécii, ktoré budu postupne
predstavené v nasledujucich podkapitolach. Priklady FFS dostupnych na trhu su

uvedené v Tab. 3.
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Tab. 3: Prehl'ad komerénych FFS (vlastné spracovanie)

15,59

FFS LL Polymér Rozpustadlo Typ FFS
Lamisil Terbinafin Akrylat,
) Ethanol Roztok
Once® hydrochlorid HPC
Akrylat,
Hansaplast® - Ethanol, voda Roztok
polyuretan
_ Ethanol 96%, .
Axiron® Testosteron | Povidon _ Sprej
isopropanol
Aceton, ethyl- .
Opsite® - Akrylat _ Spre;j
acetat, isopropanol
Urgo Ethanol, ethyl-
- Celuléza . Gél
Filmogel® acetat, isopropanol
Ethyl-acetat, Tekuty
Flint® - Akrylat . . .
ricinovy olej obviz/ sprej
Tekuty
AKutol® - Akrylat Ethanol .
obviz/ sprej

1.4.1 Filmotvorné spreje/roztoky

Spreje a roztoky su najbeznejSim typom filmotvornych formulacii. Pozostavaju
z organického rozpustadla, v ktorom st polyméry rozpustené alebo dispergované
spolu s lie¢ivou latkou, plastifikatorom a d’al§imi pomocnymi latkami.*® Filmotvorny
sprej/roztok sa na kozu bud’ nastricka alebo nanesie prostrednictvom aplikatora
a odparenim rozpustadla sa vytvori priehPadna rychloschnica filmova vrstva.'
Misra a spol.%’ boli jednymi z prvych, ktori vyvinuli tekuty filmotvorny roztok
na transdermalnu aplikdciu testosteronu. Testosteron bol rozpusteny v isopropanole
a ako filmotvorné polyméry boli pouzité polyvinylalkohol a povidon. KedzZe sa
transderméalna aplikdcia hormonalnych derivatov prostrednictvom filmotvornych
roztokov celkom osved¢ila, bola vyvinutd dalSia formuldcia na aplikaciu
ethinylestradiolu.®’  Taktiez bol vyvinuty filmotvorny sprej s nesteroidnym
protizapalovym lie¢ivom ropivakainom, ktory bol spolu s Eudragitom EPO®
dispergovany v etanole a isopropanole. Analgeticky U¢inok spreja je porovnatelny
s u¢inkom bezného lidokainového gélu, pricom aplikacia filmotvorného spreja je
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jednoduchsia a menej &asta.” Yang a kol.** vyvinuli filmotvorny roztok chitosanu
a polyvinylalkoholu s benzalkéniumbromidom, ktory sa javil ako vhodnejsi na lieCbu
infekcii MRSA v porovnani s vodnym roztokom benzalkdniumbromidu. Bola
skimand aj dermdlna aplikacia ciprofloxacinu rozpustenim vo vodnom roztoku spolu
spovidonom a dal§imi pomocnymi latkami. Integrovanim antibiotika
do filmotvorného systému by sa sucasne lieCila infekcia antibiotickym depotom
obsiahnutym v tenkom filme a taktiez by bola rana chranena pred vonkajSimi

vplyvmi.®?

1.4.2 Filmotvorné gély

Filmotvorné gély su viskdzne alebo polotuhé pripravky obsahujice polyméry, ktoré
v pritomnosti kvapalného prostredia gelovateju a vytvaraju trojrozmerna siet’
vzajomne prepojenych polymérnych retazcov. Gély su zvycCajne transparentné
a bezfarebné, c¢o ich robi kozmeticky atraktivnymi. V porovnani s roztokmi,
ponukaja gély ti vyhodu, ze sa vdaka svojmu polotuhému charakteru lahSie
a presnejsie nanasaju, st flexibilné a vykazuju vy$§iu prilnavost’ k pokozke.”

Vij a Saudagar® vyvinuli filmotvorny gél terbinafinu hydrochloridu. PouZitymi
polymérmi boli Eudragit a hydroxypropylcelul6za, ¢im sa vytvoril matricovy film
umoziujici predizené uvoltiovanie terbinafinu. Boli taktiez Uspe$ne vyvinuté
filmotvorné hydrogély na transdermalnu aplikaciu tolterodinu, ktory sa pouZziva
na liecbu hyperaktivneho mocového mechura. Biologickd dostupnost’ lieiva bola

. i , , . 65
dokonca o nieCo vyssia v porovnani s peroralnou biodostupnostou.

1.4.3 Filmotvorné emulzie

Emulzie st kvapalné pripravky tvorené olejovou a vodnou fazou. Kvdli ich
termodynamickej nestabilite je potrebné ich stabilizovat' pouzitim emulgétora.
V pripade filmotvornych emulzii, pouzité polyméry zastdvaju funkciu nielen
filmotvornych ¢inidiel, ale aj stabilizatorov, ¢o vedie k zniZeniu mnoZstva
emulgitora potrebného na stabilizaciu danej emulzie. Filmotvorny polymér je
rozpusteny alebo dispergovany v prchavom rozpustadle a tvori spojiti fazu. Pri
odparovani rozpustadla sa viskozita polymérne; fazy zvysi, co stabilizuje
filmotvornu emulziu. LL je sucastou dispergovanej fazy a difunduje cez vonkajsiu

polymérnu fazu do pokozky. V doésledku umiestnenia LL v dispergovanej faze,
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nedochadza pri odparovani rozptstadla k presyteniu a krystalizacii lie¢iva.” Padula

a kol.%¢

vyvinuli filmy s mikroemulziou na transdermélnu aplikaciu levotyroxinu,
ktory bol integrovany do vopred pripravenej mikroemulzie a néasledne vlozené do

transdermalnych filmov, ¢im sa docielilo predlzené uvolfiovanie LL.

1.5 Hodnotenie FFS a in situ filmov

Filmotvorné systémy predstavuji pomerne novl liekovl formu, pre ktora zatial’ nie
su v liekopise uvedené ziadne Specifické testy. Podla ich formulacie a vlastnosti by
patrili do ¢lanku Tekuté pripravky na kozné pouzitie, ale ani tam nie st uvedené
pokyny pre kontrolu kvality findlnych in situ filmov. V literatire'® narazime na par
metod, ktoré budu postupne spomenuté v d’al§ich podkapitolach.

Novovytvorené filmotvorné formulacie musia spifiat’ uréité vlastnosti, ktoré platia
nielen pre filmotvorny roztok/gél/emulziu, ale aj pre in situ film. Na posudenie
vhodnosti formulacii sluzia charakteristiky ako napr. viskozita, doba schnutia,
lepivost’ vonkajsieho povrchu, kozmeticka pritazlivost’ a integrita filmu po urcitom
case nosenia (~18 h). Idedlna formulacia by mala mat nizku viskozitu, aby bola
umoznena aplikécia pripravku vo forme spreja, o by zabezpecilo presné a zaroven
flexibilné davkovanie. Doba schnutia je pre vytvorenie filmu kI'aiCovym parametrom
FFS.%" V literature sa uvadza, 7e doba schnutia by nemala byt dlhsia ako 5 min.*®
Taktiez sa vyzaduje, aby vytvoreny film transparentny a nelepivy. Mal by vykazovat’
urcitu stalost’ na kozi, aby bol schopny zabezpecit' nepretrzity prisun lieCiva pocas
dlhsieho casového obdobia. Tieto vlastnosti novej liekovej formy sa pre prakticka

I .o A . 67
aplikaciu povazuju za klI'aiCové najmi z pohl'adu pacientov.

1.5.1 Doba odparovania rozpustadla

Doba, resp. rychlost odparovania organického rozpastadla zo systému je
rozhodujucim faktorom v procese tvorby polymérneho filmu. Kratka doba schnutia
sa vSeobecne povaZuje za Ziaducu, ale moZe mat’ aj nepriaznivé U¢inky na vysledny
film. Prikladom moéze byt situdcia, kedy kvapdcky obsahujice polymér zacnt
vysychat’ skor, nez dopadnt na povrch substratu (podobne ako pri procese susSenia
rozpraSovanim) alebo sa rozsiria na povrch (efekt pomarancovej kory). Na druhe;j
strane, ak sa rozpuStadlo odparuje prili§ pomaly, moze ddjst k nadmernému

zmacaniu povrchovych substratov, v extrémnych pripadoch sa zaénli rozpustat.
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Vyparovanie rozpustadla zavisi od teploty, atmosférického tlaku, pohybu vzduchu
a v pripade vody aj od relativnej vlhkosti. VacSinu faktorov evaporacie rozpustadla
je mozné modifikovat upravou podmienok spracovania.” Pre testovanie doby
evaporacie sa filmotvorny systém nanesie na podlozné sklicko a mera sa cas
dosiahnutia suchého stavu. Film sa povazuje za suchy, ak na podloznom skli¢ku nie
je viditelna Ziadna tekutina."” Pripadne sa podlozné sklitko s testovacou vzorkou
zvazi na zacCiatku a vo vopred stanovenych intervaloch, pocas ktorych dochadza

k evaporécii rozpustadla.”

1.5.2 Struktira povrchu

Medzi vyznamné testovacie parametre patri aj povrchova Struktura. Na ziskanie
informacii o distribacii lie¢iva, povrchovej texture, hrubke, ¢i pocte podrov
na povrchu polymérneho filmu ndm poslizia zobrazovacie techniky, hlavne
skenovacia elektronovd mikroskopia (SEM), transmisna elektronova mikroskopia
(TEM) a mikroskopia atomovej sily (AFM).”' AFM poskytuje informécie
o topografickych a mechanickych vlastnostiach polymérnych filmov, ktoré sa
zvyCajne porovnavaju s vlastnostami koze. Vytvara obraz homogenity a drsnosti
povrchu filmov v nanometroch a nevyzaduje ziadne Specidlne oSetrenie pred
meranim. TEM na rozdiel od AFM poskytuje aj mikroStrukturdlne ¢i chemické
informacie o povrchu filmu. Na zobrazenie pomocou metdédy SEM je potrebny

kovovy povlak na zvysenie kontrastu a ziskanie presnych rozmerovych merani.”

1.5.3 Hrubka filmu

Pre pohodlnu aplikaciu in situ filmov je potrebné zaistit’ aj ich primerant hrabku.
Napriklad idealna hriibka bukalnych filmov by mala byt v rozsahu 50 az 1000 pm.”
Na hrubku ma vplyv mnoho faktorov, okrem iného aj mnoZzstvo zmékcovadla v dane;j
formuldcii sa mdéZe podielat na jej zvyseni.”* Vo vieobecnosti sa hrubka filmov
meria pomocou Vernierovho posuvného meradla, elektronického digitdlneho

mikrometra, skrutkového meradla alebo zo SEM snimok.*°

1.5.4 Priepustnost’ vodnej pary
Priepustnost’” vodnej pary invitro sa hodnoti podla modifikovanej metody
z Britského liekopisu,” kde je definovana ako mnoZstvo vody prejdenej cez jednotku

plochy filmu za jednotku casu. Tento daj je dolezity pri ur€ovani permeacnych
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charakteristik filmu, kedZe permeabilita vodnej pary méa vplyv na vlastnosti
pokozky, ako je hydratacia stratum corneum, prietok krvi a teplota koze.”® Vzorky
tenkych filmov o definovanej ploche sa vlozia do vytarovanych vialiek naplnenych
vodou anasledne sa umiestnia do exsikdtora. Tam st pri konStantnej teplote
udrziavané ur¢iti dobu a v stanovenych casovych intervaloch odvazené. Z ubytku
hmotnosti vialiek sa vypocita priepustnost’ vodnej pary (WVP) ako mnozstvo vody,

ktoré prenikne cez film vo vztahu k ploche povrchu a &asu. Popisuje to rovnica (3):%’

WVPp =—
_A*t

€)
kde
w ubytok hmotnosti obsahu vo vialke [g]
A plocha povrchu [cm?]
t ¢as [h]

1.5.5 Reologické a mechanické vlastnosti

Studie reologickych vlastnosti popisuji tokové spravanie a viskoelastické vlastnosti
filmotvornych systémov, ktoré by mohli ovplyvnit roztieratelnost, hrabku,
rovnomernost’ odlievacej vrstvy a mechanické vlastnosti biopolymérneho filmu.”’
Viskoelastické vlastnosti in situ filmov sa urcuju z dynamickych modulov, ktorymi
st elasticky modul (G") a viskézny modul (G).” Viskézne spravanie sa prejavuje,
ked G">G’a systém je z reologického hl'adiska kvapalinou (liquid-like). Zatial’ ¢o
gélovité spravanie sa prejavuje, ked G™>G""a jednd sa o pevnu sustavu (solid-like).
Analyza tychto modulov poskytuje informacie o Struktire, najmé z hl'adiska tuhosti,
pruznosti a deformovatelnosti.”

FFS sa casto sprava ako nenewtonskd kvapalina a vykazuje pseudoplastické
spravanie, ktorého zdanliva viskozita sa zniZuje so zvySujucim sa naméhanim.*
Viskozita je zavisld predovSetkym na koncentracii polyméru a jeho plastifikacii.
So zvySujucou sa koncentraciou plastifikatora viskozita klesa. Prili§ vysoka viskozita
stazuje dispergovanie zloZiek a elimindciu vzduchovych bublin vzniknutych pri

priprave, preto by sa na tvorbu filmu nemal pouZit' prili§ viskozny roztok.®
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Mechanické vlastnosti, ako je pevnost’ v ahu a percento prediZenia pri pretrhnuti, sa
pouzivaju na charakterizdciu polymérnych filmov z hl'adiska ich odolnosti voci
oderu a pruznosti.®’ Su taktieZ jednymi z délezitych parametrov pri hodnoteni filmov,
pretoze ich nedostatocné mechanické vlastnosti by mohli viest' pocas pouzivania
¢i skladovania ku vzniku prasklin.** Nizku pevnost’ v tahu a percento predizenia
pri pretrhnuti vykazuju mikké a krehké polyméry, zatial’ o tvrdé a pruzné polyméry

maju vysokd pevnost’ v tahu a vysoké percento prediZenia pri pretrhnuti.*’

1.5.6 Termické vlastnosti

Pre hodnotenie termickych vlastnosti FFS sa pouzivaju dve metddy: diferencidlna
skenovacia kalorimetria (DSC) a termogravimetricka analyza (TGA). TGA sliZi na
meranie tepelnej stability materidlov vratane polymérov. Pri tejto metdode sa meraja
zmeny hmotnosti vzorky pri zvySovani jej teploty.* DSC je &inny analyticky
nastroj na charakterizaciu fyzikdlnych vlastnosti. Umoznuje stanovit’ teplotu
skleného prechodu (T,), teplotu topenia (Ty), teplotu krystalizacie (T.), entalpiu
(H) a tepelnu kapacitu (Cp).85 DSC meria teplotné rozdiely v tepelnom toku vzorky
a referencného materidlu pri konStantnej rychlosti ohrevu a zistuje rozdiely
v tepelnom toku medzi oboma materialmi.*® Oproti TGA je tato metoda ovela
viacej preferovand, pretoze umoziuje detekciu prechodov v Sirokom rozsahu teplot

(-90 az 550 °C) a ulah&uje ich kvantitativnu a kvalitativnu analyzu.®’

1.5.7 Adhezivne vlastnosti

Pri testovani FFS, Ci in situ filmov, je dolezité rozliSovat’ adhezivitu vonkajsej vrstvy
filmu, tzv. lepivost’ filmu a adhezivitu vnltornej vrstvy, resp. prilnavost’ v mieste
aplikacie. Vonkajsia vrstva vysledného in situ filmu by mala byt nelepiva. Co sa
tyka prilnavosti, novoformulovany film by sa mal v mieste aplikacie vyznacovat
dostato¢nou pril'navostou k pokozke, aby bol zaruceny dostatocny prienik lieCiva
s koZou, o nasledne vedie k vy§§iemu a predizenému terapeutickému G&inku.*®
NajznadmejSou metddou na hodnotenie mukoadhezivity systému in vitro st tahové
skusky, kedy sa stanovuje sila potrebna na oddelenie filmu od substratu. Destrukcia
adhézneho spoja je zvyc€ajne pdsobenim Smykovej, taznej alebo odtrhavace;j

sily (Obr. 7).%
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Obr. 7: Tlustrativne znazornenie t'aznej (vl'avo), odtrhavacej (v strede)

a $mykovej (vpravo) sily”

Odtrhavaci (peel) test je beznou testovacou technikou na urcenie adhezivnych
vlastnosti bioadhezivnych systémov. Uplatituje sa hlavne u bukalnych liekovych
foriem a transdermalnych néplasti. U in situ filmov je jeho pouzitie vS§ak obmedzené.

1.°' bola k pohyblivému podkladu prilepena prasacia

Podl'a stadie McCarron a ko
koza. Bioadhezivny film bol konStantnou silou po konStantnii dobu prilepeny na
prasaciu kozu, pricom jeden jej koniec bol uchyteny do svoriek. Svorky sa
pohybovali nahor a ploSina sa posuvala horizontélne tak, aby medzi filmom a koZou

bol uhol 90° (Obr. 8).

segment ukotveny
na zvislu svorku a
vytiahnuty nahor

segment
bioadhezivneho

onika filmu

podklad

Obr. 8: Znazornenie principu odtrhavacieho testu’’
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Adhezivitu je mozné stanovit' na absolutnom rotacnom reometri. Pouziva sa systém
dvoch paralelnych ploch (plate-plate), na jednej je umiestnend testovand vzorka, na
druhej modelovy substrat. Hornd geometria pritlac¢i naneseni vzorku konsStantnou
silou po konstantni kontaktni dobu a potom je odtrhnutd konsStantnou silou naspat’.
Pre vyhodnotenie adhezivity je mozné pouzit’ nasledujuce tri parametre: maximalna
(normalova) sila F (N) - potrebnd pre odtrhnutie hornej geometrie od vzorky,
Cas t (s) - potrebny k zniZeniu normalovej sily o 90 % a plocha pod krivkou sila/Cas

A (N/s), ktora je mierou adhéznych a kohéznych sil (Obr. 9).

T \ é/ F (N)
i) |
1A A (N/s)
s 3
w ’l/
1 N\
/ \

t(s)

Obr. 9: Zavislost maximalnej sily na ¢ase zobrazujuca hlavné parametre

pre posudenie adhezivnych a kohezivnych vlastnosti’

Dal$ou metddou na hodnotenie adhezvity su prietokové (zmyvacie) testy, ktoré sa
Casto pouzivaji na odhadnutie mukoadhezivnych vlastnosti liekovych foriem
podavanych v oblastiach l'udského tela, kde su sliznicové tkaniva vysoko
ovplyviiované pridenim biologickych tekutin a je narocné ich testovat klasickym
tahovym testom. Tato metdéda mbze slizit' na testovanie nielen gastrointestinalnych,
ocnych, nazalnych a vaginalnych formulécii, ale aj polotuhych. Zahffia simulaciu
93

biologického toku, ktory zmyva davkova formu z povrchu sliznicného tkaniva.

Princip prietokového testu je zndzorneny na Obr. 10.
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simulovany tok telesnej

tekutiny \ /\
)

mukoadhezivna liekova forma

mukozna membrana

Lo0000®

vzorka pre analyzu

Obr. 10: Tlustrativne znazornenie prietokového testu®

Testovand mukoadhezivna liekova forma sa aplikuje na slizni¢né tkanivo, ktoré je
umiestnené na testovacom sklicku. Pomocou perfiznej pumpy je simulovany
biologicky tok s pouzitim média, ako su umel¢ sliny alebo tlmivy roztok. Dochadza
postupne k premytiu sliznicného tkaniva obsahujuceho mukoadhesivum. Tekutina je
zachytavana v nadobe a slizi neskor k analyze testovanej vzorky. Samotnd analyza
sa mbéze vykonat bud kolorimetriou tekutiny zachytdvanej v nadobe alebo
na slizni¢nom tkanive na monitorovanie retencie, spektrofotometricky (UV-VIS,
fluorescencia) alebo pomocou chromatografickych technik (vysokoucinna

kvapalinova chromatografia, gélova permea&na chromatografia).”

1.5.8 Disoluc¢né a permeacné charakteristiky

Disolu¢né studie in vitro sa pouzivaji na predpovedanie liberaénych a permeacnych
charakteristik lie¢iva in vivo. Franzova difizna cela (Obr. 11) sa pouziva na
stanovenie penetracie alebo permeacie lieCiva cez modelovi membranu. Cela sa
skladd z dvoch kompartmentov - donorového a akceptorového, medzi ktorymi je
pripevnena difizna membrana. Donorovd cast’ je miestom pripojenia FFS
k membrane, zatial' ¢o akceptorova Cast’ obsahuje fyziologické médium. Vzorky sa
odoberaji cez plniaci otvor v akceptorovom kompartmente a analyzuje sa

permeované mnoZstvo lie¢iva vhodnou analytickou metodou.®’
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donorovy donorova komora

kompanmcm

— membrana

plniaci otvor
cirkulacia

vody

akceptorovy kompartment
magnetické mieSadlo

temperovana

vodna kupel'

Obr. 11: Schéma Franzovej difuznej cely’

Testovanie ex vivo prebiecha na izolovanych zvieracich tkanivach pomocou
Franzovej/Keshary-Chienovej difiiznej cely. Ako uvadza $tidia,”® na testovanie bola
pouzita potkania koza, ktora bola nasledne umiestnend medzi dva kompartmentmi,
pricom stratum corneum smerovala k donorovej Casti a dermis k akceptorovej. Na
povrch koze potkana bol aplikovany testovany FFS, ktory po vysuSeni vytvoril film.
Akceptorovy kompartment bol tvoreny fyziologickym roztokom fosfatového pufiu
pH 7,4 audrziavany na teplote 37+0,5 °C.
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2 EXPERIMENTALNA CAST

2.1 Pouzité pristroje a pomocky

Analytické digitalne vahy CAHN 26 (Cahn Instruments, USA)

Analytické digitadlne vahy KERN ABS (Fisher Scientific, Nemecko)

DSC 200 F3 Maia (Netzsch, Nemecko)

Hlinikové tégliky s vieckom (Netzsch, Nemecko)

HPLC QqQ 6470 (Agilent Technologies, USA)

Magnetickd miesacka (IKA — WERKE, Nemecko)

Rotaény reometer Kinexus Pro+ (Malvern Instruments Ltd, Vel'ka Britania)

Teplovzdusnad susiaren ULE 400 (Memmert, Nemecko)

2.2 Pouzité suroviny

A2 poly(laktid-ko-glykolid) vetveny na kyseline polyakrylovej 2 % v reakénej zmesi
(FaF UK HK)

A4 poly(laktid-ko-glykolid) vetveny na kyseline polyakrylovej 4 % v reakénej zmesi
(FaF UK HK)

Aceton p.a. (Lach-Ner s.r.o0., Ceska republika)

Akutol™ sprej (Aveflor, a.s.,Ceské republika)

Ethyl-acetat (Merck, Ceské republika)

Ethyl-pyruvat (Merck, Ceské republika)

Isopropanol (Penta, Ceska republika)

Kanabidiol (Ilesol pharmaceuticals d.o.o., Chorvatsko)

Methyl-salicylat (Merck, Ceska republika)

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

Tablety pre pripravu fosfore¢nanového pufru pH 7,4 (Merck, Ceska republika)
URGO Filmogel po bodnuti hmyzom (Laboratoires URGO HEALTHCARE,

Francuzsko)
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2.3 Priprava a zloZenie FFS

Bolo pripravenych 21 réznych formulécii kvapalnych ststav pre tvorbu in situ filmov
(FFS). Sustavy boli tvorené linedrnym PLGA polymérom alebo jeho derivatmi
vetvenymi na kyseline polyakrylovej (A2, A4), lie¢ivou latkou (kanabidiol),
organickym

plastifikatormi (methyl-salicylat, ethyl-pyruvat). Jednotlivé zlozky FFS formulacii su

zhrnuté v Tab. 4.

Tab. 4: Zlozenie FFS

rozpustadlom

(ethyl-acetat,

aceton,

isopropanol),

Polymérny systém (PS) Orgikae Pomer PS
FFS Py rozpust'adlo
P Polvmér Plastifikator (OR) a OR
Y (10 %)

1 A2
5 Ad ]
3 A2
: v EP EA 1:1
5 A2 MS
6 A4
7 PLGA
9 £ Ad
10 ° ' _ 1:1
19 = Ac: IPA (1:1) "
D 3 - 1:1

S Ac: TPA (1:3
| 2 c:IPA (13) 12

I 1:1
1451 v Ac: IPA (1:1) 12
- PLGA EP 1:1

Ac: IPA (1:3 :
= c:IPA (13) 12
18 1:1
. Ac: IPA (1:1) 12
b MS -
Ac: IPA (1:3 :

o c:IPA (1:3) 1:2
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Bol pripraveny FFS s hmotnostou 3 g. Polyméry boli najprv rozdrobnené
v porcelanovej trenke a ndsledne 1,2-1,35 g odvazené do vopred vytarovanej
sklenenej vialky. K polyméru bola pridand lieciva latka (10 %) a pri laboratornej
teplote rozpustené v organickom rozpustadle (resp. vzmesi rozpustadiel).
Hmotnost OR bola ekvivalentnd k hmotnosti vsetkych zloziek PS. V pripade
plastifikacii polyméra, bol k polymérnemu systému pridany eSte EP alebo MS
(10 %). Takto pripravena zmes bola ponechand v uzavretej vialke
na elektromagneticke; miesacke az do uplného rozpustenia. Podobnym spdsobom
boli pripravené aj FFS s pouzitim dvojnadsobného mnozstva organického rozpustadla

oproti polymérnemu systému.

2.4 Termicka analyza

Pomocou diferencidlnej skenovacej kalorimetrie (DSC) bola realizovana termicka
analyza kanabidiola, PLGA polymérov, plastifikatorov a A4 in situ filmu ziskan¢ho
z FFS 2 (Tab. 4) evaporaciou rozpustadla v teplovzdusSnej suSiarni pri 40 °C po
dobu 15 min.

Vzorky pre DSC boli navazené na analytickych vahach Cahn 26. Najprv bol zvazeny
prazdny téglik aj s vieCkom a zaznamenana hmotnost’. Potom bola do téglika pridana
testovacia vzorka o hmotnosti priblizne 10,0 mg anasledne to bolo hermeticky
uzavreté zlisovanim. Opdt bol téglik zvazeny ajeho hmotnost zaznamenana.
Hmotnost’ testovanej vzorky bola urcend ako rozdiel hmotnosti zlisovaného téglika
so vzorkou a prazdneho téglika. Pristroj DSC 200 F3 Maia, vyuzivany pri merani,
bol zapnuty asi hodinu pred prvym meranim a preplachovany inertnym dusikom.
Do meracej cely bol vloZeny téglik s testovanou vzorkou a porovndvaci Standard
(prazdny téglik o zndmej hmotnosti), kazdy na urCeny teplotny senzor. Po uzavreti
cely prisluSnymi krytmi boli v po¢itacovom programe Proteus nastavené parametre
merania, t.j. hmotnost’ prazdneho téglika a samotnej vzorky, hmotnost’ Standardu
a teplotné rezimy pre sustavy s lieCivom (Obr. 12) abez lieciva (Obr. 13). Boli
vyhodnotené ziskané termogramy. Teplota topenia (T.) aevaporacie (T.) boli
stanovené z krivky prvého ohrevu a teplota skleného prechodu (T,) v inflexnom bode

krivky druhého ohrevu.
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Total Selection | Dynamic | Heating | Cooling | Isothermal
Wi 1 Dwnamic -20.0%C -10.0 Efmin
i v

=y 2 Isothermal  -20.0°C S min
[v]

@ 3 Dynamic Z50.0°C 10,0 Kfmin
[v]

= 4 Isothermal  250.0°C S min
[v]

—'\ 5 Dwnarnic 200 -20.0 Efmin
v] = 6 Isothermal  -20.0°C 5 min
@ 7 Dynamic 2e0.0°C 10,0 Kfmin
[v]

==y & Isothermal  250.0 *C 5 min
[v]

W e 9 Dwnamic 20.0°C  -10.0 Kfmin
b v

e 10 Isothermal 20,0 *C S min
[v]

Obr. 12: Teplotny rezim pre CBD, plastifikatory a in situ film

Total Selection | Dynamic | Heating | Cooling | Isothermal
Vi*% 1 Dynamic -20.0%C  -10.0 K min
[ >

~==5 2 Isothermal  -2000°C S rriin
3 Dvnamic 60.0%C 10,0 K/min
& 4 Isothermal 60,0 °C S min
—P"'ﬁ 5 Dwnarmic -20.0%C 20,0 K/min
=% 6 Isothermal  -20.0°C S min
—-’ 7 Dwnarnic a0.0°C  10.0K/min
=5 & Isothermal  60.0°C S min
—P\ 9 Dwnamic 20.0°C  -10.0E/min
—+&y 10 Isothermal  20.0°C S min

Obr. 13: Teplotny rezim pre PLGA derivaty

2.5 Skenovacia elektronova mikroskopia

Bola hodnotend mikroStruktaira PLGA polyméra, CBD a PLGA in situ filmov
ziskanych z FFS 10 a 14 (Tab. 4). Vzorky boli testované pomocou skenovacieho
elektronového mikroskopu FlexSEM 1000 pri urychl'ovacom napéti 15 kV. Priprava
filmov pre SEM zahffiala rozotrenie alebo nastrek FFS napodlozné sklicko
a evaporaciu rozpustadla pri laboratérnej teplote. Samotné meranie bolo realizované
na katedre fyziky Prirodovedeckej fakulty Univerzity Hradec Kralové Mgr. Janom

Loskotom, Ph.D. Vzorky boli potiahnuté vrstvou kovu — zlata.
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2.6 Doba odparovania rozpustadla

Bola testovana doba evaporacie organického rozpustadla z FFS 10-21 (Tab. 4).
Na analytickych vahach bolo vytarované podlozné sklicko s vopred vyznacenou
testovacou plochou 7 cm’. Nafiu bol pomocou mikropipety naneseny FFS
a v ¢asovych intervaloch 1 min bol zaznamenavany ubytok hmotnosti. Kazdy FFS
bol testovany trikrat, z oho sa urcil priemer a SD. Priebeh odparovania bol

vyhodnoteny ako ubytok hmotnosti FFS podl'a vzorca (4):

mo —mg

-100

E (%) =

(4)

E (%) evaporacia rozpustadla
my hmotnost’ FFS v case 0
my hmotnost’ FFS v Case t

mgr  hmotnost’ rozpustadla pouzitého pri priprave FFS

2.7 Adhezivne vlastnosti

Bola hodnotena adhezivita dvoch komerénych pripravkov: Akutol sprej a URGO
Filmogel a novoformulovanych FFS 7-9 (Tab. 4). Bola merana adhezivita FFS hned’
po aplikacii a adhezivita in situ filmu po 5 min evaporacie organického rozpustadla
pri teplote 32 ©°C. Meranie prebichalo na absolitnom rotatnom reometri
Kinexus Pro+ firmy Malvern testom rSolution 0019 Determination of pressure
sensitive tack and adhesion using axial measurements. Bola vyuzivand geometria
typu doska-doska o priemere hornej geometrie 20 mm (PU20). Bola nastavena
nulovd medzera (zero gap) a spodnd geometria vyhriata na potrebnua teplotu. Potom
boli nastavené parametre testu, t.j. kontaktny cas, kontaktnd sila arychlost

odtrhnutia hornej geometrie (Tab. 5).
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Tab. 5: Podmienky merania pre testovanie adhézie

Teplota spodnej geometrie 32°C
Kontaktny cas 30s
Kontaktna sila IN
Hmotnost” vzorky 100 mg
Doba evaporacie rozpustadla 0s 5 min
Rychlost” odtrhnutia hornej geometrie 10 mm/s

Pred meranim kazdej vzorky bola spodnd geometria odobranid z pristroja,
vytarovand, odvazenych 100 mg FFS avlozend na povodné miesto. Test bol
spusteny hned’ po naneseni FFS alebo az za 5 min, pocas ¢oho prebiehala evaporacia
organického rozpusStadla. Hornd geometria ziSla dole, pritlacila naneseni vzorku
silou 1 N po 30 s a vratila sa naspdt’ rychlostou 10 mm/s. Po dokonceni kazdého
merania boli obe geometrie vycCistené acetonom. Boli merané vzdy 3 novonanesené
vzorky. Pre vyhodnotenie adhezivity bola pouzitd maximalna (normalova) sila
F (N) potrebnd pre odtrhnutie hornej geometrie od vzorky, c¢as t(s) potrebny
k znizeniu normalovej sily 090 % aplocha pod krivkou sila/Cas A (N/s).

Z nameranych vysledkov bol vypoc¢itany priemer a SD.

2.8 Disolucia CBD z in situ filmov

Pre testovanie disolicie boli pouzité FFS 1-6, 8, 12 a 16 (Tab. 4). 200,0 ml FFS bolo
umiestnené¢ do vopred vytarovanej sklenenej vialky a nechané v teplovzdusSne;j
susiarni pri 40 °C po dobu 15 min odparovat rozpustadlo, aby sa vytvoril tenky film
na dne vialky. Bol pripraveny fosfore¢nanovy pufer pH 7,4 rozpustenim tablety pre
pripravu v 200,0 ml ¢istenej vody na elektromagnetickej mieSacke za laboratorne;j
teploty.

In situ filmy boli preliate 15,0 ml pufru predhriateho na teplotu 37 °C a vloZené do
vodného kupel’a s integrovanou trepacou platformou, ktord bola vytemperovana na
37 °C. Frekvencia trepania bola 50 kmitov/min a prebiehalo horizontdlnym pohybom
po drahe 22 mm. Vo vopred stanovenych ¢asovych intervaloch 3, 10, 24, 48 a 72 hod

boli vialky z vodného kupela vybrané, disolu¢nd kvapalina vyliata, filmy znovu
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preliate 15,0 ml média vopred predhriateho na 37 °C a vlozené spit. Do troch 2 ml
vialiek (triplicitné vzorky A, B a C) bol odobrany 1,0 ml disolu¢ného média. Vialky
boli uchovavané v mraznic¢ke a po skonceni disolucného testu dané k HPLC analyze
CBD, realizované na Prirodovedeckej fakulte Univerzity Hradec Kralové PharmDr.
Rudolfom Andrysom, Ph.D.

Vzorky boli rozmrazené, centrifugované a supernatant bol nésledne sfiltrovany cez
filter 0,22 um. Supernatant a sediment boli analyzované na HPLC Agilent QqQ 6470
pomocou kolény Zorbax Eclipse C18 RRHD (50 x 2.1 mm, 1.8 pm), mobilné faza
bola (A) 5 mM mravencan amonny s 0.1% kyselinou mravencou, (B) acetonitril
s 0.1% kyselinou mravencou.

Koncentracia CBD v pg/ml bola prepocitana na mnozstvo CBD uvol'neného z filmu
vdany casovy interval. Bol vypoclitany percentudlny podiel uvolneného CBD
z celkového mnozstva CBD obsiahnutého vo filme a graficky znazorneny casovy

priebeh uvolfiovania CBD z filmov.
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3 VYSLEDKY

3.1 Termicka analyza

DSC AmWimg) Tm 77,8 °C
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Obr. 14: DSC sken kanabidiola
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Obr. 15: DSC sken PLGA
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Obr. 16: DSC sken ethyl-pyruvatu
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Obr. 17: DSC sken methyl-salicylatu
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Obr. 18: DSC sken A4 in situ filmu s obsahom 10 % CBD

Tab. 6: Hodnoty teploty topenia lieCiva, teploty evaporacie plastifikatorov a teploty

40
Temperature C

60 80

skleného prechodu PLGA derivatov a in situ filmu

Testovany material Tw/Te/Tg (°C)

kanabidiol 77,8
methyl-salicylat 217,2
ethyl-pyruvat 153,8
PLGA 29,8

A2 32,6

A4 36,5

A4 in situ film 19.4
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3.2 Skenovacia elektronova mikroskopia

N e ! s
FlexSEM1000 15.0kV 6.9mm x75 BSE-3D 500um

1000 15.0kV 11.3mm x1 R v FlexSEM1000 15.0kV 10.9mm x1 00k SE 50.0pm

Obr. 20: SEM snimky in situ filmu z FFS 10 aplikovaného roztieranim:

povrch (vlavo) a lom (vpravo)

L T Ly
FlexSEM1000 15.0kV 14.6mm 200pm FlexSEM1000 15.0kV 11.3mm x200 BSE-3D 200pm

Obr. 21: SEM snimky in situ filmu z FFS 10 (vl'avo) a FFS 14 (vpravo)
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3.3 Doba odparovania rozpustadla

Tab. 7: Vplyv plastifikatora na evaporaciu aceténu a isopropanolu z FFS

Cas | bez plastifikatora EP MS

(min) % SD % SD % SD

1 22,87 2,09 30,94 | 1,73 | 20,10 | 0,04

2 37,27 1,55 51,37 | 2,31 | 37,56 | 0,72

3 47,19 1,46 63,68 | 2,22 | 48,51 | 0,48

4 54,26 1,68 72,72 | 2,49 | 55,80 | 0,53

5 59,12 1,57 78,81 | 1,99 | 60,64 | 0,64

6 62,16 1,55 83,26 | 1,91 [ 64,07 | 0,62

7 63,92 1,53 86,11 | 1,55 | 66,05 | 0,59

8 65,50 1,44 88,74 | 1,70 | 67,76 | 0,62

9 66,85 1,55 90,56 | 1,58 | 69,08 | 0,60

10 67,96 1,53 97,09 | 9,09 | 70,24 | 0,69

Tab. 8: Evaporacia acetonu a isopropanolu z neplastifikovaného FFS
v Ac:1PA 1:1 Ac:IPA 1:1 Ac:IPA 1:3 Ac:IPA 1:3
S (1:1) (1:2) (1:1) (1:2)

min) =TS0 [ % [Sb| % | SD | % |SD
1 22,87 | 2,09 | 32,85 | 0,46 | 23,68 | 2,47 30,84 | 3,48
2 37,27 | 1,55 | 51,19 | 1,52 | 38,62 | 5,20 49,73 | 3,47
3 47,19 | 1,46 | 62,08 | 1,64 | 48,93 | 7,29 62,52 | 3,68
4 5426 | 1,68 | 70,17 | 1,88 | 56,01 | 10,25 | 74,46 | 3,14
5 59,12 | 1,57 | 76,30 | 2,10 | 60,17 | 12,09 | 84,11 | 3,26
6 62,16 | 1,55 [ 80,10 | 2,00 | 63,49 | 13,74 | 93,24 | 2,77
7 63,92 | 1,53 | 82,17 | 1,71 | 65,90 | 14,50 | 100,75 | 2,74
8 65,50 | 1,44 | 83,56 | 1,50 | 67,49 | 15,11 | 107,16 | 2,09
9 66,85 | 1,55 | 84,34 | 1,30 | 69,29 | 15,49 | 112,68 | 1,26
10 67,96 | 1,53 | 85,01 | 1,27 | 70,21 | 15,62 | 116,20 | 0,77
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Tab. 9: Evaporécia acetoénu a isopropanolu z FFS plastifikovaného EP

& Ac: TPA 1:1 Ac: IPA 1:1 Ac:IPA 1:3 Ac:IPA 1:3
(m?rsl) (1:1) (1:2) (1:1) (1:2)
Y% SD Y% SD Y% SD Y% SD
1 3094 | 1,73 | 28,10 | 2,23 | 15,28 | 4,90 | 23,91 | 0,44
2 51,37 | 2,31 | 46,83 | 1,93 | 28,32 | 5,21 38,26 | 1,07
3 63,68 | 2,22 | 58,85 | 1,78 | 39,09 | 5,37 | 48,09 | 1,47
4 72,72 | 2,49 | 67,16 | 1,75 | 46,20 | 6,97 55,87 | 1,90
5 78,81 | 1,99 | 73,17 | 1,56 | 51,38 | 9,01 62,69 | 1,85
6 83,26 | 1,91 | 78,32 | 1,72 | 55,16 | 11,23 | 68,56 | 2,13
7 86,11 | 1,55 [ 82,09 | 1,84 | 58,30 | 13,56 | 73,50 | 1,85
8 88,74 | 1,70 | 84,95 | 1,88 | 60,69 | 15,36 | 77,53 | 2,19
9 90,56 | 1,58 | 86,81 | 1,66 | 62,30 | 16,42 | 81,15 | 2,13
10 97,09 | 9,09 | 87,58 | 1,50 | 63,79 | 17,17 | 83,93 | 2,25
3.4 Adhezivne vlastnosti
Tab. 10: Adhezivita pripravku Akutol sprej
Po aplikacii Po 5 min
Vzorka
F (N) ts) ANSs)| F(N) t(s) A(N/s)
1 0,2935 0,4555 0,1616 | 0,628 0,7068 0,2809
2 0,3910 0,5112 0,1929 | 1,524 0,6351 0,5129
3 0,4350 0,4705 0,1738 | 0,461 0,8771 0,3518
priemer | 0,3732 04791 0,1761 | 0,8711 0,7397 0,3819
SD 0,0724  0,0288 0,0158 | 0,5715 0,1243 0,1189
Tab. 11: Adhezivita pripravku Urgo filmogel
Po aplikacii Po 5 min
Vzorka
F (N) ts) AWNS)| F(IN) t(s) AN/s)
1 12,13 0,5626 3,217 | 0,004 1,3820 0,1301
2 12,80  0,5505 3,289 | 0,003 2,7940 10,2144
3 12,87  0,5573 3,476 | 0,002 1,1750 0,4313
priemer | 12,60 0,5568 3,327 | 0,003 11,7837 0,2586
SD 0,41 0,0061 0,134 | 0,001 0,8811 0,1554
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Tab. 12: Adhezivita FFS 7 tvoreného linearnym PLGA (Tab. 4)

Po aplikacii Po 5 min
Vzorka
F (N) ts) AWNs)| F(N) t(s) A (N/s)
1 5,17 0,4848 1,074 | 12,89 0,5583 3,357
2 6,23 0,4825 1,251 14,26  0,6002 4,061
3 6,43 0,4831 1,266 | 12,84 0,5452 3,264
priemer | 5,94 0,4835 1,197 | 13,33  0,5679 3,561
SD 0,68 0,0012 0,107 0,81  0,0287 0,436

Tab. 13: Adhezivita FFS 8 tvoreného polymérom A2 (Tab. 4)

Po aplikacii Po 5 min
Vzorka
F(N) ts) AWN/s)| F(N) t(s) A(N/s)
1 9,16 0,5090 1,925 | 12,92 0,5415 3,320
2 8,19 0,5062 1,804 | 9,560 0,4879 2,013
3 8,50 0,5071 1,789 | 9,647 0,5285 2,129
priemer | 8,615 0,5074 1,839 | 10,709 0,5193 2,487
SD 0,496  0,0014 0,075 | 1,915 0,0280 0,723

Tab. 14: Adhezivita FFS 9 tvoreného polymérom A4 (Tab. 4)

Po aplikacii Po 5 min
Vzorka
F (N) ts) AWNs)| F(N) t(s) A(N/s)
1 11,47  0,5581 2,851 | 10,43 0,4987 2,295
2 10,43  0,5238 2,373 | 9,104 0,5451 2,066
3 10,48  0,5298 2,365 | 6,173 0,5171 1,400
priemer | 10,79  0,5372 2,530 [ 8,569 0,5203 1,920
SD 0,59 0,0183 0,278 | 2,178 0,0234 0,465
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3.5 Disolucia CBD z in situ filmu

Tab. 15: Mnozstvo CBD uvolnené¢ho z in situ filmu tvoreného neplastifikovanym

polymérom PLGA
Cas (h) | Priemer (mg) [ SD (mg) | > mg % kum
3 0,599 0,131 0,599 5,99
10 0,854 0,084 1,453 14,53
24 0,031 0,006 1,484 14,84
48 1,094 0,127 2,578 25,78
72 2,223 0,208 4,801 48,01

Tab. 16: MnoZstvo CBD uvolnené¢ho z in situ filmu tvorené¢ho linedrnym PLGA

plastifikovanym MS
Cas (h) | Priemer (mg) | SD (mg) | Y mg % kum
3 1,628 0,187 1,628 16,28
10 1,574 0,103 3,202 32,02
24 1,389 0,088 4,591 4591
48 0,510 0,142 5,101 51,01
72 0,113 0,014 5,214 52,14

Tab. 17: Mnozstvo CBD uvolnené¢ho z in situ filmu tvoreného linearnym PLGA

plastifikovanym EP
Cas (h) | Priemer (mg) | SD (mg) | Y mg % kum
3 1,707 0,144 1,707 17,07
10 3,006 0,176 4,713 47,13
24 1,738 0,098 6,451 64,51
48 1,689 0,112 8,140 81,4
72 1,121 0,085 9,261 92,61
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polymérom A2

Tab. 18: Mnozstvo CBD uvolnené¢ho z in situ filmu tvoreného neplastifikovanym

Cas (h) | Priemer (mg) [ SD (mg) | > mg % kum
3 0,002 0,000 0,002 0,02
10 0,690 0,028 0,693 6,93
24 1,105 0,050 1,798 17,98
48 1,379 0,057 3,178 31,78
72 0,502 0,021 3,680 36,80

plastifikovanym MS

Tab. 19: MnozZstvo CBD uvolneného z in sifu filmu tvoreného polymérom A2

Cas (h) | Priemer (mg) | SD (mg) | > mg % kum
3 0,023 0,001 0,023 0,23
10 1,303 0,066 1,327 13,27
24 2,420 0,113 3,747 37,47
48 1,590 0,071 5,338 53,38
72 0,998 0,044 6,337 63,37

plastifikovanym EP

Tab. 20: Mnozstvo CBD uvolneného z in situ filmu tvoreného polymérom A2

Cas (h) | Priemer (mg) | SD (mg) | Y mg % kum
3 0,772 0,029 0,772 7,72
10 1,691 0,075 2,464 24,64
24 2,679 0,114 5,143 51,43
48 2,458 0,098 7,601 76,01
72 1,563 0,070 9,164 91,64
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polymérom A4

Tab. 21: Mnozstvo CBD uvolnené¢ho z in situ filmu tvoreného neplastifikovanym

Cas (h) | Priemer (mg) [ SD (mg) | > mg % kum
3 0,567 0,023 0,567 5,67
10 1,731 0,62 2,299 22,99
24 1,088 0,047 3,387 33,87
48 0,031 0,002 3,418 34,18
72 0,968 0,033 4,387 43,87

plastifikovanym MS

Tab. 22: MnozZstvo CBD uvolneného z in sifu filmu tvoreného polymérom A4

Cas (h) | Priemer (mg) | SD (mg) | > mg % kum
3 0,647 0,028 0,647 6,47
10 1,774 0,072 2,422 24,22
24 1,841 0,088 4,263 42,63
48 0,395 0,015 4,659 46,59
72 0,998 0,042 5,658 56,58

plastifikovanym EP

Tab. 23: Mnozstvo CBD uvolneného z in situ filmu tvorené¢ho polymérom A4

Cas (h) | Priemer (mg) | SD (mg) | Y mg % kum
3 0,733 0,022 0,734 7,34
10 2,262 0,131 2,996 29,96
24 2,404 0,099 5,401 54,01
48 1,408 0,061 6,810 68,10
72 0,992 0,042 7,802 78,02
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4 DISKUSIA

V predlozenej diplomovej praci boli studované kvapalné systémy pre tvorbu in situ
filmov formulované na baze nekomerénych kopolymérov kyseliny D,L-mlie¢ne;j
a glykolovej vpomere 50:50 linearnej alebo vetvenej Struktiry, ktoré boli
syntetizované  polykondenzacnou  reakciou bez  pouzitia  katalyzatora
a charakterizované molarnou hmotnostou a stuptiom vetvenia (Tab. 1).** Vetvené
PLGA derivaty boli pripravené za tcelom zlepSenia vlastnosti, ako napr. zniZenie
hydrofobicity.** FFS zalozené na PLGA polyméroch boli testované uz v niekol’kych
diplomovych a rigordznych pracach,'” na ktoré tato praca metodicky nadvizuje.

Z dovodu znacnej krehkosti a vysokej viskozity PLGA polymérov bolo nutné ich pre
formulaciu filmov plastifikovat. Ako vhodné plastifikatory sa uz v predoslych
diplomovych pracach'® osvedgili methyl-salicylat a ethyl-pyruvat. PouZitim
vhodného plastifikatora je moZzné dosiahnut' zniZenie viskozity a optimalizovat
elastické vlastnosti polymérneho systému. Do testovanych polymérov bola takisto
inkorporovana lieCiva latka - kanabidiol. Ako rozpustadla boli testované ethyl-acetat,
aceton a isopropanol.

FFS ain situ filmy su testované celou radou fyzikdlne-chemickych metéd
a metodami farmaceutickej technologie s cielom charakterizovat’® ich vlastnosti.
Jedna sa najmd o stanovenie termickych vlastnosti pomocou DSC alebo TGA, FT -
IR pre zistenie interakcii zloziek filmu, SEM pre hodnotenie mikrostruktury, doba
evaporacie organického rozpustadla z FFS, hodnotenie reologickych a adhezivnych

s “ 15
vlastnosti, disolu¢né a permeacné testy.

4.1 Termicka analyza

Bola realizovana termickd analyza kanabidiola, PLGA polymérov, plastifikdtorov
a A4 in situ filmu, ziskaného z FFS 2 (Tab. 4), pomocou diferencidlnej skenovacej
kalorimetrie. Teplota topenia (Ty) a evaporacie (T.) boli stanovené z krivky prvého
ohrevu a teplota skleného prechodu (T,) v inflexnom bode krivky druhého ohrevu.

Kanabidiol je krystalicka latka a jeho teplota topenia, ako najCastejSie uvadza
literatiira, sa pohybuje okolo 66-67 °C.”" Na zaklade toho bol nastaveny aj teplotny

rezim merania (Obr. 12). Experimentdlne bola stanovena vyssia T,, CBD 77,8 °C
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(Tab. 6), podobne ako v niektorych prezentovanych §tadiach.”® Dovodom méze byt
polymorfia, teda existencia inej inherentnej krystalickej formy. Rozne krystalizacné
podmienky, ako napr. rychlost’ krystalizacie, mézu viest' k roznym molekularnym
konformaciam, ktoré maji rozne fyzikalne-chemické vlastnosti.*

PLGA polyméry st amorfné latky, ktoré st charakterizované teplotou sklené¢ho
prechodu (Ty). V dostupnej literatare® st uvedené hodnoty T, PLGA polymérov
okolo 35 °C, v zavislosti od zloZenia koncovych skupin a molarnych hmotnosti
vetvenych derivatov. Na zdklade predpokladanych hodnot T, bol nastaveny aj
teplotny rezim merania (Obr. 13). Experimentilne zistena T, PLGA derivatov
pouzitych pre formulaciu FFS sa pohybuje v rozmedzi od 29,8 do 36,5 °C (Tab. 6).
Mozeme skonStatovat’, Ze s rasticou molekulovou hmotnost'ou a stupiiom vetvenia
polymérnych retazcov rastie aj teplota skleného prechodu. NajvySsiu T, vykazoval
polymér A4, u ktorého bol nésledne Studovany vplyv lie¢iva (CBD) na termické
spravanie vysledného filmu.

Ethyl-pyruvat a methyl-salicylat st prchavé organické rozpustadla. Bola u nich
stanovovand teplota evaporacie (T.). Experimentalne zistena T. ethyl-pyruvatu bola
153,8 °C (Tab. 6), pri¢om v literatire sa uvadza teplota okolo 144 °C.** U methyl-
salicylatu bola zistena vyssia T v porovnani s EP (217,2 °C). Dohl'adatel'na teplota
v literature sa pohybuje v intervale 220-224 °C.*

Bol hodnoteny in situ film tvoreny polymérom A4 s 10 % CBD bez plastifikatora
(Obr. 22), aby bol zisteny vplyv kanabidiola a nebolo to skreslené¢ pouzitym
plastifikdtorom. Na krivke 1. ohrevu nie je pritomny pik krystalickej fazy, bol
zaznamenany len jeden skleny prechod, ato pri nizsej teplote (19,4 °C) nez je T,
polyméru (29,8 °C). Mozeme skonStatovat’, ze CBD je v in situ filme rozpusteny

a posobi v lom ako Uc¢inny plastifikator.
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Obr. 22: Termické charakteristiky zloziek FFS

4.2 Skenovacia elektronova mikroskopia

Metdédou SEM bola hodnotend mikrostruktira PLGA polyméru, kanabidiolu a in situ
PLGA filmu tvoreného 10 % CBD, ato plastifikovanym a neplastifikovanym
polymérom. Na Obr. 19 mdézeme vidiet SEM snimky kanabidiola a PLGA polyméru.
Metdédou sme si overili, Ze sa ozaj jedna o krystalicki latku, kedze je mozné
pozorovat’ drobné krystaly nepravidelného tvaru a rd6znej velkosti. Na druhej strane
je PLGA amorfnd latka, vyrazne krehka a po jej rozdrobneni vznikaji nepravidelné
Castice, ktoré po Case spolu splynu, kedZe sa zreologického hladiska jedna
o kvapalinu s extrémne vysokou viskozitou (liquid-like), nie o pevnu latku (solid-
like). Na Obr. 20 je povrch alom in situ filmu vytvoreného z FFS 3, ktory
neobsahuje plastifikator a pomer PS a OR je 1:1. Z dovodu vysSej viskozity bol
aplikovany rozotretim, ¢im sa vytvara silnejsi film nez pri sprejovej aplikacii. Povrch
filmu je hladky s miernymi nerovnost'ami, nie su vSak viditeI'né ziadne fragility, a to
ani na lomu. Na obr. 21 je porovnavany povrch neplastifikovaného filmu a filmu
plastifikovaného EP, vytvorenych in situ zo sprejovo aplikovanych FFS, pricom sa
nejednd o Statisticky vyznamny rozdiel. Lom filmu nemohol byt” skenovany, pretoze
vrstva filmu bola prili§ tenka. SEM snimky potvrdili vysledky DSC analyzy a to, ze
10 % CBD je v PLGA molekularne dispergované a posobi plastifikacne, ¢im zaist'uje

relativne dostato¢nu elasticitu in situ filmu aj bez pouzitia EP.
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4.3 Doba odparovania rozpustadla

Bola testovand doba evaporacie organického rozpustadla z FFS 10-21 (Tab. 4)
po aplikacii na podlozné skliko o definovanej ploche 7 cm’. Testovaniu boli
podrobené len filmy tvorené linearnym PLGA polymérom, pretoze sa nepredpoklada
signifikantny vplyv typu polyméru na priebeh evaporacie. Bola testovana evaporacia
z neplastifikovaného filmu alebo z filmu plastifikovaného 10 % MS alebo EP. Ako
rozpustadla boli testované aceton a isopropanol v réznom pomere.

Pri vybere rozpustadla zohrava ddleziti rolu nielen prchavost’ rozpustadla, ale aj
biokompatibilita s pokoZkou ¢i sliznicou. Literatira uvadza, Ze prvou volbou pri
formulacii FFS je ethanol,®” ale my sme na testovanie zvolili biokompatibilnejsi
isopropanol. Kvéli zlej rozpustnosti PLGA derivatov v IPA, ale dobrej v acetone,'”
sme nakoniec pouzili ich zmes v pomere 1:1. V snahe nahradit’ aspoii Cast’ acetonu
isopropanolom, sme zmenili pomer na 1:2 v prospech isopropanolu. Neskor sme
zistili, Ze pri aplikacii sprejom je FFS vel'mi viskdzny a tak bola potreba ho viacej
nariedit’, vychadzajic z uvahy, ze pri zriedenom roztoku sa vytvori tensi film a dojde
rychlejSie k evaporécii. Ziskali sme tak pomer polymérneho systému a zmesi
rozpuitadiel 1:2. Dalej sme pokradovali vo zvySovani mnoZstva isopropanolu, az
napokon pri pomere 1:4 sme zistili, ze sa ndm systém rozpadava.

Obr. 23 zobrazuje vplyv plastifikdtora na priebeh evaporacie. Bola pouzitd zmes
acetonu a isopropanolu v pomere 1:1. Pomer polymérnej sustavy a zmesi
rozpustadiel bol vtomto pripade 1:1. Z obrazka je jasne vidiet, ze najrychlejSie
nastalo odparovanie u PLGA plastifikovaného ethyl-pyruvatom. Za 2 min sa odparilo
viac ako 50 % zmesi acetébnu a isopropanolu, priCom pri pouziti PLGA
neplastifikovanom alebo plastifikovanom methyl-salicylatom len 37 % zmesi
rozpustadiel. To sa da vysvetlit’ tym, Ze FFS s EP maji niZSiu viskozitu a tym padom
prebehla evaporacia rozpustadla rychlejsie. Dalej si mdzeme v8imnut, Ze evaporacia
filmu bez plastifikatora a filmu plastifikovaného MS mala takmer totozny priebeh.

Chybové tsecky kvoli prehl'adnosti uvedené nie su.
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Obr. 23: Vplyv plastifikatora na priebeh evaporacie

Na Obr. 24 je znazorneny priebeh evaporacie neplastifikovaného FFS za pouzitia
zmesi acetonu a isopropanolu v réznych pomeroch, pricom pomer polymérneho
syst¢tmu a organickych rozpustadiel bol 1:1. So zvySujicim sa mnoZstvom
isopropanolu neboli zaznamenané ziadne vyznamné rozdiely v rychlosti
odparovania. Rozdiel bol pozorovany az pri pouziti polymérneho systému
a organickych rozpustadiel v pomere 1:2. Odparovanie rozpustadiel prebichalo
rychlejsie pri pouziti aceténu a isopropanolu 1:3. M6zeme skonstatovat’, ze v 5 min
doslo k evaporacii viac nez 60 % organickych rozptstadiel u vSetkych testovanych
formulaciach. Dovodom, preco nedoslo k odpareniu viacSieho mnozstva rozpustadla,

moze byt nizka prchavost’ [PA.

52



—o—Ac: IPA1:1 (1:1)==Ac: IPA1:1(1:2)
Ac:IPA 1:3 (1:1) Ac:IPA1:3 (1:2)
120

100

80

60

40

20

Evaporéacia rozpustadla (%)

0 B

t (min)

Obr. 24: Priebeh evaporacie u neplastifikovaného FFS

Priebeh evaporacie FFS plastifikovaného EP vykresl'uje Obr. 25, z ktorého vyplyva,
7ze najpomalSie prebichala evaporacia pripouziti acetéonu a isopropanolu
v pomere 1:3 (pomer polymérnej sustavy a zmesi rozpustadiel 1:1). U zvySnych

formulacii doslo v 5 min k odpareniu viac ako 60 % rozpustadiel.
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Obr. 25: Priebeh evaporacie u FFS plastifikovaného EP
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4.4 Adhezivne vlastnosti

Bola testovana adhezivita FFS ain situ filmov pomocou absolitneho rota¢ného
reometra. Test bol spusteny hned” po aplikacii, pricom ziskané vysledky mozu byt
mierou adhézie FFS a po 5 min evaporacie organického rozpustadla, ¢o moze
reflektovat’ lepivost” povrchu in situ filmu. Adhezivne vlastnosti boli hodnotené
u FFS 7-9 (Tab. 4) audvoch komerénych pripravkoch - Akutol sprej a URGO
Filmogel. Jedna sa sice o pripravky tvorené inym polymérom (derivatmi celuldzy/
methakrylatom) a zmesou rozpusStadiel (ethanolom/ isopropanolom, ethanolom,
ethyl-acetatom), ale vzhladom ktomu, Ze FFS vpraxi az tak vela nie je,
na porovnanie findlneho spravania po aplikacii na kozu je to dostacujuce.

Na Obr. 26 je adhezivita komer¢nych a novoformulovanych FFS hodnotena
pomocou maximalnej sily potrebnej k odtrhnutiu FFS, respektive in situ filmu
hned’ po aplikacii, tak aj po 5 min od aplikacie, ¢o reflektuje nizku lepivost’ povrchu
filmu. Zistena vysSia adhézia po 5 min nie je Statisticky az tak vyznamna.
U Filmogelu boli namerané relativne optimalne hodnoty, vysoka adhezivita hned’
po aplikacii a 4x nizSia adhezivita po evaporacii rozpustadla. U PLGA FFS bola
namerand hned’ po aplikacii vysSia adhezivita nez u Akutolu, ale nizSia nez
u Filmogelu. Po 5 min u FFS tvorenych polymérom A2 a A4 nebola zistena
vyznamna zmena v adhezivite, ale u polyméra PLGA sa adhezivna sila zvysila viac

nez dvojnasobne.
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Obr. 26: Adhezivita hodnotend pomocou adhezivnej sily
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Na Obr.

viskoelastickych resp. kohezivnych vlastnosti. Neboli zistené vyznamné rozdiely vo
viskoelasticite meranej hned po aplikécii. U PLGA formulécii sa ani po 5 min

viskoelasticita nezmenila. Akutol a Filmogel vykazuji zvySenie kohezivnych

vlastnosti po 5 min evaporacie rozpustadla.
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0.5

Doba eliminacie adhezivnej sily (s)

0.0

Obr. 27: Adhezivita vyjadrena dobou eliminéacie adhezivnej sily

Na Obr. 28 je adhezivita porovnavana pomocou plochy pod krivkou sila-Cas, ¢o
komplexne hodnoti adhezivne a kohezivne vlastnosti (kohéznu pevnost’). Vzhl'adom
k tomu, Ze kohezivita bola relativne zhodna (Obr. 27), tak hodnoty plochy pod

krivkou koreluju s hodnotami maximalnej sily (Fpax) potrebnej k odtrhnutiu FFS,
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Obr. 28: Adhezivita vyjadrena ako kohézna pevnost’
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4.5 Disolucia CBD z in situ filmu

Priebeh uvoltiovania CBD z in situ filmov bol Studovany pomocou disolu¢nych
testov po dobu 72 hod a bol vyhodnoteny vplyv polyméru a plastifikatora. Mnozstvo
CBD uvolnen¢ho v danom casovom intervale do disolu¢éného média tvoreného
fosfore¢nanovym pufrom pH 7,4 pri 37 °C je uvedené v Tab. 15-23.

Na Obr. 29 je zndzorneny priebeh uvolfiovania CBD z linedrneho PLGA.
Z neplastifikovaného PLGA filmu sa po 3 hod uvolnilo len priblizne 6 % CBD,
v ¢asovom intervale 10 az 24 hod doSlo k spomaleniu liberacie s naslednou
akceleraciou, pricom za 72 hod sa uvolnilo 48 % CBD obsiahnutého vo filme.
Disolu¢ny profil je moZzné charakterizovat' ako typicky trojfazovy. Plastifikaciou
PLGA filmu doSlo k zmene disolu¢ného profilu na kinetiku 1. rddu, priCom za
72 hod sa pri pouziti MS uvolnilo priblizne rovnaké mnozstvo CBD ako
z neplastifikovaného filmu, zatial' ¢o pri pouziti EP 92 %. Plastifikacia linearneho
PLGA s molarnou hmotnostou M, 1700 g/mol a My, 2400 g/mol spdsobi rozvol'nenie

polymérnych ret'azcov a zvysSenie rychlosti uvolfiovania CBD.
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Obr. 29: Priebeh uvol'tiovania CDB z in situ filmu tvoreného linedrnym PLGA

Liberacia CBD z polyméru A2 (Obr. 30) prebieha kinetikou 1. radu, priCom podla
nizsich hodnot koeficientov koreldcie je zrejma tendencia k ustalenému uvolfiovaniu,
ato najmi v ¢asovom intervale 24 az 72 hod. V pripade neplastifikovaného filmu
a filmu plastifikovaného MS bol zisteny lag-time, oneskorenie uvolfiovania po dobu
3 hod. Pri plastifikécii EP k oneskoreniu liberacie nedochédza a za 3 hod sa uvolnilo
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asi 7 % CBD. Za 72 hod z neplastifikovaného filmu sa uvolnilo len asi 37 % CBD,
pri plastifikacii MS 63 % a pri plastifikacii EP asi 92 %. Preukazal sa vplyv vyssej

molarnej hmotnosti a vetvenej Struktury filmotvorného polyméru A2 (Tab. 1).
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Obr. 30: Priebeh uvolnovania CDB z in situ filmu tvoreného polymérom A2

Ako je vidiet' z disolu¢nych profilov na Obr. 31, pouzitim polyméru A4 s vySSou
molarnou hmotnost'ou, vy$Sim stupniom vetvenia a nizSou hydrofobicitou vd’aka
vysSiemu podielu kyseliny polyakrylovej ako vetviacej zlozky, doslo k eliminécii
pociatocného lag-time a miernému spomaleniu liberacie CBD. Rovnako aj vplyv

plastifikacie je mensi v porovnani s filmotvornymi polymérmi PLGA a A2.
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Obr. 31: Priebeh uvol'tiovania CDB z in situ filmu tvoreného polymérom A4

57



5 ZAVER

Na zédklade vysledkov ziskanych v experimentalnej Casti predlozenej diplomove;j

prace mozeme ucinit’ tieto zavery:

Boli uspesne sformulované FFS tvorené PLGA derivatmi linearnej a vetvene;j
Struktary, plastifikované MS alebo EP, urcené pre lokdlnu aplikaciu
kanabidiola.

Doba evaporacie organickych rozpusStadiel z FFS je ovplyvnend pouzitym
plastifikatorom.

U PLGA FFS plastifikovanym ethyl-pyruvatom sa za 2 min odparilo viac ako
50 % zmesi acetonu a isopropanolu.

DSC potvrdila, ze inkorporovany kanabidiol je v in situ filme rozpusteny
a film plastifikuje.

Metdédou SEM bola preukdzand homogénna Struktira in situ filmov, ato
1 filmov bez plastifikatora.

Rozdiely v adhezivite su dané rozdielnou molekulovou hmotnost'ou
polymérov, vetvenim ret'azca a poctom koncovych karboxylovych skupin.
Adhezivne vlastnosti PLGA filmov je mozné komplexne hodnotit’ pomocou
plochy pod krivkou sila-cas.

V porovnani s komerénymi FFS bola zistend vysSia adhezivita, ale
pretrvavajuca lepivost PLGA filmov.

Trojfazovy liberacny profil CBD z neplastifikovaného linearneho PLGA bol
modifikovany pouzitim vetveného PLGA a plastifikdciou methyl-salicylatom
alebo ethyl-pyruvatom.

Bude nutné validovat HPLC analyzu CBD vo fyziologickom médiu, aby sa

optimalizovali vysledky disolu¢nych a permeacnych testov.
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7 PRILOHY

Priloha 1: Priebeh evaporacie acetonu a isopropanolu z FFS 10 (Tab. 4)

Cas Hmotnost’ FFS Evaporacia Priemer SD
(min) (mg) rozpustadla (%) (%)

283,50

0 211,98 - - -
247,79
248,24 24,87

1 190,03 20,71 22,87 2,09
219,26 23,03
228,58 38,74

2 174,19 35,65 37,27 1,55
201,44 37,41
214,54 48,65

3 163,51 45,73 47,19 1,46
189,33 47,19
204,30 55,87

4 156,32 52,51 54,26 1,68
180,40 54,39
197,56 60,63

5 151,04 57,50 59,12 1,57
174,39 59,24
193,78 63,29

6 147,96 60,40 62,16 1,55
169,99 62,80
190,81 65,39

7 145,90 62,35 63,92 1,53
168,45 64,04
188,68 66,89

8 144,13 64,02 65,50 1,44
166,51 65,60
186,70 68,29

9 142,86 65,21 66,85 1,55
164,73 67,04
185,07 09,44

10 141,62 66,38 67,96 1,53
163,46 68,07
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Priloha 2: Priebeh evaporacie acetonu a isopropanolu z FFS 11 (Tab. 4)

Cas Hmotnost’ FFS Evaporacia Priemer SD
(min) (mg) rozpust'adla (%) (%)

205,16

0 197,98 - - -
202,14
160,46 32,68

1 153,93 33,37 32,85 0,46
158,34 32,50
136,97 49,86

2 128,23 52,85 51,19 1,52
133,59 50,87
121,83 60,93

3 113,56 63,96 62,08 1,64
119,45 61,36
111,43 68,53

4 102,66 72,22 70,17 1,88
108,15 69,75
103,36 74,43

5 94,27 78,58 76,30 2,10
99,86 75,90
97,93 78,40

6 89,36 82,30 80,10 2,00
94,87 79,60
94,62 80,82

7 86,98 84,10 82,17 1,71
92,17 81,60
92,47 82,39

8 85,47 85,24 83,56 1,50
90,24 83,04
91,16 83,35

9 84,73 85,80 84,34 1,30
89,13 83,86
90,18 84,07

10 83,87 86,46 85,01 1,27
88,26 84,51
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Priloha 3: Priebeh evaporacie acetonu a isopropanolu z FFS 12 (Tab. 4)

Cas Hmotnost’ FFS Evaporacia Priemer SD
(min) (mg) rozpust'adla (%) (%)

184,13

0 142,69 - - -
164,56
160,09 26,11

1 127,58 21,18 23,68 2,47
145,02 23,75
143,91 43,69

2 118,94 33,29 38,62 5,20
132,56 38,89
132,62 55,95

3 113,16 41,39 48,93 7,29
123,87 49,45
123,38 65,99

4 110,22 45,51 56,01 10,25
118,04 56,54
117,97 71,86

5 108,64 47,73 60,17 12,09
114,43 60,93
113,42 76,80

6 107,47 49,37 63,49 13,74
111,65 64,30
110,64 79,82

7 106,38 50,89 65,90 14,50
109,45 06,98
108,56 82,08

8 105,65 51,92 67,49 15,11
108,23 68,46
106,87 83,92

9 104,83 53,07 69,29 15,49
106,24 70,88
105,74 85,15

10 104,18 53,98 70,21 15,62
105,73 71,50

76



Priloha 4: Priebeh evaporacie acetonu a isopropanolu z FFS 13 (Tab. 4)

Cas Hmotnost’ FFS Evaporacia Priemer SD
(min) (mg) rozpust'adla (%) (%)

157,12

0 146,23 - - -
152,23
128,23 27,58

1 112,59 34,51 30,84 3,48
121,35 30,43
108,34 46,57

2 94,13 53,44 49,73 3,47
102,32 49,18
95,03 59,28

3 81,39 66,51 62,52 3,68
89,54 61,77
82,14 71,58

4 70,38 77,81 74,46 3,14
77,13 74,00
72,03 81,23

5 60,78 87,65 84,11 3,26
67,54 83,45
61,98 90,83

6 52,38 96,27 93,24 2,77
58,24 92,61
54,05 98,40

7 45,08 103,76 100,75 2,74
50,65 100,09
46,56 105,55

8 39,46 109,52 107,16 2,09
44,23 106,42
40,04 111,77

9 34,98 114,12 112,68 1,26
38,43 112,13
35,60 116,01

10 32,12 117,05 116,20 0,77
34,97 115,54
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Priloha 5: Priebeh evaporacie acetonu a isopropanolu z FFS 14 (Tab. 4)

Cas Hmotnost’ FFS Evaporacia Priemer SD
(min) (mg) rozpust'adla (%) (%)

219,38

0 225,64 - - -
223,53
183,46 32,75

1 192,58 29,30 30,94 1,73
189,15 30,76
160,39 53,78

2 170,15 49,18 51,37 2,31
166,36 51,15
146,98 66,00

3 156,17 61,58 63,68 2,22
152,59 63,47
136,74 75,34

4 146,23 70,39 72,72 2,49
142,57 72,44
130,60 80,94

5 138,79 76,98 78,81 1,99
135,78 78,51
125,87 85,25

6 133,76 81,44 83,26 1,91
130,67 83,09
123,12 87,76

7 130,09 84,69 86,11 1,55
127,56 85,87
120,04 90,56

8 127,25 87,21 88,74 1,70
124,67 88,45
118,25 92,20

9 125,19 89,04 90,56 1,58
122,45 90,44
116,88 93,45

10 123,66 90,39 97,09 9,09
103,45 107,44
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Priloha 6: Priebeh evaporacie acetonu a isopropanolu z FFS 15 (Tab. 4)

Cas Hmotnost’ FFS Evaporacia Priemer SD
(min) (mg) rozpust'adla (%) (%)

208,18

0 196,89 - - -
203,65
166,09 30,33

1 162,93 25,87 28,10 2,23
165,49 28,11
140,39 48,84

2 137,81 45,01 46,83 1,93
140,34 46,63
123,93 60,70

3 121,86 57,16 58,85 1,78
123,98 58,68
112,40 69,01

4 110,87 65,53 67,16 1,75
112,76 66,95
104,35 74,81

5 102,78 71,70 73,17 1,56
104,54 73,00
97,08 80,05

6 96,32 76,62 78,32 1,72
97,35 78,30
91,47 84,09

7 91,24 80,49 82,09 1,84
92,76 81,68
87,56 86,91

8 87,73 83,16 84,95 1,88
88,56 84,77
85,20 88,61

9 84,86 85,35 86,81 1,66
86,24 86,48
84,37 89,21

10 83,65 86,27 87,58 1,50
85,19 87,25
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Priloha 7: Priebeh evaporacie acetonu a isopropanolu z FFS 16 (Tab. 4)

Cas Hmotnost’ FFS Evaporacia Priemer SD
(min) (mg) rozpust'adla (%) (%)

193,38

0 179,81 - - -
190,01
179,59 14,26

1 161,29 20,60 18,13 3,39
171,46 19,53
167,30 26,97

2 149,18 34,07 30,05 3,64
162,36 29,10
157,08 37,54

3 139,29 45,07 40,79 3,87
152,25 39,75
151,18 43,64

4 131,18 54,09 48,15 5,37
145,63 46,71
147,36 47,60

5 124,37 61,67 53,68 7,22
140,81 51,79
144,98 50,06

6 118,64 68,04 57,89 9,21
137,22 55,57
143,27 51,83

7 113,38 73,89 61,41 11,31
134,43 58,50
141,98 53,16

8 109,36 78,36 64,11 12,92
132,23 60,82
141,03 54,14

9 106,80 81,21 65,92 13,87
130,73 62,40
140,02 55,19

10 104,68 83,57 67,53 14,55
129,36 63,84
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Priloha 8: Priebeh evaporacie acetonu a isopropanolu z FFS 17 (Tab. 4)

Cas Hmotnost’ FFS Evaporacia Priemer SD
(min) (mg) rozpust'adla (%) (%)

223,19

0 211,05 - - -
218,12
186,93 24,37

1 177,98 23,50 23,91 0,44
183,45 23,84
164,58 39,39

2 158,63 37,26 38,26 1,07
162,67 38,13
149,35 49,63

3 145,34 46,70 48,09 1,47
148,41 47,94
137,12 57,85

4 134,98 54,07 55,87 1,90
137,12 55,70
127,09 64,59

5 125,37 60,90 62,69 1,85
127,09 62,60
118,15 70,59

6 117,70 66,35 68,56 2,13
118,15 68,75
110,98 75,41

7 110,13 71,73 73,50 1,85
111,46 73,35
104,41 79,83

8 104,85 75,48 77,53 2,19
105,75 77,28
99,18 83,34

9 99,76 79,10 81,15 2,13
100,34 81,00
94,78 86,30

10 95,93 81,82 83,93 2,25
96,45 83,67
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Priloha 9: Priebeh evaporacie acetonu a isopropanolu z FFS 18 (Tab. 4)

Cas Hmotnost’ FFS Evaporacia Priemer SD
(min) (mg) rozpust'adla (%) (%)

266,41

0 231,59 - - -
250,12
239,60 20,13

1 208,29 20,12 20,10 0,04
225,03 20,06
217,23 36,92

2 187,19 38,34 37,56 0,72
203,34 37,41
202,30 48,13

3 174,80 49,04 48,51 0,48
189,65 48,35
192,58 55,43

4 166,28 56,40 55,80 0,53
180,63 55,57
186,28 00,16

5 160,53 61,37 60,64 0,64
174,58 60,40
181,74 63,56

6 156,60 64,76 64,07 0,62
170,23 63,88
178,93 65,67

7 154,32 66,73 66,05 0,59
167,89 65,75
176,78 67,29

8 152,32 68,46 67,76 0,62
165,67 67,53
174,88 68,71

9 150,80 69,77 69,08 0,60
164,12 68,77
173,53 69,73

10 149,35 71,02 70,24 0,69
162,63 69,96
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Priloha 10: Priebeh evaporacie acetonu a isopropanolu z FFS 19 (Tab. 4)

Cas Hmotnost’ FFS Evaporacia Priemer SD
(min) (mg) rozpust'adla (%) (%)

195,33

0 192,65 - - -
195,02
166,19 22,38

1 163,28 22,87 22,57 0,26
165,83 22,45
144,28 39,20

2 141,91 39,51 39,31 0,17
144,01 39,23
129,36 50,66

3 125,89 51,98 51,34 0,66
128,23 51,37
119,65 58,12

4 117,13 58,80 58,35 0,39
119,45 58,12
112,16 63,87

5 109,24 64,94 64,28 0,58
111,76 64,04
106,73 68,04

6 104,15 68,91 68,34 0,49
106,53 68,06
103,13 70,80

7 100,75 71,55 71,01 0,47
103,12 70,69
100,78 72,61

8 97,43 74,14 73,22 0,81
100,24 72,90
98,65 74,24

9 95,39 75,73 74,81 0,80
98,21 74,46
97,50 75,13

10 94,13 76,71 75,76 0,84
96,93 75,45

&3



Priloha 11: Priebeh evaporacie acetonu a isopropanolu z FFS 20 (Tab. 4)

Cas Hmotnost’ FFS Evaporacia Priemer SD
(min) (mg) rozpust'adla (%) (%)

171,98

0 187,13 - - -
180,64
155,28 19,42

1 168,48 19,93 19,64 0,26
162,97 19,56
141,56 35,38

2 155,97 33,30 34,25 1,05
149,88 34,06
130,39 48,37

3 145,96 44,00 46,07 2,19
139,23 45,85
121,86 58,29

4 137,74 52,79 55,38 2,76
130,91 55,06
115,58 65,59

5 132,15 58,76 62,01 3,43
124,94 61,67
112,05 69,69

6 128,86 62,28 65,81 3,72
121,53 65,45
110,02 72,05

7 126,88 64,39 68,02 3,85
119,58 67,60
108,89 73,37

8 125,57 65,79 69,37 3,81
118,37 68,94
107,48 75,01

9 124,53 66,91 70,71 4,07
117,23 70,21
106,50 76,15

10 124,01 67,46 71,56 4,36
116,45 71,07
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Priloha 12: Priebeh evaporacie acetonu a isopropanolu z FFS 21 (Tab. 4)

Cas Hmotnost’ FFS Evaporacia Priemer SD
(min) (mg) rozpust'adla (%) (%)

132,68

0 135,60 - - -
135,23
103,68 32,79

1 112,50 25,55 29,10 3,62
109,12 28,96
86,58 52,12

2 97,62 42,01 46,90 5,06
93,24 46,58
74,98 65,23

3 85,78 55,11 60,00 5,07
81,45 59,65
64,99 76,53

4 76,20 65,71 70,89 5,42
71,73 70,44
56,50 86,12

5 69,80 72,79 79,22 6,68
64,23 78,75
48,70 94,94

6 63,98 79,23 86,81 7,87
57,45 86,28
42,19 102,30

7 62,30 81,08 91,44 10,62
53,26 90,92
36,88 108,31

8 61,23 82,27 94,99 13,03
50,12 94,41
32,70 113,03

9 60,67 82,89 97,64 15,08
47,78 97,00
30,38 115,65

10 60,25 83,35 99,15 16,16
46,47 98,45
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