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1 Abstrakt

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra: Farmaceutické technologie
Skolitel: Doc. PharmDr. Zderika Sklubalova, Ph.D.
Posluchac: EliSka Macakova

Nazev diplomové prace: Formulace lyofilizovanych tablet pro oralni
aplikaci peptidl

Lyofilizace patii k dilezitym metodam stabilizace aktivnich latek, zejména peptidd,
ve farmacii. Tato diplomova prace se zabyva formulaci bukdlnich/sublingualnich
lyofilizovanych tablet pro aplikaci peptidli do dutiny ustni. Cilem je navrhnout
kombinaci vhodnych pomocnych latek a jejich koncentraci tak, aby lyofilizaéni kolac¢
me¢l pozadované organoleptické vlastnosti a rozpadavost. Byly vyuzity vhodné
metody, jako je méfeni pH, osmolality, termélnich vlastnosti latek, hodnoceni
mechanickych vlastnosti tablet a jejich rozpadavosti. V zavéru byly navrzeny

kombinace pomocnych latek v matrici pro dalsi etapy vyvoje.



2 Abstract

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of: Pharmaceutical Technology

Consultant: Doc. PharmDr. Zdefika Sklubalova, Ph.D.
Student: EliSka Macakova

Title of Thesis: Formulation of freeze dried tablets for oromucosal

administration of peptides

Freeze-drying is one out of the important methods for stabilization of active
substances, particularly peptides, in pharmacy. The formulation of freeze-dried
buccal/sublingual tablets for administration of peptides into the oral cavity is the
main target of this thesis. The aim is to propose the combination of appropriate
excipients and their concentration to achieve the suitable organoleptic properties and
disintegration time of the product cake. The measurement of pH, osmolality, the
thermal properties of substances, as well as the evaluation of mechanical quality of
tablets and their disintegration were used. In conclusion, the combination of

excipients for the composition of matrix for the futher development.



3 Zadani

Zadanim této diplomové prace je v teoretické Casti zpracovat literarni reSerSi
zameifenou na vyuziti lyofilizace ve farmacii a pomocné latky, které se pouzivaji k
dosazeni vhodnych vlastnosti lyofilizacniho koldCe. Pozornost bude vénovana
mrazovému suseni latek bilkovinné povahy (proteiny, peptidy).
Experimentalni ¢ast bude zaméiena na formulacni studii a laboratorni pfipravu
lyofilizovanych tablet pro oralni aplikaci. Prace bude probihat ve tfech dil¢ich
etapach:

1. studie vlastnosti pomocnych latek a jejich smési s cilem dosazeni

vhodnych vlastnosti finalnich lyofilizovanych tablet

2. studie vlastnosti tablet s modelovym proteinem

3. studie vlastnosti tablet s aktivni latkou



4 Seznam zkratek

ZKkratka Jednotka Vyznam

API - aktivni latka

BSA - bovinni sérovy albumin

CRI - karagenan iota

CRK - karagenan kappa

CRKL - karagenan smésny kappa a lambda
CRL - karagenan lambda

CL - Cesky 1ékopis

DSC - diferencialni skenovaci kalorimetrie
G - rybi Zelatina

GL - glycerol

HPLC - vysokoucinna kapalinova chromatografie
M - mannitol

Mos mOsmol/kg osmolalita

P - povidon 25

p Pa tlak

SD - smérodatna odchylka

t S cas

T °C teplota

Tc °C teplota kolapsu

Te °C eutekticka teplota

Tg °C teplota skeln¢ho prechodu

Tm °C teplota tani



5 Uvod

Lyofilizace je zplisob suSeni materialt, ktery se ve farmacii bézn¢ vyuziva k ptipravé
lékovych forem ve snaze prodlouzit stabilitu molekul a 1écivého pripravku.
Naptiklad se jedna o ptipravu lyofilizovanych bukalnich a sublingualnich tablet a
praskd pro piipravu injekce.!

Jedna se obecné o nekolikastupniovy proces sklddajici se z faze mrazeni, cyklovani,
primarniho suseni a sekundarniho suSeni, kterému pfedchazi nemén¢ dulezita
pfiprava materidlu a nastaveni podminek a na ktery navazuje uskladnéni jiz
vysuseného finalniho produktu.!

Béhem vSech téchto ¢asti je nutné pocitat s rizikem poSkozeni aktivnich latek, které
jsou lyofilizaci podrobeny. Jsou totiz v prubchu lyofilizace vystaveny zna¢nému
stresu diky velkému ochlazeni, zméndm koncentrace pii vypadévani ledu ve forme
krystalii, ¢i diky krystalizaci pomocnych latek. Disledkem u proteinii mize byt ztrata
konformace a jejich denaturace, kterd miize vést ke ztrat€¢ ucinnosti nebo i vzniku
toxickych produktl. Je tedy nezbytné pozorné nastavit podminky ve smési pro
lyofilizaci tak, aby k poskozeni aktivnich slozek nedoslo.!

Cilem této prace bylo navrhnout slozeni pro ptipravu oralnich lyofilizovanych tablet

s aktivni latkou povahy proteinu/proteidu.



6 Teoreticka cast

Lyofilizace je proces, ktery sestava z nékolika fazi. PocateCni fazi je mrazeni, pii
kterém se kapalna matrice zmrazi do pevné faze, aby se mohlo piejit k dalSim fazim.
Béhem faze primarniho suseni je vodna faze (led) odstranéna sublimaci v prostiedi
vakua. Po dokonceni primarniho suseni navazuje ihned sekundarni suseni, kdy je
odstraniovana zbytkova voda. Béhem lyofilizace nesmi byt narusena struktura latek,
jejich biologicka aktivita ani funkce.!

Pokud neni lyofiliza¢ni proces spravné nastaveny, je velmi nakladny a neefektivni.
Navic, pfi Spatné¢ nastavenych podminkéach lyofilizace muze dojit ke kolapsu
lyofilizatu a znehodnoceni produktu.? Vysledny lyofilizaéni kold¢ by mél mit
jednotnou strukturu a barvu, vhodnou velikost porit a pozadovanou rychlost
rekonstituce. Pozadavky na vzhled lyofilizacniho kolace se mohou ¢astecné lisit u
parenteralnich piipravki a tablet.!*

Orilni lyofilizaty jsou obvykle tablety aplikované sublingualné nebo bukalné. Jejich
vyhodou je snadna aplikace a rychlé rozpusténi v Gstni dutiné, diky ¢emuz dochézi i
k rychlému nastupu u¢inku. D4 se diky nim castecné obejit first-pass efekt v jatrech,
pro pacienty je dalsi vyhodou, Ze tyto lékové formy nemusi zapijet vodou, ¢imz se
usnadni aplikace a zlepsi compliance.>*>

Sublingudlni tablety obvykle pouZivame, pokud potifebujeme dosahnout rychlého
vstiebani a ucinku. Disoluce u téchto tablet zavisi pfedevSim na tvaru tablety a
pomocnych latkach, ze kterych byla vyrobena. U bukalnich tablet lze prodlouZzit
setrvani tablety v tstech, pokud se pouziji vhodné mukoadhezivni slozky.>®
Nevyhody u lyofilizovanych tablet zahrnuji pro pacienta nepfijemnou chut’ nebo
pocit v tstech. Lyofilizace neni vhodné pro vysoké davky aktivni sloZky, protoZe je
nutné piipravit pouze malé mnozstvi roztoku tak, aby bylo mozné ho nadavkovat do
blistri. Velké mnozstvi aktivni slozky také mize byt hiife rozpustné nebo ovliviiovat
lyofilizaci vysokym osmotickym tlakem.’

Dalsi nevyhody tkvi v nutnosti tablety vhodné skladovat a ptedchazet jejich

znehodnoceni vlhkosti. Tzv. peel-off blistry jsou specidln¢ vyrobené, obvykle
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z hliniku, které jsou piekryté hlinikovou folii. Ta se musi odloupnout a teprve poté je
mozné tabletu vyjmout. Thned po vyjmuti se tableta musi vlozit do ust tak, aby se
nenavlh¢ila napiiklad mokrou rukou. Mezi kvalitativni pozadavky na lyofilizované
tablety patii zkouSka disoluce, hmotnostni a obsahova stejnomérnost, rozpadavost,
obsah vody, stejnomérnost davkovych jednotek >’

Pro parenteralni vyuziti se jedna zejména o prasky pro injekce a infuze. Lyofilizace
probiha pfimo v kone¢ném obalu a zékladnimi pozadavky pro tyto lyofilizaty je
sterilita a nepyrogenita, dale zkouska na obsahovou a hmotnostni stejnomérnost a
stejnomérnost davkovych jednotek. Sterilita se zajiStuje sterilizaci lyofilizatoru
pomoci ethylenoxidu nebo stlaenou parou. Je nutné sterilizovat komoru
lyofilizatoru i kondenzétoru a sterilizace musi byt validovana pomoci bioindikatort.
Aktivni slozka a pomocné latky se rozpusti ve vod€ na injekci, sterilizuji se
bakteridlni filtraci, po které musi byt zajiStén piesun do lyofilizatoru tak, aby nedoslo
k opétovné kontaminaci. K uzavieni obalu po lyofilizaci dochédzi v atmosféie
sterilniho plynu.?

Kone¢ny lyofilizdt musi mit objem srovnatelny s pivodnim objemem
lyofilizovaného roztoku a musi mit poZadovanou porozitu a strukturu. Po pfidani
vody na injekci musi dojit k rychlé a kompletni rekonstituci zpét na tekutou formu
aplikovatelnou injek¢éné. Ptikladem parenteralnich lyofilizati mohou byt ptipravky
s obsahem antibiotik (peniciliny, cefalosporiny, soli erytromycinu, chloramfenikol),
krevni derivaty (antihemorhagické faktory), proteiny (enzymy, insulin, vakciny).>’
Mezi nesporné vyhody lyofilizace patii zvySeni stability 1é€ivych ptipravki béhem
skladovani, protoze 1ékova forma je témét Uplné zbavena vody, jejiZz obsah je jinak
vhodnym mistem pro vznik mikrobidlnich nestabilit. Diky zvySeni stability je snazsi
1 preprava lyofilizovanych 1ékovych forem. Vyhodu pfedstavuje také suSeni smési
bez vyrazného zahfivdni, kter¢ by mohly ohrozit G€innou latku. Rychla doba
rekonstituce a vytvofeni homogenni smési (zejména u injekci) usnadiiuje aplikaci.'”
Naopak jistou nevyhodou je riziko, ze tékavé latky se mohou odsat vakuovou
pumpou, takze je tfeba znat dobfe povahu lyofilizovanych latek a uzpisobit tomu

proces. Je potieba vzit v tvahu 1 stresy, které pti lyofilizaci ptsobi na latky ve smési
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a fakt, ze nékteré ucinné latky, zejména latky povahy peptidii a proteinii, mohou na
tyto stresy byt velmi citlivé. Vzhledem k vysoké cené je rovnéz nutné zvazit, zda je

vyroba lyofilizat finan¢né vyhodna.!”

6.1 Prubéh lyofilizace

Pro pribéh lyofilizace jsou charakteristické nasledujici tepelné prechody.

Béhem tvorby jader ledu se koncentrace kapalné faze postupné zvySuje a snadno
krystalizujici latky tvofi krystaly, které se postupné zvétSuji. V momenté, kdy dojde
ke kompletnimu ztuhnuti vSech slozek soustavy, dosdhl systém své eutektické
(eutonické) teploty (Te).!*!!

Druhou situaci je tepelny prechod, kdy dojde ke zvySovani viskozity amorfni latky.
Jedna se o tepelné vratny piechod, ktery se nazyva teplota skelného piechodu
(Tg).! Jedna se tedy o vyjadieni uréitého zvySeného pohybu molekul, ktery je
umoznén méknutim pevné latky do stavu viskdzni tekutiny. Pti teplotach pod Tg je
amorfni latka tuhd, neohebnd a sklovitd, pfesto nemusi nutn¢ byt kiehka. Pri
teplotdch nad Tg jsou latky elastické, pruzné a mohou téci. K tomuto prechodu
dochazi typicky u polyolt, cukri nebo polymerti. U polymerti se Tg mohou
pohybovat od 100-300°C.!?

Tg je zavisla na mnoha faktorech, naptiklad na délce fetézce polymeru, orientaci
polarnich a nepolarnich skupin v polymeru, flexibilit¢ a ohebnosti polymerového
fetézce, dale na jeho linedrnosti, roli hraji dal§i pomocné latky, jako jsou
plastifikatory."?

Teplota skelného ptechodu je dilezita pfedevSim pro oromukosalia, protoze pro
vyrobu oromukosalii potfebujeme latky, které méknou pfi teploté, jakd je v ustni
dutinég (tzn. pii 37 °C).!

Tg se da béZn¢ meftit pomoci diferencidlni skenovaci kalorimetrie (DSC), ktera méfi
endotermické a exotermické déje. Pfi méfeni je tfeba kontrolovat prubéh teploty
v zavislosti na ¢ase. Nevyhodou metody je zvySena nepiesnost u piili§ malého

mnozstvi vzorku.'
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Terminem teplota kolapsu (Tc¢) lyofiliza¢niho kolace se oznacuje teplota, pii které
lyofilizat ztrati potiebnou strukturu.'* Ke kolapsu dochazi vlivem viskozniho toku,
zvySovanim hustoty struktury kolac¢e a ptipadnym zablokovanim pori, ¢imz dojde ke
zpomaleni sublimace a zpomaleni primarniho suSeni.! Ztrata porozity produktu
zpomaluje sekundarni suseni, protoze je mensi povrch, ze kterého se voda muze
odparovat, coz nasledné zpiisobi vyssi obsah vlhkosti v produktu, ktera ohrozuje
stabilitu proteini pii uchovavani. NedostateCnd porozita produktu zpomaluje i
naslednou rekonstituci pti aplikaci.!> Tc charakterizuje danou soustavu a pro vhodné
konecné vlastnosti lyofilizadtu je potieba znat Tc jednotlivych komponent smési.
MiiZe byt rovnéZ zjisténa pomoci diferencialni skenovaci kalorimetrie.'® Jednotlivé

slozky smési mohou navzijem svoji Tc ovliviiovat.'*

Pro lyofilizaci je nezbytny lyofilizator, pfistroj, ktery se skladd z nékolika Casti.
Prvni ¢asti je suSici komora, kde jsou umistény vzorky na deskéach, které je mozné
vytemperovat na pozadovanou teplotu. Dalsi ¢asti je kondenzator, kde kondenzuje
odvadéna vodni para, ktera je tak zachycena, aby neznehodnotila vakuovou pumpu.
Vyvéva a vakuovd pumpa jsou poslednimi €astmi lyofilizatoru a maji za ukol
udrzovat vakuum b&hem lyofilizace.!”

Pred spusténim lyofilizace miizeme nastavit nékteré parametry lyofilizatoru. Mezi
tyto parametry patii napiiklad teplota desek, Casovani teplot nebo parametry ohtivani

a ochlazovani.'

Naopak spoustu parametri nemuzeme v prubéhu lyofilizace
ovlivnit. Mezi tyto parametry fadime teplotu kondensoru, kterd zavisi na mnozstvi
vzorku a vody, které potifebujeme sublimovat. Lyofilizace probihd ve vakuu.
Nicméné hodnota vakua v komote je ovlivnéna piedevSim sublimaci ledu. Tlak
v komotfe mlZeme za urcitych podminek fadit 1 mezi parametry, které se ovlivnit
daji, naptiklad pokud béhem procesu opakované ptidivame do komory dusik. Mezi
neovlivnitelné parametry fadime déle teplotu produktu a dobu lyofilizace, které jsou

z4vislé na teploté desek a tlaku v komote.!!

Lyofiliza¢ni cyklus ma tfi hlavni etapy, které jsou dale popsany.
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6.1.1 Mrazeni

Tou prvni je mrazeni, kdy dochazi k tvorbé ledu a vzniku mezifaze mezi ledem a
amorfni fazi.! MraZeni se obvykle provadi v rozmezi teplot od -10 °C do -45 °C po
dobu 2-5 hodin za normalniho tlaku.'

Pro optimalizaci lyofiliza¢niho cyklu je dulezitd velikost krystalli ledu a rychlost
mrazeni. Pii rychlém mraZeni vznikaji malé krystaly ledu, které miize byt velmi
tézké odstranit. Potiebujeme tedy dostatecné velké krystaly ledu, které vznikaji pii
pomalém mraZzeni. Velké krystaly umoznuji zrychleni primarniho suSeni a vznik
velkych pért, na druhou stranu ale vznik velkych porti miize prodlouzit sekundérni
suSeni, protoze je redukovdn povrch, na kterém sekundérni suSeni probihd. Pfi
pomalém mrazeni muze také v nékterych piipadech dochazet k degradaci aktivni
slozky. Rychlost mraZeni je nutné nastavit pro kazdou formulaci zvlast’.!!6

Mrazeni mize zpisobit rizné stresy, kterym je lyofilizovany materidl vystaven a
které mohou vyrazné¢ ohrozit stabilitu lyofilizované latky (naptiklad peptidu,
proteinu). Zvyseni koncentrace proteinu zptisobuje redukci prostoru mezi sousednimi
molekulami proteinu a jejich vzdjemné interakce, které mohou vést k agregaci. V
ptipad¢ pouziti pufru mize dojit k jeho krystalizaci a naslednd zména pH ohroZuje
stabilitu proteinu, protoZze miZe vést k jeho hydrolyze a degradaci. Za treti mlzZe
dochdzet ke zvySeni koncentrace anorganickych soli pomocnych latek, které
nasledné vykrystalizuji. Rizikem je rovnéZz denaturace proteinu riznou morfologii
krystalti ledu.!

Pro regulaci mraZeni se miiZze vyuzit postup zvany annealing, neboli cyklovani teplot,
kdy se udrzuje teplota nad Tg pro podporu tvorby optimdlnich zrnek ledu a
krystalizace strukturotvorné latky. Cyklovani je dalezité pro tvorbu homogennich
krystalti ledu a krystalizaci strukturotvornych latek jako je mannitol nebo glycin,
které zlepSuji vzhled lyofilizacniho kolace a stabilitu pfi nasledném skladovéni
lyofilizatu.!'3!¢ Cyklovéani také snizuje agregaci proteinu a umozni zachovat jeho

aktivitu po rekonstituci.'”

14



6.1.2 Primarni susSeni

Druhou casti lyofiliza¢niho cyklu je primarni suSeni, jehoz hlavnim ukolem je
odstranéni ledu sublimaci.!!* Je to nejdelsi ¢ast celého procesu. Je nutné, aby teplota
nepfesahla teplotu tani (Tm) krystalickych latek smési nebo teplotu kolapsu
amorfnich latek.'> Teplota by se celou dobu méla pohybovat nékolik stupiiti pod Tc a
Tm. Obvykle primarni suseni probiha pii teplotach od -10 °C do -40 °C a trva 5
hodin az 5 dni."

trochu kolisat diky probihajici sublimaci.'! Po skonéeni priméarniho suseni by hladina
vlhkosti v produktu méla byt kolem 10 %. Pfi primarnim suSeni je nezbytna
pfitomnost lyoprotektivnich latek ve smési, protoze suseni by mohlo poskodit

proteiny narusenim nebo odstranénim vodikovych vazeb v molekule.'?

6.1.3 Sekundarni suseni

Tteti a zaroven posledni ¢asti procesu je sekundarni suSeni, kdy dochézi k odstranéni
vody dehydrataci vzorku.!* Hranice mezi primarnim a sekunddrnim suSenim neni
striktné dana, ve spodni Casti smé&si miZe je$t€¢ probihat primarni suSeni, zatimco
vhorni ¢4sti smési uz mize probihat sekundarni suSeni.!! Sekundarni suSeni se
provadi pii teplotach od -4 °C do 50 °C a trva 5-15 hodin."* Teplota na deskich
lyofilizadtoru musi byt zvySovana pomalu, obvykle 0,1-0,15°C/min, jinak dochazi ke
kolapsu produktu. Aby sekundarni suSeni probihalo spravné, mé&l by tlak v komote
byt potdd co nejnizi, stejné jako ve fazi primarniho suseni.!! Nutna je p¥itomnost
lyoprotektivnich latek ve smési, aby nedoslo k poskozeni proteinu.! Bé&hem
sekundérniho suseni dochazi k odstranéni nezmrazené vazané vody. SnaZime se
dosdhnout zbytkového obsahu vody 0,5-1,0 %, nicméné finalni obsah vody je zavisly
na aktivni latce a pouzitych pomocnych latkach.! Kazda latka potiebuje jinou dobu
sekundarniho suSeni, napfiklad pro krystalicky mannitol postaci kratSi doba
sekundarniho suSeni, protoze obsahuje malo vdzané vody, zatimco naptiklad laktosa

vyzaduje del§i dobu.!!
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Po ukonceni sekundarniho suseni je nutné vysledné produkty vhodné uchovavat.
Lyofilizované tablety je nutné ihned po ukonceni vakua a otevieni komory zabalit do
primarniho obalu, obvykle pfetazenim blistru hlinikovou f6lii. Ukonceni lyofilizace
parenteralii musi probéhnout v aseptickych podminkach, pouzit se da naptiklad
napusténi dusiku nebo pfefiltrovaného suchého vzduchu a uzavieni lahvicky

zatkou.'”

6.2 PozZadavky na lyofilizat

Po lyofilizaci by vysledny produkt mél byt celistvy a s pravidelnou strukturou, ne
ptilis kiehky, bez vyraznych nepravidelnosti v porozité. Produkt musi mit jednotnou
barvu. Objem by m¢él zistat stejny jako u tekuté smési pred lyofilizaci. Zména
kvality produktu se projevuje horsi stabilitou a ¢asem rekonstituce, zvySena muze byt
i rezidualni vlhkost.!*!8

Pti nevhodnosti lyofiliza¢nich podminek nebo Spatné zvolenych pomocnych latek se
tedy mize na vysledném lyofilizaénim kolaci objevit fada poskozeni, kterd mizeme
rozdélit za prvé na vyznamna, to je ovliviiujici Gc¢innost produktu i bezpecnost
pacienta a ktera nejsou akceptovatelnd, a za druhé na méné€ zavazna, akceptovatelna
poskozeni.!'®

Jednim z nejcastéjSich poSkozeni jsou nepravidelnosti a nejednotnost vzhledu
lyofilizacniho kolace. Je obvykle znakem chyby b&hem procesu lyofilizace nebo
nevhodného obalu, ve kterém je produkt lyofilizovan.'8

Castym poskozenim je kolaps lyofilizaéniho kolade (collapsed cake), ktery se
obvykle objevi, pokud teplota produktu piesdhne teplotu skelného piechodu béhem
primarniho nebo sekunddrniho suSeni, v dasledku cehoZz dojde ke ztraté
mikrostruktury.'®!° Ke stejnému poskozeni mize dojit i prekroéenim teploty kolapsu
beéhem primarniho susSeni. Kolaps lyofilizacniho kolaCe nemusi nutné znamenat
vyrazné ovlivnéni kvality produktu, maze vSak ovlivnit stabilitu produktu. Stabilita
je ohrozena predevSim zvySenou vlhkosti v produktu, ktera je disledkem

nedostate¢ného vysuseni produktu.'®
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Tani zmrazené matrice (meltback) béhem procesu lyofilizace je vysledkem Spatné
nastavené¢ho lyofilizatniho procesu a zpusobi, ze systém v podstaté upiednostni
suSeni z kapalné formy pied sublimaci. Vialky nebo obalovy material, ve kterém jsou
lyofilizovany tablety, mohou mit Spatny kontakt s podkladem, coz méni pienos tepla
a narusuje proces lyofilizace. Produkt, ktery roztaje, neni pfijatelny.'®

Dal$im typem je uvolnéni produktu (product ejection), coz znamena, ze béhem
primarniho suSeni dojde v podstaté k vysati suchého nebo ¢astecné suchého produktu
z vialky nebo blistru. K tomu dochazi, pokud neni lyofilizaéni kola¢ dostate¢né
ptilnavy k povrchu obalového materialu, nebo pokud dojde k tani béhem primarniho
suSeni. Dochazi k uvolnéni produktu z blistru anebo k oddéleni ¢asti produktu od
zbytku matrice, kterd potom ziistane u vrchu vialky. V pfipad€ lyofilizace tablet
dojde k odpadnuti kousku tablety mimo blistr. K tomu jevu dochazi asto pfi
lyofilizaci s vyuzitim organickych rozpoustédel, dale pokud pftipravek obsahuje
nizkou koncentraci rozpusténych tuhych latek, coz vede ke Spatné kohezivité a vétsi
kiehkosti kolace.'®*® Tento jev se povazuje za kriticky, protoze miZe ovlivnit
podanou davku 1é¢iva.'®

Svazujici se kola¢ (slanted cake) je dal$im typem nevhodného vzhledu, kdy dojde
k vytvofeni nepravidelné tablety nebo nepravidelného lyofiliza¢niho kolace ve
vialce. Vytvofi se, pokud vialka nebo blistr nestoji celou plochou na rovném podlozi
desky v lyofilizatoru, ale naptiklad na jeji hran¢. V disledku mize dojit k naruSeni
stability produktu a aktivitu G¢inné latky. Tento typ kolace nelze akceptovat jako
vyhovujici.!®

Dal$im ztypt poSkozeni, jsou mensi ¢i vétSi bubliny v lyofilizatu (puffing).
Zmrazeny roztok mize byt saturovan vzduchovymi bublinami, které se v pribéhu
lyofilizace roztahnou bud’ kolapsem, nebo mirnym roztatim matrice béhem suseni a
pronikaji na povrch smési. Jestlize jsou bubliny dostate¢né stabilni, aby vydrzely ve
smési beéhem lyofilizace, zistanou nakonec ve finalnim produktu. Objevi-li se
v produktu bubliny, nelze produkt povazovat za akceptovatelny.'8

Zvednuty kola¢ (lifted cake) se vyznaCuje tim, Ze produkt ,,doputoval® béhem

lyofilizace k vrchni ¢asti vialky, pficemz po vyjmuti z lyofilizatoru jsou patrné Casti

17



produktu na dné, které odpadly. Tento jev zpiisobuji pary, které putuji mezi st€énou
vialky. Pokud je lyofiliza¢ni kola¢ celistvy a neni pfilis blizko k zatce vialky, je
produkt akceptovatelny. Dojde-li k tomuto poskozeni pii lyofilizaci tablet, tableta
miiZe Gplné vypadnout z blistru a miize tak dojit k jejimu poskozeni.'8
Problematickymi jevy jsou i ubytek objemu lyofiliza¢niho kolace (cake shrinkage) a
popraskani lyofiliza¢niho kolace (cracked cake). Ubytek objemu kolade se projevuje
odlepenim od stén vialky nebo blistru, poptipad¢ i ode dna. Tento jev je casto prvnim
znakem kolapsu kolace. K tomuto jevu dochédzi odstraiovanim nezmrazené vody
z produktu béhem suSeni. Stejnym principem muize vzniknout popraskdni koléce,
ktery také zplsobuje odstraflovani nezmraZené vody béhem suSeni. Oba tyto jevy
jsou pouze malymi vadami a nemaji vliv na stabilitu produktu. Nicméné u
lyofilizovanych tablet mohou byt tato poskozeni zdvazna z dGvodu ztizené¢ho
vyndéni tablety z blistru a nasledné aplikace. Tableta se pii vyjimani z blistru mize
rozpadnout a je ohroZeno podani spravné davky. '

Pénovitd struktura kolace (foam formation) je dalSi negativni jev, které ma za
nasledek nerovny a nehomogenni kold¢ vypadajici spiSe jako vysuSena péna.
Dtvodem je nevhodné rychlost plnéni. Produkt je obvykle akceptovatelny, protoze
péna nem4 vliv na kvalitu.'®

Diky nerovnomérnosti pii mrazeni se mizou vytvofit rizné velké krystaly ledu a
vysledkem je Spatna struktura koldce, mohou se vytvofit dvé vrstvy s odliSnou
porozitou a strukturou koldfe. Takto odliSné struktury jsou neakceptovatelné a
produkt musi byt vyfazen.'®

Jako mirnd vada je vniméana nejednotnost barvy produktu v disledku rizné
krystalizace b&éhem procesu. Produkt je obvykle akceptovatelny. Jestlize ale ke
zméné barvy dojde v pribéhu skladovani, je jiz kvalita produktu ohroZena a nelze to
akceptovat.'®

Béhem transportu jsou produkty vystaveny riznym tfesiim a mize dochazet k tvorbe

prachu (dusting), Glomkd (chipping) anebo k rozlomeni kolage (broken cake).'®
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6.3 Lyofilizace proteinu a peptidu

Proteiny patii mezi Castou a nedilnou soucast farmakoterapie v mnoha indikacnich
skupinach a ve vyvoji je velké mnozstvi ptipravki, které je obsahuji.! Lyofilizace
umoziuje zvysit stabilitu proteinu a finalni lékové formy béhem uchovéavani a
transportu. Ptipravek s obsahem proteinu se pomoci lyofilizace pfevede na pevnou
lékovou formu, kterd obsahuje minimalni procento vlhkosti, ¢imz se zvySuje
odolnost proteinu proti fyzikalni degradaci."'> Vzhledem k povaze proteinu je ale
bohuzel vzdy velkd pravdépodobnost, Ze se protein béhem lyofilizace nevratné
poskodi, a tudiz je naprosto nezbytné nastavit vhodné cely proces a ptidat ochranné
pomocné latky, aby k poskozeni proteinu nedoslo.'?

Existuje n€kolik obecnych pravidel pii lyofilizaci makromolekul typu proteini a
peptidi. Je dilezité co nejvice minimalizovat pfidavky pufrt, pokud jsou potieba pro
upravu pH a soli, které mohou byt potfeba pro usnadnéni rozpousténi nékterych
latek, ale zarovein mohou negativné ovliviiovat proces mrazeni a lyofilizace. Snahou
je maximaln& zvysit teplotu skelného prechodu.'’ Jednim z nejosvédéengjsich
zpasobi, jak ochranit protein pii dehydrataci/rehydrataci, je pfidani sacharidd,
zejména disacharidii. Doporucuje se predevsim pouziti neredukujicich disacharidt
(napf. sacharosa a trehalosa), protoZe redukujici disacharidy (napft. laktosa a maltosa)
mohou samy protein béhem uchovavani degradovat. 2!

Molekula proteinu méa obecné kompaktni strukturu, ve které jsou obsazeny molekuly
vody, ¢ast vody je pfitom vazani na poldrni skupiny na povrchu. Pfi lyofilizaci
proteinit by ve vysledném produktu mélo zlstat urcité optimalni procento vlhkosti
pro zachovani celkové organizace proteinu (primarni, sekundérni, terciarni i
kvartérni struktura).?? Pfesuseni nebo naopak nedostate¢né vysuseni proteinu miize
vést ke ztraté jeho aktivity béhem uchovavani.!-1-23-24

K poskozeni proteinu miize dojit dalSimi né&kolika zpisoby, napiiklad denaturaci
vlivem nevhodného pH nebo zménami pH, teplem nebo nevhodnym pribéhem
mrazeni vzorku. Tyto vlivy vedou knevratnym zménam struktury proteinu,
doprovdzenym napiiklad rozvolnénim jeho struktury nebo prostorovou separaci

molekul proteinu. Vysledkem je neaktivni molekula proteinu. Problém nastava i1
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v ptipad¢, ze dojde ke kolapsu lyofiliza¢niho kolace. To znamend, Ze produkt ztrati
nejenom svij typicky vzhled, ale dojde takto 1 k ovlivnéni konecnych vlastnosti jako

je pravé stabilita pii skladovani nebo &as rekonstituce. !

6.4 Pomocné latky pro lyofilizaci

Pro uspésnou lyofilizaci, pii které vznikne produkt s kvalitnim lyofilizacnim
kola¢em, ktery spliuje vSechny parametry, je potfeba ptfidat do smési fadu
pomocnych latek, z nichz vétSina je multifunkénich. Jejich zaclenéni do skupin je

tedy v nekterych situacich spise formalni.

6.4.1 Kryol/lyoprotektivni latky a stabilizatory

Pro stabilizaci lyofilizovanych latech se obvykle pouzivaji stabilizatory,
lyoprotektivni a kryoprotektivni latky. Kryoprotektivni latky zabrafuji agregaci a
denaturaci proteinil a adsorpci aktivni slozky na led, ochranuji molekuly aktivni latky
pfedev§im pii mrazeni. Lyoprotektivni latky stabilizuji nativni konformaci, snizuji
miru denaturace proteintl, interakci a pohyblivosti molekul. Molekuly aktivni latky
ochratiuji nejen pfi mraZeni ale i pii samotném suseni.'?

Casto pouzivanymi lyoprotektivni latkami a kryoprotektivni latkami jsou sacharidy,
zejména disacharidy, a polyoly.?® Sacharidy ochrafiuji proteiny pfed dehydrataénim
stresem pomoci vodikové vazby mezi molekulami proteinu a molekulami esencialni
vody.?® Diilezitym kritériem volby je, zda se jedna o redukujici nebo neredukujici
sacharid; mezi redukujici sacharidy se fadi naptiklad glukosa a laktosa. Redukujici
sacharidy zptisobi degradaci proteinl, takzvané ,hnédnuti“ proteina (diky
Maillardovée reakci). Tento proces mize byt urychlen zbytkovou vlhkosti v produktu.
Ptikladem ovéfeného stabilizatoru je sacharosa, kterd je ¢asto vyuzivanou pomocnou
latkou. Ma velmi dobré vlastnosti, nicméné pii pouZiti ve smési s nizkym pH se
muze rozlozit na monosacharidy glukosu a fruktosu a ohrozit stabilitu proteind,
nebot’ glukosa je redukujicim cukrem. DalSim vyuZivanym stabilizatorem je
trehalosa, kterd se fadi mezi neredukujici sacharidy. Se vzrastajici molekulovou
hmotnosti sacharidii se snizuje jejich ochranny efekt na proteiny pfi

Iyofilizaci, 1213213
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K disacharidiim se ptidavaji dalsi stabilizujici pomocné latky jako je zelatina, rybi
7elatina nebo albumin.? Stabilizatory musi mit dostateéné vysokou Tg, diky ¢emuz
je mozné, aby primarni suSeni probihalo za vyssi teploty. Dilezit¢ ovSem je, aby
cyklus probihal pti nizsi teploté nez Tg zmrazeného produktu, jak jiz bylo zminéno
riziko kolapsu vysledného produktu. Naptiklad sacharosa ma Tg cca -32 °C, coz
umoziuje vyssi teploty desek béhem suseni. Lyofilizace s vyssi teplotou na deskach
je vyhodnd, protoze se zkracuje €as procesu a snizuje se cena. Jako stabilizatory se
pro svoji nizkou Tg nedoporucuji nizkomolekularni latky jako je napft. sorbitol. Na
druhou stranu se ale d4 vyhodné vyuzit glycerol, protoze v malém mnozstvi miize
napf. zvySovat stabilitu sacharosy.!

PouZivanim smési riiznych pomocnych latek se d4 modifikovat Tg smési.® Latky
s vy$§i molekulovou hmotnosti maji VétSinou vyssi Tg, zatimco latky s nizsi
molekulovou hmotnosti maji niz§i Tg. Jejich vhodnou kombinaci a zvySenim
koncentrace proteinu je mozné ziskat pomémé vysokou Tg.! Pro uréeni Tg miZe byt

napomocna Foxova rovnice,

1w, W Wy,

+ + ...
Tgsmés T T; Th

6]
kdy Wi je hmotnost frakce n, Tgn ukazuje Ty Cisté komponenty n (pomocna latka),
Tesmes je Tg smési.!

Nejlepsi pomér stabilizatoru a strukturotvorné latky je primémé od 1:2 do 1:4.!

6.4.2 Strukturotvorné latky

Pomocné latky, jez zajist'uji, aby doSlo k vytvofeni spravné struktury lyofilizatu a jeji
neporusenosti, se nazyvaji strukturotvorné latky. Diky témto latkdm se predchazi
kolapsu lyofiliza¢niho kola€e. Strukturotvorné latky krystalizuji z roztoku b&hem
cyklovani a vytvateji porozitu kolace, diky cemuz muze voda béhem lyofilizace 1épe
sublimovat. Pro eleganci a spravny vzhled lyofilizatu je dulezitd spravna koncentrace
sturkturotvornych latek."!?

VétSinou jsou strukturotvorné latky dilezité predev§im pro nizké koncentrace aktivni
slozky (<50 mg/ml), pti vysSich koncentracich (>50 mg/ml) nemusi byt pro vznik

vhodné struktury potieba. Nejcastéji se pro své vlastnosti pouzivaji mannitol a
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glycin.!132® P¥i vyuzité glycinu je potfeba pocitat s jeho kyselym pH (5,6-6,6) a volit
ho do kombinaci s latkami, kterym kyselé pH nevadi nebo pouzit vhodny pufr.
Glycin muze interagovat s redukujicimi cukry a nejvhodnéjsi rozpéti pH pro vznik

vhodné struktury lyofilizatu je 5-7.1:13:27:28

6.4.3 Antioxidanty
Antioxidanty jsou n¢kdy do smési piidavany, aby se piedeslo oxidaci
lyofilizovanych latek a proteinti a tim i k ohroZeni stability a ucinku lyofilizata.
Jejich ucinek spociva ve sniZzovani chemickych a kovalentnich degradaci proteind.
Nejcastéji pouzivanymi antioxidanty jsou kyselina askorbové, sifi¢itan sodny nebo
methionin. Antioxidanty lyofilizované latky chrdni, mohou ovSem katalyzovat

rozkladné reakce proteind. -

6.4.4 Tenzidy

Potfebnymi pomocnymi latkami pro lyofilizaci mohou byt casto 1 tenzidy
(surfaktanty). Mechanismem U¢inku tenzidi je pravdépodobné sniZzeni mezifazového
napéti v roztoku proteinu a sniZeni jeho adsorpce na mezifazi (na krystaly ledu) a
prevence jeho agregace béhem lyofilizace.!

Nejcastéji vyuzivanym neionickym tenzidem je polysorbat 20 nebo 80, jejichz hlavni
vyhodou oproti jinym latkdm je nizkéd koncentrace (0,004-0,01 %). V polysorbatech
se béhem vyroby mohou objevit necistoty a je tfeba dbat a to, aby kvili témto
necistotdm nebyla naruSena stabilita aktivni slozky, zejména pii koncentraci

polysorbatii >0,05 %.!

6.4.5 Pufry

Pro vytvofeni stabilniho lyofilizatu je dilezité také zvoleni vhodného pufru. Aby
smés byla stabilni po lyofilizaci, je nutné, aby byla stabilni i v tekuté formé.
Predpoklada se, ze pH roztoku je ekvivalentni pH v pevné formé. Nejcasteji se pH
lyofilizovanych proteinti a litek pohybuje v rozmezi 4-8.!

Nevyhodou nékterych pufrd je sublimace béhem lyofilizace, coz mé za nasledek

sniZzeni jeho koncentrace a ztohoto divodu jsou upiednostiiovany pufry, které
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nesublimuji a jejichz koncentrace se nesnizuje (napfiklad histidin). Dal$imi Casto
pouzivanymi pufry pfi lyofilizaci proteini jsou fosfatové soli. Sodné soli fosfatt
mohou zpusobovat nestability, proto jsou vhodnéjsi draselné soli (pH rozmezi 6-
8).1'%> Nestabilité fosfatovych pufri béhem lyofilizace se d4 zabranit pouzitim dalsich
pomocnych latek, napf. pouzitim mannitolu.?> Pro lyofilizaci je pfijatelny i glutamat

sodny, pokud je pH od 4 do 6, citrat sodny, dale potom tartaraty, sukcinaty, malaty.'

6.4.6 lzotonizacni prisady
Pro Gpravu osmotického tlaku injekci se nej€astéji pridavaji izotonizacni latky, mezi
které patii napiiklad glycerol a chlorid sodny.!* Nevyhodou ptidani chloridu sodného
je moZné snizeni eutektické teploty. Chlorid sodny ma Te -21,2°C.*’ Mezi pouzivané

izotonizaéni piisady fadime i mannitol.>3*-!

6.5 Pouzité pomocneé latky

Mannitol, neboli D-mannitol, je bily krystalicky prasek, ktery chutna sladce a je bez
zapachu.*'*? Chemicky se jednd o polyalkohol. Taje pfi 166-168 °C a je snadno
rozpustny ve vod&. Vodny roztok, ktery ma koncentraci 5,07 % je izoosmoticky.!
Mannitol existuje v n€kolika polymorfickych modifikacich, které béhem uchovavani
mohou prechdzet jedna v druhou, coz nésledné miize vést ke zvySeni zbytkové
vlhkosti v lyofilizatu. V1iv na vznik polymorfii ma rychlost mrazeni a koncentrace.
Nejstabilngjsim polymorfem je p-polymorf.>327

Diky tomu, Ze neni hygroskopicky, ho lze vyuZivat jako pomocnou latku i
v kombinacich s aktivni slozkou, kterd je citlivd na vlhkost. Ma Siroké vyuziti pii
vyrob¢ lyofilizatd jako sladidlo, izotoniza¢ni c¢inidlo, plastifikdtor a jako
strukturotvornd pomocna latka. Pro vyrobu lyofilizovanych parenteralnich 1ékovych
forem je dostupny i bez pyrogenti. Obvykle se vyuziva v koncentraci 20-90 %.3!
Glycerol je cira a bezbarva viskézni kapalina se sladkou chuti a bez zépachu.
Vyznacuje se hygroskopicitou a je misitelny s vodou. Bod varu ma pti 290 °C a taje
pii 17,8 °C.>* V oralnich a oromukosalnich pfipravcich se nejéastéji vyuziva jako
sladidlo, dale pro upravu tonicity a jako plastifikator, rozpoustédlo a kosolvatacni

¢inidlo.?>*
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Mezi Casto vyuzivané pomocné latky se tadi také rizné polymery.

Rybi Zelatina je nazev pro ciStény protein ziskany z kize, kosti a chrupavek
mofiskych ryb, znichZz se ziskavd kyselou nebo zasaditou extrakci.’>*¢37 Rybi
zelatina se po extrakci Cisti a susi. Podle metody vyroby se déli na Typ A a Typ B,
které se lisi v nékterych svych vlastnostech.’® Je to bezbarva az lehce nazloutla
amorfni latka, kterd po rozpusSténi ve vod¢ typicky zapacha. Mezi zelatinou
ziskavanou ze savcl a rybi zelatinou je rozdil v obsahu imino kyselin, prolinu a
hydroxyprolinu, které stabilizuji konformaci pfi tvorbé gelu. Nizs§i obsah prolinu a
hydroxyprolinu v rybi Zelatin€ zptisobuje nizsi schopnost gelace a nizsi teplotu tani.
Dal$im rozdilem je vyssi viskozita rybi Zelatiny.*® U rybi Zelatiny jsou znatelné i
rozdily mezi rybi Zelatinou vyrabénou z ryb Zijicich ve studenych a teplych vodach.
Rybi zelatina zryb Zijicich ve studenych vodach negeluje pii pokojové teploté,
geluje pii 8-10 °C, kdezto rybi zelatina z ryb Zijicich v teplych vodach geluje pfi
teplotach 25-27 °C, takze tato zelatina miize byt ve form¢ gelu uchovavéana pfi
niz8ich pokojovych teplotich.>® Ve vodé je dobfe rozpustna za zvysené teploty
(>30 °C) a jeji pH je v rozmezi 3,8-7,6.%

Rybi Zelatina je stabilni v suché formé¢, vodné roztoky rybi Zelatiny jsou stabilni,
pokud se uchovavaji za snizené teploty, nicmén¢ 1 tak velmi snadno podléhaji
mikrobidlni degradaci. Je oblibend pii pfipravé matric pro bukalni nebo sublingualni
podani a v postupech lyofilizace diky svym vlastnostem, kdy jakozto amorfni latka
pomaha dodat témto lékovym formam pozadované vlastnosti.> Pouziva se i pro
upravu viskozity roztokd, ¢ehoz se da taktéz vyuzit pii piiprave roztokii pro
lyofilizaci tablet. Vzhledem k amfoternosti rybi Zelatiny je potieba pocitat
s moznymi interakcemi s kyselymi 1 zasaditymi latkami. Stejné tak mulze dojit
k interakcim s riiznymi polymery ve formé kationtii i aniont.*

Pfirodnimi polymery ziskanymi z motskychfas celedi Rhodophyceae jsou
karagenany. Existuje mnoho podtypt, ale v zasad¢ se daji rozd€lit na tii hlavni typy,
kter¢ se 1iSi poctem esterové sulfo-skupiny a pfitomnosti nebo absenci

anhydrogalaktosy.*® Prvnim typem je lambda-karagenan (A-karagenan), ktery nema
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ve své struktufe anhydrogalaktosu, druhym typem je iota-karagenan (1-karagenan) a
poslednim je kappa-karagenan (k-karagenan).*

Jsou to bilé nebo nazloutlé krystalické latky bez chuti a bez zapachu. Rozpousti se
v horké vodé (>80 °C vsechny tii podtypy, >20 °C pouze A-karagenan).’®*’ Protoze
jsou to hygroskopické latky, mély by byt skladovany na suchém misté. Karagenany
jsou nejstabilngjsi pii pH 9. V kyselém prostiedi (pH by nemélo klesnout pod 3,5)
jsou stabilni pouze podtyp kappa a iota ve formé gelu, lambda podtyp je v kyselém
prosttedi hydrolyzovan.®

A-karagenan je negelujici polymer, ktery se pouZziva v koncentracich do 0,7 % pro
zvySovani viskozity, pfi¢emz napi. u emulzi je doporucena koncentrace 0,1-0,5 %. 1-
karagenan je gelujici polymer tvofici husté tixotropni gely.*® Pouzivd se obvykle
v koncentracich kolem 0,4 %. k-karagenan je siln& gelujici.*®

Karagenany mohou interagovat s kationty, naptiklad karagenany kappa a iota geluji
pfi kontaktu sK* a Ca®' ionty. Ve smésich sné&kterymi latkami proteinového
charakteru mohou ménit svou viskozitu — dochdzi k jejimu nartstu, mize dale dojit
ke gelaci nebo az k precipitaci proteinil, proto je dilezité pozorn¢€ nastavit slozeni
smési 1 podminky, aby k tomuto jevu nedoslo. Karagenany se pro své mukoadhezivni
vlastnosti s vyhodou vyuzivaji pro oralni a bukalni 1€ékové formy, ¢ehoz se da vyuzit
pii ptiprave lyofilizati pro bukalni nebo sublingualni aplikaci. Pouzivaji se jako gely
nebo se inkorporuji do tabletové matrice.>®

Polyvinyl-pyrrolidon, zkracené¢ povidon, je polymer, ktery je obvykle v podobé
bilého nebo lehce nazloutlého hygroskopického prasku bez zépachu. Je snadno

rozpustny ve vodé.*!

Na koncentraci povidonu ve vodnych roztocich zavisi i1
vysledna viskozita téchto roztoki. Jeho pH je kyselé, obvykle v rozmezi 3,0-7,0, a
teplota tani je pii 150°C.** V parenteralnich a oralnich 1ékovych formach se vyuziva
pro zvySeni viskozity a stability ptipravkl, dale pro modifikaci teploty skelného
pfechodu. Obvykle se pouzivd v koncentracich do 5 %. Pomérné podstatnou
nevyhodou pro vyuzivani povidonu jako pomocné latky se jevi jeho inkompatibilita

s anorganickymi solemi, se kterymi vytvafi nea¢inné komplexy.*>*
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7 Experimentalni ¢ast

7.1 Pouzité suroviny

Bovinni sérovy albumin (Bovine Serum Albumin, Sigma-Adrich)
Glycerol 85 % Ph. Eur. (M+H, Mica a Harasata s. r. 0.)

HPLC voda (FaF UK v HK)

Karagenan iota (1-Carrageenan, Sigma-Aldrich)

Karagenan kappa (k-Carrageenan, Sigma-Aldrich)

Karagenan lambda (A-Carrageenan, Sigma-Aldrich)

Karagenan smésny kappa-lambda (Carrageenan, Sigma-Aldrich)
Mannitol (Pearlitol Roquette, Sigma-Aldrich)

Povidon 25 (Kollidon 25 BASF)

Rybi zelatina (Lapi Gelatines S. p. A.)

Aktivni slozka (Mr=5000 mol/g, latka peptidové povahy)

7.2 Pouzité pristroje

DSC 200 PC Phox®, Netzsch-Geratebau GmbH, Selb, Némecko, ruc¢ni lis Netzsch,
Pocita¢ s programem DSC 200 F3 NETZSCH Proteus (Netzsch-Geratebau GmhH,
Selb, Némecko)

Elektronické vahy Kern ABJ 120-4M, Kern and Sohn GnbH, Némecko (d=0,001mg)
Lyofilizator Freeze-Dryer Beta 1-8 LSCPlus, Martin Christ
Gefriertrocknungsanlagen, Némecko

Magneticka michacka Heidolph MR 3001 (Némecko)

Mraznicka Vestfrost BSFS 290 (Dansko)

Osmometr Automatic Semi-micro, Knauer, Némecko

pH metr HI 221, Hanna Instruments, US

Pipeta Trasferpettor 1000 pl, Brand, Némecko

Véhy Sartorius Entris S323I-1S, Lab Instruments GMBH a CO.KG, Goettingen,
Némecko (d=0,001g)
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7.3 Pouzité metody

7.3.1 Priprava vzorku
Pti pfipravé vzorkd jsem vzdy nejprve rozpustila pfislusSné mnozstvi mannitolu ve
vode¢ vyssi kvality (pro HPLC) a v tomto roztoku jsem poté rozpoustéla za stalého
michani ostatni slozky: karagenan nebo rybi Zelatinu zahfatim na vodni lazni pii
70 °C, ptipadné povidon 25. Roztoky jsem michala, dokud se karagenan nebo
zelatina nerozpustily. Po zchladnuti roztoku jsem doplnila odpatfenou vodu.
Do nékterych vzorki jsem piidala glycerol 85 %
Pti ptipravé vzorkl s modelovou aktivni latkou albuminem (BSA) jsem ptidala BSA
do zchladlych roztokl a nechala rozpustit za michani na magnetické michacce.
Vzorky obsahujici aktivni slozku (API) jsem pfipravila tak, ze potiebny objem smési
pomocnych latek jsem pfipravila zvlast a API jsem rozpustila az nakonec ve
zchladlych roztocich ptimo v ampuli.
Celkem bylo pfipraveno 40 vzorkd, jejichz slozeni uvadi Tab. 1-3. Vzorky byly
oznaceny kody podle sloZeni. Napt. M5/CRI10,3/P4/API1 znamen4, Ze smés obsahuje
mannitol v 5 % koncentraci, karagenan iota v 0,3 % koncentraci, povidon 25 ve 4 %
koncentraci a aktivni latku AP, pfic¢emz v kazd¢ tableté je jedna davka aktivni latky,
coz je 84 mg (API1). Oznaceni M3/G3/APIR a APIR2 znamend, Ze pro vyrobu
tablety jsem pouzila roztok API se sniZzenym mnoZstvim soli (ultrafiltraci), nikoli

lyofilizat.
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Tab. 1: Vzorky ptipravené ve formulacni studii s pomocnymi latkami

Vzorek Kad SloZeni (%)
M CRI |CRKL |[CRL |[CRK | P

Vi M3/G3 3

V2 MS5/G5 5

V3 MS5/CRL0,3 5 0,3

V4 MS5/CRI0,3 5 0,3

V5 MS5/CRKLO0,3 5 0,3

V6 MS5/CRKO0,3 5 0,3

\%i MS5/G3/P4 5 4
V8 MS5/CRI0,3/P4 5 0,3 4
V9 MS5/CRKLO0,3/P4 5 0,3 4
V17 MS5/CRL0,3/P4 5 0,3 4
V18 MS5/CRKO0,3/P4 5 0,3 4
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Tab. 2: Vzorky ptipravené ve formulac¢ni studii s modelovym proteinem

Vzorek Kéd SloZeni (%) mg/tbl
M | G |[CRI| GI BSA

V19 M3/G3/BSAS8 3 3 8

V20 M3/G3/BSA16 3 3 16
V21 M3/G3/BSA40 3 3 40
V22 M3/G3/GL/BSA8 3 3 0,05 8

V23 M3/G3/GL/BSA16 3 3 0,05 16
V24 M3/G3/GL/BSA40 3 3 0,05 40
V25 M3/CRI/BSAS 3 0,3 8

V26 M3/CRI/BSA16 3 0,3 16
V27 M3/CRI/BSA40 3 0,3 40
V28 M3/CRI/GL/BSAS 3 0,3 | 0,05 8

V29 M3/CRI/GL/BSA16 3 0,3 | 0,05 16
V30 M3/CRI/GL/BBSA40 3 0,3 | 0,05 40
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Tab. 3: Vzorky pfipravené ve formulacni studii s aktivni latkou

Vzorek Kéd SloZeni (%) mg/tbl
M |G| CRI |[CRKL|CRL | P | B API
V10 M3/G3/API1 313 84
Vi1 MS5/G5/API1 515 84
V12 MS5/CRI0,3/API1 5 0,3 84
V13 MS5/CRI10,3/P4/API1 | 5 0,3 4 84
V14 M5/CRKL0,3/API1 5 0,3 84
V15 | M5/CRKLO0,3/P4/API1 | 5 0,3 4 84
V16 MS5/CRL0,3/API1 5 0,3 84
V31 M3/G3/API8 313 10,5
V32 M3/G3/API17 313 12
V33 M3/G3/API6 313 14
V34 M3/G3/API5 313 16,8
V35 M3/G3/API14 313 21
V36 M3/G3/API3 313 28
V37 M3/G3/API2 313 42
V38 M3/CRI/API8 3 0,3 10,5
V39 M3/G3/APIR 313
V40 M3/G3/APIR2 313

7.3.2 Méreni pH

K méfeni pH jsem pouzivala pH metr kalibrovany na hodnoty pH 4 a pH 7 pomoci
standardu. Pro méteni jsem pouzila 25 ml vzorku a sklenénou elektrodu. Po méfeni

jsem elektrodu omyla ¢isténou vodou a osusila.

7.3.3 Méreni osmolality

Na zjisténi osmolality jsem pouzivala automaticky osmometr. Pfed zacatkem méteni
samotnych vzorki bylo nutné provést kalibraci pfistroje, kterou jsem provedla tak, ze

jsem nejprve nastavila nulovou hodnotu (0 mOsmol/kg) pomoci ultracisté vody (pro
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HPLC) a hodnotu 400 mOsmol/kg pomoci kalibra¢niho roztoku chloridu sodného
(12,687 g NaCl/kg H,0). Nasledn& jsem podle 1ékopisné tabulky CL 2017, 2.2.35-1
provedla kalibraci piistroje pomoci kalibra¢nich roztokid 100, 200, 300, 400 a
700 mOsmol/kg piipravenych rozpusténim predepsaného mnozstvi chloridu sodného
ve vode¢.

Nameétené hodnoty osmolality jsem vynesla do grafu a ziskala kalibracni piimku,
charakterizovanou kalibra¢ni rovnici:

y =0,9945x + 0,9622 (2)

kde y je namétend hodnota osmolality (mOsmol/kg) a x je redlnd hodnota osmolality
(mOsmol/kg). Pomoci rovnice jsem potom vzdy piepotem znaméfenych
experimentalnich hodnot ziskala skute¢né hodnoty osmolality. Tyto hodnoty jsou
uvedeny v tabulkach.

Pii vlastnim méfeni jsem do vymyté a vysuSené méfici zkumavky napipetovala
150 pl méteného roztoku, umistila do chladici komurky pfistroje a nechala 1 minutu
vytemperovat. Po zméfeni osmolality jsem pockala, az vzorek roztaje, méfici
nadobku vymyla, ususila a napipetovala novy vzorek. U kazdého méteného roztoku

jsem provedla pét méteni, z nichz jsem vypocitala primér a smérodatnou odchylku.

7.3.4 Diferencialni skenovaci kalorimetrie

Pro metodu DSC jsem si ptipravila prazdny hlinikovy kelimek, udé¢lala jsem dirku do
vicka a prazdny kelimek jsem zvézila na kalibrovanych analytickych vahach.

Do vytarovaného hlinikového kelimku jsem navaZzila vzorek (s pfesnosti na 0,001
mg), kelimek jsem uzaviela v ruénim lisu a znovu zvézila. Vyjadfila jsem hmotnost
vzorku a udaje zadala do pfistroje.

Uzavieny kelimek se vzorkem a referencni vzorek (prazdny hlinikovy kelimek) jsem
vlozila do komory pfistroje DSC a komoru uzaviela. Pfed spusténim programu jsem
nastavila pribéh méfeni, rychlost ohfevu byla 10 °C/min. Méfeni probihalo v jednom
cyklu nebo ve dvou.

Pro jednotlivé vzorky substanci, smési a tablet jsem ziskala DSC kiivky, které jsem
potom vyhodnotila. Vysledky pro jednotlivé pomocné latky ¢i jejich smési, pfip.

lyofilizaty, jsou uvedeny na obrazcich.
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7.3.5 Lyofilizace

Vzorky jsem pomoci mikropipety davkovala do blistra po 0,6 ml, blistry jsem na
etazérech lyofilizatoru umistila do mraziciho boxu a zmrazila po dobu 24 hod pii
teploté -30 °C.

Na lyofilizatoru jsem nastavila teplotu kondenzatoru na -56 °C. Tlak v komote pro
primarni suSeni jsem nastavila na 42 Pa a na 0,1 Pa pro sekundarni suSeni. Po
nastaveni pozadovanych parametra lyofilizace jsem lyofilizator na 15 minut zapnula.
Béhem tohoto kroku se kondenzator vymrazil na pozadovanou teplotu -56 °C.

Poté¢ jsem vyjmula zmrazené vzorky z mraznicky, a co nejrychleji pfenesla do
lyofilizatoru, okamzité¢ uzaviela komoru a zapnula program SuSeni (Main Drying).
Po zapnuti je zahajen proces evakuace pracovni komory a suSeni sublimaci. Béhem
primérniho suSeni jsem registrovala hodnotu teploty na etazérech a hodnoty vakua.
Po ukonceni primarniho suseni teplota postupné¢ stoupala az na teplotu mistnosti.

Po skonceni lyofilizace jsem vyjmula blistry s vysusenymi tabletami a umistila je do

exsikatoru.

7.3.6 Hodnoceni vlastnosti tablet

U ziskanych tablet jsem hodnotila organoleptické vlastnosti: vzhled, vyjmutelnost
z blistru a ptfipadny zbytek v blistru, strukturu tablety vcetné fezu, a rozpadavost.
U nékterych tablet byla hodnocena 1 chut. Vysledky jsou prezentovany
fotodokumentaci a komentarem.

Pro hodnoceni doby rozpadu jsem pouzila pfistroj pro testovani rozpadavosti
vaginalnich a rektalnich pfipravkd. Kadinku o dostate¢ném objemu jsem naplnila
médiem (CiSt€nou vodou) o teploté 37 °C tak, aby hladina vody byla na urovni
dérované piepazky. Na ni jsem vzdy vlozila tabletu a méfila dobu rozpadu (vymizeni

bilych ¢asti) s pfesnosti na desetinu sekundy.
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8 Vysledky

8.1 Vysledky formulaéni studie s pomocnymi latkami

Tab. 4: Vlastnosti pomocnych latek a jejich smési ve formulacni studii

Osmolalita (mOsmol/kg) pH

Vzorek 1 2 3 4 5 Pramér SD
M3/G3 184 184 186 184 184 184 0,73 4,8
MS5/GS 328 334 328 325 332 329 2,92 4.4
MS5/CRLO,3 297 299 298 297 298 298 0,68 8,4
MS5/CRI0,3 297 295 299 298 292 296 2,27 8,8
MS5/CRKLO0,3 301 305 303 303 303 303 1,15 8,5
MS5/CRKO0,3 305 305 301 304 305 304 1,41 8,2
MS5/G3/P4 362 361 361 361 363 362 0,73 4,2
MS5/CRI0,3/P4 346 347 348 341 345 345 2,21 3,6
MS5/CRKO0,3/P4 352 354 352 352 353 353 0,73 3,6
MS5/CRL0,3/P4 354 355 355 357 354 355 1,00 3,5
MS5/CRKLO0,3/P4 359 359 359 361 356 359 1,46 3,5
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Obr. 2: Termogram rybi Zelatiny (1. ohtev, 2. ohfev)
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Obr. 4: Termogram karagenanu iota (1. ohfev, 2. ohiev)
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Tab. 5: Vlastnosti tablet s rybi zelatinou

Vzorek Kod Obrazek Popis

Kompaktni, dobfe vyjmutelné,
nezastava zbytek v blistru, pevné,
struktura na fezu dobra

V1 M3/G3

Kompaktni, snadno vyjmutelné, zbytek
v blistru nezlistava, pevné, struktura na
fezu dobra

V2 M5/G5

Nekompaktni, snadno vyjmutelné,
zbytek v blistru nezlistava, pevné,
struktura na fezu Spatna

Vi M5/G3/P4
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Tab. 6: Vlastnosti tablet s karagenany

Vzorek

Kod

Obrazek

Popis

V3

M5/CRLO,3

Kompaktni, snadno vyjmutelné,
v blistru ziistava povlak, velmi
kiehké, struktura na fezu dobra,

V4

M5/CRIO0,3

Kompaktni, snadno vyjmutelné,
neni po nich takovy povlak v
blistru, ki‘ehké, struktura na fezu
dobra

V5

MS5/CRKLO0,3

Kompaktni, snadno vyjmutelné,
maly povlak v blistru, kiehké
nejlepsi strktura z karagenanti na
fezu,

Vo6

M5/CRKO,3

Kompaktni, snadno vyjmutelné,
zustava povlak v blistru, kiehké,
struktura na fezu neni moc dobra

V8

MS5/CRI0,3/P4

Kompaktni, snadno vyjmutelné,
zustava povlak v blistru, kiehké,
struktura na fezu neni moc dobra
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V9

MS5/CRKLO,3/P4

Kompaktni, snadno vyjmutelné,
maly povlak v blistru, nékteré
drobné prasklinky a jsou kiehké,
struktura na fezu $patna

V17

MS5/CRLO,3/P4

Kompaktni, snadno vyjmutelné,
zustava povlak v blistru, kiehké,
struktura na fezu Spatna,

V18

MS5/CRKO0,3/P4

Nekompaktni, snadno vyjmutelné,
zustava povlak v blistru, kiechké a
popraskané, struktura na fezu
Spatna
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Obr. 9: Termogram M5/G5
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Tab. 7: Cas rozpadu tablet s pomocnymi latkami a jejich smésmi

Cas (s)
Vzorek 1 2 3 4 5 6 Priumér SD
M3/G3 3 3 3 3 4 4 3 0,35
MS5/GS 29 29 (62) 35 32 29 31 10,95
MS5/CRKLO0,3 12 10 10 10 9 7 10 1,17
MS5/CRI0,3 8 8 7 9 6 6 7 0,78
MS5/CRKO0,3 8 7 6 6 5 6 7 0,74
MS5/CRLO,3 7 6 7 6 8 7 7 0,47
M5/G3/P4 58 53 59 (84) 60 63 47 9,30
MS5/CRI0,3/P4 8 5 5 5 4 5 5 1,01
MS5/CRKL0,3/P4 4 5 4 4 5 4 4 0,07
MS/CRKO0,3/P4 5
MS5/CRL0,3/P4 5
8.2 Vysledky formulaéni studie s modelovym proteinem
Tab. 8: Vlastnosti latek ve formulacni studii s modelovym proteinem
Vzorek Osmolalita (mOsmol/kg) pH
1 2 3 4 5 Priamér SD
M3/G3/BSAS 188 5,6
M3/G3/BSA16 191 5,98
M3/G3/BSA40 207 > = 6,43
M3/G3/GL/BSAS8 193 = o 5,67
M3/G3/GL/BSA16 | 198 6,01
M3/G3/GL/BSA40 | 212 6,4
M3/CRI/BSAS 189 192 192 192 189 191 1,48 6,76
M3/CRI/BSA16 192 191 192 190 191 191 0,75 6,66
M3/CRI/BSA40 207 207 207 204 208 207 1,36 6,67
M3/CRI/GL/BSA8 | 192 193 191 190 192 192 1,03 6,65
M3/CRI/GL/BSA16| 194 194 196 196 195 195 0,90 6,68
M3/CRI/GL/BSA40| 207 207 207 207 0,00 6,83
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Tab. 9: Vlastnosti tablet s rybi zelatinou a modelovym proteinem

Doba
Vzorek Kod Obrazek Popis rozpadu

(s)

tablety, dobfe vyjmutelné, beze

zbytku v blistru, pevné, pékna
struktura na fezu, nasladlé

V20 M3/G3/BSA16 120

V19 M3/G3/BSAS8 D 5
Kompaktni, vzhledové pekné

Kompaktni, pekna struktura,

V21 M3/G3/BSA40 ' ‘ dobfe vyjmutelné, beze zbytku | 5
' v blistru, pevné, bez chuti, déle

Ipi na sliznici
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Tab. 10: Vlastnosti tablet s rybi zelatinou, glycerolem 85 % a modelovym proteinem

Doba
Vzorek Kod Obrazek Popis rozpadu
(s)
Kompaktni, pekna struktura,
dobfe vyjmutelné, beze
V22 M3/G3/GL/BSA8 zbytku v blistru, pevné, 30
dobra struktura na fezu,
nasladlé
Kompaktni, dobie
vyjmutelné, beze zbytku
V23 M3/G3/GL/BSA16 v blistru, tvrdé, pekna 90
struktura, malinko nasladlé
(ptijemny pocit)
Kompaktni, na povrchu
hladké, snadno vyjmutelné, | 9 (gelovy
V24 M3/G3/GL/BSA40 beze zbytku v blistru, kichké |  zbytek
(samy se rozpadnou pii <900)
fezu), nasladlé
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Obr. 21: Termogram M3/G3/BSA 16

Obr. 20: Termogram M3/G3/BSA 8

Obr. 23: Termogram M3/G3/GL/BSA 8

Obr. 22: Termogram M3/G3/BSA 40 (1.

ohtev, 2. ohtev)

Obr. 25: Termogram M3/G3/GL/BSA 40

Obr. 24: Termogram M3/G3/GL/BSA 16
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Tab. 11: Vlastnosti tablet s karagenanem iota a modelovym proteinem

Vzorek Kod Obrazek Popis Doba
rozpadu (s)
Kompaktni, snadno vyjmutelné¢ | 50 (gelovy
V25 | M3/CRI/BSA8 zanechavaji povlak v blistru, zbytek
dobra struktura, ki‘ehké, nasladlé >900)
Kompaktni, snadno vyjmutelné, | 30 (gelovy
V26 |M3/CRI/BSA16 maly povlak v blistru, dobra zbytek
struktura, kiehké, nasladlé >720)
K bt minmdtnt pouta | 20 €€Iovs
V27 | M3/CRI/BSA40 e zbytek
v blistru, kiehké, struktura ~900)

krasna
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Tab. 12: Vlastnosti tablet s karagenanem iota, glycerolem 85 % a modelovym
proteinem

Doba

Vzorek Kod Obrazek Popis rozpadu (s)

Kompaktni, snadno

vyjmutelné, zanechavaji | 50 (gelovy
maly povlak v blistru, dobra |  zbytek
struktura, ale velmi kiehké, >900)

rozpadaji se samy (drobi se)

V28 M3/CRI/GL/BSAS

Kompaktni kiehké, dobie
vyjmutelnéz blistru, maly | 40 (gelovy
povlak v blistru, struktura zbytek
dobra, maji prasklinky a >900)
jsou kiehké

V29 M3/CRI/GL/BSA16

Kompaktni, kolaps
lyofiliza¢niho kolace,
V30 | M3/CRI/GL/BBSA40 snadno vyjmutelné, 540
minimalni povlak v blistru,

pevné
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Obr. 26: Termogram M3/CRI/BSA 8
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Obr. 31: Termogram M3/CRI/GL/BSA 40
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8.3 Vysledky formulacni studie s aktivni latkou
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Obr. 32: Termogram aktivni latky API (1. ohfev, 2. ohfev)
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Tab. 13: Vlastnosti tablet s rybi Zelatinou a aktivni latkou

Vzorek

Kod

Obrazek

Popis

Doba
rozpadu

(s)

V10

M3/G3/API1

Nekompaktni, $patné
vyjmutelné, nezistal zbytek
v blistru, pevné, Spatna struktura
na fezu, nevzhledna barva

150

Vil

MS5/G5/API1

Nekompaktni, Spatné
vyjmutelné, neziistal zbytek
v blistru, pevné, Spatna struktura
na fezu, nevzhledna barva

60

V31

M3/G3/APIg

Porézni struktura, prithledné,
viditelné tramce, $patné
vyjmutelné z Al blistru,

zanechavaji povlak v blistru,

ki‘ehké, lamavé

V32

M3/G3/API7

Velmi porézni struktura na fezu
(kostra Zelatiny), prahledné,
$patné vyjmutelné z blistru,

nezanechavaji povlak v blistru,

nejednotna barva, lamavé

V33

M3/G3/API6

Rozdiln4 kvalita a kompaktnost
tbl., na dné "bublina", $patné
vyjmutelné, nezanechavaji
povlak v blistru Al, ale v plastu
ano, kirehké, lamavé

56




V34

M3/G3/API5

Nekompaktni, $patné
vyjmutelné, porézni struktura na
tezu (kostra zelatiny), bez
povlaku v blistru, kiehké,
lamavé, prihledné, nejednotna
barva

V35

M3/G3/APl4

Rozdilna kvalita a kompaktnost
tbl., nep€kna struktura na fezu,
$patné vyjmutelné z blistru,
nezanechavaji povlak, plastické,
kolaps, hodné¢ slané

V36

M3/G3/API3

Nekompaktni, svétle zluta
,,sklenéna“ tbl., obtizné
vyjmutelna z blistru, ziistava
zbytek v blistru, drt, droli se

V37

M3/G3/API2

Nekompaktni, svétle zluta
,,sklenéna“ tbl., nepékna
struktura, obtizn€ vyjmutelna,
zbytek v blistru, drt’, pfi vyjimani
z blistru se lamou, hodné slané
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Tab. 14: Vlastnosti tablet s karagenany a aktivni latkou

Vzorek

Kod

Obrazek

Popis

Doba
rozpadu

(s)

V12

M5/CRI0,3/API1

Nekompaktni §patné
vyjmutelné, nezistal zbytek
v blistru, pevné, Spatna
struktura na fezu, nevzhledna
barva

70

V13

MS5/CRI0,3/P4/API1

Nekompaktni, §patna
struktura na fezu, nevzhledna
barva, §patn¢ vyjmutelné,
nezistal zbytek v blistru,
velké bubliny ve struktufe,
tvrdé

720

V14

MS5/CRKLO0,3/API1

Nekompaktni, Spatné
vyjmutelné, nezistal zbytek
v blistru, pevné, Spatna
struktura na fezu, velké
dutiny, nevzhledna barva

90

V15

MS5/CRKLO,3/P4/API1

Nekompaktni, Spatné
vyjmutelné, nezdstal zbytek
v blistru, pevné, $patna
struktura na fezu, velké
dutiny ve sturktufe,
nevzhledna barva

300

Vie

MS5/CRLO,3/API1

Nekompaktni, $patna
struktura na fezu, nevzhledna
barva, Spatn¢ vyjmutelné,
nezustal zbytek v blistru,
velké dutiny ve strukture,
tvrdé

120
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V38

M3/CRI/API8

Nekompaktni, nevhodna
struktura, svétle zluta tableta,
obtizné vyjmutelna, ztistal
zbytek v blistru a drt, kiehké

V39

M3/G3/APIR

Kompaktni, porézni
struktura, prihledné, snadno
vyjmutelné z blistru, zbytek
v blistru neztstal, nejsou tak

kiehké

V40

M3/G3/APIR2

Riizné vysledky- nékteré
tablety kompaktni s porézni
strukturou, svétlé, snadno
vyjmutelné z blistru, zbytek
blistru nezdstal, nejsou tak
kiehké, jiné tablety napénéné
s naprosto nevhodnou
strukturou

Obr. 33: Termogram M3/G3/API1 (1. ohtev,
2. ohiev)

1
Temparatura '

€0
Temparature F'C

Obr. 34: Termogram M5/G5/API1 (1. ohtev,
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Obr. 35: Termogram MS5/CRIO0,3/P4/API1  Obr. 36: Termogram MS5/CRIO0,3/API1 (1.

(1. ohtev, 2. ohtev) ohtev, 2. ohfev)

Obr. 37: Termogram MS5/CRKLO0,3/P4/API1  Obr. 38: Temogram M5/CRKLO0,3/API1 (1.

(1. ohtev, 2. ohiev) ohfev, 2. ohfev)

Obr. 39: Termogram M5/CRL/TF11 (1. ohtev, 2. ohtev)
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9 Diskuse

Predmétem mé diplomové prace byly formulacni studie, jejichZ cilem je nahradit
soucasn¢ pouzivanou injekéni l€ékovou formu imunologického preparatu na oralni.
Pro pacienty je ordlni podani (do dutiny Gstni) mnohem piijemnéjsi a preferovanéjsi
oproti injekénimu. Lyofilizovand bukalni nebo sublinguélni tableta je vyhodna
z hlediska stability aktivni latky, rychlého rozpadu i snadné aplikace. Vhodnou
upravou smesi a volbou pomocnych latek je mozné dosdhnout mukoadhezivnich
vlastnoti a dostate¢né doby kontaku s tkani.

V préaci jsem se zaméfila na hleddni vhodnych pomocnych latek pro lyofilizaci.
Struktura lyofilizatu je ur€ena vlastnostmi pomocnych latek. Zakladni skelet
lyofilizacniho kolafe tvoii krystalické a amorfni strukturotvorné latky a spolu
s dal§imi latkami (napt. moditkatory pH, kryo- a lyoprotektivnimi latkami) a také
s postupem procesu (podminky mrazeni a suseni) jsou pfedpokladem stability aktivni
latky a vhodnych vlastnosti piipravku.?

Vychazela jsem ze zékladni kompozice obsahujici mannitol a rybi Zelatinu, ktera
aktivni latku a pfipadnou nahradu Zelatiny.

Studii jsem rozdélila na tfi etapy — prvni etapa probihala pouze s pomocnymi latkami
a jejich smésmi, druha etapa s modelovym proteinem BSA a tfeti etapa s aktivni
latkou APIL Pii vybéru a hodnoceni vhodnosti sloZzeni jsem hodnotila pH roztokl a
osmolalitu smési, které by mohly ovlivnit stabilitu aktivni slozky; dalSim kritériem
byla také jednoduchost ptipravy smesi pomocnych latek, zejména nutnost zahiivani a
viskozitu smési po ochlazeni na laboratorni teplotu, které z vyrobniho hlediska
ovlivituji naro¢nost vyroby, davkovatelnost a cenu ptipravku. Pfesnost davkovani do
blistru pak ovlivitluje hmotnostni stejnomérnost, kterd je jednim z procesnich
parametrt ptipravku.

U tablet jsem hodnotila vzhled, kompaktnost tablety, vyjmutelnost z blistru, zbytek
v blistru, mechanickou odolnost a strukturu na fezu. Sledovala jsem rovnéZ termalni

vlastnosti (DSC), dobu rozpadu tablet a dale také jejich barvu a chut’.
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Lyofilizace probihala vzdy za stejnych podminek: pfipravené vzorky byly
nadavkovany do plastovych nebo hlinikovych blistrG, umistény na desky
lyofilizatoru a vloZzeny do mraziciho boxu (-30 °C). Poté byly vyjmuty a co
nejrychleji umistény do komory zatizeni, kde byl po evakuaci zahajen proces suSeni.
Desky lyofilizatoru s vlastnim ohievem zajistily potifebnou energii pro sublimaci
ledu. Po zahajeni lyofilizace byla teplota na deskach pfiblizné -16 °C, teplota
kondenzoru byla -56 °C po celou dobu lyofilizace a tlak v komoie 30 Pa. Teplota v
prabéhu primarniho a sekundarniho suSeni postupné stoupala, az na konci procesu
doséhla cca 18 °C.

Pribéh mrazeni bohuzel nebylo mozné zcela kontrolovat ani optimalizovat. To
mohlo byt pfi¢inou nékterych dil¢ich neuspechii (kolaps kolace, nevhodna struktura
tablety), jak bude komentovano pozdé¢ji. Rovnéz se pii provozu ukazalo, ze vyssi
patra v komofe maji v prib¢hu primarniho suSeni vyssi teplotu nez dolni a nékteré
prvotni experimenty tak byly znehodnoceny rozmrazenim pifed sublimaci nebo
kolapsem kolace. Proto byly dal$i prace realizovany vZzdy pouze na tfech dolnich

patrech (¢isla pater 8, 9, 10 na Obr. 40).
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Obr. 40: Komora lyofilizatoru

Vysledné produkty (tablety) jsem vyjmula z blistru, zdokumentovala jejich vlastnosti
a zméfila dobu jejich rozpadu. Obvykle jsem pfipravila 10 tablet, ale protoze
v nékterych kombinacich jsem méla jen velmi malo materidlu (zejména ve tieti etapé
s aktivni latkou), musela jsem pfipravit jen napt. 2 tablety. Proto jsou vysledky doby
rozpadu nékdy pouze vysledkem 1 meéfeni a slouzi ve formulacni studii jako

orientacni. Komentare k vlastnostem tablet jsou soucésti fotodokumentace.

9.1 Formulacéni studie s pomocnymi latkami

Pomocné latky pro lyofilizat by mély kombinovat latky tvofici strukturu. Kombinuji
se latky krystalické s amorfnimi. Nekteré latky mohou tvofit ¢astecné krystalickou,
asteéné amorfni strukturu.?

K nejcastéji vyuzivanym krystalickym plnivim pro lyofilizované produkty patii
mannitol.?3! Snadno se rozpousti ve vodg, neni potieba ho zahfivat, nezvysuje

viskozitu smési, takze nezhorSuje manipulovatelnost se smésmi a neovlivituje pH.
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Jak ilustruje Obr. 1, byla pomoci DSC zjisténa z termogramu teplota tani 170°C.
V této praci jsem pouZzila mannitol v koncentraci 3 % (M3) nebo 5 % (MS5).

Protoze po rozpusténi ovlivituje mannitol osmolalitu smési, coz by mohlo mit vliv na
stabilitu proteinové slozky (aktivni latky), méfila jsem osmolalitu smési pro tablety
na osmometru. Vysledky jsou shrnuty v Tab. 4.

Rybi Zelatina je vhodnou nahradou Zelatiny ziskavané z prezvykavci. Je to amorfni
latka, coz je patrné ze zaznamu termogramu, v némz byl pfi prvnim ohievu
identifikovan skelny ptechod pii 85,1 °C a pii druhém ohtevu pii 81,8 °C, ktery je
vidét na Obr. 2. Kolem teploty 100 °C je opét patrna vlhkost pfitomnd v suroving.
Urc¢itou nevyhodou z provozniho hlediska je, Ze je nutné ji rozpoustét zahfivanim pii
cca 60 °C, viskozita vSak je pfijatelna 1 po ochlazeni, dobfe se s ni manipuluje a da se
dobfe pipetovat (davkovat). Méfenim na pH metru jsem zjistila, Ze snizuje hodnotu
pH, coz ukazuje Tab. 4 a pro formulaci ptipravku s proteinovou aktivni sloZkou bude
potfeba uvazit nutnost pouziti pufru na upraveni pH roztokd. Neovliviiuje vSak
osmolalitu smé&si a mize vhodné doplnit mannitol. Zelatinu jsem pouzivala v
koncentraci 3 % (G3) a 5 % (GS5).

Jako alternativu za rybi Zelatinu jsem se ve formula¢ni studii rozhodla pouzit
karagenany, které jsou Casto pouzivany v potravinaiském pramyslu. Jak ukazuji
obrazky DSC (Obr. 3-6), jsou to krystalické latky, jejichz pik byl identifikovan u
karagenanu lambda (CRL) pii 213,7 °C (Obr. 5), karagenanu kappa (CRK) pii
235,7 °C (Obr. 3), karagenanu iota (CRI) pii 196,3 C (Obr. 4), karagenanu smésného
kappa a lambda (CRKL) pii 198,0 °C (Obr. 6).° Endotermicka aktivita, kterd byla
identifikovana v rozmezi teplot 113,6 — 125,9 °C poukazuje na zbytkovou vodu.
Prvotni experiment, ve kterém byla obdobné k Zelatiné pouzita koncentrace
karagenana 3 %, ukazal jeji nevhodnost. Karagenany vytvortily gely a nebylo mozné
s nimi manipulovat. Proto jsem nasledn¢ empiricky koncentraci snizila na 0,3 %, kdy
se se smeésmi da stale jest¢ dobfe manipulovat a rozpousténi ve vodé je dostatecné
rychlé. Karagenany neovliviiuji osmolalitu smési a ani pH, takZe v budoucnu nebude
potifeba zvazovat pouziti pufru ve smésich s aktivni latkou, vysledky méteni jsou

uvedeny v Tab. 4. Z hlediska pfipravy a ptipadného vyuziti v provozu je ale nutné
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zminit nevyhodu mirného zahfivani na cca 50°-60 °C pii rozpousténi a riziko
interakci s nékterymi ionty.*8

Tab. 4 shrnuje vysledky méfeni pH a osmolality smési M3G3, M5GS. Zatimco smés
M3G3 mé mirn¢ hypoosmotické vlastnosti (184 mosmol/kg) a pH 4,8, smés M5G5
je mirn¢ hypertonickd (329 mosmol/kg) s hodnotou pH 4,35. Na Obr. 8 a 9 jsou
uvedeny vysledky méfeni termalnich vlastnosti tablet smési M3/G3 a M5/GS. Jak je
vidét na obrazcich v Tab. 5, tablety maji kompaktni strukturu i fez a rozpadaji se
v priméru béhem 3 sekund tablety M3/G3 a béhem 31 sekund tablety M5/GS.

V prubéhu lyofilizace tablet ze smé&si M5/GS byly zaznamenany urcité problémy.
Bylo pozorované, Ze v nékterych tabletach doslo ke kolapsu kolace, vytvorila se
velké dutina, jak je patrné na obrazku v Tab. 5. Tento jev pravdépodobné zptisobilo
nedostateéné zmrazeni vzorkll nebo jeho nevhodnd rychlost, problémy vsak mohly
nastat diky vySe zminénym rozdilim v teploté¢ desek v rizné pozici v lyofiliza¢ni
komote. Tablety M5GS5 po kolapsu rychle nasakuji vodu, ale v médiu dlouho zlstava
zbytek, jehoZ rozpad je velmi dlouhy (i vice neZ minuta). To je zfejmé z Tab. 8, kde
je evidentni rozdil mezi dobou rozpadu tablet bez kolapsu (31 sekund) a s kolapsem
(64 sekund). Dlivodem je mensi porovitost kolace, aglomerace fetézcl Zelatiny a
zhorSeny prunik vody do tablety.

Jak ukéazaly vysledky jiz zminéného projektu s alergeny,** neni doba rozpadu in vitro
zcela odpovidajici situaci v ustech (teplota, mnozstvi a slozeni ,,media*). VSichni

dobrovolnici potvrdili okamzité rozplynuti tablety po vloZeni do ust.

Vysledky pro smeési karagenanii s mannitolem MS5/CRLO0,3; MS5/CRIO,3;
MS5/CRKO0,3; M5/CRKLO,3 prezentuje Tab. 4. Hodnoty pH se pohybovaly v rozmezi
7,35-8,84, osmolalita kopirovala jiz uvedené hodnoty pro M3, resp. M5. Vlastnosti
tablet jsou 1 s obrazky shrnuty v Tab. 6.

Tablety z karagenanu kappa (CRK) a lambda (CRL) a mannitolu (M5/CRKO0,3 a

MS5/CRKO,3) jsou kompaktni, ale velmi kiehké a praskaji, zlstavd po nich velky

povlak v blistru; nemaji pozadovanou strukturu. Smésny karagenan kappa a lambda
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(CRKL) mé& ve smési s mannitolem MS/CRKLO0,3 dobrou strukturu na fezu i
kompaktnost tablet, nezanechava velky povlak v blistru, ale tablety jsou kiehké.
Struktura a kompaktnost tablet v blistru byla vzhledové nejlepsi pro kombinaci
karagenanu iota M5/CRIO,3 a tablety zanechavaly pouze nepatrny povlak, po
vyjmuti vSak byly velmi kiehké. Piesto se v této fazi experimentu jevily jako
nejvhodné;jsi.

Cas rozpadu tablet M5/CRI10,3, M5/CRKO0,3, M5/CRL0,3 a M5/CRKLO0,3 byl velmi
kratky, v rozmezi 4-10 sekund (Tab. 7). Vyhodnoceni termalnich vlastnosti tablet
z téchto smési je na Obr. 11-14. Na termogramech vySe uvedenych smési je patrné
posunuti, drobné rozstépeni a pokiiveni piku mannitolu (Obr. 11-14), coz miize byt
zpiisobeno interakcemi latek mezi sebou. Kolem teploty 100 °C je vZdy patrny

projev pifitomnosti vlhkosti v tableté.

Pro zlepSeni vlastnosti lyofilizati se vyuzivd vhodny polymer, ktery mlze vhodné
modifikovat vlastnosti krystalickych strukturotvornych latek, piipadné teplotu
skelného ptechodu, napiiklad povidon.* Proto jsem zkusila k zdkladnim smésim
M/G a M/CR prtidat povidon 25 v koncentraci 4 % (P4). Zamérem bylo sniZeni
kiehkosti tablet. Povidon je amorfni latka, jehoz skelny piechod pfi teploté 159,4 °C
ukazuje Obr. 7. Rozpousti se za laboratorni teploty, coz je vyhodné pro
technologické zpracovani, viskozitu smési zvySuje jen mirné¢ a primarné nezhorSuje
manipulovatelnost.

Jak je ale patrno z Tab. 4, pro smési M5/G3/P4, M5/CRI0,3/P4, M5/CRKO0,3/P4,
MS5/CRLO,3/P4 a M5/CRKLO0,3/P4, povidon zptusobuje pokles pH na hodnoty 3,48-
4,17. Diky tomu doslo ke zméné vlastnosti smési s karagenany, které jsou v kyselém

pH nestabilni.?®

Po pifidani P4 se viskozita vyrazné =zvySila, ¢imZz se
manipulovatelnost proti pfedpokladu zhorsila.

Ptidavek povidonu snizil kompaktnost, nékteré tablety byly popraskané, coz mohlo
byt zplisobeno lyofilizaci v plastovém blistru, kde je roztaznost matrice imitovana
cylindrickym tvarem dilku. RovnéZ byl u nékterych smési zaznamenan kolaps

lyofilizatu. Tablety piitom zistavaly stale velmi kiehké. Obr. 10 a 15-18 ukazuje
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vysledky hodnoceni termdlnich vlastnosti tablet; naptiklad u vzorku M5/CRKO0,3/P4
je patrné rozstépeni piku kolem teploty 150 °C pravdépodobné v dasledku interakce
mezi pomocnymi latkami. V dasledku povidon ovlivnil také rozpad tablet, ty nasakly
vodu a trvalo velmi dlouho (n¢kdy déle nez 10 minut), nez se kolac rozplynul. Tato
situace pochopitelné nemusi nutné znamenat problém pro oralni aplikaci, nebot’
v ustech jsou jiné podminky (pohyb a produkce slin). Tablety M5/G3/P4 se
rozpadaly (47 sekund). Opét byly zaznamenany i delsi ¢asy rozpadu (84 sekund), coz
bylo projevem kolapsu lyofilizacniho kola€e. VSechny Casy rozpadu jsou uvedeny
v Tab. 7. Rozpadavost vzorkit M5/CRKO0,3/P4, M5/CRLO0,3/P4 jsem testovala pouze

orientacné u jedné tablety, protoze bylo pfipraveno pouze malé mnozstvi tablet.

Pro upravu osmotického tlaku, mirnou plastifikaci a také modifikaci chuti je Casto do
lyofilizatii pro ordlni aplikaci pouzivan glycerol.?® Se smési se misi za studena a
v nizké koncentraci neovliviiuje viskozitu ani manipulovatelonost. Pfidavek 0,5 %
glycerolu (GL) neovlivnil hodnotu pH smési, které se pohybuje v rozmezi 5,6-6,83,
ani jejich osmolalitu, hodnoty jsou v rozmezi 192-212 mOsmol/kg (Tab. 8). Tablety
vlastnosti jsou dokumentovany v Tab. 10 a 12. Pro maly pocet tablet vzorkd jsem
dobu rozpadu méfila orientacné€ u jedné tablety z kazdé smési. Glycerol ji vyrazné

neovlivnil.

Na zékladé prubézného hodnoceni vysledki postoupily do dalsi etapy tablety slozené

z mannitolu, Zelatiny, pfipadné karagenanu iota a glycerolu.

9.2 Formulacéni studie s modelovym proteinem

Jako modelovy protein byl pouzity albumin, coz je 98 % frakce bovinniho sérového
albuminu (BSA). Je to pevna latka, ve které je minimum nizkomolekularnich latek
jako necistot, které by ovlivitovaly vlastnosti smési. Na termogramu BSA na Obr. 19

je kolem 98,7 °C patrna vlhkost v latce, ktera je pti¢inou posunuti skelného prechodu
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na teplotu 214,2 °C. Pti druhém ohtevu je identifikovan pfi teploté kolem 170 °C.
Skelny ptechod je zfetelny i pii prvnim chlazeni a to cca pfi 156 °C. Diky
pritomnosti skelného piechodu tedy vime, Ze BSA je amorfni latka. V zakladni
matrici pomocnych latek je BSA mozné rozpustit za studena za pouziti magnetické
michacky, coz usnadnuje proces piipravy smesi.

Pripravila jsem smési M3/G3/BSA M3/G3/GL, M3/CRI/BSA a M3/CRI/GL/BSA,
pricemz Ciselné oznaCeni BSAS, BSA16, BSA40 znamen4, kolik mg BSA piipada na
jednu tabletu. Se zvySujici se koncentraci modelového proteinu ve smésich se doba
potfebnd k rozpuSténi BSA 1 viskozita smési zvySovala, ale manipulace a
davkovatelnost ovlivnéna nebyla. Termogramy smési jsou shrnuty na obrdzcich 20 —
25.

V Tab. 8 jsou uvedeny hodnoty pH a osmolality smési. Hodnoty pH smési
M3/G3/BSA a M3/G3/GL/BSA se pohybuji v rozmezi 5,60-6,43 a jejich osmolalitu
jsem méfila pouze orienta¢né€, nebot’ vliv modelového proteinu i glycerolu byl maly;
hodnoty se pohybovaly vrozmezi 188-207 mOsmol/kg. Sméesi M3/CRI/BSA a
M3/CRI/GL/BSA mély pH v rozmezi 6,65-6,68 a jejich osmolalita je v rozmezi 191-
207 mOsmol/kg. Pouze u nejvyssi koncentrace byla osmolalita mirné zvysena, coz
muze byt zplsobeno vyS$im onkotickym tlakem makromolekuly a vzijemnou
kompetici o vodu.

Rozdilnd koncentrace BSA neméla na strukturu tablet velky vliv, jak je vidét na
obrazcich v Tab. 9-12. Tablety M3/G3/BSA jsou kompaktni, maji p¢knou strukturu,
snadno se vyjimaji z blistru, nezlstdva v ném po nich povlak. V in vivo studii
dobrovolnici deklarovali pocit prodlouzené¢ho ulpéni na sliznici v Gstech. Také
kombinace M3/G3/GL/BSA poskytuje kompaktni tablety s dobrou strukturou. Po
vyjmuti z blistru po nich nezlstdva povlak, jsou ovSem tvrds$i a kieh¢i a pravé
z divodu kiehkosti se samy rozpadaly pii vyjimani z blistru. Tablety M3/CRI/BSA,
byly kompaktni, s dobrou strukturou, snadno se vyjimaly z blistru a zanechavaly
pouze maly povlak. Tablety M3/CRI/GL/BSA byly opét kiehké, pii vyjimani
z blistrli a manipulaci se z divodu kiehkosti samy rozpadaly. Termogramy smési

jsou shrnuty na obréazcich 26 - 31.
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Dobu rozpadu tablet jsem méfila jen orientacné na jedné tableté z divodu
omezen¢ho mnozstvi vyrobenych tablet. Vysledky ukazuje Tab. 9-12. Tablety ze
smési M3/G3/BSA se rozpadaly po dobu 5-120 s, pficemz doba rozpadu se dle
pfedpokladu se zvySujici se koncentraci BSA prodluZovala. Tablety ze smési
M3/G3/GL/BSA se rozpadaly po dobu 30-90 s, v niz§ich koncentracich BSA po nich
na hlading zistaval jen napénény zbytek. Tableta M3/G3/GL/BSA40 rychle nasékla
vodu a vytvofila gel, ktery se rozpoustél déle nez 15 minut. VSechny tablety ze smési
s CRI kromé& smési M3/CRI/GL/BSA40 béhem jedné minuty nasakly vodu a poté
rovnéz vytvorily gel, ktery setrvaval na hladiné déle nez 15 minut. VySe zminéna
tableta s BSA40 n¢kolik minut nasdvala vodu, ale gel piekvapiveé nevytvoftila a po 9
minutach zbyla pouze péna na hlading.

Priibéh rozpadu je zndzornén na Obr. 41 a 42. Kapsy, které se v piipravku nékdy
vytvoii po vzduchovych bublinkach a béhem lyofilizace nedojde k jejich poSkozeni,

mohou vytvofit na povrchu lyofilizatu bublinky a uvolnit se pfi rozpusténi tablety '®

Obr. 41: Rozpad tablety Obr. 42: Zbytek tablety na hladiné

Glycerol v tabletach pozitivné ovlivnil jejich chut’, tablety byly mirné sladsi nez
tablety bez glycerolu.

Ptestoze hodnoty rozpadavosti byly vyssi, nez je Iékopisny limit, je nutné zminit,
podobné jak jiz bylo uvedeno pro smési pomocnych latek, ze chovani v tstech bude
odlisné. Navic urcity stupenn adheze a pomalejSi rozpousSténi umozni aktivni latce

delsi kontakt se sliznici a jeji imunizaci.
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Po vyhodnoceni vysledkli smési s modelovym proteinem byla potvrzena vhodnost
smési M3/G3 a M3/CRI0,3. Pro doplnéni byly ale testy s aktivni latkou (viz dale)
realizovany také s ostatnimi kombinacemi (M5/G5, MS5/CRKLO0,3, piipadné
s ptfidavkem P4).

9.3 Formulacni studie s aktivni latkou

Aktivni latka (API) je amorfni latka peptidové povahy s relativné malou molekulou
(cca 5000 mol/g). Jak ilustruje Obr. 32, byl skelny prechod identifikovan pti 26,0 °C.
API je dostupna ve formé lyofilizatu, ktery se rekonstituuje po ptidani 4 ml vody pro
injekce a izoosmoticky roztok se aplikuje injekéné. Pro ucely experimentu byly
k dispozici ampulky s lyofilizatem. Pro piipravu tablet se aktivni latka rozpoustéla
v predem pripravené smési pomocnych latek bez zahtivani.

Jak plyne z prvniho sloupce Tab. 13 a 14, pfipravila jsem smési s matrici M3/G3,
M5/GS, M5/CRI0,3, M5/CR10,3/P4, M5/CRKLO,3, M5/CRKLO0,3/P4 a M5/CRLO,3.
Prvotnim zdmérem bylo pfipravit tablety, ve které by 1 davka API (84 mg) byla v 1
tableté¢ (API1). Béhem pfipravy jsem pozorovala, Ze po rozpusténi aktivni latky ve
smési s M3/G3 a M5/GS5 se viskozita mirn¢ zvySila, ale smés zustala stale dobie
pipetovatelnd. Po rozpusténi aktivni latky ve smési s karagenany se ale viskozita
zvysila natolik, Ze nastal problém pfi pipetovani roztoku a nepodafilo se do blistrii
odebrat veSkeré teoreticky vypocitané mnozZstvi podle poctu tablet. Smés ulpivala na
sténach nadoby a dochazelo ke ztratam. Z divodu velmi omezeného mnoZzstvi
aktivni latky jsem u smési nemétila hodnoty pH ani osmolality.

Jak je ztejmé z obrazkii v Tab. 13 a 14, aktivni latka méla na vzhled tablet velky vliv.
Je evidentni, Ze doslo ke kolapsu kolace lyofilizatu, tablety mely nahnédlou barvu,
vytvotily se v nich velké dutiny, byly tvrdé a pfitom kiehké, takze se velmi Spatné
vyjimaly z blistru.

Pfi¢inou jsou soli obsazené v lyofilizdtu samotné aktivni latky. Pfi koncentraci
aktivni latky 84 mg v jedné tableté a rozpusténi v malém mnozstvi vehikula byl diky
souctu osmotického efektu vSech pomocnych latek roztok hypertonicky. Zejména

30

chlorid sodny snizuje eutektickou teplotu” a mize tak ovlivnit teplotu skelného
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pirechodu pomocnych latek, coz zpisobilo, ze smes v mrazicim boxu nedostate¢né
zmrzla. To bylo patrné jiz pii zahdjeni priméarniho suSeni, kdy ne zcela zmrazené
vzorky zacaly ,,pénit“. Za laboratornich podminek vSak nebylo mozné regulovat ani
teplotu v mrazicim boxu, prib¢h mraZeni, ani primarni suseni. Na termogramech
tablet s aktivni latkou (Obr. 33-39) je identifikovatelny skelny pfechod aktivni latky
na prvnim i druhém ohfevu a rozpoznatelné slouceni pika jednotlivych latek smési
v jeden velky pik, coz zifejme souvisi s kolapsem lyofiliza¢niho kolace.

Z diivodu omezeného mnozstvi aktivni latky a jeji ceny jsem v tomto pokusu
pfipravila jen velmi malé mnoZzstvi tablet a dobu rozpadu tablet jsem testovala pouze
orientacné u jedné tablety z kazdé smési. Hodnoty jsou uvedeny v Tab. 13 a 14 a
pohybuji se vrozmezi 60-720 s. Tablety pomalu nasakuji vodu, zprtihledni, ¢éast
propadne miizkou a Cast tablety zgelovati a ziistane nerozpadnutd na hladiné média.
Subjektivné bylo zjisténo, Ze tablety jsou mirné slané.

Po vyhodnoceni vlastnosti tablet s aktivni latkou v pozadované zamyslené
koncentraci jsem koncentraci aktivni latky v tabletach sniZovala postupnym fedénim
aktivni latky z 84 mg az na 10,5 mg. Vzorky byly oznaceny v koncentra¢ni fadé¢ API
2-8, kdy ¢islo oznacuje, do kolika tablet byla ddvka API rozdélena.

Pro snizenou koncentraci aktivni latky jsem pouzila jako vychozi smés M3/G3
(vzorky M3/G3/API2, M3/G3/API3, M3/G3/APl4, M3/G3/API5, M3/G3/API6,
M3/G3/API7 a M3/G3/API8). Pro porovnani byl také pfipraven vzorek
M3/CRI0,3/API8 a dale vzorek s API po ultrafiltraci se sniZzenou osmolalitou
M3/G3/APIR a M3/G3/APIR2.

SniZeni koncentrace nema vliv na viskozitu a manipulovatelnost se vzorky
obsahujicimi zelatinu. U tablet M3/G3/API2 a M3/G3/API3 je na prvni pohled
patrna ,,sklovitost® tablet a jejich rozdilna struktura, struktura na ftezu je
nekompaktni, tablety maji svétle Zlutou barvu a velmi slanou chut. Tablety
M3/G3/API14 a M3/G3/API5 maji taktéz patrnou rozdilnost v kvalité, ale vzhledové i
vlastnostmi jsou lepSi nez tablety ptfedchozi. Posledni tfi fedéni M3/G3/API6,
M3/G3/AP17 a M3/G3/API8 jsou velmi porézni, lamavé a v nékterych tabletach je

,bublina®“. Nekteré nevhodné vlastnosti (,,bubliny*, poréznost, rozdilna kvalita) tablet
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mohou byt zplisobeny nedostatecné rychlym mrazenim vzorkl. Po pfidani aktivni
latky do smési s CRIO,3 se opé€t tvoii velmi viskdzni az gelovitda smés, se kterou se
Spatn¢ manipuluje. Vlastnosti tablet jsou popsany v Tab. 13 a 14. M¢tfeni na
osmometru a pH metru jsem neprovadéla z divodu omezeného mnozstvi surovin.
Tablety M3/G3/APIR a M3/G3/APIR2 m¢ly vyrazné€ lepsi strukturu i poréznost nez
tablety ptipravované z lyofilizatu. Podle informace vyrobce aktivni latky ale bohuzel
pii této métodé doslo 1 k odfiltrovani molekul G¢inné latky, ¢imz se snizila jeji
koncentrace, takze i pfes zjevné zvySeni kvality tablet i usnadnéni pfipravy matrice
pro lyofilizaci, se tento proces neda pouzit v budoucnosti, pokud se nezabrani
odfiltrovani molekul uc¢inné latky vybérem vhodného filtru.

Vlastnosti tablet se s postupnym sniZovanim koncentrace aktivni latky v jedné tableté
postupné zlepSovaly. Vhodnou strukturu a kompaktnost mély tablety M3/G3/API4 a
M3/G3/APIS, jak ilustruji obrazky v Tab. 13. Z hlediska vyhodnosti jsem pro dalsi
testovani (pfidani barviva a sladidla) vybrala tablety M3/G3/API4, kdy vlastnosti
tablet jsou vhodné pro dalsi vyuZiti a zaroven 4 tablety jako jedna davka jsou

pfijatelné i pro vyuZiti pacientem.

Pokracovani studie ma za ukol zlepSit vzhled tablet pfidanim barviva a zlepSit chut’

pfidanim vhodného sladidla.
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10 Zavéry

Vysledky této pilotni formulacni prace zabyvajici se hledanim vhodné kombinace

pomocnych latek pro tvorbu matrice lyofilizovanych tablet k ordlni aplikaci

peptidi/proteinil 1ze shrnout do nékolika zavéri:

Mannitol je ze studovanych latek nejvhodnéjsi krystalické plnivo pro
lyofilizované tablety. Vhodné jsou koncentrace 3 % a 5 %. Roztoky se
snadno pripravi, dobie davkuji, tablety maji pékny a kompaktni vzhled a
dobrou dobu rozpadu.

S ohledem na vlastnosti lyofilizatu se jako nejvhodnéjsi amorfni latka jevi
rybi Zzelatina v koncentraci 3 %. Osvédcila se z hlediska rozpustnosti,
pfipravy vzorkd i snadné manipulovatelnosti. Rybi Zelatina je vhodna do
kombinaci s mannitolem (M3/G3 i M5/GS), pticemz z hlediska vlastnosti se
jako nejlepsi jevila kombinace M3/G3. Vlastnosti tablet M5/G5S nebyly
jednotné, u nékterych tablet doSlo ke kolapsu lyofilizatu. V nésledujicich
studiich bude pouze potieba upravit pH vhodnym pufrem, protoZe rybi
Zelatina snizuje pH smési.

Alternativou jsou karagenany, které jsou zhlediska pfipravy smési,
rozpustnosti a manipulovatelnosti se vzorky podobné rybi Zzelating. Z
testovanych podtypl karagenanu lambda, iota, kappa a smésného karagenanu
je vhodny karagenan iota v koncentraci 0,3 %. Tablety maji dobry vzhled,
strukturu 1 vlastnosti.

Povidon sniZzuje pH smési a ve smési s karagenany se zvysila viskozita. Tim
se zhorSila manipulovatelnost se vzorky. U tablet byl ¢asto pozorovéan kolaps
kolace.

Glycerol se dobte rozpousti ve vode€, neovlivituje manipulaci se smeésmi a je

vhodny pro dalsi studie pti modifikaci struktury matric.

V dalSich pokracovacich studiich bude nezbytné

Modifikovat slozeni matrice tak, aby po pfidani aktivni latky vytvofily tablety

s vhodnymi vlastnostmi a vzhledem.
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Zvolit vhodnou metodu upravy aktivni slozky pro odstranéni piebytecnych
soli v lyofilizatu a snizeni osmolality roztoku aktivni latky, aby bylo mozné

ptipravit finalni piipravek s jednou dadvkou aktivni slozky v jedné tableté.
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