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1 Abstrakt

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra: Farmaceutické technologie

Skolitel: Doc. PharmDr. Zdeiika Sklubalova, Ph.D.

Posluchac: Ngoc Lien Vuova

Nézev diplomové prace: Formulace lyofilizovanych tablet pro bukalni aplikaci
vakcin

Slizni¢ni vakcinace je velmi atraktivnim zplsobem aplikace vakcin s vyhodou
indukce jak systémové, tak i lokdlni imunity. Cilem této diplomové prace byl navrh
slozeni lyofilizovanych tablet pro bukalni aplikaci modelové vakciny Bordetella
pertusis. Pozadovanymi vlastnostmi bylo snadné vyjmuti zblistru, pevnost a
vyhovujici vzhled, vhodna chut’ a mukoadhezivita lyofilizované tablety. Vlastnosti
pomocnych latek a lyofilizatd byly hodnoceny pomoci diferencialni skenovaci
kalorimetrie, méfeni osmolality a pH; byly sledovany mechanické vlastnosti a
rozpadavost tablet. Ztady pouzitych pomocnych latek a jejich kombinaci bylo
nejlepSich vysledki dosazeno pouzitim dextranu 40 jako hlavni slozky, pro
modifikaci vlastnosti je vhodny ptidavek rybi Zelatiny, karagenanu iota a makrogolu
300. Lyofilizaty obsahujici trehalosu, mannitol a povidon 25 nemély vhodné
vlastnosti. Lyofilizované tablety obsahujici karagenan iota jako vhodnou alternativu

rybi Zelatiny v kombinaci s dextranem a makrogolem mély nejlepsi vlastnosti.



2 Abstract

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of: Pharmaceutical Technology

Mentor: Doc. PharmDr. Zdeiika Sklubalova, Ph.D.

Student: Ngoc Lien Vuova

Title of Thesis: Formulation of freeze dried tablets for buccal

application of vaccines

Mucosal vaccines represent an attractive way of vaccination with an advantage of
inducing both systemic and local immunity. The aim of this diploma thesis was
designing a composition of freeze-dried tablets for buccal administration of a model
Bordetella pertusis vaccine. The easy removal from blister, firmness and aesthetic
appearance as well as the appropriate taste and mucoadhesivity were the required
product quality parameters. The excipients were characterised by differential
scanning calorimetry, osmolality and pH measurement; the mechanical properties
and disintegration time of freeze-dried tablets were evaluated. Among the variety of
studied excipients and their combinations, dextran 40 as the main component of the
preparation provided the best results. For the further modification of properties, the
addition of fish gelatin, iota carrageenan and macrogol 300 is suitable. Freeze-dried
tablets containing trehalose, mannitol and povidon 25 did not achieve the desirable
quality parameters. Freeze-dried tablets containing iota carrageenan as a good
alternative to fish gelatin in combination with dextran and macrogol provided the

best properties.



3 Seznam zkratek

Zkratka
APC
BALT
BCG

BPV

CD4+ T lymfocyty

CD8+ T lymfocyty

CRI
CT

HIV

HPLC
HPMC

Jednotka Vysvétleni

antigen prezentujici bunky

bronchialni lymfaticka tkan

Bacillus Calmette-Guérin

aktivni latka (inaktivovana celobunécna
vakcina proti pertusi)

lymfocyty, z nichz se diferencuji pomocné a
regulacni T lymfocyty

lymfocyty, z nichz se diferencuji cytotoxické
lymfocyty

karagenan iota

cholerovy toxin

B-subjednotka cholerového toxinu

Cesky lékopis

Ceska republika

dextran

deoxyribonukleova kyselina

diferenciélni skenovaci kalorimetrie
vakcina proti difterii, tetanu a ¢ernému kasli
Evropska 1ékova agentura

Utad pro kontrolu potravin a 1é&iv

rybi Zelatina

stfevni lymfaticka tkan

gastrointestinalni trakt

rekombinantni povrchovy antigen viru
hepatitidy B

virus lidské imunitni nedostatecnosti (human
imunodeficiency virus)

vysokoucinna kapalinova chromatografie

hypromelosa, hydroxypropylmethylcelulosa



HPV
IgA
IgG
IgM
|14

ISCOM

KHP

LT

MALT

MCC
MG

mRNA

NALT

PLA
PLGA
SD

SS

Tc

Th
TLR

Treg
WHO

°C

lidsky papilomavirus

imunoglobulin A

imunoglobulin G

imunoglobulin M

inaktivovana vakcina proti poliomyelitidé
imunitu-stimulujici komplexy, immune-
stimulating complexes

hydrogenfostat draselny (KoHPO4)
dihydrogenfosfat draselny (KH2PO4)
termolabilni toxin z Escherichia coli
mannitol

slizni¢ni lymfaticka tkan (mucosa-associated
lymphoid system)

mikrokrystalickd celulosa

makrogol 300

medidtorova (messenger) ribonukleova
kyselina

nosni lymfaticka tkan

povidon 25

kyselina polymlé¢na

kopolymer kyseliny polyglykolové a
polymlécné

smérodatna odchylka

sacharin sodna stl

trehalosa

cytotoxické T-lymfocyty

teplota skelného prechodu

pomocné T-lymfocyty

receptor podobny genu Toll (toll-like
receptor)

regulaéni T-lymfocyty

Svétova zdravotnickd organizace



4 Zadani

Tato prace bude zaméfena na vyvoj lyofilizovanych tablet pro aplikaci modelové
vakciny pertusse (Bordetella pertussis). Bude pouzita celularni vakcina tvofena
usmrcenymi buiikami (cca 20x10° bun&k/d4avka).
V teoretické casti se prace bude zabyvat principy vakcinace, technologii vakcin
(aplikacnimi cestami), s primarnim zamétenim na aplikaci do Gstni dutiny. Strucné
bude také vénovana pozornost moznosti vyuziti lyofilizace.
Predmétem experimentalni Casti bude navrh vhodného slozeni pro lyofilizované
bukalni/sublingvalni tablety pro modelovou vakcinu. Prace budou postupovat
v etapach a dil¢ich krocich:

e vybér vhodnych pomocnych latek pro tvorbu struktury tablety

e termalni charakterizace slozek

e lyofilizace na laboratornim zatizeni

e modifikace vlastnosti tablet z pohledu pfijatelnosti (chut’)

e hodnoceni vlastnosti lyofilizati

e poloprovozni lyofilizace

Béhem experimentalni prace se jednotlivé dil¢i kroky budou podle okolnosti prolinat.
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5 Uvod

Je znamo, ze jiz ve stfedoveku pozivali Indové hadi jed k imunizaci proti hadimu
uStknuti. Také Cifiané jiz v roce 1695 namaceli tampoény v 1ézich pravych nestovic
(variola) a za Ucelem imunizace jimi nasledné potirali nosni sliznici zdravym
jedincim. Na pocatku vakcinace s védeckym podkladem vsak stal az anglicky 1ékar
Edward Jenner v roce 1796. Pouzil rozdrceny neStovicny strup z vemene dojnice (lat.
vacca), ktera prod€lala kravské nesStovice, k imunizaci proti pravym nestovicim
(variole).!

Dnes je metoda vakcinace povazovdna za nejefektivnéj$i zplsob prevence a
eradikace infekénich onemocnéni. V soucasné snaze redukovat uziti antibiotik
ziskavéa vyvoj v oblasti vakcin stdle vice na vyznamu. Vakciny jsou rovnéz cileny
proti rakovinnym, zan&tlivym onemocnénim a alergiim.>

Tato diplomova prace se vénuje technologii vakcin a jejich aplikaénim cestam.
S ohledem na ptfedpokladané vyuziti pro ochranu pied Cernym kaslem (pertusi) je
zamérem vyvoj vakeiny pro ordlni podani ve formé lyofilizatu. Tento zplisob podani
vakcin pfedstavuje mnoho vyhod oproti souc¢asné nejpouzivané;si injek¢ni aplikaci

vakcin, predevs§im u infekci, jejichz vstupni branou je sliznice dutiny tstni.
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6 Teoreticka cast

Organismus muze byt chranén vrozenou (nespecifickou) a ziskanou (specifickou)
imunitni odpovédi.> Specifickd imunita se ziskdva vakcinaci a muiZeme ji déle
rozde€lit na humordlni a bunécnou odpovéd. Humordlni reakce vedou k produkci
specifickych protiladtek, tzv. imunoglobulini (Ig) proti danému antigenu. Po
antigenni stimulaci vyzravaji B-lymfocyty a tvofi protilatky. Diferencuji se poté v
plazmatické bunky, jez protilatky uvolnuji. Specifickou buné¢nou imunitni odpoveéd’
zajistuji predev§im T-lymfocyty. Vyznamné se uplatiiuji cytotoxické lymfocyty T
(Tc), které rozpoznavaji buiiky infikované viry ¢i jinymi intracelularnimi parazity a
nic¢i je.**

Z obecného hlediska je vakcina ptipravek obsahujici antigen, ktery funguje na
principu prezentovani ciziho antigenu imunitnimu systému za ucelem vyvolani
protektivni imunologické odpovédi.>® Je pozadovano, aby vakciny byly bezpeéné a
ucinné, tj. aby u pacienta rychle navodily imunitni odpovéd, kterd napodobuje
ochranné imunitni mechanismy doprovazejici pfirozené setkani s infekénim agens.’
Utinnost vakciny mtiZze byt ovlivnéna vlastnostmi a kvalitou antigenu, slozenim
pfipravku (formulaci, tj. kombinaci pomocnych latek), davkovacim schématem,

mistem aplikace vakciny a konkrétni lékovou formou.?

6.1 Druhy vakcin

Tato &ast byla zpracovéna s prevaznym vyuzitim piehledového ¢lanku A. France' a
1ékopisného ¢lanku Vaccina ad usum humanum?.

V principu existuji dva zdkladni typy vakcin: 1) Zivé oslabené (atenuované) a 2)
usmrcené (inaktivované) mikroorganismy. V Zivych atenuovanych vakcinach jsou
mikroorganismy oSetfeny tak, aby byla oslabena jejich virulence pii zachovani
potiebnych imunogennich vlastnosti.> Tyto vakciny rychle indukuji silnou imunitni
odpovéd’, kterd napodobuje reakci organismu po piirozeném setkani s onemocnénim.
Pro pozadovany ucinek vétsinou postaci jedna davka.” Nevyhodou Zivych vakein je
riziko vyvoldni onemocnéni u imunodeficientnich jedincd, a proto se od nich
v soucasnosti spise ustupuje.”® Radi se sem BCG vakcina (Bacillus Calmette-
Guérin) proti tuberkuldze zpiisobena bakterii Mycobacterium tuberculosis’; vakcina

proti bfisSnimu tyfu, jehoz pivodcem je bakterie Salmonella typhi a déale virové
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vakciny proti détské obrné (poliomyelitid¢), zardénkam (rubeole), rotaviru, zluté
zimnici, viru Varicella zoster a vakcina proti chfipce v nasalnim spreji.”'°
Inaktivované vakciny obsahuji celé viry nebo bakterie, které byly fyzikalnimi ¢i
chemickymi metodami usmrceny. Neni zde riziko potencidlniho vyvoléani infekéniho
Ziskana imunita je ale docasna a obvykle nestaci podat jen jednu davku, je nutné
vakcinovat opakované. Do této skupiny vakcin patii napft. inaktivovana celobunécna
vakcina proti pertusi a poliomyelitidg.!!

V subjednotkovych vakcindch jsou obsazeny pouze urCité antigenni fragmenty
mikroorganismil, které jsou zodpovédné za vyvolani imunitni odpovédi.!?> Obsahuji
pouze povrchové antigeny, nikoliv antigeny vnitini, a proto jsou mén€ imunogenni.
Podle sloZzeni je lze rozdé€lit na proteinové, polysacharidové a konjugované. V
soucasnosti se pouzivaji bakterialni i virové.

Mezi proteinovy typ subjednotkovych vakcin patii acelularni vakcina proti pertusi,
kter4 obsahuje inaktivovany pertusovy toxin (protein) a mize rovnéz obsahovat dalsi
bakteridlni komponenty. Déale sem patii vakcina proti hepatitidé B a vakcina proti
lidskému papilomaviru (HPV).!? Toxoidy jsou vakciny pochazejici z inaktivovaného
bakterialniho proteinového toxinu, ktery byl pozménén tak, aby byl pro organismus
netoxicky a zaroven byl dostate¢né imunogenni. Pro zvySeni imunogenity mohou byt
toxoidy adsorbovany na hlinité ¢i vapenaté soli, které slouzi jako imunoadjuvanty, t;.
obecné latky, které zvySuji a nebo moduluji imunitni odpovéd’ na antigeny obsaZzené
ve vakcing.!*!* V soucasné dob& se k vyrobé toxoiddi pouziva tetanotoxin (TT)
produkovany bakterii Clostridium tetani, zpusobujici tetanus a diftericky toxin (DT)
produkovany bakterii Corynebacterium diphtheriae, zpusobujici zaskrt (difterii).
Nékteré bakterie tvofi polysacharidovy obal, ktery chrani patogenni organismus pied
destrukci imunitnim systémem hostitelského organismu. Polysacharidové pouzdro je
znakem virulence a vyuziva se k tvorbé polysacharidové vakciny. Molekuly téchto
polysacharidl jsou ale malé a nebyvaji dostatecn¢ imunogenni, proto nejsou uc¢inné u
déti do 2 let a indukuji pouze slabou imunitni odezvu. Pfikladem je vakcina proti
meningitidé a pneumokokova vakcina Pneumo 23.!2

Imunogenita mtize byt zvySena konjugaci (vazbou) antigenu s proteinovym nosicem,

kterym muze byt i diftericky a tetanicky toxoid. Dnes se pouZzivaji konjugované
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vakciny proti meningokokovym infekcim, infekci bakterii Haemophilus influenzae
typu b nebo sedmi-, deseti- nebo tfinactivalentni konjugaty proti pneumokokové
infekci.'?

Stépné vakciny (split vaccines) rovnéz obsahuji fragmentované &astice
mikroorganism, ale li$i se od subjednotkovych vakcin v tom, ze obsahuji povrchové
1 vnitini antigeny. V praxi jsou dostupné vakciny proti chiipce. Vznikaji oSetfenim
virové ¢astice diethyletherem nebo vhodnym detergentem a obsahuji vSechny virové
proteiny, pii¢emz puvodni struktura virové castice a virovd RNA je prevazné
ztracena.!> Pfi kazdoro¢nim opakovaném ockovani proti chfipce je v nékterych
pfipadech preferovana pravé tato S$tépnd vakcina, protoze ve srovnani se
subjednotkovou vyvolava vyssi vzestup titru protilatek.'®

Spolu s dal§im rozvojem v oblasti vakcin se zaCaly vice uplatiovat metody
biotechnologie, molekularni biologie a genetiky. Byly vyvinuty nové a bezpecné;jsi
vakciny, mezi které fadime rekombinantni, vektorové nebo genové vakciny. Tyto
moderni vakeciny maji sice zachovaly antigenni potencidl, ale jejich nevyhodou je, ze
ucinek nebyva dostatecny a musi byt Casto zvySovan pomoci imunoadjuvantt.

V ptipad¢ rekombinantnich vakcin (recombinant vaccines) jsou imunogenni
fragmenty patogenti produkovany metodami genetického inzenyrstvi. Izolovany gen,
zodpovédny za produkci daného imunogenniho fragmentu, je vpraven do genomu
kultivovaného mikroorganismu (obvykle kvasinky, Escherichia coli nebo i tkanové
kultury sav€ich bun¢k), pomoci kterého je poté produkovan protein dale vyuzity
k vakcinaci. Na trhu je v souCasnosti rekombinantni vakcina proti hepatitidé B
obsahujici virovy povrchovy antigen rHBsAg nebo vakcina proti humannimu
papilomaviru (HPV), ktera chrani pfed rakovinou délozniho ¢ipku.

Vektorové vakciny (vector vaccines) vyuzivaji celé mikroorganismy (viry ¢&i
bakterie). Tyto nepatogenni vektory jsou geneticky upraveny tak, aby nesly
genetickou informaci pro produkci antigenii jinych patogennich mikroorganismt, a
to 1 n€kolik antigenli soucasné. Vektory po podéani vakciny do téla instruuji lidské
bunky k produkci velkého mnozstvi antigennich proteini na zékladé pfijaté
genetické informace z vektoru, coz vyvolava silnou imunitni odpovéd’. Je napodoben
proces pfirozené infekce, zejména virové. Vektory lze rozdélit na nereplikujici,

neschopné vytvafet nové virové Castice, a replikujici, schopné se rozmnozZit a
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vytvofit nové virové Castice, které vnikaji do dalSich bunc¢k a tim dochazi k dalsi
produkci antigend.!”!® Ve srovnani se subjednotkovymi vakcinami, které indukuji
humoralni imunitni odezvu (tj. produkci specifickych protilatek proti danému
antigenu), jsou vektorové vakciny zpravidla schopny vyvolat humoralni i buné¢nou
imunitu. Diky tomu odpada nutnost pouziti imunoadjuvanti a redukuji se néklady pti
vyrob¢.

Dalsi novy zplsob imunizace piedstavuji tzv. genové vakciny. Tato technologie
spoc¢iva v transfekci geneticky modifikovaného plasmidu, obsahujiciho specifickou
sekvenci DNA kodujici dany antigen, do jadra bunék hostitele. Tyto bunky poté
syntetizuji antigen na zakladé genu pfitomného v plasmidu, ¢imz dojde k vyvolani
imunitni odpovédi. Vyhodou je stimulace jak humordlni, tak i bunééné imunitni
odpovédi v podobé cytotoxickych lymfocytl (Tc), kterd byla prokdzana v tadé
piipadii u zvifat.!” Plasmidy mohou obsahovat i geny, které koduji dalsi latky
ovliviiyjici imunitni mechanismy, napf. cytokiny s imunostimulaénim efektem.?
DNA vakciny jsou nadénou metodou pro vakcinaci proti onemocnénim, proti
kterym zatim nelze ockovat. Je totiZ znamo, Ze nékteré viry, jako jsou ortomyxoviry
nebo HIV, snadno mutuji, resp. méni sviij zevni obal, aby nevzbudily imunitni
odpovéd, coz je velkou prekazkou tispésného vyvoje vakein. Vnitrobunécné proteiny
ale mutuji velmi neochotné a stale pfitom obsahuji antigeny, na které se mohou vazat
cytotoxické T-lymfocyty. Zadné DNA vakciny zatim nejsou schvaleny k uZzivéani,
nicménég probiha jejich intenzivni vyzkum.

Pouziti DNA vakcin se poji s rizikem negativnich disledkii souvisejicich s integraci
cizi DNA do hostitelského genomu, napf. s preménou bunék na buriky nadorové.?!
do jadra hostitelské bunky, ale pouze do cytosolu, kde probiha jejich translace.
Riziko nezadouciho ovlivnéni hostitelského genomu je tedy vylouc¢eno.?? Prvni
mRNA vakcina byla v roce 2020 schvalena Utadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv
(FDA) a Evropskou lékovou agenturou (EMA) pro emergentni pouziti k vakcinaci
proti onemocnéni COVID-19 zpiisobené koronavirem SARS-CoV-2.2*** Vakcina
obsahuje mRNA, kterd nese informace k produkci tzv. Spike proteinu, jenz se
vyskytuje na povrchu viru a je pottebny pro vstup viru do hostitelskych bunék. Po

podani vakciny lidem za¢nou na zakladé informace obsazené v mRNA né¢které jejich
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buniky docasné produkovat tento spike protein, ktery imunitni systém cloveka
rozpozna jako cizi, zacne tvofit protilatky a aktivovat T-lymfocyty pro jeho
napadnuti. Setka-li se pozdéji ockovana osoba s virem SARS-CoV-2, jeji imunitni
systém virus rozpozna a bude pfipraven se proti nému branit. Messenger RNA
(mRNA) z vakciny neziistava v téle, ale je kratce po vakcinaci rozlozena.”* V Ceské
republice (CR) jsou nyni schvaleny dvé vakciny tohoto typu, a to vakcina Comirnaty
(Pfizer/BioNTech) a vakcina od firmy Moderna. Obé vakciny obsahuji mRNA
enkapsulovanou v lipidovych nanocasticich a jsou podavéany v tekuté forme

2526 Kromé téchto dvou vakcin se v CR nyni rovnéz pouZzivaji

intramuskularné.
k ockovani proti COVID-19 vakciny Vaxzevria (AstraZeneca) a Janssen (Johnson &
Johnson), které obsahuji nereplikujici adenovirovy vektor kodujici koronavirovy
Spike protein.*”*® Na principu adenovirového vektoru funguje i vakcina Sputnik V
(The Gamaleya National Centre), kterd ale zatim (k ¢ervnu 2021) neni schvalena
Evropskou komisi.?

Peroralni rostlinné (plant-based peroral vaccines) vakciny jsou vyrdbény z
geneticky modifikovanych rostlin. Do téchto rostlin je bakteridlnimi ¢i virovymi
vektory prenesena genetickd informace, podle které rostlinné bunky produkuji
antigen. Vakciny se uzivaji perordlné¢ ve form¢ lyofilizované ¢i enkapsulované
rostlinné drogy.

Vakciny v podobé virim podobnych &astic (virus-like particles) se vyrabéji pomoci
rekombinantnich bakterii nebo kvasinek, které¢ produkuji potiebné virové proteiny.
Po extrakci a purifikaci jsou jednotlivé proteiny smiseny a samovolnym seskladanim
proteinlt vznikaji castice styCovou nebo ikosahedralni strukturou o rozmérech
obvykle 30-90 nm. V soucasnosti jsou FDA schvaleny vakciny proti hepatitidé¢ B a
lidskému papilomaviru (HPV).

Jednotlivé vySe uvedené druhy vakcin shrnuje Obr. 1.
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Obr. 1: Druhy vakcin.

6.2 Technologie vakcin

Kromé pfipravy aktivni slozky a zajiSténi jeji Gi€innosti je nutné rovnéz uvazovat o
formulaci vlastni 1ékové formy a jeji akceptovatelnosti pacientem. V soucasnosti se
vakciny standardné aplikuji n¢kolika cestami, o kterych pojedndva nasledujici Cast.

Velké pozornost je ale neustale vénovana i dal§im, mén¢ tradi¢nim moznostem.

6.2.1 Injekéni aplikace

Tradi¢ni aplikacni cestou je parenterdlni podani vakcin, tedy intramuskuldrni ¢i
subkutanni injekci. Ackoliv je tento zplisob aplikace nejrozsifenc;si, poji se s mnoha
nevyhodami. Vpich je pro pacienta nepfijemny a podani injekce je vazano na
specialng vyskoleny zdravotnicky personal.?

Vakciny jsou obvykle aplikovany v tekuté form& Mohou byt jednodavkové i
vicedavkové. Ve vodném prostiedi jsou ale nestabilni. Podléhaji riznym fyzikalnim i
chemikalnim degrada¢nim mechanismiim. V ptipadé proteinovych vakcin to mohou
byt konformacni zmény, oxidace, hydrolyza, deamidace a agregace. Musi byt
transportovany a skladovany za nizké teploty a i presto je jejich doba pouzitelnosti
limitovana. Pro zvySeni stability se vakciny pfevadéji na suchou formu lyofilizaci, o

které bude pojednano dale.*°
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Injek¢ni vakeiny musi spliiovat vSechny pozadavky injekci. Tyka se to jak tradi¢nich
injekcei, tak 1 lyofilizatd, ze kterych se injekce pfipravuje rekonstituci in situ pred

' Lékopisné pozadavky na vakciny zahrnuji tyto zkousky:

podanim pacientovi.
hodnotu pH, obsah adjuvans, obsah hliniku a vapniku, volny formaldehyd, fenol,
obsah vody (u lyofilizovanych vakcin), vyuzitelny objem a bakterialni endotoxiny. U
jednotlivych ¢lankid vakcin je uvedena i zkouSka na sterilitu. Vakciny se skladuji
chranény pied svétlem a pokud neni stanoveno jinak, pii teploté¢ 5 £3 °C. Tekuté
adsorbované vakciny nesméji zmrznout.?

Vakciny obsahuji kromé béznych slozek i dalsi specifické ptisady. Jak jiz bylo
uvedeno vyse, mnoho vakcin obsahuje imunoadjuvanty, které napomahaji k zajisténi
dostateén¢ efektivni protektivni imunitni odpovédi. Patfi sem anorganické latky,
které se stale nejcastéji pouzivaji: hydroxid hlinity, fosforecnan hlinity a fosforecnan
vapenaty. Zarovenn maji funkci sorbentt, kdy vznika gelova struktura, pomoci které
lze ptiznivé ovlivnit i délku imunitni odpovédi. Kvuli ¢asto kritizovanym toxickym
vlastnostem hliniku je snahou najit dalsi latky s podobnym tc¢inkem, jako jsou rizné
uhlovodiky rostlinného, bakteridlniho ¢i syntetického piivodu. Jako imunoadjuvanty
se rovnéz pouzivaji olejové emulze (znamé je tzv. Freundovo adjuvans) a
imunostimuldtory (cytokiny a interleukiny); z bakterialnich produktii se pouziva
napf. muramyl dipeptid.! Dal$imi slozkami vakcin jsou stabilizatory. Tyto latky
udrzuji ucinnost aktivni latky b&hem skladovéani. Faktory ovliviiujici stabilitu jsou
napf. zmény teploty a pH.*! Protimikrobnimi latkami mohou byt thiomersal, jehoZ
pouziti bylo omezeno pro toxicitu u pediatrickych vakcin, nebo 2-fenoxyethanol,
fenol a formaldehyd. Pfi vyrobé vakcin lze nezadoucimu mnozeni potencidlnich
patogent zabranit pfidavkem antibiotik (napf. neomycinu), kterd mohou ziistat ve

vakcing v residualnim mnozstvi.'??

6.2.2 Slizni€ni vakciny

VétSina patogenti pronikd do tcla hostitele ptes sliznice. Proto by vakcina méla
ideédlné¢ navozovat i ochranné imunitni mechanismy na sliznici, aby byl organismus
schopen obrany jiz pii prvnim kontaktu s infekénim agens. Aplikace vakcin
subkutanné a intramuskularné zpravidla navozuje slizni¢ni imunitu pouze slabou.

Naopak u vakcin aplikovanych pies sliznici je dokézéano, ze jsou schopny efektivné
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indukovat imunitni odpovéd’ jak systémove tvorbou protilatek, tak lokalné na sliznici
v misté¢ podani a zarovenl ve vzdalengjSich slizni¢nich kompartmentech tvorbou
slizni¢nich protildtek IgA a bunécné imunitni odpovédi, napf. imunitni reakce
zprostiedkované T-lymfocyty.333433

Antigeny podané pies sliznici jsou totiz zpracovavany celotélovym sliznicnim
imunitnim systémem neboli MALT (mucosa-associated lymphoid tissue, sliznicni
lymfaticka tkan). MALT se sklada z dil¢ich slizni¢nich lymfatickych tkani, které jsou
navzajem propojeny a lze je rozdélit podle jejich lokalizace: stfevni lymfaticka tkan
(GALT, gut-associated lymphoid tissue), nosni lymfaticka tkan (NALT, nasal-
associated lymphoid tissue), bronchialni lymfatickd tkan (BALT, bronchus-
associated lymphoid tissue). To znamend, 7ze napf. po imunizaci prostiednictvim
gastrointestinalniho traktu (GIT) miZe dojit k vytvofeni protektivni imunitni
odpovédi i v bronchialnim a urogenitalnim traktu, na nosni sliznici a ve slinnych a
mléenych Zl4zach.>?

Oproti parenterdlni aplikaci mé aplikace vakcin ptes sliznici také fadu dalSich vyhod.
Neni tfeba proskolené¢ho persondlu, coz je vyhodou v pifipadé potieby rozsihlé
vakcinace v populaci, je vylouceno riziko infekce kontaminovanou jehlou a poranéni
v disledku vpichu jehly, pro pacienta je aplikace mnohem pfijatelnéjsi a méné

stresovd, coZ je diileZité zejména pro détské pacienty.3*¢

6.2.2.1 Peroralni aplikace

Peroréalni aplikace 1é¢iv pfedstavuje pacientem nejakceptovatelngjsi cestu podani a
obecné plati, ze vice nez 60 % komercné dostupnych ptipravki obsahujicich malé

molekuly 1é¢iv je podavano pravé peroralng.’’

V ptipad€é vakcin je vSak tato
aplikacni cesta komplikovana agresivitou prostiedi GIT, jako je Siroké rozpéti pH
v pritbéhu celého GIT, zejména kyselé prostfedi Zaludku, pfitomnost proteolytickych
enzymi a omezend doba pro vstiebani vtenkém stfevé (3-4h). Antigeny,
biomolekuly bilkovinné povahy, jsou v takovych podminkéach obzvlasté nachylné k
degradaci a denaturaci. Pfes vSechny vySe zminéné aplikacni i technologické vyhody
je proto pouze mald ¢ast pouzivanych vakcin aplikovéana peroralng.*®

K tomu, aby byl antigen po peroralnim podani efektivné vyuzit, vede dlouh4 cesta.*

Pro indukci silné protektivni imunitni odpovédi po podéni vakciny je zapotiebi
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uspéSny transport intaktniho a aktivniho antigenu do tenkého stfeva, transport
antigenu pfes slizni¢ni bariéru stfeva a nasledna aktivace antigen prezentujicich
bunék (APC).>73%40 Antigeny jsou v tenkém stfevé zpracovavany dvémi rozdilnymi
cestami: (1) membranovymi epitelovymi bunkami (M-bunkami) na povrchu
Peyerovych plaki, tj. lymfoidni tkan¢ tenkého stieva a (2) dendritickymi buitkami ve
sttevni sliznici. M-builky zachytivaji antigen a transcytézou ho zanaseji APC
umisténym ve spodnéjsich vrstvach sliznice.*!*?

Oproti parenteralnimu podani je navic nutno aplikovat vyssi davku antigenu pro
vyvolani potfebné imunitni odpovédi.** Tato skutecnost limituje moznost vyuziti
nosicd, které musi byt schopny transportovat dostate¢nou davku antigenu. Vyssi
davky antigenu rovnéz zvysuji riziko indukce imunitni tolerance namisto stimulace
tvorby protektivni imunitni odpovédi.*+4>46

Kvili vySe uvedenym rizikim mé technologické zpracovani antigenu velmi
dalezitou roli. Antigeny mohou byt aplikovany ve formé rtiznych nosicd, jako jsou
napt. liposomy*’, niosomy (liposomiim podobné vezikuly sloZené zneionickych
tenzid)*, bilosomy (liposomiim podobné &astice stabilizované zlu¢ovymi solemi)*,
ISCOM  (imunitu-stimulujici komplexy, immune-stimulating complexes)®,
polymerni mikro¢astice a nanocastice®’, kde se jako polymeri miize vyuzivat
kyseliny polymlééné (PLA) a kopolymeru kyseliny polyglykolové a polymlécné
(PLGA), ptipadné riiznych fosforylovanych lipidi, chitosanu atd. Céstice pak mohou

byt obaleny enterosolventnimi polymery.!-!

Prikladem uspéSného pouziti peroralni aplikace jsou vakciny proti détské obrné
(poliomyelitid€): inaktivovana Salkova (1952) a ziva Sabinova vakcina (1962), diky
nimz doslo k podstatnému sniZeni az eradikovéani vyskytu poliomyelitidy.** Peroralni
vakciny jsou nyni pouZivany napi. ve formé& enterosolventni tvrdé tobolky s Zivou
atenuovanou vakcinou proti Salmonella typhi (Vivotif®) &1 perordlni suspenze
s inaktivovanou vakcinou proti Vibrio cholerae (Dukoral®).** Mimo zmin&né

bakterialni vakciny existuje i napf. Ziva atenuovana vakcina proti rotaviru ve form¢e

peroréani suspenze (Rotarix®).>
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6.2.2.2 Bukalni a sublingvalni aplikace

Na rozdil od agresivniho prostfedi GIT nabizi Gstni dutina mirng&jsi fyziologické
podminky udrzované kontinudlni produkeci slin, které obsahuji 99,5 % vody a jsou
mediem pro rozpuSténi a naslednou absorpci 1éCiva. Jsou vyluCovany primarné
hlavnimi slinnymi zlazami (pfiusni, podcelistni a sublingvalni) a v menSi mife i
zldzami umisténymi pod sliznici dutiny Ustni. V sublingvalni oblasti jsou vylucovany
ve vét$i mife ve srovnani s bukalni oblasti.>®

Na Obr. 2 je schematicky znazornéna dutina ustni a jsou vyznacena mista pro

sublingvalni a bukalni podani 1&¢iv.

Rty
Déseit
[BUKALNI OBLAST)]
Tvrdé patro
) Tvar
Patrovd mandle [BUKALNI OBLAST)]
Spodni plochajazyka
[SUBLINGVALNfOBLAST] Vnitén{ sliznice rtu

Spodn{ &4st dutiny dstn{ [BUKALNI OBLAST]
[SUBLINGVALNI OBLAST] Diéseft
[BUKALNI OBLAST)]

Obr. 2: Mista pro podéni sublingvalnich a bukélnich 1é¢iv. Upraveno podle *.

Sliny slouzi k zajisténi dostatecné vlhkosti Gstni dutiny, usnadnéni polykani, snizeni
tfeni sliznice a pomdhaji ptedchazet demineralizaci zubni skloviny.’” Maji také
enzymatickou aktivitu diky obsahu a-amylazy, lysozymu a lingvalni lipazy; je ale
niz§i. Diky aktivit¢ enzyml a udrzovanim pH 5,5 — 7 reguluji sliny rovnéz ustni

mikrofléru. Vyhodné pro aplikaci proteinti a peptidii je nepiitomnost proteaz.>>’

Sliznici dutiny Ustni tvofi tii zékladni vrstvy: vrstevnaty dlazdicovy epitel, bazalni
membrana a pojivova tkan (lamina propria a submucosa), na kterou dale navazuje
hladka svalovina.’® Struktura sliznice je v rliznych &astech dutiny Gstni rozdilna.*

Tvrdé patro, vnitini strana dasni a rty jsou vystlany zrohovatélym (keratinizovanym)
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epitelem. Jsou to predev§im mista, kterd jsou zatizena mechanickym stresem
spojenym se zvykanim.’® Tyto &4sti sliznice obsahuji neutralni lipidy — ceramidy a
acylceramidy, které vytvaieji bariéru proti vstupu vétsiny latek.*

Mistem pro subligvalni podani 1éCiv je spodni strana jazyka a spodni ¢ast dutiny
ustni pod jazykem. V ptipad¢ bukdlniho podani je to sliznice tvafi, vn&jsi strana
dasni a vnitini strana horniho a spodniho rtu (viz Obr. 2). Tyto ¢asti sliznice dutiny
stni jsou vystlany elastickym nekeratinizovanym epitelem.>® Obsahuji pouze malé
mnozstvi ceramidil a navic obsahuji polarni lipidy, predev§im cholesterol sulfat a

glukosylceramidy a jsou prostupnéjsi pro vodu.>>°

Povrch sliznice dutiny Ustni je potazen slizem, ktery je slozen ptfevazné z vody (95—
99 %), bilkovin a sacharidd. Jeho specifické vlastnosti jsou dany
makromolekularnimi latkami znadmymi jako tzv. mucin (1-5%). Obecné je to
glykoprotein obsahujici velké mnozstvi sacharidovych jednotek na bilkovinné kostte.
Tyto molekuly spolecné tvoii trojrozmérné struktury, které pusobi jako kluzny
material. Hlenova vrstva poskytuje funkci ochrannou, bariérovou, adhezivni
a zvlhCujici. Pii fyziologickém pH mé hlen diky pfitomnosti kyseliny sialové
a siranovych funk¢nich skupin negativni ndboj. S touto vrstvou mohou interagovat
1é¢ivé 1 pomocné latky, ¢imz muize dojit k prodlouzeni doby kontaktu ptipravku. Na
druhou stranu mitiZze dojit kvili pfitomnosti hlenové vrstvy také k omezeni transportu
pres epitel.®

Sliznice dutiny ustni obsahuje fadu bunék podilejicich se na indukci
imunologickych ochrannych mechanismi. Jsou to antigen prezentujici bunky
(APC): Langerhansovy butiky v nejsvrchnéjSich vrstvach sliznice a dale myeloidni a
plazmacytoidni dendritické buiiky ve spodn&jsich vrstvach.’® Na rozdil od malych
molekul 1é¢iv se antigeny po prostupu sublingvalni ¢i bukalni sliznici nedostavaji do
krevniho fecisté. Jak ukazuje Obr. 3, jsou zachyceny antigen prezentujicimi buiikami
ve sliznici, zejména Langerhansovymi bunikami. Dendritické buiiky ve spodnéjSich
vrstvach sliznice zanesou antigen do piilehlych lymfatickych uzlin.’® V nich je
zpracovany antigen predloZzen CD4+ a CD8+ T-lymfocytim, které jsou nasledné

aktivovany.®!2 Po aktivaci opoustéji T a B- lymfocyty prvotni misto setkdni

w7
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vzdalengjSich sliznic v téle. Vysledkem této induktivni imunitni odpovédi je
produkce protilatek tiidy IgA, IgM nebo IgG aaktivace pomocnych (Th),
regulacnich (Treg) nebo cytotoxickych lymfocytii (Tc).>%® Lokalni sekrece IgA
protilatek je typickym znakem pro slizni¢ni imunitu, kterd se tim zaroven odliSuje od

systémové imunity.**

zachyceni antigenu pomoci
dendritickych bunék {30-60 min)

EPITEL
- - L]
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migrace do vzdalendEich mist

Obr. 3: Prostup antigenu sliznici dutiny Gstni a jeho zachyceni buiitkami imunitniho

systému. Upraveno podle ¢,

Je tedy zfejmé, Ze diky pfitomnosti Langerhansovych bunék je sliznice dutiny ustni
pro aplikaci vakcin atraktivnim mistem. Oraln€ aplikovand vakcina tak pisobi 1 proti
antigentim, které vstupuji do organismu na mistech vzdalenéjSich nez je sliznice
dutiny 1stni, tj. napt. sliznice respiraéniho traktu.®

Na druhou stranu mé ale sliznicni imunita vyvinutou uritou miru tolerance
k antigenim mikroorganismli bézn¢ ptitomnych na sliznici (tzv. komensalnich). To

muze byt nevyhodou, jelikoz antigeny podavané v sublingvalni ¢i bukalni vakciné
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mohou byt méné imunogenni. Proto je pro potiebny ucinek vakciny zpravidla

nezbytné pouziti imunoadjuvanti.’®

Nejefektivnéjsi  mezi  studovanymi
imunoadjuvanty jsou cholerovy toxin (CT) a termolabilni toxin z Escherichie coli
(LT), dale se pouziva napt. B subjednotka cholerového toxinu (CTB) a ligandy Toll-
like receptoru (TLR). Protoze tyto adjuvanty (zejména CT a LT) jsou pro ¢lovéka
ptilis toxické, nabizi se moznost pouziti téchto adjuvanti upravenych geneticky
(mutantll), jejichz toxicita je redukovana nebo minimalni a které zarovenn maji

potencial zvySovat systémovou i lokalni imunitni odpovéd’.>®

Na trhu existuje tfada ptipravki k sublingvalnimu a bukalnimu podani v podobé
kapek, spreju, tablet rozpustnych v tstech ¢i ordlnich filmd. Pouze nékteré z nich
vSak byly zkoumény pro podani vakcin, vétSina byla ve formé kapek aplikovanych
pod jazyk.>® V preklinickych studiich byla vakcina v podobé& oralnich kapek
(s pouzitim izotonického roztoku chloridu sodného jako vehikula) aplikovana pod
jazyk laboratornim mysim. Po aplikaci byly mysi po dobu 30 min v sedaci, aby se
predeslo pasazi vakciny do GIT.%>% Po aplikaci vakciny s tetanickym toxoidem byla
prokdzana indukce imunitni odpovédi na sliznici (v podob¢ slizni¢nich IgA
protilatek) a rovnéZ i systémova protilatkova opovéd (IgG protilatky v séru).®> Po
aplikaci vakciny se subjednotkovou HIV vakcinou byla dokonce prokazéna indukce
tvorby protilatek a aktivace Tc v genitélni sliznici mySich samic.%

S cilem prodlouzit c¢as kontaktu antigenu se sliznici byl studovan také
termoresponzivni gel obsahujici tetanicky toxoid. Gelujici slozkou byly tyto
polymery: poloxamer, karbopol a hypromelosa (HPMC). Za teploty 2 °C — 8 °C je
vakcina v tekuté formé a po kontaktu se sliznici (pfi teploté cca 37 °C) tvoii gel,
adheruje k sublingvalni sliznici a setrva na ni vice neZz 20 min. Antigen je tak
chranén pted vymytim slinami nebo polknutim a také pied degradaci vlivem enzymu
pritomnych ve slinach. Jako imunoadjuvant byl pouzit netoxicky mutant LT. Podéani
gelové formulace laboratornim mysim vyvolalo produkci vysokych hladin protilatek
IgG a IgA jak v séru, tak v sekretech dutiny ustni, GIT a reprodukéniho traktu.
Vysledky byly srovnany s intramuskularnim podanim téchto antigeni, jenz vyvolalo

pouze nevyznamny, téméi zadny vzestup slizni¢nich IgA protilatek.®
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Sublingvalni spreje jsou jiz léta pouzivany pro podani nitroglycerinu pacientlim
s akutni anginou pectoris.® V nékolika studiich byly zkouSeny vakciny ve formé
spreje aplikovaného do celé¢ dutiny ustni (oralniho spreje). Dobrovolnikiim byla
pomoci jednoduchého rozpraSovaciho zatizeni (bez propelentu) podana vakcina
obsahujici cely inaktivovany virus chfipky. Nedoslo k imunitni odpovédi v podobé
produkce IgA protilatek na nosni sliznici, ale doslo k vyznamnému zvySeni hladin
protilatek IgA ve slinach. Ackoliv nebyla zaznamenana stimulace Tc (aktivace
bunécné imunity), byly v séru detekovany specifické protilatky proti viru chiipky

(aktivace humoralni imunity).%

Pevné 1ékové formy maji ve srovnani s tekutymi lékovymi formami mnoho vyhod.
Ptikladem jsou orodispergovatelné tablety (ODT) pro sublingvalni a bukalni podani.
Jsou to obecné tablety s porézni strukturou, které se po podani do dutiny ustni rychle
a bez pouziti vody rozpadaji a predstavuji suchou stabilnéjsi alternativu pro vakcinu
ve formé kapek.>®

Ve studii zabyvajici se vyvojem orodispergovatelnych oralnich oplatek (oral
wafers) obsahujicich HPV vakcinu pro sublingvalni podani byly hodnoceny
pomocné latky. Oplatky byly vyrobeny pifimym lisovanim. Nejleps$i vlastnosti
vykazovaly pfipravky s obsahem 70% smési myo-inositolu, leucinu a octanu
amonného a 30% mikrokrystalické celulosy (MCC) nebo 60% vyse uvedené smési a
40% smési tvotené 2/3 hypromelosy (HPMC) a 1/3 MCC. Doba rozpadu téchto dvou
piipravkt ve 3ml vody o teplot¢ 36-37 °C byla 16-20sresp. 60-90s.%

Imunologické ucinky jesté nebyly studovany.

Z vyse uvedeného je ziejmé, ze pro efektivni sublingvalni a bukalni vakcinaci je
dilezity cas kontaktu antigenu se sliznici. Sublingvalni a bukalni 1ékové formy
s prodlouzenym uvoliovanim adheruji ke sliznici, umoziuji del§i Cas setrvani
antigenu na sliznici a zvySuji efektivitu vakcinace. K tomuto G¢elu mohou byt
vyuzity oralni filmy &i vicevrstvé tablety s prodlouzenym uvoliiovanim.>® Na Obr. 4

je znazornena jejich struktura.
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( Vnéjsi vrstva )

*  permanentni: chrani antigen
pfed enzymatickou degradaci

*  rozpustna: pro zpoZidéné/
prodlouzené uvolfiovani

Stredni vrstva

* obsahuje antigen nebo oddéluje
jednotlivé vrstvy

Mukoadhezivni vrstva

uvolfiovani antigenu * obsahuje antigen nebo slouzi
pouze k adhezi

= )

Obr. 4: Obecna struktura vicevrstevného oralniho filmu ¢i tablety. Upraveno podle
56

Jak jiz bylo vySe zminéno, sliny jsou v sublingvalni oblasti vylu€ovany ve vétsi mire.
To muze byt vyhodné pro lepsi nabobtndni a disoluci oralnich tablet, ale na druhou
stranu to muZze byt prekdzkou kvili riziku ztraty antigenu odplavenim (salivary
washout). Ztoho divodu se jevi pro podani vakcin v ordlni Iékové formé
s prodlouzenym uvoliiovanim vhodné&jsi bukalni sliznice.*®

Pro prodlouZeni uvoliiovani 1é¢ivé latky se pouZzivaji gelujici hydrofilni polymery,
které pfi kontaktu s vodou tvoii na povrchu tablety gelovou vrstvu. Dojde k pfilnuti
k bukalni sliznici pomoci nevazebnych interakci, jako jsou vodikové mistky,
elektrostatické sily a van der Waalsovy sily.® Svym bobtndnim a erozi tak ¥idi profil
uvoliiovani 1é¢iva.”

Ve studii Bordeho a kol. byly porovnany imunitni odpovédi po sublingvalnim podani
tablet obsahujicich modelovy protein ovalbumin s rychlym uvoliiovanim a tablet
s prodlouzenym uvolnovanim. Bezprostiedné po sublingvalni aplikaci tablet byl
podan roztok cholerového toxinu (CT) jako adjuvant. Piestoze se ocekdvalo, ze
tablety s prodlouZenym uvoliiovanim budou indukovat vyraznéjsi imunitni odpovéd’,
bylo zjisténo, ze imunitni odpoveéd’ u tablet s rychlym uvoliiovanim byla vyraznéjsi a
byla srovnatelnd s referen¢nim tekutym ptipravkem ovalbuminu s CT ve stejné

davce. Jednim z vysvétleni, které autofi prezentovali, mlZe byt expozice malé davky
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antigenu imunitnimu systému diky kontinudlnimu uvolfiovani antigenu, kterd nebyla

pro indukci zddouci imunitni odpovédi dostate¢na.”!

6.2.2.3 Nasalni aplikace

Nosni sliznice je dobfe pfistupnym mistem pro aplikaci 1é¢iv, zaroven je to prostredi
s vyrazn€¢ mirngj$imi fyziologickymi podminkami v porovnani s GIT. Nosni dutina
je bohat¢ prokrvena a je atraktivnim mistem pro aplikaci slizni¢nich vakcin diky
moznosti ovlivnéni jak systémové, tak slizni¢ni imunity. Jak jiz bylo zminéno, nosni
dutina je vybavena nosni lymfatickou tkani (NALT), ktera je velmi podobna
Peyerovym plakim v tenkém stievé. NALT je rovnéZ pokryt M-bunkami, které
aktivné zachytdvaji vzorky antigenti. Intraepitelidlni dendritické bunky vystupuji
svymi dendrity k lumen nosni dutiny a jsou téz schopny vzorkovat antigeny.
Antigeny ¢asticové povahy jsou preferencné zachytavany M-bunikami, kdeZto malé
rozpustné antigeny maji pfistup k epitelii, kde jsou zachyceny dendritickymi
butikami.”?

Efektivitu nasalni vakcinace negativné ovliviiuje ptfirozeny ochranny mechanismus
nosni sliznice: mukociliarni clearance. Rychld obnova a pohyb slizni¢niho hlenu
v nosni dutiné diky kontinualnimu pohybu cilii (odvod cizich latek z dutiny) limituje
Cas setrvani podané vakciny na sliznici. Pfitomnost enzymt a fyziologické pH
nosniho sekretu (5,5 — 6,5) miize rovnéZ negativné ovlivnit stabilitu vakciny.”>”?
Nasalni vakciny mohou byt pfipravovany ve formé systémil, jako jsou mikrocastice
obalené¢ membranou, liposomy, imunostimula¢ni komplexy (ISCOM) nebo naptiklad
mikro¢astice na bazi PLGA.! Komeréng dostupna je napt. kvadrivalentni Ziva
vakcina proti chiipce typu A a B (FluMist Quadrivalent®).”*7°

Pfi vyvoji intranasalnich vakcin se pouziti efektivnich imunoadjuvantt jako jsou CT
a LT ukézalo jako problém. CT u potkant zasahuje do cichového nervu

76 Komeréné

s potencidlnim rizikem posSkozeni centrdlniho nervového systému.
dostupna intranasalni vakcina proti chiipce Nasalflu®, obsahujici LT, byla kvili
vyskytu obrny licniho nervu z trhu stazena.”’

Virus SARS-CoV-2 primarn€ vstupuje do teéla prostiednictvim dychacich cest
(nasofaryngu) a tudiz je v tomto piipadé¢ vhodné cilit vakcinu na nasalni sliznici.

V soucasnosti je 8 intranasalnich vakcin proti COVID-19 ve fazi vyzkumu, z toho 2
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jsou v II. fazi klinického zkouSeni. V prvnim pfipadé se jednd o vakcinu obsahujici
oslabeny virovy chiipkovy vektor exprimujici tzv. receptor-vazajici doménu
(receptor binding domain) Spike proteinu koronaviru. Druhd vakcina je proteinova
subjednotkova vakcina, obsahujici rekombinantni Spike protein. Je podavana ve
ttech davkach; prvni dvé jsou aplikovany injekéné a treti davka je aplikovana

inhalaci nosniho spreje.’s7%-80

6.2.3 Transdermalni aplikace

Kiize je imunologicky aktivni organ obsahujici komponenty, které mohou indukovat
jak humordlni, tak bunéénou imunitu.3! Je v pfimém kontaktu s okolnim prostiedim a
jejim tikolem je chrénit organismus pted patogeny. Obsahuje vice APC nez svalova a

v

subkutanni tkan a nabizi tedy moznost vyvolani efektivnéj$i imunitni odpovéedi
s potfebou nizsi davky antigenu.!8?

Transdermdlni podéani vakcin ma podobné charakteristiky jako sublingvalni a bukalni
podani. V obou ptipadech je soustfedéna pozornost na Langerhansovy buiky, které
se spolu s dalsimi APC (dendritické buiiky, makrofagy) podileji na vyvoldni imunitni
odpoveédi.? 34 Na Obr. 5 je schematicky zndzornéna struktura ktize. Sklada se ze 3
zakladnich vrstev: epidermis, dermis a hypodermis. Souasti epidermis je svrchni
vrstva kuze, stratum corneum. Jak ukazuje Obr. 5, Langerhansovy bunky se
nachazeji v epidermis a dendritick¢ buniky, makrofagy a T-lymfocyty jsou bohaté
zastoupeny zejména ve stiedni vrstve klize, dermis.

Nevyhodou dermalni vakcinace je pfitomnost keratinizované svrchni vrstvy, stratum
corneum, kterd ma omezenou prostupnost. Tato fyziologicka bariéra brani prostupu
antigenl k Langerhansovym bunikam po topické aplikaci. Transdermalni vakcinace
proto vyzaduje chemikdlni nebo mechanické narusSeni této vrstvy klze, aby mohl

antigen proniknout k Langerhansovym buiikdm a indukovat imunitni odpovéd’.®?
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Obr. 5: Distribuce imunitnich bunék ve vrstvach kiize. Upraveno podle %.
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Aplikovat vakcinu do dermis lze jednoduse pomoci intradermalni injekce. Dnes se

takto aplikuje né€kolik vakcin: BCG vakcina proti tuberkuldze, vakcina proti

vztekling a nékteré vakciny proti chfipce.>®* Vyvoj alternativnich zptisobli podnitila

mimo jiné nevyhody injekéniho podani i snaha zajistit méné bolestivou aplikaci za

ucelem zvyseni compliance pacientd. Moderni aplika¢ni technologie ilustruje Obr. 6

zpracovany podle piehledového ¢lanku Hettinga a Carlisle.®* Moznosti zahrnuji

pouziti mikrojehel, tetovani (tattooing), tlakové injektaze (jet injection), vyuZziti

casticovych nosi¢li pro doruceni do dermis, transfolikularni aplikaci a vyuziti

zvySeného prostupu kizi po termalni ablaci nebo abrazi, vyuziti enhancerd,

iontoforézy, elektroporézy nebo ultrazvuku.
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{mikro)injekce mikrajehly Tattooing  letinjection  Eisticové nosife  transfolikuldrni

termdlni ablace chemikalni enhancery  abraze iontoforéza ultrazvuk

Obr. 6: Moznosti imunizace transdermalni cestou. Upraveno podle **.

Prikladem komeréné dostupné vakciny smoderni aplikaéni technologii je
Afluria Quadrivalent® (Seqirus), aplikovana zatizenim Jet Injector, které namisto
jehly vyuziva vysokotlaky uzky proud tekutiny k penetraci pies kiizi.®*7 Predmétem
vyzkumu je vsoucasnosti vakcina proti COVID-19 ve form¢é naplasti

s mikrojehlami.”®

6.3 Bordetella pertussis

Pertuse (davivy ¢i Cerny kasel) je vysoce infekéni, akutni bakteridlni onemocnéni
dychacich cest. Piivodcem nemoci je bakterie Bordetella pertussis. K pirenosu od
nemocného nebo infikovaného jedince na jiné osoby dochazi prostfednictvim
kapének, které vznikaji hlavné pii mluveni, kaslani a kychani. Vyjimecné se prenasi
prostifednictvim piredméti kontaminovanych sekrety od nemocného. Typickym

pfiznakem onemocnéni jsou zachvaty davivého kasle, které mohou pietrvavat
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nékolik tydnti a rekonvalescence mtize trvat i mésice. Klinicky obraz pertuse mé vice
podob v zavislosti na v€ku a zdravotnim stavu pacienta, na velikosti infekéni davky a
na dobé, kterd uplynula od vakcinace. Onemocnéni je nejrizikovéjsi pro neockované
¢1 ¢astecné ockované malé déti, u nichz muze dojit k rozvoji zadvaznych komplikaci i
pfipadnému amrti.®8

Pertusi Ize predchazet ockovanim.*® V proockované populaci miize mit pertuse i
subklinicky ¢i asymptomaticky prabéh, proto Casto neni rozpozndna a lécena.
Ockovani ani prodélané onemocnéni vSak neposkytuje ochranu cely zivot. Po urcité
dobé po vakcinaci nebo prodélani nemoci dochdzi ke snizeni imunity; ¢loveék se
stava opét vnimavym a muize proto byt nakazen i n¢kolikrat za zivot. I ptes vysokou
proo¢kovanost détské populace je od roku 1993 v CR patrny vzestupny trend
nemocnosti na pertusi a pravidelné se opakujici dvou az pétileté cykly naristu a
poklesu hlasené nemocnosti (Obr. 7). Podobna situace je i v jinych statech.”® Kviili
postupnému poklesu ochrany po ockovani se pertuse vyskytuje Castéji u vysSich
vékovych kategorii (adolescenti, dospéli), ktefi jsou poté zdrojem infekce pro
novorozence a kojence, pro které miize byt onemocnéni, jak jiz bylo zminéno, az

fatalni.

nemocnostna 100 000 obyvatel

Obr. 7: Vyskyt pertuse v CR. Trend hla$ené nemocnosti (na 100 000 obyvatel) v
letech 1992-2019. Prevzato od *°.

Onemocnéni pertusi je tedy velkou zdravotni hrozbou v CR i ve svéts.”!
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Od roku 1995 se ve vyspélych zemich zacalo prechdzet na acelularni pertusové
vakciny. Nynéjsi vyvoj epidemiologické situace vSak naznacuje, Ze tyto vakciny
vykazuji nedostacujici ucinnost. Z toho diivodu je v soucasnosti velkou snahou
vyvinout celobunécnou vakcinu nové generace, ktera bude mit zachovanou vysokou
imunogenicitu a oproti celobunééné vakciné predeslé generace nebude vykazovat
nezéadouci vedlejsi ucinky pojici se s vysSim alergizujicim potencidlem a reaktivitou.
Podle svétové odborné komunity je potieba co nejrychleji zavést schéma
pravidelného pieockovani adolescent a dospélych proti pertusi G¢inn€jsi vakcinou,
nejlépe ve spojeni s pravidelnym pieockovanim proti tetanu.”’ Velice vyhodna by
byla vakcina, kterd by indukovala G¢innou imunitni ochranu jak systémové, tak
lokalné ve slizni¢nich komponentéach, kudy patogen vstupuje do téla.

V soucasnosti je vakcina proti pertusi poddvana intramuskularné v ramci povinnych
ockovani, vzdy spoleéné s dal§imi ockovacimi latkami (hexavakcina, dTap

vakcina).”?

6.4 Vyuziti lyofilizace pri produkci vakcin

Lyofilizace je proces suSeni sublimaci ledu, tj. odstraiiovani vody ze zmrazeného
vodného roztoku latek, s naslednou desorpci zbytkové vody. Je to Setrny zptsob
suSeni bez nutnosti zahfati pfipravku, pficemz nedochédzi k poskozeni suseného
materidlu. Aby bylo dosazeno podminek pro sublimaci vody a kvalitniho produktu,
jsou smési suseny ve vakuu, aniz by doslo k jejich rozmrznuti.®

Proces lyofilizace lze rozdé€lit do tii etap: 1) mraZeni, 2) primarni suSeni a
3) sekundarni suSeni. ProtoZe vétSina lyofilizovanych vakcin je nasledné aplikovana
injek¢éné, piipravi se roztok aktivni latky (vakcina) s vhodnym rozpoustédlem
(predominantné vodou na injekci) a pomocnymi latkami, které jsou ptiddvany ve
vhodném mnozstvi tak, aby zajistily aplikacni vlastnosti (tlumivé ptisady, pftip.
1zotonizac¢ni), strukturu (strukturotvorné latky — plniva), stabilitu ptipravku béhem
lyofilizace (napft. tenzidy, kryoprotektivni a lyoprotektivni latky) a nasledné 1 pfi
dlouhodobém skladovani (napt. protimikrobni latky). Vodny roztok se nasledné

naplni do vialek, které jsou poté aste¢né uzavieny pryzovou zitkou.>*+%>%
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Nasleduje mrazeni, pifi némz dochazi k formovani ledovych krystali. Jeho prabéh
(rychlost), stejn¢ jako pfitomné pomocné latky, urcuji vyslednou strukturu produktu
— porézni mikrostruktura lyofiliza¢niho kolac¢e kopiruje krystalickou strukturu ledu.

Pti primarnim susSeni dochazi v prostfedi vakua k sublimaci ledu, ¢imz se odstrani
vice nez 95 % ledu. Sekundarni faze suseni je provadéna za vyssi teploty a dochazi
k desorpci vody pevnéji vazané ve formulaci. Tato faze urcuje zbytkové mnozstvi
vhlkosti v lyofilizatu. Po sekunddrnim suSeni je tlak zvySovédn na poZadovanou
hodnotu inertnim plynem (napf. dusik) nebo filtrovanym vzduchem a vialky jsou

uzavieny.59%

UCINNA LATKA UZAVRENI{
OBALU

—

PLNENi DO
* VIALEK

ROZPOUSTEDLO P L
+ PRIMARNI SEKUNDARNI

+

POMOCNE LATKY CASTECNE SUSENI SUSENI
UZAVRENI

- PRIPRAVEK OBALU

VYSLEDNY
PRODUKT

Obr. 8: Zakladni schéma procesu lyofilizace. Upraveno podle .

Kontrola a optimalizace procesu lyofilizace je stéZejni pro dosaZeni poZadovanych
vlastnosti produktu.®* Je hodnocen vzhled a objem lyofilizaéniho kolace, jeho
struktura a porozita a zbytkova vlhkost, ktera byva u vakcin pod 5 %. Objem by mél
byt srovnatelny s pivodnim piipravkem. Nezadoucim jevem je kolaps lyofiliza¢niho

kolage. Diilezitym parametrem je také rekonstitu¢ni ¢as (rychlost rekonstituce).5
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Rada vakcin ve formé roztoku neni stabilni ani v chladu (2 — 8 °C) nebo zmraZena.

Diky lyofilizaci se udrzuje ucinnost citlivych aktivnich latek (napf. proteini),

zabranuje se jejich agregaci a chemické degradaci. Lyofilizace se tedy vyuziva

predevsim ke zvySeni jejich stability, ekonomicky dulezity je ale snazsi transport

produkt.>** Dalgi vyhodou je rychla rekonstituce pred aplikaci.”

Nevyhodou této metody je narocna optimalizace formulace pfipravku pro dosazeni

vyhovujiciho produktu, potieba nastaveni specifickych podminek lyofiliza¢niho

procesu, piistrojového vybaveni k hodnoceni lyofilizovaného produktu a ¢asova i

finan¢ni naro¢nost.*%

Piehled pomocnych latek pro lyofilizaci byl zpracovan v pfedchozi diplomové

praci.”” V Tabulce 1 je proto uveden jen stru¢ny prehled skupin s uvedenim piikladi.

Tab. 1: Pfehled pomocnych latek pro lyofilizaci vakcin. Upraveno podle 3!9%:8:%
STRI,JKTUROTVORNE mannitol, glycin
LATKY (PLNIVA) glukosa, laktosa, sacharosa, dextran, trehalosa
KRYOPR,OTEKTIVNi cukry: sacharosa, laktosa, trehalosa
LATKY polyoly: glycerol, mannitol, sorbitol
glycin, alanin, lysin
polymery: makrogol, dextran, povidon
LYOPRQTEKTIVNi cukry: sacharosa, laktosa, trehalosa
LATKY proteiny: Zelatina
TENZIDY polysorbat 20, polysorbat 80
TLUMIVE PRISADY | citrat sodny, acetat sodny, kyselina fosfore¢na, fosfat sodny,
hydrogenfosfat draselny, glutamat, trometamin, L-histidin,
glycin, L-alanin
IZOTQNIZACNi chlorid sodny, mannitol, glycerol
PRISADY
PROTIMIKROBNi benzylalkohol, fenol, fenoxyethanol, benzalkoniumchlorid,
LATKY m-kresol, m-paraben, chlorbutanol
ANTIOXIDANTY kyselina askorbova, sifi¢itan sodny, methionin

Neéktere latky, napt. trehalosa nebo aminokyseliny, jsou multifunkéni a pii lyofilizaci

pusobi riznymi mechanismy.
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7 Experimentalni ¢cast

7.1 Pouzité suroviny

Surovina

D-(+)- Trehalosa dihydrat

Dextran 40 (Mr 40 000)

Dihydrogenfosfat draselny (KH,PO4)

Hnéd’ skoficova

Hydrogenfosfat draselny (KoHPO4)

I- Karagenan (Iota karagenan)

Makrogol 300

Mannitol (Pearlitol 160 C)

Povidon 25
Rybi Zelatina

Sacharin sodna sul

Vyrobce Zemé puvodu
Sigma-Aldrich USA

Sigma Japonsko

Dr. Kulich Pharma s.r.o. Ceska republika
AROCO, spol. s.r.0. Ceska republika
Dr. Kulich Pharma s.r.o. Ceska republika
Sigma-Aldrich USA

Dr. Kulich Pharma s.r.o. Ceska republika
Roquette Francie

BAST Corporation Némecko

LAPI GELATINES Italie
Sigma-Aldrich USA

7.2 Pouzité pristroje

Pristroj Typ pristroje

Analytické vahy SARTORIUS Entris 0,1 mg (Lab Instruments GMBH a
CO.KG, Némecko)

Analytické vahy CAHN 26 Automatic Electrobalance 0,001 mg
(Cahn Instruments, USA)

DSC Diferencialni skenovaci kalorimetr, DSC 200 PC Phox

DSC software

Laboratorni vahy

Lyofilizator

Mrazici zafizeni

Osmometr

pH metr

(Netzsch-Geratebau GmbH, Némecko)

DSC 200 F3 NETZSCH Proteus (Netzsch-Geratebau GmbH,
Némecko)

SARTORIUS Entris 1 mg (Lab Instruments GMBH a
CO.KG, Némecko)

BETA 1-8 LSC plus (Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen
GmbH, Germany)

BSFS 290 (Vestfrost, Dansko)

Automatic Semi-Micro osmometer (Knauer, Némecko)

Microprocessor pH Meter HI 211 (Hanna, USA)

Pipeta pro viskozni vzorky  Transferpettor 5 ml (Brand, Némecko)

35



Pipeta pro viskdzni vzorky — Transferpettor 1000 pl (Brand, Némecko)

Rucni lis Netzsch (Netzsch-Geratebau GmbH, Némecko)

Ultrazvukova lazen WiseClean Ultrasonic Cleaner Set (Witeg, Némecko)

7.3 Pouzité metody

7.3.1 Priprava vzorku

V pocatecni fazi prace byly piipraveny vzorky obsahujici pomocné latky, néasledné

jejich smési (matrice). Ve finalni fazi byly pfipravovany i vzorky obsahujici aktivni

slozku, vakcinu Bordetella pertussis oznaenou jako BPV. Pfi ptipravé vodnych

roztoki se vzdy pouzivala voda pro HPLC.

Matrice obsahujici rybi zelatinu (G) ¢i karagenan iota (CRI) byly pfipraveny
rozpusténim G ¢i CRI za zvySené teploty (do 60 °C) ve vodni lazni. Po
ochlazeni byly rozpustény zbylé slozky a byly doplnény vodou do potiebného
mnozstvi. Matrice zamySlené pro smiseni s aktivni slozkou bylo nutné
pfipravovat ve dvojnadsobné koncentraci a poloviénim objemu. Vychladly
roztok byl smisen se suspenzi BPV v poméru 1:1.

Pokud nebyly tyto slozky obsazeny, ostatni dobie rozpustné pomocné latky
(mannitol, dextran, sacharin sodnad sul, trehalosa, makrogol, povidon,
hydrogenfosfat draselny, dihydrogenfosfat draselny) byly rozpoustény ve
vodé za laboratorni teploty, pfipadné pfimo v suspenzi aktivni latky BPV.
Rozpousténi dextranu v koncentraci 10 % bylo wurychleno pomoci

ultrazvukové 1azné€ po dobu 1 min.

Vzorky byly oznaceny pomoci kodi, které specifikuji pouZité slozky, ¢isla oznacuji

jejich koncentraci (m/m), napt. D10/T3/P1 znamend smés dextranu v koncentraci

10 %, trehalosy v koncentraci 3 % a povidonu 25 v koncentraci 1 %. V ptipad€ smési

s BPV byla pouzita koncentrace BVP0,5 (1 davka v 0,5 ml).

Pro ptehlednost jsou vysledky a diskuze rozdéleny do 2 ¢asti. Prvni ¢ast obsahuje

vzorky matric tvofenych pomocnymi latkami a jejich smésmi, druha obsahuje

matrice s BPV.
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7.3.2 Diferencialni skenovaci kalorimetrie (DSC)

Termalni vlastnosti byly méteny na piistroji DSC 200 PC Phox.

Nejprve byl zapnut pfistroj. K navazeni vzorku se pouzivaly digitadlni analytické
vahy s presnosti 0,001 mg, na kterych byl nejprve zvazen prazdny hlinikovy kelimek
spolu s vickem, ktery byl predtim perforovan. Nasledné¢ byl kelimek naplnén
pfiblizné 1 az 10 mg vzorku (lyofilizatu nebo vlastnich pomocnych latek), umistén
do zafizeni s lisovaci packou, pficemz doSlo k pevnému piilisovani vicka ke
kelimku. Naplnény kelimek byl zvazen a vyjadrila se hmotnost vzorku.

Meéieni probihalo v dusikové atmosféfe. Do méfici komory byl vzdy umistén slepy
vzorek (prazdny kelimek) a kelimek s méfenym vzorkem. Na pocitaci byly
nastaveny parametry prubéhu meéfeni: rychlost ohfevu, chlazeni, maximalni
dosahované teploty, Cas udrzovani urcité stalé teploty (izoterma). Nasledné bylo
spusténo méfeni. Rychlost ohfevu 10 °C/min byla vZdy stejna. Vzorek se zahtival do
teploty 300 °C, poté byl ochlazen a byl proveden 2. ohtev. U vzorkd matric byly
provedeny dvé méteni. Pfi druhém meéfeni byl 1. ohfev proveden do teploty mirné
nad Tg, nasledn¢ byl vzorek ochlazen a opét se zahtal. Vzorky s aktivnimi latkami
byly méfeny jednou.

Vysledkem méfeni byl termogram charakterizujici déje souvisejici s tepelnym
namahanim vzorku. Ziskané termogramy jsou ilustrovany na obrazcich v dalSich

Castech prace.

7.3.3 Méreni osmolality

Pfed méfenim byl pfistroj po zapnuti ponechan 5 min zahtivat. Pro pfipravu vzorkl
byla pouzita voda pro HPLC, kterd byla uchovavana ve sklenéné nadobé. Pied
méfenim bylo zkontrolovano nastaveni pfistroje pomoci vody (0 mOsmol/kg) a
standardniho roztoku chloridu sodného s osmolalitou 400 mOsmol/kg.

Pro spravnost méfeni byla provedena kalibrace pfistroje proméfenim tady
porovnavacich roztokli chloridu sodného s osmolalitou vrozsahu 100 az 700
mOsmol/kg pfipravenych podle Tabulky 2.2.35-1 (CL 2017)'®. Byla vyjadiena
kalibra¢ni rovnice

y = 0,993x + 1,0554 (1),
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s koeficientem determinace R? = 0,99999, ve které ,x“ je skuteéna osmolalita
(mOsmol/kg) a ,,y* je naméfena hodnota (mOsmol/kg). Rovnice umoznila prepocet
namétfenych hodnot na skute¢nou osmolalitu (mOsmol/kg).

Meéfici zkumavka byla naplnéna vzorkem o objemu 0,15 ml, byl do ni ponofen
termistor s dratkem tak, aby se nedotykaly dna a zaroven byly pod hladinou roztoku
vzorku. Zkumavka byla umisténa do méfici komory, kde byla pred méfenim
ponechana vzdy nejméné po dobu 1 min pro temperaci vzorku. Poté bylo spusténo
méieni stiskem tlacitka ,,start”. Po skonCeni méfeni byla zaznamenana namétena
hodnota na displeji a nasledné se vyckalo do rozmrznuti vzorku.

Pted méfenim dalsiho vzorku byly zkumavka a termistor s dratkem omyty vodou pro
HPLC a nésledné¢ usuSeny bavinénou latkou.

Kazdy vzorek byl proméfen pétkrat, vypocital se primér a smérodatnd odchylka
(SD). Vysledky jsou uvedeny v Tab. 2

Pti méfeni osmolality vzorki, které obsahovaly BPV, byla suspenze vzdy nejdiive

ptefiltrovdna pfes membranovy bakterialni filtr s velikosti porti 0,22 um.

7.3.4 Méreni pH

Kalibrace pH metru byla provedena pomoci kalibra¢nich roztokid s pH 4 a pH 7.

Pii méteni pH jednotlivych vzorkd o objemu 25 ml byla do méfeného roztoku
ponofena sklenénd indikacni (mérna elektroda) a nésledné byla odectena hodnota pH
na displeji. Kazdy vzorek byl zméfen jednou. Mezi jednotlivymi méfenimi byla

elektroda vzdy omyta ¢isténou vodou a ususena.

7.3.5 Lyofilizace

Pro lyofilizaci vzorkll byly pouzity plastové ¢i hlinikové blistry umisténé pfimo na
etazérech. Vzorky byly nadavkovany po 0,5 ml pomoci pipety pro viskdzni roztoky.
EtaZéry s blistry byly umistény do mraziciho zafizeni pfti teploté -30 °C na 24 hodin.
Lyofilizace probihala v laboratornim lyofilizatoru. Pfedchozi zkuSenosti ukazaly, Ze
pro dosazeni dobrych vysledki je nezbytné pouzivat pouze dva nejspodnéjsi
etazéry.”’ Parametry pro lyofilizaci byly nastaveny nasledovné: teplota kondenzatoru
byla nastavena na -56 °C, tlak v komote pro primarni suSeni byl nastaven na 42 Pa a
na 0,1 Pa pro sekundarni suSeni. Po nastaveni pozadovanych parametri byl
lyofilizator spuStén na 15 min. Béhem tohoto kroku se kondenzétor zchladil na
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pozadovanou teplotu. Poté byly zmrazené vzorky vyjmuty z mraziciho boxu a co
nejrychleji pfeneseny do suSici komory, zafizeni bylo ihned uzavieno a byl spustén
program Suseni (Main Drying).

Po zapnuti byl zahajen proces evakuace suSici komory a suSeni sublimaci. Béhem
primarniho suseni byly sledovany teploty na etazérech a hodnoty tlaku. Po zahajeni
lyofilizace byla teplota na etazérech ptiblizné -16 °C. Po ukonceni priméarniho suseni
teplota postupné stoupala az na teplotu ptiblizné 18 — 20 °C.

Po ukonceni lyofilizace, ktera trvala 24 hodin, byly blistry s tabletami umistény do

exsikatoru.

7.3.6 Hodnoceni lyofilizata

Ptipravené lyofilizaty (tablety) byly hodnoceny podle nasledujicich kritérii:

Vzhled tablet a vyjmuti 7 blistru

Bylo posuzovano, jak snadno se tableta da vyjmout z blistru. Snadno vyjmutelné
tablety bud’ samy vypadly nebo bylo nutné pouze lehké proméacknuti blistru. Rovnéz
bylo hodnoceno, zda po vyjmuti tablety zistava v blistru zbytek.

Hodnotila se celistvost, jednotnost vzhledu tablety a jeji pevnost. Posuzovalo se, zda
nedoSlo ke kolapsu struktury lyofilizaéniho kold€e. Po rozkrojeni skalpelem byla

posuzovéana struktura tablety na fezu a jeji mechanicka odolnost/ kiehkost.

Hodnoceni rozpadavosti tablet

Podle upravené Iékopisné zkousky rozpadavosti vaginalnich tablet.'°' Byl méfen ¢as,
za ktery se tableta rozpadne. Zafizeni s dérovanymi disky bylo umisténo do nadoby
naplnéné vodou temperovanou na 37 °C, naplnénou tésné nad horni disk. Tableta
byla vzdy poloZena na hladinu vody a méfil se Cas, za ktery se tableta nasakne

vodou, zprihledni a rozpadne (rozplyne na hlading).
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8 Vysledky a diskuze

Aplikace peptidii a vakcin formou oralni tablety piedstavuje moderni typ aplikacni
cesty. Oproti aplikaci injek¢ni mé fadu vyhod, zejména vysokou stabilitu a snadnou
manipulovatelnost s lyofilizovanymi tabletami, podani pfipravku pacientovi je méné
stresujici, coz je vyhodou zvlasté u déti. Dalsi vyhodou jsou i méné piisné pozadavky
na vyrobni podminky oproti injekcim. '~

Tato diplomova prace se zabyva navrhem vhodného slozeni matrice pro vyrobu
lyofilizovanych tablet k oralni aplikaci modelové vakciny. Préci je rozdélena do
dvou logickych celkli. V prvni ¢asti byly studovany vlastnosti matric slozenych z
pomocnych latek a jejich kombinaci, v dalsi ¢asti vlastnosti matric s aktivni slozkou,
kterou byla suspenze kmene Bordetella Pertussis (BPV) v roztoku chloridu sodného
s obsahem 20 x 10° bungk/davka.

Kromé osmolality a pH byly studovanymi parametry také podminky pro rozpusténi
slozek a viskozita celé matrice. Nutnost zahiivani komplikuje rutinni praci
v provozu, zatimco viskozita je rizikovd pro spravné davkovani a nésledné
hodnoceni hmotnostni stejnomérnosti tablet. Navic je pfi zahfivani nutné pripravovat
koncentrované matrice, které jsou v dal$im kroku miseny s aktivni slozkou v poméru
1:1. Kromé rizika chyby pii pfipravé se tim dale zvySuje dale viskozita, coz
znesnadnuje manipulovatelnost a je potfeba vZzdy dlouhodobé misit s aktivni sloZkou
(rozdil ve viskozitach dil¢ich podilt), aby byla zajiSténa homogenita produktu.
Lyofilizace vzdy probihala za stejnych podminek. ProtoZze pouzity laboratorni
lyofilizator neumozioval mrazeni pifimo v komofte, ptfipravené vzorky byly po
nadavkovani do blistrii umistény do mraziciho boxu (- 30 °C) a po 24 hodinach co
nejrychleji premistény do suSici komory, kde byl po evakuaci zahajen proces suseni.
Externi mrazeni s sebou nese riziko ¢astecného rozmrazeni vzorku pfi transportu a
zahajeni procesu a riziko kolapsu kolace.

Z piedchoziho experimentu”’ bylo znamo, Ze vy3§i patra v suSici komofe maji
v pribehu priméarniho suseni vyssi teplotu nez spodni a dochazelo k znehodnoceni
vzorki a kolapsu kolace kviili ¢aste€nému rozmraZeni pted sublimaci. Proto se v této
praci pouzivala pouze dv€ dolni patra (etazéry). Diky prostorové limitaci se
v prvnich fazich pouZivaly plastové blistry, pfestoze maji horsi tepelnou vodivost.

Teprve vyhovujici kompozice byly lyofilizovany v hlinikovych blistrech.
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Lyofilizované tablety jsou nachylné na vlhko, proto byly transportovany a
uchovavany v exsikdtoru. Vlastnosti lyofilizatu (tablet) byly charakterizovany
organolepticky  posouzenim  vzhledu  (celistvost, = barevna  jednotnost),
manipulovatelnosti (vyjmuti z blistru, zbytek v blistru, kiehkost kolace) a
mechanickych vlastnosti (pevnost, struktura na fezu, homogenita struktury,
rozpadavost). Vzhledem k omezené kapacité lyofilizatoru, casové naro¢nosti procesu
a poctu vzorkl byla limitovana i moznost pfipravovat vétSi mnozstvi tablet. Proto
jsou vysledky rozpadavosti vétSinou vysledkem jednoho méfeni a slouzily jako
orientacni pfi dal§im vybéru vhodného sloZeni tablet pro aktivni slozku.

U ptipravenych tablet byla také hodnocena chut’. Ta je pii aplikaci do dutiny ustni
dalezitd pro akceptovatelnost pacientem, zejména v piipadé delSiho kontaktu se
sliznici, ktery byl jednim z cilii prace pfi formulaci matrice. ProtoZze aktivni slozky
byly izotonizovany chloridem sodnym, bylo nutné primarn¢ uvazovat o potlaceni
pocitu slanosti. K vjemu sladké chuti by mohly pfispivat nékteré pomocné latky
(mannitol, trehalosa), k potladeni hotké chuti makrogolu vSak byla k nékterym
vybranym formulacim pfiddna také sodnéd stl sacharinu, nejcastéji v koncentraci
0,1 %, coz je v kodu vyznaceno (SS0,1), ptipadné i nizsi (0,07 %).

Vysledky jsou ilustrovany v tabulkdch a obrazcich a ¢lenény podle slozeni, jak jiz

bylo zminéno, do dvou ¢asti.

8.1 Charakterizace pomocnych latek pro matrice

Pii vybéru vhodnych pomocnych latek se cCastetné vychédzelo ze zkuSenosti
pfedchozi diplomové prace Macdkové, ve které se osvédC€il mannitol (M), rybi
zelatina (G) a karagenan iota (CRI).”” Protoze se v soucasné dobé& ustupuje od
pouzivani pomocnych latek Zivocisného plivodu, byla snaha nahradit rybi zelatinu
jinou pomocnou latkou a modifikovat dale vlastnosti matric. Hlavni pozornost byla
vénovana dextranu (D) a trehalose (T).

Pomocné latky byly primarné charakterizovany pomoci diferencialni skenovaci
kalorimetrie. Vhodna kombinace krystalickych a amorfnich latek je pro strukturu
lyofilizaéniho kolage zasadni.”® V této praci byly jako hlavni slozky testovany: rybi
zelatina, dextran 40, karagenan iota, mannitol, trehalosa, povidon 25 a makrogol 300.

Na Obr. 9 — 16 jsou ilustrovany jejich termogramy.
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Termogramy amorfni rybi Zzelatiny jsou zobrazeny na Obr. 9. Zjisténa teplota
skelného prechodu (Tg) 81,7 °C je potvrzena v detailu na Obr. 9b. Na Obr. 10 jsou
zobrazeny termogramy amorfniho dextranu 40. Pfi prvnim méteni (Obr. 10a) byly
provedeny 2 ohfevy. Z prvniho ohfevu lze vy¢ist Ty 222,4 °C. Na Obr. 10b je
zachycen detail teploty skelného piechodu. Hodnota T, dextranu 40 je v souladu
s literaturou.'% Obr. 11 ilustruje termogram smési D3/G3. T, dextranu je zachovana
a pozorovatelna pti 221, 5 °C, zatimco T Zelatiny je piekrytd pikem vody.

Termogram karagenanu iota (Obr. 12 ) ukazuje jeho krystalickou povahu s teplotou

tani.
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Obr. 9a: Termogram rybi Zelatiny.
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Obr. 12: Termogram CRI

Casto pouzivané krystalické latky, které kromé& struktury koldée podporuji také
stabilitu aktivnich slozek ochranou vici stresu vyvolanému mraZenim a suSenim,
jsou mannitol a trehalosa.’® Pik charakterizujici teplotu tini mannitolu je
pozorovatelny na Obr. 13, pii chlazeni dochazi ke zpétné krystalizaci. Termogram
trehalosy (Obr. 14) ukazuje jeji slozitou polymorfni strukturu, s nékolika
krystalickymi piky i skelnymi prechody.!?*!%* Po druhém ohfevu lze potvrdit T,
166,7 °C. Uvadéné hodnoty Ty se v literatufe 1iSi a tento rozdil je zptsoben riznymi
pouzitymi metodami méfeni a zejména riznym zbytkovym obsahem vody. Ty pro

trehalosu s 0,3 % zbytkového obsahu vody je podle Crowe a kol. 111,3 °C.!%°
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Jako latky modifikujici strukturu kolace lze vyuzit rovnéZz nékteré polymery. Velmi

asto jsou v literatufe zmifiovany povidon a makrogol!®!%7  kterym byla proto

vénovana pozornost 1 v této praci.
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Obr. 15: Termogram povidonu 25 ( 2. ohtev). Pfevzato z prace’’

Na termogramu povidonu (P, Obr.15) byl v pfedchozi diplomové praci identifikovan
skelny piechod pii cca 150 °C.”7 Termogram makrogolu (MG, Obr. 16) ukazuje
skelny piechod pfi teploté asi 60 °C. Obé¢ latky kromé zvySeni amorfniho podilu
v kolaci pftispivaji rovnéz k upravé viskozity matrice, vzhledem k molekulové

hmotnosti to bylo pifedpokladéno zejména pro P.
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Obr. 16: Termogram makrogolu 300
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Vodné roztoky vybranych pomocnych latek byly orientaéné charakterizovany

osmolalitou a byla ur¢ena hodnota pH. Vysledky jsou uvedeny v Tab. 2.

Tabulka 2: Vlastnosti roztokti vybranych pomocnych latek a jejich smeési

Vzorek Osmolalita pH Vzorek pH
(mOsmol/kg)
D10 17 4,5 D10/KHPO,1 8,8
T5 135 D10/KHP0.1/MGl1 8,7
T10 300 D10/KHPO0.1/P1 8,2
T15 - 4,9 D10/KHPO0.1/G3 8,2
P1 - 34 M2/G2/KP0,1/ SS0,07 53
P3 - 33 M2/D10/KP0,1/P1/SS0,07 5,2
P5 - 32 M2/D10/KP0,1/MG1/SS0,07 5,4
KPO,1 8 4,9
KPO,2 19 4,8
KPO0,3 29 4,7
KHPO,1 - 9,0
KHPO,5 - 9.1
KHP1 - 9,1

S vyjimkou 10% roztoku trehalosy, ktery byl shodnotou 300 mOsmol/kg slabé
hypertonicky (izotonickému roztoku odpovida hodnota 286 mOsml/kg), byly
vSechny roztoky hypotonické. Po piidavku suspenze aktivni latky nedojde tedy
k nadmérnému zvySeni osmolality, coZ by mohlo komplikovat budouci stabilitu
aktivni slozky.

Podobny zamér byl také sledovan u hodnoty pH. Nékteré pomocné latky v matricich
by mohly snizovat hodnotu pH a tim ovlivnit stabilitu aktivni slozky v tableté. Za
vhodné tlumivé ptisady, stabilizujici lyofiliza¢ni kola¢ predevsim v piipadé proteinil,
jsou povazovany fosfaty, pirednostné draselné.”® V experimentu byly piipraveny
smési s piidavkem dihydrogenfosfatu (KP) nebo hydrogenfosfatu draselné¢ho (KHP).
Protoze KP ma kyselé pH (cca 5, Tab. 2), je KHP s hodnotou pH cca 9 pro dosazeni
neutrdlniho pH matrice vhodnéj$i. Vyhodou po ptidani KHP k roztoku CRI je také

empiricky pozorovany pokles viskozity vyvolany zménou pH.'%®
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Pro budouci vyuziti v rutinni produkei jsou rovnéz zasadni rozpustnost latek ve vode
za laboratorni teploty a pfijatelnd viskozita produktu. Toto ocekavani splnily
mannitol, trehalosa, dextran a makrogol. Povidon je rozpustny za laboratorni teploty,
pficemz jeho 2% roztok byl viskoézni a rozpousténi tedy trvalo déle. Vzorky
obsahujici rybi Zelatinu nebo karagenan ale bylo nutné pfipravovat za mirn¢ zvysené
teploty (cca 60 °C) ve vodni ldzni za michani. Teprve poté byly pfidany dobie
rozpustné latky. Hlavnim problémem G nebo CRI vzorkii vSak byla nutnost pracovat
s dvojnasobnou koncentraci, protoze za vyssi teploty neni mozné rozpoustét piimo
v suspenzi aktivni slozky, jelikoz by hrozila ztrata jeji u¢innosti. To dale zvySovalo
viskozitu smési. Snizeni teploty na cca 40 °C sice prodluzovalo ¢as piipravy (do
rozpusténi), ale z perspektivy budouciho miseni s aktivni slozkou je vhodnéjsi.
Krom¢ obtizné manipulace muize byt vyssi viskozita matrice pfi¢inou vzniku
nepiesnosti pii davkovani do blistri. Viskozita vétSiny smési pomocnych latek byla
pro davkovani do blistri pfimétend, vzdy vSak bylo nutné pouzit specialni pipetu pro

visk6zni vzorky.

8.2 Vlastnosti lyofilizata bez aktivni slozky

Tato ¢ast shrnuje experimentalni poznatky z laboratorni lyofilizace pomocnych latek
v riznych koncentracich a jejich smési. Pozadovanym cilem byla vzhledové
vyhovujici a mechanicky odolnd tableta s dobrou porézni strukturou a vhodnou
dobou rozpadu.

Vzhled a struktura pfipravenych lyofilizatd jsou zobrazeny v prehledech
obrazki/fotografii tablet. VSechny tablety byly bilé nebo vice ¢i méné priihledné,
ptipadné odchylky v barvé jsou zplsobeny pouze nespravnym vyvazenim bilé pii
potfizovani fotografii.

Dextran je povazovan za latku strukturotvornou, zlepSujici vzhled lyofiliza¢niho
kolate a modifikujici teplotu kolapsu.”®!> Pro tgely formulaéni studie byly
hodnoceny vzorky v koncentraénim rozmezi 3 — 10%. Jak dokumentuji fotografie
(Obr. 17), maji lyofilizaty hezky vzhled, jsou bilé a perletové lesklé. Tablety
pfipravené pouze z dextranu jsou ale kiehké a doba rozpadu je kratka (2 s). Pro
dosazeni efektivniho uc¢inku by meély tablety mit dobu rozpadu delsi, aby doba

setrvani tablety na sliznici dutiny ustni byla dostate¢na pro kontakt aktivni slozky.
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Obr. 17: Vzhled a struktura lyofilizatd ziskanych z riiznych koncentraci dextranu

Ve stejném koncentraénim rozmezi byly lyofilizovany také roztoky trehalosy.
Vlastnosti lyofilizath jsou uvedeny souborné na Obr. 18. Tablety nebylo mozné
pfipravit, lyofilizaty byly kiehké a kolabované a rozpadaly se béhem 1 s. Prakticky

s nimi nebylo mozné manipulovat, aniz by se mechanicky neposkodily.
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Obr. 18: Vzhled a struktura lyofilizat ziskanych z riznych koncentraci trehalosy

Mannitol patii mezi nej¢astéji pouzivané krystalické strukturotvorné latky.”® Matrice
D/M byly zprvu kiehké, se stoupajici koncentraci dextranu ale vznikaly tablety
s dobrymi mechanickymi vlastnostmi (Obr. 19). Doba rozpadu vsak ziistala kratka (1
- 2's). Za ucelem zvySeni pevnosti a prodlouzeni doby rozpadu byla do matrice
dextranu v koncentraci 3 — 10 % pfidana rybi Zelatina v koncentraci 3%. Tablety
ziskaly lep$i strukturu a vyraznéj$i mechanickou odolnost, byly lehce vyjmutelné
z blistru a doba rozpadu se prodlouzila na cca 30 s. Jejich vlastnosti jsou ilustrovany
na Obr. 20. Po rozpadu tablety zlstaval na hladiné zbobtnaly priihledny gelovity

zbytek, ktery se rozplynul (bez michéani) az za delsi ¢as cca 10 - 15 min.
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Obr. 19: Vzhled a struktura lyofilizatd ziskanych z rdznych koncentraci
kombinace D/M

Obr. 20: Vzhled a struktura lyofilizath ziskanych z rGznych koncentraci
kombinace D/G
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Vzhledem k Casové zatézi i technickym potizim (laboratorni typ pfistroje) nebyly
nékteré viceslozkové kombinace studovdny v této Casti prace, ale byly pfimo

lyofilizovany s aktivni slozkou. Vysledky jsou shrnuty v nasledné kapitole.

8.3 Viastnosti lyofilizatu s aktivni slozkou

Pro ptipravu lyofilizovanych tablet s aktivni slozkou byla pouzita suspenze BPV, ve
které byla koncentrace bunck upravena tak, aby obsahovala potiebnou vakcina¢ni
davku v 0,5 ml (BPV0,5). Protoze do blistru bylo plnéno celkem 0,5 ml smési
matrice a BPV, bude potifebna davka ve dvou findlnich tabletach.

Tabulka 3 shrnuje vysledky hodnoceni osmolality a pH nékterych vzorkl s aktivni
latkou. Vzorky BPVO0,5 byly pfed méfenim ptefiltrovany pies membranovy filtr, aby
byly odstranény builky Bordetella, které by stanoveni rusily. Osmolalita suspenze
byla 316 mOsmol/kg, pH bylo pfiblizn€ neutralni. Jak ukazuje Tabulka 3, osmolalita
ostatnich vzorkll byla v rozmezi cca 200 mOsmol/kg az 350 mOsmol/kg. Hodnota
pH po smiseni s pomocnymi latkami mirné klesla, k cemuz pftispiva rybi zelatina i

dextran.

Tab. 3: Vlastnosti vybranych vzorkli matric s aktivni latkou BPV

Vzorek Osmolalita (mOsmol/kg) | pH
BPV0,5 316 7,16
D10/G3/BPV0,5 216 6,2
M3/G3/BPV0,5/SS0,07 354 6,16

Pro koncentraéni rozmezi dextranu 3 — 10 % jsou na Obr. 21 ilustrovany termalni
charakteristiky vybranych matric s BPV. Je zfejmé, Ze pfitomnost aktivni slozky
ovliviiuje Tg pouze mirné. Na Obr. 22 je podobné ilustrovan termogram smési 15%
trehalosy a BPVO0,5, na které se oproti termogramu T (Obr. 14) objevil skelny
ptechod pfi cca 13 °C. Hlubsi studium téchto zmén u smési s aktivni slozkou vSak
nebylo pfedmétem prace, vyZadovalo by i nadro¢néjsi instrumentélni vybaveni (napf.

MDSC, rentgenovou difrakci, apod.).
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Obr. 22: Termogram T15/BPV0,5

V prvnim kroku byly pfipraveny lyofilizované tablety s jiz osvéd¢enym slozenim
z predchozi formula¢ni studie’’, slozené z mannitolu a rybi Zelatiny, do které byla

pfidana aktivni latka. Dle ocekdvani vznikly tablety vyhovujicich vlastnosti a
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vzhledu, které byly mechanicky odolné a mély homogenni strukturu. Jejich vlastnosti

jsou uvedeny na Obr. 23.

Obr. 23: Vzhled a struktura lyofilizat ziskanych z kombinace M/G/BPV0,5

Jak jiz bylo zminéno, zamérem této prace bylo najit vhodnou alternativu rybi
zelatiny. Proces navrhu vhodné kompozice tablet s aktivni latkou BPV lze v souladu
s predchozi ¢asti rozdélit na dvé €asti, a to na ¢ast s dextranem jako stézejni slozkou
a dale na cast strehalosou jako hlavni slozkou. Studovany byly také jejich
kombinace v rizném koncentratnim rozmezi a vzajemném pomeéru. Z velkého
mnozstvi dat jsou vybrana ta podstatna, ktera shrnuji poznatky z hodnoceni vzhledu a
vlastnosti tablet s aktivni latkou BPV0,5 formou piehlednych obrazki. Jak jiz bylo
diive zminéno, z ¢asovych a prostorovych divodl byly nékteré smési lyofilizovany
v plastovych blistrech pouze v omezeném mnozstvi a doba rozpadu byla povazovana
pouze za orientacni informaci. Teprve u smési, které¢ mely pozadované mechanické
vlastnosti, byl nasledné pfipraven vétsi pocet tablet a zkouSka rozpadavosti byla

opakovana s vétsim poctem vzorki.

Vlastnosti lyofilizati D/BPV0,5 pfi stoupajici koncentraci dextranu jsou ilustrovany
na Obr. 24. Je evidentni, Ze nebyly ovlivnény ptitomnosti aktivni slozky, a podobné
jako samotné lyofilizaty dextranu byly kiehké, po vyjmuti zlstaval v blistru zbytek,
na fezu byla patrna vrstevnatd struktura a jednotlivé vrstvy bylo mozné od sebe
oddélit. K rozpadu doslo téméf okamzité (1 s). Podobné jako u samotné pomocné
latky se odolnost zlepSovala zvySenim koncentrace D. Dextran dava tabletam leskly,

perletovy vzhled.
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Obr. 24: Vzhled a struktura lyofilizath ziskanych z riiznych koncentraci kombinace

D/BPVO0,5

V koncentracnim rozmezi 3 — 15 % se za podminek laboratorni lyofilizace
nepodafilo pfipravit lyofilizaty vhodnych vlastnosti pouze z trehalosy a BPVO,5.
Vzorky mély nevhodnou strukturu (byly zkolabované), kola¢ byl kiehky a m¢él
nehomogenni vzhled. Za pfiCinu 1ze povaZovat absenci plniva (strukturotvorné
latky). ProtoZe vSechny vzorky poskytly srovnatelné vysledky, je zde znazornéna pro

ilustraci pouze jedna fotografie (Obr. 25).

Obr. 25: Vzhled a struktura lyofilizat ziskanych z kombinace T/BPV0,5
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Byla proto dale testovana také kombinace D/T/BPVO0,5. Smiseni pomocné latky
s kryo/lyoprotektivni funkci s plnivem umoznilo pfipravu lyofilizatd s vhodnéjsi
strukturou. Tablety s niZsi koncentraci D byly kiehké. V koncentracni fadé 3-10% D
pii zachovéni koncentrace T, vznikly tablety s hladkym lesklym povrchem, které
byly lehce vyjmutelné z blistru, ptipadné vypadly samy a nezanechavaly na blistru
zbytek. Byly ale stale relativné kiehké. Jejich vlastnosti shrnuje Obr. 26. ZvySenim
koncentrace trehalosy doSlo ke kolapsu lyofiliza¢niho kold€e. Doba rozpadu byla

kratka (1 s).

zvysujici se podil DEXTRA

Obr. 26: Vzhled a struktura lyofilizath ziskanych z riznych koncentraci kombinace

D/T/BPV0,5

Ptedchozi zkuSenosti z kombinace amorfni a krystalické latky vedly také k tvaze o
vyuziti smési D/M. Lyofilizaty byly zprvu kiehké, n¢které byly popraskané a na fezu
se odlamovaly malé ¢asti. Vlastnosti 1ze vidét na Obr. 27. Se zvySujici se koncentraci
dextranu vznikaly pevnéjsi tablety. NejlepSich vysledkd a kompaktnosti se dosahlo

opét pii nejvyssi koncentraci D. Doba rozpadu byla ale stale velmi kratka (1 s).
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Obr. 27: Vzhled a struktura lyofilizatd ziskanych z riznych koncentraci kombinace

D/M/BPV0,5

Za ucelem zvySeni pevnosti produkti a prodlouzeni doby rozpadu byly
v nésledujicich krocich postupné ptidavany polymery. Jako jiz ovéfend varianta byl
nejprve testovan pridavek rybi Zelatiny v koncentracnim rozmezi 1 — 5 % k dextranu
v koncentraci 3 — 10 %. Z obrazki je evidentni, Ze Zelatina dodala tableté potfebné
vlastnosti a strukturu. Lyofilizaty byly lehce vyjmutelné =z blistru, pevné a
mechanicky odolné, na fezu porézni. Jejich vlastnosti shrnuje Obr. 28. Doba rozpadu
se vyrazné prodlouzila (19 s). Pfi hodnoceni tablet byl pozorovan po rozpadu tablety
gelovity zbytek, ktery zlistaval na hladin€ a byl pIné rozpusStén az po delsi dobé 5 —

10 min.
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Obr. 28a: Vzhled a struktura lyofilizat ziskanych z riznych koncentraci kombinace

D/G/BPVO0,5

Obr. 28b: Vzhled a struktura lyofilizati ziskanych z riznych koncentraci kombinace

D/G/BPV0,5
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Ve snaze nahradit rybi zelatinu byl zkousen povidon v koncentraci 1 — 2 % a byl
kombinovan s dextranem, trehalosou a mannitolem. Tabletdm s povidonem

v kombinaci s dextranem chybéla pevnd struktura. Byly velmi kiehké. Vlastnosti

téchto tablet shrnuje Obr. 29. Doba rozpadu byla velmi kratka (1 s).

Obr. 29: Vzhled a struktura lyofilizatd ziskanych z riznych koncentraci kombinace

D/P/BPVO0,5

Po ptfidani povidonu k trehalose se vytvotila prithledna kostra tablety, ale nevytvofil
se kompaktni kola¢. Nebylo tedy mozné tabletu z blistru vyjmout, dotykem se
okamzité rozpadla. Ukazka lyofilizatu je uvedena na Obr. 30.

Obr. 30: Vzhled a struktura lyofilizatd ziskanych z kombinace T/P/BPV0,5
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Ani pfidani povidonu ke kombinaci D/T nepftineslo lepsi vysledky. Vlastnosti téchto
tablet jsou vyobrazeny na Obr. 31. Tablety mély horSi vlastnosti: byly kiehke,

nemély homogenni strukturu, misty byly prihledné (sklovité) a rozpadly se béhem
1-2s.

Obr. 31: Vzhled a struktura lyofilizata ziskanych z kombinace D/T/P/BPV0,5

Ani ptidavek povidonu ke kombinaci D/M neupravil vlastnosti lyofilizatt, jak bylo
oc¢ekavano. Na Obr. 32 jsou ilustrovany jejich vlastnosti. Doba rozpadu se sice
prodlouzila na 6 - 9 s, ale podobné jako predchozi varianty vykazovaly tablety ¢asto

kolaps a nemély homogenni strukturu.

Obr. 32: Vzhled a struktura lyofilizatd ziskanych z riznych koncentraci kombinace
D/M/P/BPV0,5
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Pticinou tohoto jevu mohlo byt ¢astecné rozmrazeni vzorkl pfi jejich pfemistovani
z mraziciho zafizeni do lyofilizatoru. Pfi¢ina byla studovana pomoci modulovaného
DSC (MDSC, TA Instruments) ve spolupraci s Laboratofi zkusSebnictvi a hodnoceni
firmy Synpo, a.s. Pardubice. Termogram povidonu na Obr. 33 znazornuje jeho T,
v zaporné oblasti (-25,3 °C), coz je dilezité pro chovani zmrazeného vzorku. Je
ziejmé, Ze pro zachovani struktury kold¢e musi byt udrzena teplota pod -25 °C.
S ohledem na transport vzorku z mraziciho zatizeni do laboratorniho lyofilizatoru,

doslo pravdépodobné k dil¢imu roztati zmrazené¢ho vzorku a jeho kolapsu.

6 25
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510°C
1.148Jig

Rev Cp (JAg-°C))

Heat Capacity (J/(g-"C))
Nonrev Cp (J/(g-°C))

18.02°C _gg3C
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£0 50 40 ) 0 20 40
Temperature (°C) Universal V4 54 TA Instruments

Obr. 33: Termogram povidonu 25

Mezi polymery vhodnymi pro lyofilizadty se velmi Casto zminuje také makrogol
(MG).**® Po nahrazeni povidonu makrogolem u vySe zminéné kompozice vznikly
tablety s rozdilnymi vysledky (Obr. 34). Nékteré tablety byly kolabované, mély
nehomogenni strukturu a misty byly sklovité (prihledné). Nekteré z nich mély
naopak hezky vzhled, byly homogenni a mély pevnou strukturu. Z vysledki

vyplynulo, Ze makrogol by mohl pomoci dosdhnout ocekdvané struktury kolace.
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Obr. 34: Vzhled a struktura lyofilizat ziskanych z riznych koncentraci kombinace

D/M/MG/BPVO0,5

Po ptidani MG ke kombinaci s D/T byly ziskany vzhledové lepsi tablety, s dobrou
strukturou, ale byly stale kiehké (Obr. 35)

Obr. 35: Vzhled a struktura lyofilizath ziskanych z riznych koncentraci kombinace

D/T/MG/BPVO0,5
Navic se subjektivnim hodnocenim chuti, které bylo u lyofilizati priibézné testovano

dobrovolniky, ukéazalo, ze vzorky obsahujici makrogol byly po ochutndni hodnoceny

jako hotké.
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Jako alternativa rybi Zelatiny byl v ptedchozi studii®’ navrhovidn karagenan iota.
V této diplomové praci byla studovana kombinace s dextranem a dal§imi pomocnymi
latkami (makrogol, hydrogenfosfat draselny). Tablety mély velmi dobry vzhled,

mechanické vlastnosti 1 strukturu. Jejich vlastnosti ukazuje Obr. 36. Doba rozpadu je

ale oproti vzorkliim s rybi zelatinou stale kratsi (5 s).

Obr. 36a: Vzhled a struktura lyofilizath ziskanych z rlznych koncentraci
kombinace D/CRI/MG/BPV0,5

Obr. 36b: Vzhled a struktura lyofilizath ziskanych z kombinace
D/CRI/MG/KHP/BPV0,5

Po pfidani sladidla, sodné soli sacharinu v 0,07% koncentraci, byla chut’ tablet
subjektivné posouzena jako vyhovujici. Vyslednd kombinace pomocnych latek se
v zavéreéném hodnoceni jevila jako nejvhodnéjsi pro piipravu oralnich
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lyofilizovanych tablet s aktivni slozkou. Kromé hodnoceni chuti tablet byla po
aplikaci rovnéz subjektivné hodnocena mira adhezivity k bukélni sliznici. Bylo

zaznamenano ulpéni tablet na sliznici tvafe s pomalym vymyvanim slinami.

8.4 Hodnoceni postupu pripravy

Jak bylo jiz komentovano diive, v suspenzi BPV v izotonickém roztoku chloridu
sodného byly za laboratorni teploty rozpustény vSechny dobie rozpustné pomocné
latky v potiebné koncentraci. Ptiprava 1 davkovani téchto vzorkdi bylo
bezproblémové. Vzorky obsahujici zelatinu nebo karagenan iota byly nejdiive
rozpus$tény ve vodé pro HPLC za pouziti vodni lazné (60 °C) a po vychladnuti byly
smiseny se suspenzi BPV. Vzorky tedy byly vzdy 2x koncentrovangjsi a ocekavana
koncentrace vznikla az po ptfidavku stejného objemu suspenze BPV. Davkovani
vzorkl s zelatinou bylo i pfesto bezproblémové. Naopak vzorky s karagenanem byly
viskozngjsi. Pii laboratorni lyofilizaci byl vzorek matrice smisen s aktivni slozkou
thned. Pfi pfipravé na poloprovoznim lyofilizatoru (Aumed, a.s., Brno) musely vSak
matrice byt pfipraveny pifedem a byly uchovany v chladu. Stanim ziskaly gelovitou
konzistenci (Obr. 37), musely byt mirn¢ zahiaty pomoci vodni lazné (40 °C) a po

smiseni s BPV dlouho homogenizovany.

Obr. 37: Vzorek matrice s CRI za laboratorni teploty

Pfi pfipravé se pouzivaly pipety pro viskozni vzorky, aby se predeslo

nestejnomeérnému nadavkovani do blistrti. Nezabranilo se ovSem ztratam vzorku
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danymi ulpivanim smési na sténdch laboratorniho skla. Nicméné ke kontextu zmén
viskozity je nutné poznamenat, ze pii vlastni vyrobé bude s poloprodukty
manipulovano bez prodlev a budou hned davkovany, tedy popisované problémy
odpadnou. V pfipad¢ pouziti povidonu byla problémem pouze vyssi viskozita jeho

2% roztoku.
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9 Zavéry

Vysledky této experimentalni vyvojové diplomové prace zaméfené na piipravu

lyofilizati dovoluji shrnout nasledujici zavéry:

1. Vysledky diferencialni skenovaci kalorimetrie prokdzaly krystalickou strukturu

karagenanu iota a mannitolu a amorfni strukturu rybi zelatiny, dextranu 40,

povidonu 25 a makrogolu 300. Trehalosa vykazovala polymorfii s podilem

krystalické 1 amorfni slozky.

2. Vysledky hodnoceni matric bez aktivni slozky

a.

Lyofilizaty dextranu maji dobry vzhled a strukturu, ale jsou kiehké. Jako
nejvhodnéjsi se ukéazala koncentrace 10 %.

Lyofilizované tablety s trehalosou byly velmi kiehké a kolabované, bez
ohledu na koncentraci nevytvofily kola¢ vhodné struktury.

Pro kombinaci s dextranem je vhodny mannitol a rybi Zelatina, kterd navic

prodlouzila dobu rozpadu lyofilizati.

3. Vysledky hodnoceni matric s aktivni slozkou ukazaly, ze BPV vlastnosti matric

neovliviiuje a rozhodujici je vzdy kombinace zvolenych pomocnych latek.

Vhodna koncentrace bunék pro davku v suspenzi je 20x10°.

a.

Po ptidani aktivni slozky ke kombinaci dextranu a trehalosy zUstaly
lyofilizaty kiehké. S rostouci koncentraci dextranu se vlastnosti zlepSovaly,
avSak se zvySenim podilu trehalosy doslo ke kolapsu lyofiliza¢niho kolace.
Lyofilizaty tvotfené kombinaci rybi Zelatiny a dextranu mély vhodnou
strukturu a mechanickou odolnost. Pozitivné je rovnéZz hodnocena
prodlouzend doba rozpadu, kterd naznacuje delSi kontakt lyofilizatu se
sliznici po aplikaci.

Pouziti povidonu se za laboratornich podminek neosvédcilo. Byla potvrzena
nizka teplota skelné¢ho ptechodu v zaporné oblasti (-25 °C). Pro dosaZeni
vhodné struktury lyofilizatu je nezbytné udrzet zmraZeny vzorek pod touto
teplotou, jinak dochazi ke kolapsu kolace.

Lyofilizaty tvofené kombinaci makrogolu, dextranu a mannitolu mély
dobrou strukturu 1 mechanickou odolnost, lyofilizdty s makrogolem

v kombinaci s dextranem a trehalosou vSak byly kiehké.
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e. Jako vhodnad alternativa rybi zelatiny se osvédCil karagenan iota.
V kombinaci s dextranem a makrogolem mély lyofilizaty vybornou
mechanickou odolnost, vyhovujici strukturu a vzhled a prodlouzenou dobu
rozpadu.

f. Za negativni lze povazovat hoikou chut makrogolu, kterou lze korigovat
pridavkem sodné soli sacharinu jako sladidla. Pfidavek sladidla vlastnosti
lyofilizati neovliviiuje.

4. Celkové zhodnoceni postupu piipravy

a. Dextran, trehalosa a mannitol jsou snadno rozpustné ve vod¢ za laboratorni
teploty. Povidon je rovnéz rozpustny ve vodé za laboratorni teploty, avSak
jeho 2% roztok je znaéné viskozni.

b. Rybi Zelatina a karagenan iota vyzaduji rozpousténi ve vod€¢ za zvySené
teploty (vodni lazetl). Pro miseni s aktivni slozkou je nezbytné pfipravit
matrici v poloviénim mnozstvi s dvojnadsobnou koncentraci slozek.

c. Pfidani hydrogenfosfatu draselného viskozitu roztoku karagenanu iota
snizuje.

d. Rozpousténi karagenanu iota pfi teplot¢ 40 °C prodlouzi ¢as piipravy, ale
umoznuje pracovat piimo se suspenzi aktivni slozky. Pfipravu pfedem a
delsi stani matrice nelze doporucit pro tvorbu gelu, coz prodluzuje dobu
homogenizace s aktivni slozkou, zvySuje riziko nepfesného davkovani a

ztrat vzorku pfi davkovani do blistru.
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