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ABSTRAKT
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Cielom préce bolo formulovat’ a charakterizovat’ filmotvorné systémy (FFS) na baze
vetveného PLGA pre lokalnu aplikdciu salicylatov. Tenké filmy sa pripravili
rozpustenim PLGA, kyseliny salicylovej (SA) a metylsalicylatu (MS) v acetone. Po
jeho odpareni sa vytvorili filmy in situ. MS ma funkciu plastifikatoru a prekurzoru
terapeuticky tcinnej SA. Boli hodnotené termické vlastnosti filmov pomocou DSC,
pricom sa ukazalo, Zze SA je molekularne dispergovana v polyméri a ma plastifikacny
uc¢inok. SEM ukdzala relativne hladky povrch filmov bez trhlin. Boli hodnotené tokové
a adhezivne vlastnosti filmov in situ pri teplote 32 °C tahovym testom na rotacnom
reometri. Filmy vykazovali newtonovské spravanie a vybornt adhezivitu ovplyvnenu
koncentraciou plastifikatoru. Uvolnovanie SA z filmov sa testovalo pri teplote 32 °C
vo fosfatovom pufre s pH 7,4. Pociatocny burst efekt bol priblizne 20 % po 24
hodinach, po ktorom nasledovalo predlzené uvolfiovanie pocas Siestich dni

ovplyvnené koncentraciou SA a MS.
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Consultant: PharmDr. Eva Snejdrova, Ph.D

The aim of this work was to formulate and characterize film-forming systems (FFS)
based on branched PLGA for topical application of salicylates. Thin films were
prepared by dissolving PLGA, salicylic acid (SA) and methyl salicylate (MS) in
acetone. After its evaporation, the films were formed in sifu. MS has the function of
plasticizer and precursor of therapeutically active SA. The thermal properties of the
films were evaluated by DSC, showing that SA is molecularly dispersed in the
polymer. SEM showed a relatively smooth surface of the films without cracks. The
flow and adhesive properties of the in situ films were evaluated at 32°C by a tensile
test on a rotational rheometer. The films exhibited Newtonian behavior and excellent
adhesiveness influenced by the plasticizer concentration. The release of SA from the
films was tested at 32 °C in phosphate buffer pH 7.4. The initial burst release was
approximately 20% at 24 hours, followed by a prolonged release over 6 days

influenced by SA and MS concentration.
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ZOZNAM SKRATIEK A ZNACIEK

ASA
AUC
DSC
EMA
FDA
FFS
GA

LA

MS
NSAID
PLGA
PLGA/A

SA
SEM
WHO

kyselina acetylsalicylova

plocha pod krivkou

diferencialna skenovacia kalorimetria
European Medicines Agency

Food and Drug Administration

film forming system, filmotvorny systém
kyselina glykolova

kyselina mliecna

metylsalicylat

nesteroidné antiflogistika

kyselina poly(mlie¢na-ko-glykolovd)
kyselina poly(mliecna-ko-glykolovd) vetvend na
polyakrylovej 4 % v zmesi

kyselina salicylova

skenovacia elektronova mikroskopia

World health organization

kyseline



CIELE PRACE

Cielom tejto prace bolo formulovat a charakterizovat systémy pre tvorbu

filmov in situ pre topicku aplikaciu na baze kyseliny poly(mlie¢nej-ko-glykolovej)

(PLGA) sobsahom kyseliny salicylovej (SA) a multifunkéného plastifikatora

metylsalicylatu (MS).

Jednotlivé ulohy prace mozno konkretizovat’ do tychto krokov:

1.

Stru¢ny prehlad z dostupnych zdrojov o pouzitych komponentoch FFS a ich
vplyvu na vyvijanu LF.

Stadium degradacie linearneho polyméru PLGA aderivatu PLGA
rozvetveného na polyakrylovej kyseline (PLGA/A).

Priprava FFS filmov in situ.

Testovanie vplyvu MS ako plastifikatora na reologické a adhézne vlastnosti
PLGA/A.

Testovanie termickych vlastnosti metodou DSC jednotlivych zloziek FFS
a ich in situ filmov.

Charakterizacia vplyvu plastifikdtora a mnozstva organického rozpustadla na
povrch filmov in situ SEM metddou.

Testovanie uvolfiovania SA z filmov obsahujucich SA a MS s vyuzitim

spektrofotometrického stanovenia SA.



uvoD

Polymérne filmotvorné systémy (FFS) predstavuju alternativnu liekova formu
ku konvenénym topickym liekovym formam s potencidlom prekonat’ niektoré ich
obmedzenia, ako su I'ahkd zmyvatelnost’ a stieratel'nost’, lepkavy a mastny povrch,
neprijemné organoleptické vlastnosti (napr. vzhl'ad, zapach), ktoré mozu viest’ k slabej
kompliancii pacienta. Zakladom FFS je filmotvorny polymér a prchavé rozpustadlo,
pripadne lieCivo a plastifikator. Po aplikécii na kozu je vysledkom tenky, priehl'adny,
pruzny a kozmeticky elegantny film. Cielom vyvoja FFS je u¢inne dodat’ poZadované
mnoZzstvo terapeutickej latky na cielové miesto v koZi pocas dlhSieho €asového
obdobia. Néavrh uGinnych tenkych filmov si vyZaduje komplexné znalosti
o vlastnostiach lieCiv a polymérov spolu s vhodnym vyberom vyrobnych postupov.
FFS moZno povazovat’ za relativne nova liekovi formu, ¢o sa odrdza v absencii
Standardizovanych metod testovania hotového produktu. Tato praca sa zameriava na
vyvoj vhodnej formulacie FFS na béaze kyseliny poly(mlie¢ne-ko-glykolovej)
s rozvetvenou architektirou a s obsahom salicylatov. FFS aich filmy in situ boli
podrobené testovaniu a hodnoteniu degradécie, tepelnych vlastnosti, reologickych
vlastnosti, adhéznych vlastnosti a disolucie.

Tato diplomova praca je pokracovanim série odbornych, diplomovych a rigor6znych
prac zaoberajucich sa charakterizaciou vlastnosti filmotvornych systémov na zaklade

derivatov PLGA, a sleduje d’alSie mozné obmeny formulacie FFS.



1 TEORETICKA CAST

1.1 Muskuloskeletalna bolest’ a jej terapia

U zdravého jedinca mozno bolest’ definovat’ ako komplexni zmyslova skuisenost’
spojent so skutocnym alebo potencidlnym poskodenim tkaniva [1]. Bolest’ ako
dosledok muskuloskeletalnych problémov je Coraz cCastejSou pri¢inou zhorSenej
kvality Zivota a zvySenych narokov na zdravotnu starostlivost’ [2]. Muskuloskeletalna
bolest’ je spdsobena aktivaciu nociceptorov vo svaloch, v §fachach alebo kibovych
puzdrach. Zahfiia Siroké spektrum portich pohybového aparatu, ako st: jednoduché
vizivové poranenia, vnutrokibové poruchy, syndromy svalovej bolesti a rozne
ochorenia suvisiace s chrbticou [3]. Tento typ bolesti byva dosledkom zranenia,
chybného drzania tela (statické poruchy), hypermobility, nespravneho zat'azovania
pohybového aparatu, nedostatku pohybu, opotrebovania, zapalu, vrodenych chyb
alebo degenerativnych procesov [4].

V prvej linii liecby poruch generujucich periférnu bolest su nefarmakologické
opatrenia (imerna fyzicka aktivita, kognitivno-behaviordlna terapia, kognitivno-
pedagogicky pristup). Nasledne sa pristupuje ku farmakologickym opatreniam [5].
Stucasna farmakoterapia vychddza z trojstupniového analgetického rebricka daného
Svetovou zdravotnickou organizaciou (WHO). Analgetikami prvého stupiia su
neopioidné analgetika a nesteroidné antiflogistika (NSAID), druhy stupen je tvoreny
slabymi opioidmi a treti zahriiuje silné opioidy. Na pripadnt podporu analgetického
ucinku je vo vSetkych stupfiov mozné vyuzit koanalgetika (kortikosteroidy,
antikonvulziva, antidepresiva atd’.) [6,7].

Rizika systémového uzivania NSAID a sucasne pretrvavajiice obavy z pouZivania
opioidov, nasmerovali zvySeni pozornost na nesystémové lokdlne analgetika.
V dosledku toho dochadza v stcasnosti k prehodnocovaniu bezpecnosti a ucinnosti
jednej z najstarSich ciest poddvania lieCiv, ateda koznej aplikacie s topickymi
ucinkami. Tento druh aplikdcie je mozné vyuzit' ako potencionalny terapeuticky
pristup pri niektorych typoch bolesti pohybového aparatu [3,8]. Topicka aplikacia nie
je synonymom transdermalnej aplikacie pre ich vyznamovy rozdiel. Transderméalnymi
metddami sa podavajii lieky prostrednictvom perkutannej absorbcie s cielom

dosiahnut’ terapeutické systémové hladiny aktivneho lieciva. Miestami uUc¢inku
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topickych pripravkov st mékké tkaniva a periférne nervy v okoli miesta aplikécie, kde
je snaha dosiahnut’ vyssiu u¢innost’ ako po perordlnej aplikacii, avSak s minimalnou
syst¢émovou hladinou lieciva, ateda s nizSim rizikom organovej alebo tkanivovej
toxicity [9]. Daldie vyhody aobmedzenia topickej analgézie su uvedené
v nasledujucom prehlade (Tabulka 1).

Variabilita terapeutického ucinku topicky aplikovanych lieCiv je pravdepodobne
odvodena z ich schopnosti prekondvat’ stratum corneum [10]. V idedlnom pripade ma
lie¢ivo: nizku molekulovii hmotnost’ (<500 Da), je bez naboja a hodnota
log P(oktanol/voda) by sa mala pohybovat v rozmedzi 1 az 3, aby lieCivo bolo schopné
preniknit’ cez rohovinovu vrstvu koze az do epidermis [10—14]. Okrem toho Stadie ex
vivo na 'udskom koznom tkanive naznacuju, Ze nefyziologické pH nosi¢a moze znizit’
penetraciu latky do koze, zatial’ ¢o oklizia povrchu koZze mdze mat priaznivy vplyv

na podavanie lieCiva [14].

Tabulka 1 Vyhody a nevyhody topickej aplikacie
Vyhody:

e terapeutické koncentracie bez first-pass efektu alebo ovplyvnenia
premennymi stvisiacimi s traviacim traktom (pH, Cas vyprazdiovania
zaludka) [15]

e znizenie vedlaj$ich ucinkov a minimalizacia vrcholov a poklesov
koncentracie lie¢iva v krvi [16,17]

e jednoduché ukoncenie terapie v pripade potreby [15,18]

e jednoducha, neinvazivna, bezbolestna aplikacia vhodna aj v domacom

prostredi moze prispievat’ ku vysSej adherencii pacientov k terapii [19,20]

Limitacie:

e diftizia cez rohovu vrstvu len pri nizkej molekulove; hmotnosti lieciva
<500 Da[10]

potrebnd rozpustnost vo vode aj v lipidoch, log P(oktanol/voda) ~1-3
[11,12,14]

e rdzna Ucinnost’ v dosledku intraindividualnej, interindividualnej variability
v priepustnosti koZe a rozdielu medzi zdravou a chorou kozou [21,22]

e zniZenie Uc¢innosti lieciva metabolizaciou koznymi enzymami [23]

Casté lokalizované podrazdenie koze, napr. erytém [24-26]
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1.1.1 Salicylaty

Napriek tomu, ze kyselina salicylova (SA) je uz davno objavenou uc¢innou latkou, aj
v sucasnosti nachddza uplatnenie pre svoje antiflogistické a analgetické ucinky.
Z chemického hladiska je SA monohydroxybenzoova kyselina. Ma dve funkéné
skupiny, karboxylovu a hydroxylovu, ktoré mozno vyuzit’ pri tvorbe jej derivatov. Pri
acetylacii hydroxylovej skupiny vznika kyselina acetylsalicylova (ASA), ktora je
vyuzivana ako systémové analgetikum, antipyretikum a antitrombotikum.

Salicylaty, Cize estery a soli SA, vznikaju reakciami s jej karboxylovou skupinou,
ktoré st zdrojmi aktivneho metabolitu pouzivaného na lie€bu lokalnej bolesti alebo
zépalu. Patria sem napriklad metylsalicylat, etylsalicylat, dietylaminsalicylat,
glykolsalicylat, triethanolaminsalicylat, diethylaminsalicylat [27,28]. V porovnani
s SA maju estery a soli kyseliny salicylovej lepSiu rozpustnost’ a su schopné lepsie
penetrovat’ do koZe a sliznice [29]. V roku 1971 bol Vane a kol. opisany mechanizmus
systétmového protizapalového ucinku salicylatov, ktory spociva v inhibicii
enzymatickej aktivity cyklooxygenaz (COX), a teda i1 v inhibicii tvorby zapalovych
prostaglandinov [30]. Izoforma COX-1 je v organizme pritomna za fyziologickych
podmienok a zaist'uje syntézu prostaglandinov, ktoré ovplyviiuju radu fyziologickych
funkcii. Jej blokada moze viest’ k manifestacii neziaducich uc¢inkov salicylatov [31].
Prilezitostné pouzivanie obvyklych davok vSeobecne sposobuje malo neziaducich
ucinkov. ASA je vyznamne spajana s krvacanim do hornej Casti gastrointestinalneho
traktu pri podavani dlhodobo alebo pri podavani vysokych davok [32]. Okrem toho,
systémovo podané salicylaity mézu mat’ neziadici vplyv aj na renalnu, hepatalnu,
hematologicku, sluchova a vestibularnu funkciu, mo6zu zapri€init' hypersenzitivnu
reakciu alebo Reyov syndrom. Uvadza sa, Ze salicyldty maja Siroké spektrum
liekovych interakcii, ale relativne malo z nich sa zd4 byt klinicky doélezitych.
K liekovym skupinam, o ktorych sa predpokladd, Ze spdsobuju najvyznamnejSie
interakcie, mozno zaradit' antikoagulancid a trombolytikd, urikozurika,
kortikosteroidy, metotrexat a hypoglykemické lieciva na bazi sulfonylmocoviny [33].
Pri topickej aplikacii salicylatov tieto pdsobia ako lokéalne rubifaciens. VyuZitie tychto
ucinkov je mozné napriklad vo farmakoterapii zraneni makkych tkaniv. UmoZziuju
zvladat’ cvi€enie pocas rehabilitdcie a tym napomahaji obnove normalnej funkcii

svalov apredchadzaji dalSiemu moZznému zraneniu [34]. Taktiez je potrebné
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zmienit’ pdsobenie salicyldtov na keratinizdciu vyuzivani v koznom lekarstve
a kosmetike. Okyslenim vrstvy stratum corneum sposobia deskvamaciu korneocytov
a odstranenie medzibunkovych lipidov. To ma za nésledok oslabenie bariérove;j
vlastnosti koze, znizenie sekrécie kozného mazu a zabranenie hyperplastickému
posobeniu na epidermis [35-37].

Priamy prienik lokélne aplikovaného salicylatu do zakladnych tkaniv s naslednym
rozsiahlym metabolizmom na kyselinu salicylovua, boli publikované v 90. rokoch
20. storo¢ia. Presny mechanizmus ucinku lokalnych salicylovych latok je stale
nejasny [38]. V mieste aplikdcie prenikaji salicylaty do tkaniv az na arovein svalov.
Mnozstvo penetrovanych salicylatov sa zvySuje cvi€enim, zvySenim teploty,
narusenim koze alebo pri prekryti obvdazom po aplikacii pripravku. Salicylaty sa mézu
absorbovat’ do krvi, avSak plazmatické koncentracie odhadnuté na zaklade
koeficientov permeability st nizke, a je teda nepravdepodobné, Ze by vyvolali
skutoény systémovy uéinok. Uéinnost dermaélnej aplikacie pripravkov s obsahom
salicylatov v liekovej terapii je preto nepochybne obmedzena predovsetkym na ich
lokalny u¢inok. Porovnanim nameranych tkanivovych a plazamtickych koncentrécii
po peroralnej aplikadcii ASA s koncentraciami po podani krému s obsahom
trietanolaminsalicylatu sa ukazalo, Ze pri topickom podani boli vo svaloch, slachéch,
chrupavkach a synovii dosiahnuté vysSie lokalne koncentracie SA. Naopak,
koncentracie SA boli v synovialnej tekutine nizSie oproti koncentraciam
po systémovom podani [38]. Udaje z randomizovanych klinickych $tadii, opisujucich
ucinnost’ lokalne aplikovanych salicylatov na zmiernenie bolesti, vykazovali
vyznamne lepSie tlmenie bolesti ako placebo, priCom neziaduce ucinky v mieste
aplikacie sa vyskytli len u 2 % subjektov [29,39]. Estery kyseliny salicylovej prenikali
do tkaniva dokonca lepsie ako jej soli. Pri ich aplikécii boli pozorované vyssie
koncentracie v derme, podkoznom tkanive a hornom svale. Koncentracie v hlbsie
polozenych tkanivach (hlboké svaly a tuk) boli nizSie ako koncentracie v plazme [29].
PredloZena diplomova praca sa zaobera metylsalicylatom a kyselinou salicylovou ako
potenciondlnymi nositelmi farmakologického uc¢inku vyvijanej liekovej formy. Obe
latky spinaju zakladné poziadavky vhodnych kandidatov na podanie do koze, vratane

molekulovej hmotnosti < 500 Da a log P ~ 1 az 3 (Tabulka 2) [40].

13



Tabulka 2 Fyzikalno-chemické vlastnosti SA a MS [41-43]

Fyzikalno-chemické Kyselina salicylova Metylsalicylat
vlastnosti Acidum salicylicum Methylis salicylas
0 0
Y /CHB
Struktara OH 0
OH OH
Kyselina 2-
Systematicky nazov Methyl-2-hydroxybenzoat
hydroxybenzeoova
Molarna hmotnost’
138,12 152,15
(g/mol)
Teplota topenia (°C) 158 °C az 161 °C -8°C
Rozpustnost’ vo vode TaZko rozpustna Vel'mi tazko rozpustna
log P 1,2 2,36
pKa 2,97 9,8

Metylsalicylat (CAS: 119-36-8)

Jedna sa o metylester kyseliny salicylovej, bezne znamy ako esencidlny olej
“Wintergreen pre jeho vyrazny charakteristicky zapach. Je bezfarebny alebo
svetlozlto zafarbeny, velmi tazko rozpustny vo vode, miesiteIny s etanolom,
mastnymi olejmi a silicami. Povodne bol ziskavany destilaciou z listov Gaultheria
procumbens (Ericaceae) a kory Betula lenta (Betulaceae). V sucCasnosti sa syntetizuje
esterifikaciou kyseliny salicylovej s metanolom [41,44,45]. Topicka aplikacia MS je
indikovand na protizapalové a analgetické ucely, zvycajne v koncentracii 10 — 30 %
[44,46,47]. MS je dostatocne lipofilny, aby difuziou prenikol do hlbsich tkaniv.
Pri prechode kozou sa rychlo hydrolyzuje esterdzami na aktivnu SA, ktord posobi
analgeticky (Obrazok 1) [46]. Bolest’ zmiernuje protidrazdivym efektom, ktory pdsobi
na nervové zakonéenia vo svaloch a kiboch [48,49]. Pre vyssi vyskyt nespecifickych
esteraz je rozsah metabolizmu vacsi v dermis a podkoZznom tkanive nez v hlbSich
tkanivach (svaloch) [29,50]. Pri pH > 7 mdze MS i chemicky hydrolyzovat’ na SA
a metanol (Obrazok 2) [51]. Po 10 hodinach po aplikécii je schopné sa absorbovat’ do
systétmového obehu priblizne 12 az 20 % mnozstva salicylatu aplikovaného na

pokozku [52]. Tkanivové hladiny SA z MS boli priblizne 30-krat vysSie ako
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koncentracia v plazme [39]. Okrem toho sa MS vo velmi nizkej koncentracii

(0,0001 — 0,6 %) moze pouzivat’ aj ako denaturant a korigencium chute [53].

Stratum corneum

Viable epidermis

Superficial dermis

Obrazok 1 Metabolizmus MS na SA v dermis [54]

O
OFCHa H* OH
T H,C—0OH
H,0 + 3
OH OH
Metylsalicylat Kyselina salicylova Metanol
Obrazok 2 Hydrolyza MS
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Kyselina salicylova (CAS 69-72-7)

Kyselina 2-hydroxybenzeovd, znama pod trividlnym nazvom kyselina salicylova, je
biely alebo bezfarebny krystalicky prasok, t'azko rozpustny vo vode, mierne rozpustny
v dichlormetane a l'ahko rozpustny v 96 % etanole a v éteri [41]. Zlucenina bola
prvotne izolovana z vfbovej kory (Salix alba). Disponuje analgetickymi,
antipyretickymi a protizapalovymi u¢inkami. V sicasnosti sa pouziva predovsetkym
ako lokalne keratomodulaéné cinidlo v dermatologii [35,55]. SA moézZe mat,
v zavislosti na jej lokdlnej koncentracii na neporusenej kozi [19], keroplasticky alebo
kerolyticky uCinok [56]. Pri koncentracii SA nizSej ako 3 % dochadza ku
keratoplastickému pdsobeniu (deskvamdacii korneocytov), nad 3 % je ucinok
keratolyticky (zhrubnutie keratinovej vrstvy) [57]. Vysoké koncentracie SA
(40 —50 %) st indikované pri terapii bradavic, otlakov, aktinickej keratozy
a pigmentovych 1ézidch, zatial ¢o nizSie koncentracie sa pouzivaju na povrchovy
chemicky peeling tvare (20 — 30 %), hyperkeratické poruchy, napr. psoriaza (3 — 6 %)
a akné (0,5 — 10 %). V niz8ich koncentraciach sa SA beZne pouziva v Sirokom spektre
kozmetickych produktov, avsak iba pripravky s obsahom SA niz§im ako je 3 % smu

ostat’ na aplikovanych miestach bez oplachu [58,59].

1.1.2 Topické liekové formy s obsahom salicylatov

Sucasny trh disponuje Sirokou Skalou pripravkov obsahujucich derivaty kyseliny
salicylovej. V nasledujucom prehl'ade (Tabulka 3) si uvedené priklady komercnych
produktov v roznych liekovych formach (LF), pricom sa jedna o registrované liecivé
pripravky v aspoii jednom z ¢lenskych Statov Eurdpskej unie s indikdciou k terapii
bolesti svalov a kibov (ATC kéd: M02AC).

Kazdd ztychto LF je spojend s réznymi vyhodami iobmedzeniami. Vyhodou
konvencnych tekutych a polotuhych liekovych foriem sa javi byt ich jednoducha
aplikacia na kozu a sliznice, s pripadnou moZnostou upravy davky. Zaroven su tieto
LF pomerne nenarocné na pripravu [60]. U tekutych liekovych foriem byva
problémom nizka stabilita, najmd v pripadoch, ak formulédcia obsahuje vodu [61].
Nevyhodou beznych topickych pripravkov je ich l'ahkd zmyvatel'nost a stieratelnost’.
Tieto vlastnosti sposobuju, Ze €¢inna latka nie je v epiderme pritomna v dostato¢nom

a stadlom mnozstve, preto je liecba Castokrat nedostatotna a je nutné aplikaciu
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opakovat’. Pouzitie vysSej koncentracie lieCiva nie je rieSenim tohto nedostatku,
pretoze by spdsobila kolisanie koncentracie a zvysila by pravdepodobnost preniknutia
ucinnej latky do systému [62]. Okrem toho, v niektorych pripadoch, polotuhé LF
zanechavaju v mieste aplikacie lepkavy pocit, pocit mastnoty alebo maju neprijemné
organoleptické vlastnosti (napr. vzhlad, zapach). Tie mozu viest’ k slabej kompliancii
pacienta [60,63]. Formulacie vykazujuce vysoku substantivitu poskytuji elegantnejsie
rieSenie tohto problému.

Substantivita je definovana ako schopnost’ u¢innej latky udrzat’ sa v mieste posobenia
na povrchu alebo vytvarat' zasobnik v stratum corneum [62]. Dermalne naplasti
spliuyju tuto poziadavku a su schopné zniZit’ potrebu frekvencie aplikacie, pripadne
poskytnut’ predizené uvoliovanie lie¢iva. Principom je vytvorenie fyzickej bariéry
medzi pripravkom a prostredim, ktord eliminuje mastny pocit a zdroven -chrani
pripravok pred nechcenym odstranenim. Tato fyzikalna bariéra v§ak moZe viest ku
okluzii koze, ¢o prinaSa nekomfort pri noseni naplaste. Spolu s nevabnym estetickym
vzhl'adom nepriaznivo ovplyviiuje compliance pacienta. Dalim problémom méZe byt
alergicka reakcia na matricové lepidla. Vo vicsine pripadov sa naplasti nedaju strihat’
na pozadované velkosti, ¢o ich Castokrat robi nevhodnymi na individuélnu liecbu. Pri
strhavani naplasti moze dojst’ k poskodeniu koze, a teda nie si vhodné na pouzitie pri
ochoreniach s narusenou koznou bariérou [64]. Z tychto dovodov sa vyvoj topickych
lieckovych foriem snazi smerovat k novym, klinicky ucinnym, priemyselne
spracovatenym a terapeuticky bezpeénym formulaciam, ktoré spiiiaj cielovy profil
vyrobku [65]. To vpraxi znamena fyzikdlnu a chemicku stabilitu, primeranu
trvanlivost, uvolfiovanie lieCiva z formulacie ajeho doddvanie do koze podla
poziadaviek na cielovl indikéciu. Taktiez ide o to, aby dané formulécie obsahovali
len tie pomocné latky, ktoré su potrebné, schvalené alebo prijatelné z hladiska
reguldcie Statnymi autoritami ako aj z hl'adiska daného ochorenia. V neposlednom
rade ide o kozmeticku elegantnost’ a prijatelnost’ pre pacientov, vyslednt l'ahku

aplikaciu a kompatibilitu s poZadovanym obalom [66].
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Tabulka 3 Prehlad komercnych pripravkov ATC skupiny M02AC

Produkt LF Zdroj salicylatov

ZlozZenie

Algesal Activado® mast  dietylamin-salicylat myrtekainu (1 % w/w). cetylalkoholu

[67] (10 % w/w)

Deep Heat Rub® krém  metylsalicylat
[68] (12,8 % w/w)

Mobilat® dermalny gél kyselina salicylova

g¢l [69] (2 % ww)
Reflex Spray® roztok metylsalicylat
[70] (25 mg/ml)

Algesal® kozna pena pena  diethylamin-
[71] salicylat
(10% w/w)

Remy Stick® koZna ty€inka etylsalicylat

ty¢inka [72] (1,16% w/w)

Salonpas Flessibile® naplast dimetylsalicylat
[73] (10% w/w)

(7,5 % w/w), ricinooleat glycerolu

(4,3 % w/w), levandul’'ova silica (0,5 %
w/w), ktora obsahuje: linalool, kumarin,
d-limonén, citronelol, terpenické
derivaty, amylcinnamaldehyd,

mentol (5,91 % w/w), eukalyptovy
esencialny olej (1,97 % w/w),
terpentinovy olej (1,47 % w/w)
butylhydroxytoluén, cetostearylsulfat
sodny, cetylalkohol, stearylalkohol,
propylénglykol, lanolin, parafin, Cistena
voda

100 g dermalneho gélu obsahuje:
Glykozaminoglykan polysulfat (0,2 %
w/w), extrakt z kory nadobliciek (1,0 %
w/w), propylénglykolu (E 1520),
dihydrat edetan disodny, rozmarinova
silica, olamin, kyselina polyakrylova,
propylénglykol, izopropylalkohol,
Cistena voda

terpentinovy olej (65 mg/ml), gafor
(40 mg/ml), mentol (40 mg/ml),
dimetylsulfoixd, benzylalkohol,
isopropilalkohol, pohonyplyn: oxid
uhli¢ity

laurylsiranu myrtekainu (1 % w/w),
cetylalkohol (4 % w/w), levandul'ova
silica (0,4 % w/w obsahujuca linalool,
kumarin, d-limonén, citronelol,
amylcinnamaldehyd, terpenické
derivaty, edetat disodny, polysorbat 60,
triglycerid kaprylovy/kapricovy, tekuty
parafin, sorbitan monostearat,
cetylalkohol, ¢isténa voda, propel-45
(propan + isobutan)

Gafor (5 % w/w), mentol (2,2 % w/w),
Oleorezin z papariky titrovany na

0,5 % kapsaicinu (2 % w/w), stearin,
cetylalkohol, etylénglykol,
propylénglykol, etanol

levomentol (3 % w/w), nasytena
alicyklickd uhl'ovodikova zivica, tekuty
parafin, poly-izobutylén

blokovy kopolymér styrén-izoprén-
styrén, synteticky kremicitan hlinity,
nosna matrica, plastova folia
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Novo vyvijanou LF, ktora ziskava na popularite a akceptécii vo farmacii, su systémy
tvoriace filmy in situ (Film forming system — FFS). Predstavuju alternativny pristup
popri konvenénych topickych ale aj oralnych liekovych formach [74]. Zamerom
vyvoja je vyvinut’ pripravky so zvySenou substantivitou voc¢i mechanickym a vodnym
vplyvom a zlepSenie kozmetickych vlastnosti, a tym aj compliance pacientov [62,75].
Filmy mozno definovat’ ako tenku a flexibilnu vrstvu polyméru. Tvoria medzistupen
medzi dermalnymi naplastami a polotuhymi liekovymi formami [76]. Vykazuju tak
vyhody oboch systémov, ako st nizka frekvencia ddvkovania, I'ahkd uprava davky
pripadne prediZenie uvolfiovania lie¢iva, sii bez mastného a lepkavého pocitu
a zaroven maju vyssiu prilnavost, elasticitu, a teda prispdsobivost’ k povrchu. [77].
Vd’aka tymto vlastnostiam mdzu byt’ vnimané ako menej obtaZujuce a pre pacienta
prijatel’nejSie. PouZitie tenkych filmov je vSak obmedzované nizkou nosnou kapacitou
lieiva. Menej u¢inné lieciva, ktoré je potrebné podavat’ vo vysokych koncentraciach,
su preto problémom [78]. Zaroven je potrebné prijat’ Specialne opatrenia tykajuce sa
ich uchovévania, ked’ze filmy maji zvycajne hygroskopicka povahu [79].

V stcasnosti mozno v literatire ndjst’ znaéné mnozstvo pdvodnych prac a patentov
tykajicich sa uvedenej liekovej formy, avSak pre optimalizaiciu FFS a ich
filmov in situ je stale potrebné vykonat adekvatne Stadie. Z farmaceuticko-
technologického hladiska sa nedostatok informacii prejavuje hlavne v usmerneniach

pre vyrobu a kontrolu kvality FFS a ich filmov [74].

1.2 FFS a jeho komponenty

FFS je definovany ako polotuha alebo tekuta liekovéa forma, ktora vytvara film in situ,
t. z. po aplikacii na kozu alebo sliznicu. Systém je zlozeny z prchavého rozpustadla,
filmotvornej latky, Uc¢innej latky a zvycCajne aj z plastifikdtora a/alebo latky
podporujicu penetraciu. Proces formovania filmu (Obrazok 3) spociva
v rovnomernom naneseni FFS na cielovy povrch, kde po aplikacii dochadza
k odpareniu rozpustadla, alebo jeho penetrovaniu do koZe, avzijomnému
interagovaniu  filmotovrného polyméru, za vzniku tenkého transparentného
a bioadhezivneho filmu. Vytvoreny film ma charakter homogénneho zéasobnika

ucinnej latky s vysokou substantivitou, z ktorého sa lie¢ivo nasledne uvoliiuje [77,80].
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Obrazok 3 Mechanizmus tvorby filmu in situ

Na liekovom trhu je v sucasnosti mozné dohl'adat’ r6zne filmotvorné pripravky na
topicku aplikaciu. Priklady komerénych produktov su uvedené v nasledujicom
prehl’ade (Tabul’ka 4). ObsiahlejSie zoznamy pripravkov je mozné dohl'adat’ v tychto
pracach [62,74]. Ziaden zuvedenych registrovanych pripravkov vsak neobsahuje

NSAID alebo iné lie€ivo urc¢ené na lokalnu terapiu bolesti.

Tabulka 4 Prehlad filmotvornych komrecnych produktov

Produkt Zlozenie Indikacia
Lamisil Once Terbinafin hydrochloridum (1 % e lieCba tinea pedis;
[81, (LP); wiw),

poly(akrylamid-co-izoktylakrylat),
hydroxypropylceluloza,
triglyceridy so stredne dlhym
retazcom; etanol 96 %;

Aplikacia: z tuby;

Urgo FILMOGEL  Hydroxypropylchitosan, etanol, e stabilizovanie Struktury

Poskodené nechty élstena.voda, proocton olamin nechta, zastavenie

[82], (ZP); (Octopirox 0.5 %); postupu poskodenia;

Aplikécia: Stetcom; e podpora rastu zdravych
regenerovanych
nechtov;

Akutol™ sprej Denaturovany etanol, dimetyléter, e ogetrenie odrenin

[83], (ZP); kopolymér akrylat, a drobnych

o . dioxacyklopentanum,; ’ .
Aplikécia: sprejovo; yeop povrchovych zraneni;

Vysvetlivky: LP — liecivy pripravok, ZP — zdravotnicky prostriedok

Formulécia u¢innych filmov si vyzaduje komplexné znalosti o farmakologickych
a technologickych vlastnostiach lieciva a polymérov, spolu s vyberom vhodného
vyrobného procesu [74]. Ak lie¢ivo spifia poziadavky na vstup do koZe alebo

cez kozu, vyber polyméru a inych pomocnych latok sa riadi ich vzijomnou
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kompatibilitou a rozpustnostou [84]. Idedlne tenké filmy musia vykazovat
pozadované vlastnosti, ako su dostato¢na kapacita lie¢iva, dlha doba zotrvania
v mieste podania a prijatel'na stabilita formulacie. Zaroven zlozky systému musia byt’

netoxické, biokompatibilné a biodegradovatel'né [85,86].

1.2.1 Polymérny nosi¢

Polyméry st zékladom pre FFS a ich filmy in situ. Viaceré publikacné vystupy [74,77]
obsahuju spracované prehl'ady polymérov vhodnych na tvorbu filmov. Mnohé z tychto
polymérov su vSak hydrofilné, a teda nemuseli by zabezpecit' dostato¢ni odolnost’
voCi vode pri beznych kaZzdodennych ¢innostiach, ¢o predstavuje prekdzku pri ich
dermaélnej aplikacii [87]. FFS pripravené z hydrofobnych polymérov by mohli tento
nedostatok eliminovat’ a zarovenn by mohli umoZnit' dosiahnut vysSiu koznu

substantivitu [75].

Kyselina poly(mliecna-ko-glykolova) a jej derivaty

Kyselina poly(mlie¢na-ko-glykolova) (PLGA) bola nami zvolend ako polymérny
nosi¢ vo formulédcii FFS kvoli biokompatibilite a biodegradabilite, nedrazdivym
a hypoalergénnym vlastnostiam, s moznostou modifikovat’ uvolnovanie lieCiv
a bioadhezivitu [87]. V prospech zvoleného polyméru d’alej svedcia skutocnosti ako
st (1) schvélenie autoritami (FDA a EMA) vo farmaceutickom sektore, (2) dobre
znamy sposob vyroby, (3) formulovanie pripravkov s obsahom hydrofilnych
1 hydrofobnych aktivnych latok, (4) schopnost’ ochranit’ lieciva pred degradéaciou
alebo predlzit’ ich uvol'novanie [88,89]. Vyuzitie PLGA pri formulacii FFS prezentuje
niekol’ko studii [84,90-93]. Pri naSich experimentoch sa pracovalo s originalne
nesyntetizovanymi a exaktne charakterizovanymi derivatmi PLGA [94].

PLGA je kopolymér kyseliny mliecnej (LA) akyseliny glykolovej (GA), ktory
vytvara linedrnu Strukturu. Polymér PLGA bol syntetizovany jednoduchou priamou
polykondenzéciou taveniny bez pridavku katalyzatora s pomerom 1:1 monomérov GA
a D,L-LA [94]. Pri syntéze vetveného derivatu testovaného pre formulaciu FFS sa ako
vetviace Cinidlo pouzila kyselina akrylovd v mnozstve 4 % (PLGA/A) (Obrazok 4)
[94]. Zékladné parametre nesyntetizovanych polymérov PLGA a PLGA/A su zhrnuté
v nasledujicej tabulke (Tabulka 5).
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Obrazok 4 Schematické znazornenie syntézy PLGA a PLGA/A

Tabulka 5 Priemernda molarna hmotnost, vnutorna viskozita a pomer vetvenia
polyméru pre formulaciu FFS [94]

Typ Mn(g/mol)  Mw (g/mol)  [r7]w [ml/g] g (M)
PLGA 50:50 1700 2400 5.9 1
PLGA/A (4%) 10900 18700 8,0 0,42

Vysvetlivky: PLGA: linearny polyester (kyselina glykolova a kyselina DL-mliecna v
pomere 1:1); PLGA/A: polyester rozvetveny na kyseline polyakrylovej;
Mn: Priemerna molarna hmotnost; M,,: Priemerna hmotnostna molarna hmotnost;
[n]w: Vlastna viskozita; g': Pomer vetvenia

Hlavnymi mechanizmami uvolfiovania lie¢iva z polyméru PLGA su difuzia, ktora
prebieha z nedegradovaného alebo nabobtnaného polyméru, erdzia a degradacia [95].
Najdolezitejsim faktorom ovplyviujicim rychlost’ degradéacie je molarna hmotnost’.
Mnozstvo jednotky GA je kritickym parametrom na riadenie jeho hydrofilnosti [96].
Vhodnym pomerom monomérov je mozné optimalizovat’ parametre, ako je kapacita
naplne lieciva, stabilita v biologickych podmienkach alebo profil uvolfiovania lie¢iva
[97]. Rozvetvenie prirodzene znasobuje pocet pritomnych volnych karboxylovych
skupin dostupnych na viazanie vody, o spdsobuje zniZenie hydrofobicity polyméru
PLGA/A [98].

Dalsou dolezitou vlastnostou polymérnej matrice, ktoré zavisi od zloZenia

kopolyméru, a moralnej hmotnosti je teplota skelného prechodu (7%), ktord ma
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nepriamy vplyv na rychlost’ degradacie polyméru. Teplota skelného prechodu je
teplota, pri ktorej polymér prechadza z tvrdej, sklovitej formy na formu méakku,
kaucukovita. [96]. Nasyntetizované¢ polyméry PLGA a PLGA/A maju teplotu
skelného prechodu v hodnotach od 12 °C do 36 °C, ¢o je vyhodou pri zamyslanej
dermalnej aplikécii [94].

Degradécia tychto polymérov je taktiez citlivad na stresové prostredie. PLGA straca
svoje mechanické vlastnosti pri vysokom namahani, ¢o vedie k rychlejSej degradacii.
Preto su pevnost’ v tahu (maximalne napétie, ktoré material vydrzi, kym sa pretrhne),
percentuélne prediZenie (percentualna zmena dizky materialu pred zlomenim) a modul
pruznosti (merana tuhost’ materialu, t. j. pomer medzi prirastkom aplikovaného napétia
a prirastkom deformacie) polyméru PLGA ddlezité na zachovanie mechanickej
pevnosti, pruznosti a celkovej biostability. Aj v tomto pripade vplyva moldrna
hmotnost’ na mechanicku pevnost’, ktort mozno charakterizovat’ z hl'adiska vnutorne;j
viskozity (/1/w) [99,100]. Konkrétne hodnoty tejto veliCiny pre jednotlivé polyméry
st uvedené vo vysSie uvedenej tabul’ke (Tabulka 5).

PLGA polyméry a ich derivaty PLGA/A prirodzene podliehaji degradacii vo vodnom
prostredi v priebehu niekol’kych hodin alebo dni, v désledku hydrolyzy esterovych
vizieb [94,101]. Predpoklada sa, ze degradacia PLGA prebicha v nasledujucich
krokoch: hydratacia, pociatocna erozia, degraddcia a solubilizacia. Hydratacia
polyméru zahfiia penetraciu vody do polyméru cez amorfnt oblast,, naruSenie van der
Waalsovych sil a vodikovych vézieb. Pri pociatocnej erdzii dochddza ku Stiepeniu
kovalentnych vazieb a poklesu molarnej hmotnosti polyméru. Polymér straca svoju
mechanickll pevnost’, ale zachovava si svoju integritu. Hydrolytické Stiepenie
pokracuje a vytvara kysly vedl'ajsi produkt, ktory je schopny nasledne autokatalizovat’
reakciu, ¢o vedie k masivnemu Stiepeniu a strate integrity polyméru. Posledny krok
vedie k Stiepeniu fragmentov polyméru za vzniku vo vode rozpustného laktatu
a glykolatu. [102,103]. Vzniknuté oligomérne zli¢eniny by mali byt schopné uniknat’

z matrice hned’, ako sa stanu rozpustnymi [96].

1.2.2 Plastifikator

Pri vyvoji filmotvornych pripravkov je hlavnym problémom krehkost mnohych

polymérnych filmov, vratane polymérov PLGA a PLGA/A. Ak je film prili§ krehky,
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nemoze dosledne kopirovat’ pohyby koze [104]. Tento problém je rieSiteny pridanim
plastifikatora do FFS. Plastifikatory st nizkomolekulové latky, ktoré st schopné
zacClenit’ sa medzi retazce polyméru a plastifikovat ho. Tento jav je vysvetlovany
teoriou vol'ného objemu, tedriou lubrikovatel'nosti alebo gélovou tedriou (Obrazok 5)
[105]. Plastifikéacia polyméru sa prejavuje znizenim teploty skelného prechodu (7).
Pri dermalnej aplikécii by idedlna 7, mala byt nizsia ako 32°C [106,107]. Okrem toho
plastifikatory zlepsuju vzhlad filmu, zabranuju jeho praskaniu, zvySujt jeho pruznost’
a dodavaju mu pozadované mechanické vlastnosti. Optimalizdciou koncentracie
plastifikatora vo formulacii je mozné ovplyvnit rychlost’ uvolfiovania lieciva
[91,108]. Nizke koncentracie plastifikatorov €asto vedu k zvySeniu tuhosti polyméru
namiesto ocakavaného zmikcéenia [109]. V S§tadiach sa povazuje za optimalnu
koncentraciu plastifikatora vo FFS 5 az 20 % z celkovej hmotnosti neprchavych latok
[110,111]. Plastifikatory vhodné pre derivaty PLGA st prezentované v pracach
[112,113].

V tejto praci bol ako multifunkény plastifikator polymérov PLGA a PLGA/A zvoleny
MS. Potencial MS spociva v jeho schopnosti plastifikovat’ polymér, priCom by sa
zéarovenl mohol stat’ sekundarnym zdrojom SA, a teda podporit’ terapeuticky ucinok.
Samotny mechanizmus premeny MS ako aj jej fyzikélno-chemické vlastnosti su

podrobnejsie rozobraté v kapitole 1.1.1 tejto prace.
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Obrazok 5 Teorie plastifikacie [105]
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1.2.3 Liecdivo

Kritéria pre lieCivo FFS pozostavaji, okrem poziadaviek na dermalnu penetraciu
uvedenych v kapitole 1.1 tejto prace, aj z poziadaviek na rozpustnost. Lieciva latka
musi byt rozpustnd v nosnom rozpustadle systému. PocCas procesu odparovania
nesmie lieCivo krystalizovat, preto je rovnako dolezita aj dostato¢na rozpustnost
lie¢iva v neprchavych zlozkach formulécie [62]. Koncentracia a charakter samotného
lieC¢iva ma vplyv na degradaciu polyméru. Kyslé lie¢ivd su schopné podporit’
autokatalyzu polyméru, ¢im uvolfiovanie urychlia [114]. V pripade zdsaditych lieciv
rozhoduje o modifikacii pritomnost’ urcitych funkénych skupin (napr. terciarny amin)
alebo nukleofilné jadro. Tieto podporuji katalyzu degradacie matrice. Iné zésadité
lie€iva naopak neguju autokatalytické reakcie neutralizaciou kyslych foriem, a teda
spomal'uju samotnu degradaciu polyméru [115,116]. Pri aplikécii na kozu, ktord ma
pH priblizne 5,5 by sa malo rozmedzie pH systému s rozpustenym lieCivom
pohybovat’ medzi hodnotami 4 az 10. Tym je tento parameter optimalizovany tak, aby
ponukal ¢o najlepsi kompromis medzi pozadovanou priepustnostou cez pokozku
a koznou znasanlivostou [117,118].

Kyselina salicylova bola inkorporovana do nami vytvorené¢ho FFS ako primérny zdroj
farmakologicky tucinnej latky. Zvolena bola taktiez z dovodu, Ze predstavuje
modelové hydrofébne lieCivo a je bezproblémovo stanovitel'na. Jej charakteristika ako

aj fyzikalno-chemické vlastnosti su blizSie uvedené v kapitole 1.1.1 tejto prace.

1.2.4 Rozpustadio

Dolezita zlozku FFS tvori rozptstadlo, ktoré musi byt schopné rozpustit’ neprchavé
zlozky systému. Okrem toho ma taktieZ vplyv na permeéciu liec¢iva [119]. Ked'Ze
cielom FFS je vytvorit polymérny film v priebehu niekol’kych mintt po aplikacii
pripravku, rozpustadlo musi byt schopné dostatocne rychlo sa evaporovat’ uz pri
teplote povrchu koze. Tym by sa mal minimalizovat diskomfort pre uZzivatela.
Rozpustadlo zaroven musi vyprchat' rovnomerne a dostato¢ne pomaly, aby napriek
vyslednému zvySeniu viskozity pripravku boli polyméry stile dostatocne schopné
interagovat’ a vytvorit homogénny film [62]. Pri evaporécii rozpustadla dochadza
k zvySovani koncentracie lieiva v neprchavej Casti systému. Pre tto pracu bol aceton

zvoleny ako spolo¢né rozpustadlo vSetkych zloziek FFS.
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Aceton (propan-2-on) je polarne aprotické rozpustadlo. Ide o ¢iru, bezfarebnu
kvapalinu s charakteristickym zapachom. Je prchavy ajeho vypary si horlavé
[41,121]. Podla usmernenia Europskej liekovej agentiry (EMA) o zvyskovych
rozpustadlach v liekoch pre bezpecnost pacienta je aceton zaradeny do III. triedy
rozpustadiel, t. z. maji nizky toxicky potencial a si bezpecné pre I'udi [122]. Podla
FDA (Food and drug administration) a jeho zoznamu Inactive Ingredient Search for
Approved Drug Products je acetdn schvaleny na pouzitie v topickych pripravkoch
[123]. Vyhodou pouzitia tohto rozpustadla pri dermélnej aplikécii je, Ze sposobuje
ubytok tuku na povrchu pokozky, ktory néasledne nepdsobi na perkutannu absorpciu

testovanych zlucenin [124].

1.3 Metody charakterizacie FFS a tenkych filmov

1.3.1 Diferencialna skenovacia kalorimetria

Diferencidlna skenovacia kalorimetria (Differantial Scanning Calorimetry, DSC) je
metoda termickej analyzy. Termicka analyza sa zameriava na urCovanie zavislosti
zmien fyzikdlnych vlastnosti latky od teploty [41]. DSC je zakladnou a najCastejSie
vyuzivanou metodou pri vyvoji vo farmaceutickej oblasti, pretoze prispieva ku
formulacii stabilného a vhodného lieCivého pripravku [125,126]. Tato metdéda pontka
moznost  ziskavat’ kvalitativne a kvantitativne informacie o endotermickych
a exotermickych procesoch. Taktiez poskytuje informacie o zmenach v tepelnej
kapacite, ktoré sa vyskytuju v dosledku prebiehajucich chemickych alebo fyzikalnych
zmien. Pod pojmom fyzikalne zmeny rozumieme: topenie, sublimaciu, vyparovanie
(endotermicky proces), krystalizaciu (exotermicky proces) a skelny prechod. Pod
pojmom chemické zmeny rozumieme: dehydrataciu (endotermicky proces),
degradaciu (endotermicky/exotermicky proces), vytvrdnutie, zosietovanie, oxida¢nti
degradaciu a polymerizéciu (exotermicky proces) [127].

Podl’a technického zostavenia pristrojov rozliSujeme DSC s tepelnym tokom (heat flux
DSC, hf-DSC) a DSC s kompenziciou prikonu (power-compesated DSC, skr. pc-
DSC). Standardny teplotny rozsah pristrojov DSC je od —100 az do 600°C a mozno

ich pouzit’ pre pevné latky, polotuhé latky a kvapaliny. Literatira ¢asto poukazuje na
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technické rozdiely, vyhody, resp. nevyhody jednotlivych konstrukénych typov DSC,
avsak pre kone¢ného uzivatel’a su tieto rozdiely zanedbatel'né [128].

Princip DSC spociva v podrobeni malého mnozstva vzorky nastavenému teplotnému
rezimu. Vzorka je navdzena do panvic¢ky a nasledne hermeticky uzavreta vieCkom.
Viecko sa prepichuje. Takto pripravena panvicka sa vklada do cely pristroja spolu
s referen¢nou vzorkou. Referen¢na vzorka obvykle byva prazdna panvicka. Cela je
pocas celého merania premyvana inertnym plynom, napriklad dusikom, aby bolo
zabranené reakcii vzorky so vzduchom. Ohrievanie alebo chladenie prebieha
konS$tantnou rychlostou alebo skokovo. Meranou veli¢inou je rozdiel tepla alebo
energie, ktort je potrebné dodat’, aby boli udrzané izotermické podmienky. Obvykle
testovaci model heat/cool/heat spociva v nastaveni dvoch ohrevnych cyklov
a riadené¢ho chladenia medzi nimi. Maximalna teplota ohrevu sa voli aspoil o 10 az
15 °C vyssia ako je teplota skelného prechodu alebo teplota topenia vzorky a zaroven
niz$ia ako je teplota rozkladu dan¢ho materidlu. Prva krivka ohrevu popisuje spravanie
sa materialu v jeho povodnom stave, ked’ zachytava vsetky vplyvy tepelnej historie.
Chladenie poskytuje informacie o resolidifikacii materialu a vymazava uz zndmu
tepelnt histériu. Druhé krivka ohrevu suvisi so skutoénymi vnitornymi zmenami
prebiehajucimi v materiali [129].

DSC data su typicky vyjadrené ako zavislost energie na teplote. V stcasnosti
neexistuje ziadna konvencia o spOsobe prezentovania vysledkov, preto je smer
endotermickych a exotermickych procesov (nahor alebo nadol od nulovej Ciary)
ponechany na preferencidch vyskumnika [128]. Na termograme (Obrazok 6) sa pred
fyzikalnou alebo chemickou zmenou materidlu zobrazuje zdkladna linia, ktora udava
tepelny tok, resp. prikon potrebny na zvySenie teploty vzorky tak, aby sa dodrzal
program ohrevu. Ide o funkciu tepelnej kapacity vzorky. Tento parameter predstavuje
energiu potrebnu na zvysenie teploty vzorky o 1 K [130].

Nasledujuci obrdzok (Obrdzok 6) znazornuje termicku krivku, ktord ma definované
konkrétne charakteristiky. Sirka piku vypovedd o &istote vzorky. Pri znecistenych
substanciach teplota topenia klesa a charakteristickd endoterma sa rozsiruje a zniZuje.
Pri kazdom zdzname piku sa ur€uje teplota pocCiatku (onset temperature T,), teplota
extrapolované¢ho piku (extrapolated temperature Tn) a entalpia topenia, ktora je

umerna ploche piku (AH) [125,131]. Pre termické chovanie amorfnych latok je
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charakteristicky endotermny skelny prechod (glass transition) [132,133]. Prejavuje sa
na urovni mechanickych vlastnosti (krehkost’ pod teplotou prechodu a pruznost’ nad
teplotou prechodu) a na Grovni zmeny tepelnej kapacity. Pre meranie teploty skelného
prechodu sa vyuziva rychlost’ ohrevu 10 K/min. Amorfné latky byvaju castokrat
hygroskopické, apreto je doporuené merat skelny prechod na jednej vzorke
opakovane vo viacerych cykloch. Zamedzuje sa tym skresleniu v désledku vplyvu
vody naabsorbovanej na povrchu vzorky, ktora moze posunut’ hodnotu 7, k nizSim
hodnotam. Preto sa za vyslednu teplotu skelného prechodu povazuje hodnota

inflexného bodu z krivky druhého ohrevu [132,134].
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Endotermni prechody
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Obrazok 6 DSC zdznam [131] (Tg - skelného prechod, T. - teplota rekrystalizacie,
AH. - entalpia rekrystalizacie, T, - teplota onsetu (pociatocnd teplota topenia), T -
extrapolovana teplota onsetu topenia, AH; - entalpia topenia, T - pik teploty
topenia a D - degradacia)

Samotna interpreticia vysledkov je Castokrat narocnd, avSak informdcie o podstate
a chovani latok umoznujii optimalizovat’ vyvoj liekovej formy s vyhodnejSimi
vlastnost’ami. Napriek tomu, ze DSC ma oproti inym metdédam niekol’ko nespornych
vyhod (malé mnozstvo vzorky, citlivost’), neuvadza priamu informaciu o Strukttre

latky, ani nie je schopnd rozliSovat medzi vzorkami, ktoré maji podobny bod
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topenia/prechodu. Dalim obmedzenim je skuto&nost, Ze tato metdda je destruktivna
a vyzaduje nulovu interakciu medzi panvickou a skimanou latkou. Oblast’ odberu
vzoriek nemusi byt’ reprezentativna pre material ako celok a ak dojde ku chemickym

reakcidm stcasne s fazovym prechodom, spol'ahlivost DSC klesa [135,136].

1.3.2 Adhezivita, tokové viastnosti a ich testovanie in vitro

Adhézia je jednym z kritickych parametrov FFS, kedze film vytvoreny in situ je
samoadhezivna LF urcend k podédvaniu lieCiva po aplikicii na kozu. Adhézne
vlastnosti vznikaju na zaklade medziatomovych a medzimolekulovych pritazlivych
sil, ktoré sa vytvoria na rozhrani film/koza za predpokladu, ze dojde k ich kontaktu.
Film by mal vykazovat dostatocnu elasticitu, aby sa prisposoboval povrchovej
nerovnosti a relaxacii. Pre konzistentné podavanie a penetraciu lieCiva do koze je
nevyhnutny uplny kontakt koZe s celym povrchom filmu pocas daného terapeutického
obdobia. Ak sa zmensi plocha kontaktu, znizi sa mnozstvo penetrovaného lieCiva
a moze dojst’ k terapeutickému zlyhaniu [137]. Zaroven by film nemal prilnat’ k inym
materidlom, aby sa napriklad zabrénilo prilepeniu k obleceniu [138].

Testovanim adhéznych vlastnosti in vitro je mozné urcit’ informécie ako su lepivost’
a sila potrebna na odtrhnutie od substratu [139]. Lepivost mozno charakterizovat’ ako
neziaducu povrchova adhéziu in situ filmu pri nizkom kontaktnom tlaku. Thumb tack
test je jednoducha metoda, ktora sa pouziva na popis lepivosti. Pri tomto testovani si
hodnotiaci subjekt vytvori stupnicu pre kazdy pozorovany parameter (napr. od O t. j.
ziadna lepivost’ do 5 t. j. vel'mi silné lepivost’), ktorti nasledne vyuziva podl'a vlastného
subjektivneho vnemu. Bezne dokumentované parametre su vzhlad filmu pred a po
skuske, hrubka a drsnost’ vrstvy testovaného produktu, sila potrebna na odlepenie prstu
z povrchu pripadne sila potrebnd na preniknutie do vrstvy, rozsah poskodenia
sposobeny prilozenim palca (praskanie, odlupovanie, zanechanie odtlacku) atd’.
Zdokumentovanim tychto parametrov je mozné vytvorit komplexny zéznam
vysledkov, ktoré su vSak tazko kvantifikovatelné a porovnatelné s inymi
testovaniami. Preto boli vyvinuté sofistikovanejSie metddy na kvantifikaciu adhézie,
ku ktorym patria napriklad rolling ball tack test, probe tack test, 180° peel tack test
aloop tack test [139,140]. Schematické vyobrazenie tychto metdd si vedené

v nasledujucom prehl'ade (Obrazok 9).
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V tejto praci bol na stanovenie adhézie pouzity rotacny reometer Kinexus Pro+
s preddefinovanym programom pre metddu tack test. Pri tejto metdde geometria
prichddza do kontaktu s filmom pri pevne stanovenej rychlosti, kontaktnom tlaku
a kontaktnom case. Adhezivita sa potom zaznamena ako maximalna sila potrebna na
prerusenie vysledného spojenia. V takomto pripade je mozné z grafu identifikovat’
(a) vrchol zapornej normalovej sily/tahu (Fmax) potrebnej na odtrhnutie, (b) obsah
plochy pod krivkou zavislosti sily na ¢ase vyjadrujucej vzajomny pomer adhéznych,
kohéznych sil a (¢) ur€it’ ¢as potrebny na pokles maximalnej sily o0 90 % (Failure time)

vyjadrujlcej Cas, resp. rychlost’ zlyhania adhézie (Obréazok 7) [138].

F(N) | Frax (N)- maximdlna sila

Sila potrebna na odtrhnutie

] AUC- F/t (N/s)

L "~ Adhezivna/kohezivnasila

- t (s) - Pokles Frax 0 90% Failure time

t(s)

Obrazok 7 Parametre pre vyhodnotenie Pull away testu [141]

Adhezivita suvisi aj s inymi reologickymi vlastnostami ako su kohéznost a viskozita
pri namahani. Nizka viskozita naznacuje nizku sudrznost’ filmu, ¢o ovplyvni kinetiku
uvolnovania lieciva [145]. Viskozita (1) je reologickd charakteristika popisujuca
odpor voci pradeniu, definovand ako vnutorné trenie, ku ktorému dochadza
v kvapalinach pocas Smykového napétia (T). Zavislost’ viskozity od rychlostného
spadu (D) vynesena do grafu sa nazyva viskozitna krivka, zatial' ¢o tokova krivka je
grafickym zobrazenim zavislosti medzi Smykovym napédtim a rychlostnym spadom.
Na grafe (Obrazok 8) je znazorneny idedlny priebeh viskozitnej krivky a modely jej
popisu (Crossov model, Power—law model a Siskov model). Vhodnost’ modelu je
mozné nasledne vyjadrit' korelaénym koeficientom. Linedrna cast’ log-log grafu
reflektuje rozpad Struktiry materidlu vplyvom aplikovaného napitia. [146].

V tejto praci bol na stanovenie tokovych vlastnosti pouZity absolutny rota¢ny reometer
Kinexus Pro+ s preddefinovanym programom. Bol testovany ucinok definovaného
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rychlostného spadu v rozsahu od 0,01 do 10,0 s™%, pri teplote 32 °C. Zvolené boli
relativne nizke hodnoty rychlostného spadu predstavujiice mierne namahanie filmu

v mieste aplikacie.
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Obrazok 8 Viskozitna krivka a prislusné modely na opis jej priebehu
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Obrazok 9 Schématicka ilustrdacia a) probe tack test [141], b) loop tack test [142],
¢) rolling ball tack test [143] a d) 180° peel adhesion test [144]
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1.3.3 Disolucia

Hlavnou ulohou disolu¢nych testov je biofarmaceutickda charakterizacia lieku,
zabezpecenie konzistentnej kvality produktu a predpovedanie biologickej dostupnosti
lie¢iva in vivo pri Standardizovanych podmienkach. Konkrétne sluzi na zistovanie
mnozstva aktivnej latky uvolfiovanej z réznych LF s pouzitim znameho objemu
disolu¢ného média a stanoveného Casu.

Testovacie disolu¢né metddy boli pévodne vyvinuté pre pevné LF [147]. Neskor sa
roz8irili na iné, nové LF, ktoré Castokrdt musia prejst’ dezintegraciou, pricom
dezintegrovana hmota by sa nemala vol'ne pohybovat’ s pohybujicou sa tekutinou
[148]. Aj to je jeden z dovodov potreby modifikéacie pdvodnych liekopisnych metod
[147]. Cesky lickopis v stcasnosti definuje skusky pre transdermélne pripravky,
ktorymi sa stanovuje rychlost’ disolucie lieCivych transdermalnych naplasti. Opisuje
metddy sktSania ako st diskovd metdda, metdda s extrakénou celou a metdda
rotujaceho valca. Taktiez definuje (1) zloZenie, objem a teplotu disolu¢ného média,
ktoré¢ by malo odrazat’ fyziologické podmienky koze, (2) rychlost’ otdCania alebo
prietoku média celou, ktora ovplyviiuje rychlost’ dioslucie a zaroven udrzuje
rovnomerni koncentraciu v celom objeme média, (3) podmienky priebezného
sledovania, (4) metody analyzy a (5) kritéria prijate'nosti. Pri hodnoteni disolucie LF
s predizenym uvolfiovanim, kde spadaju i filmotvorné pripravky, je zasadné urdit
intervaly uvol'nenia 20 az 30 % tucinnej latky (kvoli zachyteniu pripadného rychleho
uvolfiovania), interval uvolnenia 50 % a interval uvol'nenia 80 % ucinnej latky (je
povazovany za interval s dostatocnym celkovym uvolnenim lie¢iva z LF).
V $pecifickych pripadoch sa v databaze FDA odporuca pri nizkych dévkach lieciva
znizit objem média za ucelom zvySenia citlivosti kvantitativneho stanovenia
a ziskania disolu¢ného profilu [41,149].

Zhang et al. [150] uvadzaja prehlad pouzitych pristrojov na disolu¢né testovanie
komer¢nych tenkych filmov na dostupnych na trhu USA, ktory ziskali na zéklade
informécii z US FDA Dissolution Methods Databas. Na disolu¢né testy boli pouzité
rdzne pristroje, vratane koSikového pristroja a pristroja s padlom nad diskom. Praca
uvadza, Ze nebola zjavna Ziadna koleracia medzi parametrami pristroja, metdédami
disolu¢ného testu a vlastnostami filmu ako je obsah lieCiva a miesto aplikacie.

Nasledne praca porovnava poziadavky na disolu¢né testovanie pre komeréné filmové
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pripravky na trhu v Japonsku, ktoré su v sicasnosti vSetky perordlne. Na rozdiel od
USA, sa v Japonsku na testovanie pouziva padlovy pristroj, s pripadnym pridanym
ponornym zariadenim pre film a s rychlostou otacania 50 ot./min [150]. Pre europsky
liekovy trh vSak podla naSich zisteni aktualne nie je dostupna prehladovéa praca
s informéciami o disolu¢nom testovani tenkych filmov.

V experimente diplomové prace sa vychadzalo z liekopisnej metody 2.9.4. Skuska
disolucie naplasti, 2 Metoda s extrakcnou celou, ktora bola modifikovana s ohl'adom
na sposob aplikacie FFS a podmienkami v mieste aplikacie [151]. Ked’Ze pokozka
nedisponuje vyznamnou pritomnostou vodného prostredia, tato podmienka bola
zohl'adnend 1 v zmenSeni objemu disolu¢ného média na objem vialky. Ako nosi€ filmu
bolo pouzité dno vialky, ktoré zaistovalo konStantnii kontaktni plochu filmu
s disoluénym médiom. Tym sa zamedzilo zmene faktoru, ktory vyznamne vplyva na
priebeh uvolfiovania liec¢iva [152]. Vialka bola pocas celej doby skuSania uzavreta
vieCkom, ktoré zabranovalo odparovaniu média, ateda zakoncertovaniu vzorku.
Miesanie média v uzavretej vialke bolo zaistené trepanim vo vytemperovanom

vodnom kupeli na 32°C.
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2 EXPERIMENTALNA CAST

2.1 Suroviny

Aceton p.a. (Lachema a.s., Ceské republika), CAS: 67-64-1

Akutol™ (AVEFLOR, Ceska republika)

Cistena voda (FaF UK HK, Ceska republika), CAS: 7732-18-5
Dihydrogenfosforeénan draselny p.a. (Lachema a.s., Ceska republika), CAS:7778-77-0
Hydrogenfosforeénan disodny dodekahydrat p.a (Penta Chrudim, Ceska republika),
CAS: 10039-32-4

Hydroxid sodny ¢&isty (Penta Chrudim, Ceska republika), CAS: 1310-73-2

Kyselina salicylova (Fagron a.s., Holandsko), CAS: 69-72-7

Lamisil once (Novartis, Svajéiarsko)

Metylsalicylat (Sigma-Aldrich, USA), CAS: 119-36-8

Polymér PLGA/A (Katedra farmaceutickej technologie, FaF UK HK, Cesk4 republika)
Polymér PLGA (Katedra farmaceutickej technologie, FaF UK HK, Ceska republika)
Tablety pre pripravu fosfore¢nanového pufru pH 7,4 (Sigma-Aldrich, USA)

Urgo filmogel R (Laboratoires Urgo, Francuzsko)

2.2 Pristroje

Alu panvicka pro DSC (NETZSCH-Geritebau GmbH, Nemecko)

Analytické digitalne vahy Discovery, max. 210g, d=0,1mg (OHAUS, Svajéiarsko)
Analytické digitalne vahy RADWAG, max. 5,1g d=1 png (RADWAG, Pol’sko)
DSC 200 F3 Maia® (NETZSCH-Geritebau GmbH, Nemecko)

Nizkovakuové zariadenie na nanasanie vrstiev EM ACE 200 (Leica, Nemecko)
Magnetick4 mieSacka s ohrevom IKA — (WERKE, Nemecko)

Rota¢ny reometer Kinexus Pro+ (NETZSCH-Gerédtebau GmbH, Nemecko)
SEM FlexSEM 1000 (Hitachi, Japonsko)

Spektrofotometer Specord 205 (Analytik Jena, Nemecko)

Stolny digitalny pH meter — HI 221 (Hanna Instrumenst, Ceska republika)
Susicka MEMMERT® ULE 400 (MEMMERT, Nemecko)

Vodny ktpel’ Julabo SW22 (Fisher Scientific, Ceska republika)
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2.3 Priprava pufrov

Fosforecnanovy pufer pH 7,4

Tableta pre pripravu fosfore¢nanového pufru pH 7,4 bola podl'a pokynov rozpustena
v 200,0 ml ¢istenej vode na elektromagnetickej mieSacke za laboratdrnej teploty.
Fosforecnanovy pufer pH 5,5

Priprava vychadza z liekopisu [41]. Bol pripraveny Roztok A, ktory obsahoval 13,61 g
dihydrogenfosfore¢nanu draselného R rozpusteného vo vode a zriedeného na 1000 ml.
Roztok B bol pripraveny z 35,81 g hydrogenfosforecnanu sodného dodekahydratu R,
ktory sa rozpustil a nariedil do 1000 ml vo vode R. Pripravené roztoky sa nasledne
zmieSali v pomere 96,4 ml roztoku A ku 3,6 ml roztoku B. Digitdlnym pH metrom,

Hanna Instrumenst — HI 221 sa skontrolovalo vysledné pH roztoku.

2.4 Priprava FFS

Tekuté stustavy na tvorbu filmov (FFS) su zlozené z PLGA/A, kyseliny salicylove;,
metylsalicylatu a acetonu. Pomer polymérneho systému (PLGA/A, SA, MS) a acetonu

bol 1:1;1:2alebo 1:4. Jednotlivé pomery zloziek si uvedené v Tabulka 6.

Tabulka 6 ZloZenie systémov pre in situ tvorbu filmov
Polymérny systém

Formulécia Aceton [mg]
PLGA/A [mg] SA [mg] MS [mg]
FFS 1 1900 100 -
FFS 2 1800 - 200
2000
FFS 3 1700 100 200
FFS 4 1600 - 400
FFS 5 1700 100 200 4000
FFS 6 1700 100 200 8000

Vysvetlivky: SA: kyselina salicylova, MS: metylsalicylat, PLGA/A: kyselina
poly(mliecna-ko-glykolova) vetvena na kyseline polyakrylovej v 4 % zmesi
2.5 Degradacia PLGA

Bola testovana degradacia linedrneho a vetveného PLGA vo fosfore¢nanovom pufti

pH 5,5 pri 32 °C. Do vytarovanej vialky bolo navazenych 100 mg rozdrobeného
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polyméru. Polymér sa nechal roztavit’ pri teplote 90 °C v teplovzdusne;j susiarni. Cely
proces tavenia trval priblizne 30 min resp. do Casu viditeI'ného roztavenia vsetkych
pevnych castic. Polymérny film na dne vialky bol nasledne preliaty 10 ml pufrom
ohriatého na teplotu 32 °C. Vzorky boli ulozené v termostate pri teplote 32 °C. Pre
kazdy polymér bolo pripravenych osemnast’ vzoriek. V stanovenych c¢asovych
intervaloch (0,25; 0,5; 1; 2; 3 a 6 dni) boli z termostatu vybraté tri vzorky z kazdého
polyméru. Bol odliaty pufr a odstranena vlhkost' zo steny vialky a povrchu filmu.
Vialka so zbobtnalym filmom bola zvdzena. Potom bol film na dne vialky suSeny
v teplovzdusnej suSiarni pri 60 °C do konStantnej hmotnosti a hmotnost’ bola
zaznamenana. Nasledne bol vypocitany percentualny Ubytok hmotnosti polyméru
a graficky bol znazorneny cCasovy priebeh degradacie. Taktiez bola vytvorena

fotodokumentacia.

2.6 Tokové a adhézne vilastnosti

Testovanie tokovych a adhéznych vlastnosti prebiehalo na rheometri Kinexus Pro+
v usporiadani doska-doska s pouzitim hornej geometrie o priemere 20 mm (PU 20).
Pre oba testy boli vzorky pripravované identicky, ato tak, Ze dolna geometria sa
nechala vytemperovat’ na 32 °C, nasledne bola z reometru odobratd a vytarovana na
vahach. Na stred dolnej geometrie bola navazena 0,1 g FFS a geometria so vzorkou
bola zapojend naspét’ do reometrau. FFS bol po dobu 5 min ponechany na geometrii
nad’alej temperovanej na 32°C, aby doslo k evaporacii rozpustadla a vytvoreniu filmu.
Nasledne vzorky boli podrobené tokovym a adhéznym testom.

Boli hodnotené tokové vlastnosti polyméru PLGA/A plastifikovaného 10 % a 20 %
MS (FFS 2 a 4). V softvéri rSpace v1.76 bol spusteny test Toolkit V005 Shear Rate
Ramp - Alternative Flow Curve.rseq. Parametre boli nastavené nasledovne: rychlostny
spad v rozsahu 0,01 az 10,0 s a teplota 32 °C. Boli ziskané tokové a viskozitné krivky
ana zédklade ich priebehu vybrany Newtonov alebo Power-law model pre ich
matematicky popis. Primeranost modelu potvrdzuje korelacny koeficient, ktorého
hodnota by sa mala priblizovat’ k jednej. Na vyhodnotenie vplyvu MS na tokové
vlastnosti boli pouzité¢ parametre modelov, ato hodnota viskozity # (Pa‘s) pre
newtonovsky model alebo index konzistencie K (Pa's") a index tokového spravania

n (-) v pripade Power-law (mocninného) modelu.
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Boli hodnotené adhézne vlastnosti filmov vytvorenych in situ z FFS 1,2 a 3 a filmu
Cisttho PLGA/A. 'V softvéri rSpace v1.76 bol spusteny test rSolution 0019
Determination of pressure sensitive tack and adhesion using axial measurements.
Parametre boli nastavené nasledovne: kontaktny ¢as 30 s, kontaktna sila 1 N, rychlost’
odtahovania hornej geometrie 50 mm/s. Pre vyhodnotenie pril'navosti boli vyuzité
parametre: maximalna sila pre odtrhnutie /7 (N), ¢as potrebny k poklesu maximalnej

sily 0 90 % t (s) a plocha pod krivkou zavislosti sily na case (N/s).

2.7 DSC

Termicka analyza polyméru PLGA/A, SA, MS a filmov vytvorenych po evaporacii
organického rozpustadla z FFS 1 — 3 bola urobend na pristroji DSC 200 F3 Maia,
NETZSCH (Tabulka 6). Priprava vzorieck do DSC =zariadenia pozostavala
z nasledujucich krokov: (a) vytvorenie otvorov do vieCka panvicky, (b) odvazenie
hmotnosti prazdne; panvicky s vieCkom na analytickych vahach RADWAQG,
(c) navazenie vzorky s hmotnostnym rozmedzim 9-15mg a (d) hermetické
uzatvorenie panvicky vieCkom za pomoci lisu na to uréené¢ho. Nasledne bola zlisovana
panvicka so vzorkou odvazena znova. Bola vypocitana hmotnost’ vzorky ako rozdiel
hmotnosti panvicky s obsahom vzorky a prazdnej panvicky.

Takto pripravend vzorka bola umiestnend na snima¢ do meracej cely DSC, na druhy
snima¢ bola umiestnend referencna prazdna panvicka. Po uzavreti cely sa v softvéri
NetzschProteus 8.0 nastavili vstupné informacie o vzorke, ako si: hmotnost’ prazdne;j
panvicky, hmotnost’ vzorky, prietok dusika rychlostou 50 ml/min, teplotny rezim
zvoleny podla ocakévanej teploty skelného prechodu daného polyméru zndmeho
z predchadzajucich experimentov [153], teploty topenia lieCivej latky a teploty
evapordcie plastifikatoru (Obrdzok 10). Vyhodnotenie DSC kriviek bolo vykonané
v softvéri Proteus analysis. Teplota topenia a evaporacie bola ziskana polohou piku na
krivke prvého ohrevu, teplota skelného prechodu bola uréend v inflexnom bode na

krivke druhého ohrevu.
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a) PLGA/A b) SA, MS, in situ filmy

Obrazok 10 Teplotné rezimy DSC

2.8 SEM

Pomocou SEM bol sledovany povrch filmov vytvorenych in situ zFFS 1, 3, 5 a6
(Tabul’ka 6) a komerénych pripravkov Akutol, Urgo filmogel, Lamisil Once. Filmy in
situ boli pripravené rozotrenim alebo nasprejovanim FFS na podlozné sklicka
a odparenim organického rozpustadla. SEM takto pripravenych filmov bola prevedena
na katedre fyziky Prirodovedeckej fakulty UHK (Mgr. Jan Loskot Ph.D.). Vzniknuty
film bol upraveny pokrytim 8 nm vrstvy zlata pomocou rozpraSovaca EM ACE 200.
Snimky boli vyhotovené rastrovym elektronovym mikroskopom FlexSEM 1000 pri
urychlovacom napéti 15 kV. Bol hodnoteny povrch filmov a vplyv plastifikatora

a mnozstva pouzitého rozpustadla na jeho vzhlad.

2.9 Disolucia

Boli uskuto¢nené disolucné testy in situ PLGA/A filmu z FFS 1, 2 a 3 (Tabulka 6).
FFS o objeme 500 pl bol pomocou mikropipety naneseny na dno vialky. Vzorky boli
vlozené do horkovzdusnej susiarne na dobu 5 mintt pri teplote 40 °C s ciel'om odparit’
organické rozpustadlo. Odparenie rozpustadla bolo overené gravimetricky. Pre kazdé
zloZenie filmu boli vzorky pripravené triplicitne. /n situ vytvorené filmy boli preliate
10 ml fosfore¢nanového pufru pH 7,4 a vloZené do termostatu udrZiavaného na 32 °C.
V casovych intervaloch 3, 9, 24, 48, 72 a 144 hodin bol pufer odobraty a nahradeny
pufrom rovnakého objemu zahriateho na 32 °C. V disolu¢énom médiu bolo metodou
kalibracnej krivky na spektrofotometri Specord 205, Analytik Jena stanovené

mnozstvo kyseliny salicylovej. Absorbancia kazdej vzorky bola merand pri vinovej
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dizke 298 nm trikrat, z Goho bol vypo¢itany priemer. Priemerované boli nasledne
i triplicitné vzorky filmov. Pre kazdy casovy interval sa zo ziskanych hodnot
absorbancie pomocou rovnice kalibracnej priamky (Obrazok 11) vypocitalo mnozstvo
uvolnenej SA , podiel z celkového mnozstva SA inkorporovanej do filmu, a nasledne
kumulativne percento (Rovnica 1). Vysledky disolu¢ného testu st prezentované
graficky ako Casovy profil uvol'fiovania kyseliny salicylové v zavislosti na zlozeni in

situ filmov.

07

06 y=0,0255x+40,0204
R*=0,9992
05
04
03
02

01

0 2 10 15 20 25 30
¢ [mg/fl)

Obrazok 11 Kalibracna krivka kyseliny salicylovej

Rovnica 1 Obsah nameranej SA odvodeny z rovnice kalibracnej krivky pre SA

A — 0,0204 1
= —mm8M8M8M8M8M8M8M8X X
00255 27”1000

XV

kde SA je mnozstvo kyseliny salicylovej (mg),
A je absorbancia (-),
zr. je zriedenie (-),
V' je objem disolu¢ného média (ml).
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3 VYSLEDKY

3.1 Degradacia PLGA

Linearny PLGA Vetveny PLGA/A

1d

2d

3d

6d

Obrazok 12 Vizualizacia priebehu bobtnania a degradacie PLGA a PLGA/A
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Tabulka 7 Degraddacia linearneho PLGA

Cas (dni) Oznadenie  mo(mg)  mi(mg) % Priemer (%)  SD
A 105,32 10520 99,89

0,25 B 107,12 106,88 99,78 99,83 0,06
C 107,72 107,55 99,84
A 102,72 102,12 99,42

0,5 B 101,74 99,97 98,26 99,02 0,66
C 106,75 106,09 99,38
A 107,94 106,70 98,85

1 B 103,96 102,96 99,04 99,28 0,58
C 102,74 102,68 99,94
A 106,76 105,57 98,89

2 B 100,91 100,29 99,39 98,70 0,79
C 109,56 107,19 97,84
A 101,32 97,75 96,48

3 B 102,36 98,87 96,59 96,49 0,10
C 106,35 102,51 96,39
A 104,26 74,23 71,20

6 B 96,38 65,02 67,46 68,74 2,13
C 94,45 63,82 67,57

Vysvetlivky: mo: pociatocna hmotnost, m.: hmotnost in situ filmu v case t
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Tabulka 8 Degraddacia vetveného PLGA/A

Cas (dni) Ozna¢enie  mo(mg) m,(mg) % Priemer (%) SD
A 101,47 95,65 94,26

0,25 B 98,12 92,99 94,77 94,29 0,47
C 104,11 97,68 93,82
A 105,05 90,24 85,90

0,5 B 102,79 89,12 86,70 86,85 1,03
C 104,66 92,05 87,95
A 102,98 81,95 79,58

1 B 100,77 78,25 77,65 76,41 3,94
C 98,91 71,22 72,00
A 106,14 59,57 56,12

2 B 104,26 61,58 59,06 57,82 1,52
C 102,55 59,76 58,27
A 103,78 45,88 44,21

3 B 101,98 50,22 49,24 46,79 2,52
C 109,00 51,15 46,93
A 105,12 36,20 34,44

6 B 102,94 33,67 32,71 33,62 0,87
C 104,78 35,34 33,73

Vysvetlivky: mo: pociatocna hmotnost, m.: hmotnost’ in situ filmu v case t
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3.2 Tokové vlastnosti

Tabulka 9 Parametre hodnotiace tokové viastnosti FFS 2 (90 % PLGA/A + 10 % MS)
a FFS 4 (80% PLGA/A + 20 % MS)

10 % MS 20 % MS

D (s 7 (Pa) 5 (mP-s) D (s 7 (Pa) 7 (mP-s)
0.01 158 16490 0.01 7.98 798.00
0.05 836 16690 0.05 39.73 779.02
0.10 1653 16530 0.10 78.52 785.20
0.20 3272 16410 0.20 156.4 785.93
0.50 8098 16070 0.50 388.9 776.25
0.63 10120 15940 0.63 487.7 772.90
0.79 12650 15940 0.79 613.2 772.29
1.00 15800 15820 1.00 768.6 768.60
1.26 19670 15610 1.26 962.9 764.81
1.59 24510 15440 1.59 1205 760.25
1.99 30470 15290 2.00 1507 755.39
2.51 37350 14890 2.51 1885 750.40
3.16 45070 14270 3.16 2351 743.52
3.98 53400 13430 3.98 2927 735.24
5.01 62250 12430 5.01 3643 726.86
6.31 72030 11410 6.31 4522 716.64
7.94 85070 10720 7.94 5621 707.58
9.49 95490 10060 10.00 6954 695.40

Vysvetlivky: D: rychlostny spad, t: posuvné napdtie, n:dynamicka viskozita,

43



3.3 Adhézne viastnosti

Tabulka 10 Parametre hodnotiace adhézne viastnosti PLGA/A filmu in situ

Meranie Fnax (N) Fax/mr* (mN/mm?) t(s) AUC (N/s)
1. 8,110 25,800 0,50 1,216
2. 7,650 24,360 0,52 1,470
3. 8,020 25,540 0,53 1,602
Priemer 7,927 25,233 0,52 1,429
SD 0,244 0,767 0,02 0,196

Tabulka 11 Parametre hodnotiace adhézne viastnosti FFS 1 (95 % PLGA/A + 5 %
SA) filmu in situ

Meranie Frmax (N) Fmax/mr* (mN/mm?) t(s) AUC (N/s)
1. 9,250 29,46 0,50 2,316
2. 8,426 26,85 0,52 1,890
3. 8,994 28,63 0,53 2,208
Priemer 8,890 28,31 0,52 2,138
SD 0,422 1,33 0,02 0,221

Tabulka 12 Parametre hodnotiace adhézne viastnosti FFS 2 (90 % PLGA/A + 10 %
MS) filmu in situ

Meranie Finax (N) Fnax/nr* (mN/mm?) t(s) AUC (N/s)
1. 9,267 29,52 0,49 2,002
2. 10,430 33,22 0,55 2,414
3. 11,130 35,44 0,09 2,594
Priemer 10,276 32,73 0,52 2,337
SD 0,941 2,99 0,04 0,303

Tabulka 13 Parametre hodnotiace adhézne viastnosti FFS 3 (85 % PLGA/A + 10 %
MS + 5 % SA) filmu in situ

Meranie Finax (N) Fmax/Tr? (mN/mm?) £ (s) AUC (N/s)
1. 12,330 39,27 0,5367 3,011
2. 12,664 40,32 0,5421 2,043
3. 12,930 41,18 0,5631 3,382
Priemer 12,641 40,26 0,5473 2,812
SD 0,301 0,9566 0,0139 0,691

Vysvetlivky: Fua: sila potrebnd na odtrhnutie, Fua/nr’: prepocet sily na plochu
kruhovej geometrie, t: cas poklesu sily o 90%, AUC: plocha pod krivkou v zavislosti
sily na case

44



3.4 DSC
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Obrazok 13 Priklad DSC zdaznamu kyseliny salicylovej
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Obrdazok 14 Priklad DSC zaznamu metylsalicylatu
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DSC (mW/mg)
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Obrazok 15 Priklad DSC zaznamu polyméru PLGA/A
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Obrdazok 16 Priklad DSC zaznamu PLGA/A filmu s 5 % SA a 10 % MS

46



Tabulka 14 Hodnoty teplot skelneného prechodu T,

Vzorka T: (°C) Priemer SD

29,1
PLGA/A 28,8 28,7 0,5
28,2

24,4
25,4 25,2 0,8
25,9

PLGA/A+SA 5%

22,8
22,1 22,2 0,6
21,6

PLGA/A +MS 10 %

14,5
14,1 14,2 0,3
13,9
Vysvetlivky: SA: kyselina salicylova, MS: metylsalicylat, PLGA/A: kyselina
poly(mliecna-ko-glykolovad) vetvend na kyseline polyakrylovej v 4 % zmesi

PLGA/A + SA 5% +MS 10 %
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3.5 SEM

FlexSEM1000 15.0kV 6.2m s PE 50.0um FlexSEM100G 10.0kV 6.7mm x50 SE D Y

a) neplastifikovany b) plastifikovany 10 % MS
Obrazok 17. SEM snimky PLGA/A filmu s obsahom 5 % kyseliny salicylovej

a) pomer (PLGA/A, SA, MS) a acetonu 1:1 b) pomer (PLGA/A, SA, MS) a acetonu 1:2

FlexSEM1000 15.0kV 11.0mm x200 SE

c) pomer (PLGA/A, SA, MS) a acetonu 1:4

Obrazok 18 SEM snimky PLGA/A filmov s 10 % metylsalicylatu a 5 % kyseliny
salicylovej — vplyv pouzitého mnozstva organického rozpustadla

48



FlexSEM1000 15.0kV 9.4mm X100 SE "' 500um FlexSEM1000 15,

a) Akutol b) Urgo Filmogel

FlexSEM10 S ' " 500um |

¢) Lamisil Once

Obrazok 19 SEM snimky komercnych filmov
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3.6 Disolucia

Tabulka 15 Mnozstvo uvolnenej SA z in situ filmu z FFS 2 (90% PLGA/A + 10% MS)
Cas (h) A Zr.  csa(mg/ml)  S4 (mg)  Priemer (%) Kum%  SD

0,2919 10 0,11 1,06

3 0,2920 10 0,11 1,07 3,99 3,99 0,31
0,3341 10 0,12 1,23
0,4915 10 0,18 1,85

9 0,5082 10 0,19 1,91 6,81 10,80 0,16
0,5247 10 0,20 1,98
0,3393 20 0,25 2,50

24 0,3310 20 0,24 2,44 8,86 19,66 0,20
0,3416 20 0,25 2,52
0,6893 10 0,26 2,62

48 0,6698 10 0,25 2,55 9,35 29,01 0,28
0,7103 10 0,27 2,71
0,5527 10 0,21 2,09

72 0,5197 10 0,20 1,96 6,78 35,79 0,85
0,4431 10 0,17 1,66
0,5174 10 0,19 1,95

144 0,4648 10 0,17 1,74 6,36 42,15 0,61
0,4430 10 0,17 1,66

Vysvetlivky: A: absorbancia, csa: koncentracia kyseliny salicylovej, SA: mnozstvo
kyseliny salicylovej, Zr. : zriedenie, SD: smerodajna odchylka
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Tabulka 16 Mnozstvo uvolnenej SA z in situ filmu z FFS 1 (95% PLGA/A + 5% SA)
Cas(h) 4 Zr. csa (mg/ml) SA (mg) Priemer (%) Kum% SD

0,4707 10,0 0,18 1,77

3 0,4557 10,0 0,17 1,71 11,47 11,47 0,71
0,4426 10,0 0,17 1,66
0,4325 10,0 0,16 1,62

9 0,4456 10,0 0,17 1,67 11,05 22,52 0,16
0,4433 10,0 0,17 1,66
0,2651 20,0 0,19 1,92

24 0,2698 20,0 0,20 1,96 13,14 35,67 0,21
0,2761 20,0 0,20 2,01
0,4789 10,0 0,18 1,80

48 0,4665 10,0 0,17 1,75 11,93 47,60 0,50
0,4762 10,0 0,18 1,79
0,4189 10,0 0,16 1,56

72 0,3343 10,0 0,12 1,23 9,98 57,09 1,61
0,4454 10,0 0,17 1,67
0,3614 10,0 0,13 1,34

144 0,3162 10,0 0,12 1,16 8,61 65,56 0,85
0,3651 10,0 0,14 1,35

Vysvetlivky: A: absorbancia, csa: koncentrdcia kyseliny salicylovej, SA: mnozstvo
kyseliny salicylovej, Zr. : zriedenie, SD: smerodajnad odchylka
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Tabulka 17 Mnozstvo uvolnenej kyseliny salicylovej zin situ filmu z FFS 3
(85% PLGA/A + 10% MS + 5% SA)
Cas (h) A Zr. csa(mg/ml) SA (mg) Priemer (%) Kum% SD

0,3356 23 0,28 2,82

3 0,2333 23 0,19 1,90 5,41 5,41 0,95
0,2781 23 0,23 2,30
0,7128 10 0,27 2,72

9 0,6855 10 0,26 2,61 6,36 11,77 0,31
0,7656 10 0,29 2,92
0,5288 20 0,40 3,99

24 0,4784 20 0,36 3,59 8,88 20,65 0,31
0,5223 20 0,39 3,94
0,6248 20 0,47 4,74

48 0,5570 20 0,42 4,21 10,02 30,68 0,74
0,5363 20 0,40 4,05
0,5080 20 0,38 3,82

72 0,4816 20 0,36 3,62 8,23 38,90 0,72
0,4310 20 0,32 3,22
0,7972 10 0,30 3,05

144 0,7626 10 0,29 2,91 6,58 45,49 0,58
0,6762 10 0,26 2,57

Vysvetlivky: A: absorbancia, csa: koncentracia kyseliny salicylovej, SA: mnozstvo
kyseliny salicylovej, Zr. : zriedenie, SD: smerodajna odchylka

52



4 DISKUSIA

4.1 Degradacia PLGA

Experimentom bola sledovana degradacia dvoch derivatov PLGA r6znej architektiry
polymérneho retazca, a to linearneho a vetveného na kyseline polyakrylovej PLGA/A,
v prostredi fosforecnanového pufru pH 5,5 po dobu 6 dni. Degradacia PLGA prebieha
v désledku hydrolyzy esterovych vazieb [94,101].

Ako mozno vidiet na grafe (Obrazok 20), pri linedrnom polyméri moZzno pocas prvych
troch dni pozorovat’ priblizne iba 4% ubytok na hmotnosti. Nasledne sa degradacia
znacne urychlila. Pri ukonceni testovania po dobe 6 dni celkovo degradovalo okolo
32 % PLGA. Vetveny polymér PLGA/A, na rozdiel od linearneho polyméru, vykazuje
ubytok hmotnosti filmu 24 % uZ po prvych 24 hodinach testu. AZ nasledne sa
degradacia spomalila, pricom ubytok za den uz nepresiahol viac ako 10 % hmotnosti

filmu. Za 6 dni sa celkovo degradovalo okolo 66 % vetvené¢ho polyméru PLGA/A.

® linedrny PLGA A vetveny PLGA/A

120

100 ~

»e

60 - A

Degraddacia (%)

40

Cas (dni)
Obrdazok 20 Priebeh degradacie linearneho a vetveného PLGA
Experimentalne bol potvrdeny predpoklad, ze vetveny polymér degraduje rychlejsie
v dosledku zniZzenej hydrofobicity vdaka znasobeniu pritomnych volnych

karboxylovych skupin [98], a to 1 napriek jeho vysSej molarnej hmotnosti v porovnani

s linedrnym PLGA (Tabulka 5). Bola potvrdena skutocnost’, Ze rychlost’ degradacie je

53



zavisla prioritne na Struktire polyméru. I napriek zistenému lag time pri degradécii,
mozno linearny PLGA derivat pouzit' ako nosi¢ lieCiva, pretoze poCiatocnd faza
liberacie by bola mozna mechanizmom difuizie z povrchu filmu.

Ako vychodiskovy polymérny zdklad FFS aich filmov in situ bol pre dalSie
experimenty zvoleny polymér PLGA/A.

4.2 Tokové vlastnosti

Boli testované tokové vlastnosti vetveného PLGA/A, plastifikovaného 10 % alebo
20 % MS. Merand bola viskozita pri zvySujucom sa rychlostnom spade v rozsahu
0,01 az 10 s'. Ide o relativne nizke hodnoty reflektujiice mierne naméhanie filmu
v mieste aplikacie. Ako bolo ofakavané, koncentracia MS mala vyrazny vplyv na
tokové vlastnosti.

Prvy graf (Obrazok 21) prezentuje priebeh viskozitnych kriviek, ktoré vyjadruju
zavislost’ viskozity na rychlostnom spade. Druhy graf (Obrazok 22) ukazuje namerané
bodové hodnoty tokovych kriviek, kde krivku 10 % MS moZno popisat’ mocninnym
matematickym modelom a krivku 20 % MS Newtonovym modelom. Vhodnost

vyberu modelov potvrdzuju vysoké hodnoty koeficientov korelécie.

m10% MS 4 20%MS
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Obrazok 21 Viskozitné krivky polyméru PLGA/A plastifikovaného 10 % a 20 % MS
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Obrazok 22 Bodové tokové krivky polyméru PLGA/A plastifikovaného 10 % MS
a 20 % MS

Vo vzorke PLGA/A plastifikovanej 10 % MS viskozita klesa s rasticim rychlostnym
spadom, Co je charakteristické pre nenewtonovské kvapaliny. Pokles viskozity avSak
nie je zreologického hladiska vyznamny, pretoze index tokového spravania
(n=0,984) sa priblizuje k hodnote jedna, ktora charakterizuje newtonské sustavy
s konstantnou viskozitou. Je mozné konstatovat’, ze polymér PLGA/A plastifikovany
10 % MS je newtonska kapalina. Koeficient konzistencie K, Ciselne rovny viskozite
pri rychlostnom spade 1 s7!, je 14,4 Pa-s”.

Pri pouziti 20 % MS je hodnota K je iba 0,77 Pa-s”, a teda 20-krat nizSia, pokles
viskozity je minimalny. Takto nizka viskozita mdéze mat’ nepriaznivy dopad na
adhézne vlastnosti filmu arovnako aj na kinetiku uvolfiovania lieCiva [145].
Vyslednym zistenim je, Zze formulédcie s obsahom 20 % MS nespliiuje potrebné
poziadavky pre nami vyvijanu liekova formu a pri d’alSom testovani sa bude

pokraovat’ uz iba s formulaciami plastifikovanymi 10 % MS.
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4.3 Adhézne viastnosti

Podrobenie filmov in situ adhéznym testom vyplyva zo skutoCnosti, ze ide
o potencionalnu topicku liekovi formu s prediZzenym uvolfiovanim. Ulohou filmu je
prilnit’ v mieste aplikacie a zabezpeCit dodavanie lieCiva pre uU¢innu terapiu.
V sucasnosti existuje mnoho variant testov in vitro pre charakterizaciu bioadhézie
filmov [139,140]. Nami bola zvolend metoda pull away testu, pri ktorej adhéziu mozno
charakterizovat’ ako silu potrebnu na odtrhnutie filmu od podkladu alebo z miesta
aplikéacie.

K premennym s vyznamnym vplyvom na vyslednii adhéziu patria: ¢as kontaktu,
konsolida¢na sila a rychlost” odtrhnutia vzorky od podkladu, ktoré boli verifikované.
Testom boli namerané udaje popisnych parametrov: maximalna sila pre odtrhnutie, ¢as
potrebny k poklesu maximalnej sily o 90 % a plocha pod krivkou ¢asového priebehu

sily (Obrazok 7).
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PLGA/A PLGA/A+5%AS  PLGA/A +10% MS PLGA/A+5%SA+10%

MS

Obrazok 23 Adhézna sila vztiahnutd na kontaktnu plochu

Maximalna sila potrebnd pre odtrhnutie bola vztiahnutd na kontaktni plochu
a vyjadrend v mN/mm?. Takto je mozné porovnavat vysledky tahovych testov
realizovanych na reometroch pri pouziti hornych geometrii rézneho priemeru
(napr. PU 20 vs. PU 40). Ako mozno vidiet’ na grafe (Obrazok 23) najnizsia hodnota
adhéznej sily bola namerand u neplastifikovaného PLGA/A. Inkorporéciou 5 % SA

nedoslo k vyznamnej zmene, ale s pridavkom 10 % MS sa adhézia vyznamne zvysila.
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Jav. moze byt vysvetleny, podla teorie volného objemu [154], rozvolnenim
polymérnych retazcov, ¢o zaroven vplyva i na pokles hodnoty 7g a pokles viskozity.
Ich désledkom je zvySend schopnost’ rozprestriet’ sa na podklade. Tieto vysledky
potvrdzujt, ze MS i1 SA st schopné ovplyvnit’ adhezivitu filmu. Kombinacia tychto
latok je schopnd zvysit adhéznu silu filmu dvojndsobne v porovnani
s neplastifikovanym polymérnym filmom.

Pre integritu in situ filmu aadhéziu v mieste aplikacie je dolezity pomer
adhéznych/kohéznych sil. Ten mozno kvantifikovat’ plochou pod krivkou zaznamu
priebehu adhézneho tahového testu (AUC N/s). Totiz, pokial maja filmy rovnakua

hodnotu maximalne;j sily ale rozdielnu hodnotu AUC, liSia sa prave kohéznostou.
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1,4 2,1 2,3 2,8
0
PLGA/A PLGA/A+ 5% AS PLGA/A +10% MS PLGA/A+5%SA+10%

MS

Obrazok 24 Porovnanie plochy pod krivkou v zavislosti sila/cas

Ako mozno pozorovat’ na grafe (Obrazok 24) hodnoty AUC neplastifikovaného filmu
st nizsie ako filmu s obsahom salicylatov, ¢o odraza niz$iu schopnost’ stidrznosti pri
namahani. Pri porovnani filmov s obsahom aspon jednej salicylovej zlozky boli
hodnoty AUC bez vic¢sieho vyznamného rozdielu.

Doba poklesu maximalne;j sily o 90% je mierou elimindcie adhéznych a kohéznych sil.
Namerané hodnoty pre jednotlivé testované filmy st prakticky zhodné (Tabul'ka 10 az
Tabulka 13), preto tento parameter nie je pre charakterizaciu in situ PLGA filmov

vyznamny.
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44 DSC

Bola vykonana termicka analyza polyesteru vetvené¢ho na kyseline poly(akrylovej)
(PLGA/A), kyseliny salicylovej, metylsalicilatu a PLGA/A filmov in situ len s 5% SA,
alens 10 % MS a in situ filmov s obsahom 5 % SA a 10 % MS. Cielom bolo zistit’
teplotu skelného prechodu PLGA/A, teplotu topenia SA, plastifikaény resp.
antiplastifikacny uc¢inok MS a SA a disperzni charakter in situ filmov.

Bol zisteny endotermny pik teploty topenia krystalickej kyseliny salicylovej pri teplote
164,5 °C. Pik teploty evaporacie metylsalicylatu bol zaznamenany pri teplote 217,2 °C
(Obrazok 25). Kyselina salicylova, v porovnani s hodnotami uvedenymi v liekopise
(158 — 161 °C), vykazuje mierne vyssiu teplotu topenia [41]. U metylsalicylatu bola
experimentalne zistend teplota evaporacie nizSia ako popisuje odborna literatura
(220 — 224 °C) [42]. Tieto mierne odchylky v teplotich mohli byt spdsobené
necistotami.

PLGA/A je amorfny polymér, ktorého teplota skelného prechodu (7%), stanovena
z polohy inflexného bodu na krivke druhého ohrevu, je 28,7 £ 0,5 °C (Obrazok 25).
Tato teplota je porovnatelnd s povrchovou teplotou koze (priblizne 32°C), ¢o vo
vysledku vyhovuje narokom na zabezpecenie spravneho kontaktu medzi kozou
a filmom. KedZe charakteristickou vlastnostou samotného polyméru PLGA/A je
krehkost’, bolo potrebné tuto nevyhodu eliminovat plastifikdciou. Na zaklade
predoslych realizovanych experimentov [112], bol zvoleny ako plastifikator
metylsalicylat, ktory okrem toho plni funkciu prekurzoru terapeuticky aktivnej
kyseliny salicylovej [155].

Okrem faktu, Ze koncentracia plastifikatoru ovplyviiuje skelny prechod PLGA/A,
ovplyviuje taktiez reologické, adhezivne a libera¢né charakteristiky filmov [156,157].
Napriklad nedostatocna plastifikacia moze spdsobit’ nizku elasticitu a adhéziu filmu
v mieste aplikacie, nadmerna plastifikacia zase neziadanu lepivost’ filmu, stekanie
filmu z miesta aplikacie a rychlejsiu liberaciu lieciva. Hodnota 7 in sifu filmu by mala
byt v rozmedzi -5 °C az +30 °C [157]. Avsak, ak je hodnota 7 nizSia o viac ako 25 °C
nez je teplota pokozky, moze viest’ k trvalej lepivosti filmu [158].

Pokles 7, bolo mozné pozorovat' pri vSetkych navrhnutych formuléaciach filmu
s obsahom kyseliny salicylovej a/alebo metylsalicylatu (Tabulka 14). Z toho mézeme

vyvodit, Ze nielen metylsalicylat, ale tiez Struktirne pribuzna kyselina salicylova
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posobi ako plastifikator. Obe tieto latky, zastlipené samostatne vo filme, boli schopné

znizit’ teplotu topenia priblizne o 3,5 az 6,5 °C. Pri ich spolo¢nom vyskyte vo filme,

¢ize film s obsahom 5 % SA a 10 % MS, bolo mozné pozorovat’ synergicky t¢inok na

teplotu skelného prechodu, pri ktorom bolo dosiahnuté zniZzenie hodnoty na

14,2 +0,5 °C (Obrazok 25).

Okrem toho DSC sken tohto filmu ukazuje (Obrazok 16), ze SA je vo filme

molekularne dispergovand, rozpustena, a MS je s polymérom dokonale miesitelny,

nakol’ko v grafe nie je vidite'ny Ziaden pik krystalickej fazy, ani druhy skelny prechod.

Dobra miesite'nost’ MS s polymérom a rozpustnost’ SA v polyméri bez rekrystalizacie

zaistuju, zZe in situ filmy su transparentné.
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Obrdzok 25 DSC krivky polyméru PLGA/A, SA, filmu PLGA s 5 % SA a 10 % a MS
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4.5 SEM

Povrch in situ PLGA filmov so salicylatmi boli charakterizované SEM.
Pre zaujimavost’ a porovnanie boli zhotovené aj snimky komercénych pripravkov.
Prva séria snimok (Obrazok 17) porovnava povrch neplastifikovaného
a plastifikovaného PLGA/A filmu s 5% SA. DSC sice preukazala klasifikacny
ucinok SA, tento efekt vSak nie je dostatocny a povrch filmu bez MS bol zretel'ne
popraskany. Film plastiftkovany 10 % MS sa javil hladky, bez viditeInych prasklin
alebo inych povrchovych nerovnosti. Preto mozno tento film klasifikovat ako
dostato¢ne plastifikovany a elasticky. Ani na jednom zo snimok tejto série neboli
pozorované vidite'né Castice, ktoré by predstavovali nerozpustenu SA, ¢o koreluje
s vysledkami DSC.

V druhej sérii snimok (Obrdzok 18) boli zaznamenané filmy vytvorené z FFS
s tdznym mnozstvom aceténu ako rozpustadla (1:1; 1:2; 1:4), ¢o ovplyvnuje tokoveé
vlastnosti, I'ahkost’ aplikacie FFS roztieranim alebo sprejovanim a findlnu hribku
filmu. U viskoznejSich filmov dochadza, po evaporaci acetonu, k tvorbe kraterov na
povrchu filmov. Na vzorkdch filmu s vysSou viskozitou boli kratery pocetnejSie
a vyraznejSie ako na filme s nizSou viskozitou. Preto je mozné konstatovat’, Ze pre
vytvorenie povrchovo homogénnejsieho filmu je vhodnejsie zvolit’ vysSie mnozstvo
rozpustadla, o vo vysledku dovol'uje aplikovat’ FFS nasprejovanim.

Posledna séria snimok (Obrazok 19) predstavuje povrch komercéne dostupnych
pripravkov pro tvorbu filmu in situ. Boli zvolené produkty: Akutol, Urgo filmogel
a Lamisil once. Ich zlozenie, terapeutické vyuzitie a spdsob aplikdcie si uvedené
v kapitole 1.2 tejto prace (Tabulka 4). Povrch filmu Akutolu na snimku vykazuje
praskliny v Struktare. Celkovy vzhlad, v zavislosti na hrubke nanesenej vrstvy,
vytvaral dojem Supin, ¢o vo vysledku vypoveda o jeho nizkej elasticite. Pripravky
Urgo filmogel a Lamisil once vytvorili elastickejSie filmy. Pri porovnani SEM snimok
mozno konStatovat, Ze homogenita komerénych filmov sa javi byt niZSia nez

homogenita filmov pripravenych pre tato pracu.

60



4.6 Disolucia

Formulované FFS zalozené na vetvenom PLGA derivatu pre lokalnu aplikéaciu
salicylatov obsahuji SA a MS. MS je prekurzorom terapeuticky uc¢innej kyseliny
salicylovej a zaroven plastifikuje krehky PLGA film. Disolu¢nym testom bolo
sledované mnozstvo kyseliny salicylovej uvolnenej z PLGA/A in situ filmov.
Konkrétne boli pouzité filmy s obsahom 5 % SA, filmy s obsahom 10 % MS a filmy
s obsahom 5% SA a 10% MS.

Implementécia in vitro disoluéného testu bola zalozena na liekopisnej metdde
2.9.4. Skuska disolucie naplasti 2 Metoda s extrakcnou celou [151]. Test bol upraveny
s ohl'adom na sposob aplikdcie FFS a podmienky v mieste aplikacie. ZvlaStna
pozornost’ bola venovana zaisteniu sink podmienok pocas testu. Konstantna plocha pre
disoltciu lieCiva, ako faktor vyznamne ovplyvilujuci priebeh uvolfiovania lieCiva
[152], bola zaistena vytvorenim filmu in situ na dne vialek, takze v kontakte
s disoluénym médiom bola iba ich hornd plocha. Vymenou celého objemu
disolu¢ného média pri odberoch vzoriek bolo zabranené dosiahnutiu nasytenej
koncentracie lieCiva v disolu¢nom médiu, ktoré by viedlo ku stagnécii uvolovania

lieiva. Vysledky merania pre jednotlivé vzorky st zosumarizované v tabulkach

(Tabulka 75 az Tabulka 17).
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Obrazok 26 Profil disolucie SA z in situ filmu obsahujuceho 5 % SA, 10 % MS,
a 5%SAs 10 % MS
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Profil uvoliiovania (Obrazok 26) v pociatocnej faze vykazoval iba nizky burst efekt
po 24 hodinach. V tomto ¢asovom intervale sa uvolnilo priblizne 10 % az 20 % SA
inkorporovanej vo filme. Nésledne sa uvolflovanie zna¢ne spomalilo.

V profile disolicie MS nebolo celkovou kumulaciou dosiahnutych 100 %. Analyza
bola preddefinovana na meranie obsahu SA, ktora vznik4 hydrolyzou MS pri pH > 7
[51]. V priebehu degradacie PLGA vznikaji kyslé monoméry, kyselina mlie¢na
a glykolové, ¢o mohlo zapri€init’ znizenie pH prostredia, a teda spomalit’ hydrolyzu
MS. Preto pravdepodobne nebola ¢ast MS premenend na SA. Tento problém by in
vivo nastat’ nemal, pretoze v l'udskej kozi k hydrolyze prispieva pritomnost’ esteraz
[46]. Okrem toho, ak by sme vychadzali z predpokladu, ze uvolnenie lieciva je viac
zavislé na degradacii polyméru ako na schopnosti difundovat’ z neho, je mozné, Ze ista
cast’ MS bola stale v Struktare nezdegradovanej Casti polyméru.

Z filmu bez obsahu MS sa za 6 dni dosiahlo uvol'nenia 65 % SA, ¢o nespliuje kritéria
prijatel’nosti, ktoré definuju celkové uvolnenie lieciva z LF ako 80 % z celkového
obsahu [41]. SA je charakteristickd zlou rozpustnostou vo vodnom prostredi, vd’aka
ktorej dochadza rychlo k tvorbe nasyten¢ho roztoku. To by spdsobilo spomalenie
uvolnovania v dosledku nepriaznivého koncentratného spadu, az pripadna
rekryStalizaciu v médiu, ¢im by doslo k ovplyvneniu vysledkov spektrofotometrického
merania.

Predpokladom bolo, ze formuléacia s obsahom SA a MS nielenze ovplyvni rychlost’
uvolnovania SA z polyméru, ale zvysi aj koncentraciu samotnej SA v médiu. Pri
porovnani kumulativnych hodnét z merania vSak neplastifikovany film vykazoval
rychlejSie uvolfiovanie SA do média ako film plastifikovany. Neda sa nev§Simnut, ze
prave hodnoty filmov s obsahom MS, ¢i uZ s lieivom alebo bez neho, maji takmer
identicky priebeh disolucie. Je zname, Ze MS je vo vodnom roztoku schopny vytvérat’
zakal. Preto nebolo mozné zhotovit' osobitnu kalibraéni krivku pre MS. AvSak
v koncentracidch MS, v ktorych sme sa pohybovali, sa roztok javil byt ¢iry. Preto sa
predpokladalo, Ze spektrofotometrickda metdda bude vhodnym analytickym nastrojom
pre tuto disoluciu. Tento predpoklad sa ale nenaplnil. Ukézalo sa, ze pre kvantifikaciu
mnoZstva uvolnenej SA by bolo vhodnejsie vyuzit' inli analytickli metodu, ktora by
nebola obmedzovana nerozpustnostou SA atvorbou zakalu MS pri detegovani.

Disolu¢né testy by bolo vhodné zopakovat' za pouzitia napriklad HPLC analyzy, ktora
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by dovol'ovala, okrem zakladného stanovenia koncentracie SA, aj stanovenie presného

mnozstva MS, ¢im by bolo mozné vyhodnotit’ rychlost’ hydrolyzy MS v médiu.
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5 ZAVER

Z vysledkov diplomovej prace, je mozné zosumarizovat’ nasledujuce zavery:

Boli formulované FFS na baze vetveného PLGA, obsahujuce kyselinu
salicylovll a metylsalicylat vo funkcii prolieciva a plastifikatora.

Aplikaciou FFS na povrch déjde k evaporacii organického rozpustadla a tvorbe
tenkého filmu.

Na zdklade vysledkov z degradacie bol pre formulaciu FFS v tejto praci
uprednostneny vetveny polymér PLGA/A.

VysSiu viskozitu vykazovali formuléacie s obsahom 10 % MS, preto boli v tejto
praci uprednostnené.

Krystalickd SA je v PLGA/A filmu molekulérne dispergovana, a tym dochadza
k jej solubilizacii.

MS bol uc¢inny plastifikator, plastifikacny uc¢inok preukazala aj SA.
Kombinéciou SA a MS vo filme doslo k synergickému t¢inku na pokles teploty
skelného prechodu a na zvysSenie adhézne;j sily.

SEM zobrazenie potvrdilo nutnost’ plastifikacie PLGA/A. ZvySenim pomeru
rozpustadla voci neprchavej zlozke v FFS sa vizualne zlepSila homogenita
in situ filmu.

Disolucia preukazala schopnost’ liberacie SA z PLGA/A, a schopnost’ liberacie
MS z PLGA/A s hydrolyzou na SA. Bol zaznamenany nizky pociatocny
burst efekt, po ktorom nasledovalo prediZené uvoliovanie pocas Siestich dni

ovplyvnené koncentraciou SA a MS.
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