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ABSTRAKT

UNIVERZITA KARLOVA
Farmaceutické fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmaceutické technologie

Autorka: Vendula Longinova
Nazev diplomové prace:
Reologické a adhezivni vlastnosti matric pro lyofilizované oralni vakciny

Vedouci prace: PharmDr. Eva Snejdrova, Ph.D.

Cilem diplomové prace bylo zhodnotit reologické a adhezivni vlastnosti formulaci
pro lyofilizované ordlni vakciny a lyofilizovanych tablet formulovanych
na bazi dextranu, iota-karagenanu nebo trehalosy. Teoreticka ¢ést charakterizuje 1ékové
formy pro aplikaci do dutiny ustni, lyofilizované pfipravky a pomocné latky
pro mukoadhezivni ptipravky. V experimentalni casti byly hodnoceny reologické
a mukoadhezivni vlastnosti na rotaénim reometru. Formulace obsahujici iota-karagenan
vykazovaly vy$si viskozitu, vyssi tuhost gelu, nizsi stupeii relaxace a vys§i mez toku nez
formulace s trehalosou. Vsechny lyofilizované tablety vykazovaly in vitro dostatecnou
adhezi na standardizovany mucinovy podklad. Realizované experimenty pifedstavuji
pilotni testy tokovych, viskoelastickych a mukoadhezivnich vlastnosti lyofilizovanych
tablet pro oralni podani vakciny proti ¢ernému kaSli. Pfinosem prace je vytvofeni

metodiky testovani pro finalni formulace v pribéhu stabilitnich testd.

Kli¢ova slova: lyofilizované tablety, viskoelasticita, mukoadheze, dextran, iota-

karagenan



ABSTRACT

CHARLES UNIVERSITY
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralove

Department of Pharmaceutical Technology

Name: Vendula Longinova
Title of diploma thesis:
Rheological and adhesive properties of matrix for freeze-dryied oral vaccines

Supervisor: PharmDr. Eva Snejdrova, Ph.D.

The aim of the diploma thesis was to evaluate the rheological and adhesive properties
of formulations for lyophilized oral vaccines and lyophilized tablets formulated
on the basis of dextran, iota-carrageenan or trehalose. The theoretical part characterizes
dosage forms for application to the oral cavity, lyophilized preparations and excipients
for mucoadhesive preparations. In the experimental part, rheological and mucoadhesive
properties on a rotary rheometer were evaluated. Formulations containing iota-
carrageenan showed higher viscosity, higher gel stiffness, lower degree of relaxation
and higher yield stress than trehalose formulations. All lyophilized tablets showed
sufficient adhesion to a standardized mucin support in vitro. The performed experiments
represent pilot tests of flow, viscoelastic and mucoadhesive properties of lyophilized
tablets for oral administration of pertussis vaccine. The contribution of the work is

the design of a testing methodology for the final formulations during stability tests.

Key words: lyophilized tablets, viscoelasticity, mucoadhesion, dextran, iota-carrageenan



ZADANI PRACE

Cilem diplomové prace bylo zhodnotit reologické a adhezni vlastnosti formulaci
pro lyofilizované oralni vakciny a lyofilizovanych tablet na bazi dextranu, iota-
karagenanu nebo trehalosy pomoci rotacnich, oscila¢nich a tahovych testti na absolutnim
rotacnim reometru. Byly rovnéz hodnoceny vlastnosti mucinu, ktery byl pouzit

jako modelovy substrat pii testovani mukoadhezivnich vlastnosti lyofilizovanych tablet.
Zadani prace lze konkretizovat do nasledujicich dil¢ich kroku:

1. Na absolutnim rotaénim reometru charakterizovat tokové, viskoelastické a adhezivni

vlastnosti mucinu hydratovaného pufrem pH 7,4.
2. Piipravit matrice pro lyofilizaci a hodnotit jejich tokové a viskoelastické vlastnosti.

3. Testovat tokové, viskoelastické a mukoadhezivni vlastnosti oralnich tablet

ptipravenych lyofilizaci matric.



SEZNAM ZKRATEK

ALF
APD
BPV
BSA
CDG
CMC
Cyc
DOPA
EC
ECS
GAP
GBP
GC
GRT
GSH

HA
HPMC
HPV
LVER

MG
NAC
NP

ODT
PEG-DA

PVA
SLIT

alfuzosin hydrochlorid

amorfni pevné disperze

Bordetella pertussis vaccine — vakcina bakterie zpiisobujici ¢erny kasel
Bovine Serum Albumin — albumin z bovinniho séra
Chlorhexidin diglukonat

karmelosa (karboxymetylcelulosa)

cyklosporin

dihydroxyfenylalanin

ethylcelulosa

ecabet sodium

zelatina z veprové kuze

zelatina z hovézi klize

glykolchitosanové

gastroretentivni tablety

glutathion

hyaluronat
hypromelosa (hydroxypropylmethylcelulosa)
human papiloma virus

oblast linedrni viskoelasticity
makrogol 300
N-acetylcystein

nanocastice

oralng dispergovatelné tablety
polyetylenglykol-diakrylat
polyvinylalkohol

sublingvalni alergenova imunoterapie



UvVOoD

Ve farmaceutické technologii pfedstavuji lyofilizované tablety novy smér ve vyvoji
1ékové formy pro oralni podani vakcin. V soucasné dobé dramaticky nartstaji lokalni
epidemie cerné¢ho kasSle, a proto byla inovovédna do této l1ékové formy vakcina proti
tomuto onemocnéni. Zvolend vakcina ma opodstatnéni a vysokou spolecenskou
poptavku. Dosud pouzivané vakciny proti pertusi jsou aplikovany injekéné, jako klasické
parenteralni 1éCivo. Jejich nevyhodou je, Ze maji redukovany protektivni ucinek
na sliznici nasopharynxu, kterd je vstupni branou infekce. Oralni aplikace vakcinacnich
kmenii Bordetella pertusis je odborné opodstatnénd, protoze sliznic¢ni imunitni systémy
ustni dutiny a nasopharynxu jsou propojeny. Imunitni odezva na tuto formu podani je
podlozena klinickymi testy a lyofilizovana tableta, jako novy nosi¢ 1écivé latky, zarucuje

vyhovujici distribuci na bukélni sliznici.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Lékové formy pro aplikaci do dutiny ustni

Lékové formy uréené k podani do dutiny Gstni rozdéluje Cesky 1ékopis do &étyi kategorii:
tekuté a polotuhé peroralni ptipravky (liquid and semi-solid forms), pevné peroralni
ptipravky (solid forms), oralni ptipravky (oromucosal preparations) a pripravky
pro stomatologické oSetieni (preparations for dental use). ! Najdeme zde 1ékové formy,
se kterymi se setkdvame bézné v 1ékarnach. Jsou to naptiklad peroralni kapky, prasek
pro peroralni roztok, granule pro peroralni roztok, sirup, rozpustnad tableta, Sumivy
prasek, zvykaci tableta, 1é¢iva zvykaci guma apod.

1.1.1 Oromucosalia

Oromucosalia — oralni pfipravky jsou pevné, polotuhé nebo tekuté pripravky obsahujici
jednu nebo vice 1é¢ivych latek, urc¢ené k podani do Gstni dutiny nebo Ustni ¢asti hltanu
k dosazeni lokalniho nebo systémového ucinku. Ptipravky se zamySlenym lokalnim
ucinkem mohou byt uréené k podani na specifické misto v ustni dutiné, jako jsou désné
nebo Ustni ¢ast hltanu (orofaryngeélni pfipravky). Piipravky se systémovym ucinkem
jsou urcené k primarni absorpci v jednom nebo vice mistech Ustni dutiny (sublingvalni
pfipravky). Mukoadhezivni ptipravky se pomoci adheze zadrzuji v ustni dutiné
na slizniénim epitelu a mohou modifikovat absorpci systémové u¢inkujicich 1&¢iv. !
Mezi oralni pfipravky patii kloktadla, roztoky pro ustni vyplachy, roztoky na dasné,
oralni roztoky a oralni suspenze, polotuhé oralni pfipravky (gel na dasn¢, pasta na dasné,
oralni gel, oralni pasta), ordlni kapky, oradlni spreje a sublingvalni spreje vcetné
orofaryngealnich sprejl, pastilky tvrdé a mekkeé, lisované pastilky, sublingvélni tablety
(Obr. 1) a bukalni tablety, oralni tobolky, mukoadhezivni pfipravky, filmy

dispergovatelné v tistech.’
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Obr. 1 Ptiklad 1ékové formy k rozpusténi v tistech s nitroglycerinem*

1.1.2 Oralné dispergovatelné 1ékové formy

Moderni oralné dispergovatené lékové formy maji fadu vyhod, mezi které patii napiiklad
aplikacni komfort bez nutnosti zapijeni, rychly néastup ucinku, dobrd biologicka
dostupnost 1é¢ivé latky, presnost davkovani, redukce nezadoucich u¢inkl a zvySovani
bezpecnosti terapie. Na trhu jsou dostupné ordln¢ dispergovatelné tablety (Obr. 2)

a dispergovatelné filmy. Hranice mezi nimi neni pfesné stanovena.

Lék proti préjmy

T~

tablety dispergovatelng v Ustech tal |6 @
tablet \sass.

Obr. 2 Orodispergovatelné tablety s rychlym nastupem t¢inku’

Do téchto lékovych forem jsou transformovéana léc¢iva ze skupiny antimigrenik,
psychofarmak, analgetik-antipyretik, antagonisti H» receptori a antiemetik,

ato z diivodu rychlého nastupu bez nutnosti pfijmu tekutin a rizika vyzvraceni.
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V soucasnosti se vyuziva nékolik patentové chranénych technologii vyroby, jez lze
rozdélit na lyofilizaci, lisovani a ostatni postupy.® Mezi druhy pevnych oralné
dispergovatelnych tablet patii lyofilizaty, vylisky a dispergovatelné filmy.

Lyofilizaty jsou kiehké, poérovité desticky s 1éCivou latkou vzniklé lyofilizaci (freeze-
dried wafers). V ustni dutin€¢ se rychle rozpadaji a obsazené¢ 1éCivo se uvoliuje
a disperguje ve slinach. Lécivo se vstfebava piimo v dutiné tstni nebo se polyka spolu
se slinami a absorbuje se v dal§i Casti traviciho traktu. Mechnickd odolnost téchto
piipravki je velmi malé a snizuje se pii zvySujici se vlhkosti prostfedi. Proto musi byt
tyto pfipravky zabaleny ve specidlnim nékolikavrstvém obalu.

Vylisky jsou porovité dispergovatelné tablety vzniklé lisovanim a podobnymi
tvarovacimi procesy. Jsou mechanicky 1 fyzikalné odolnéjsi nez lyofilizaty, mohou se
proto balit do béznych vicedavkovych obali. Maji mensi porovitost nez lyofilizaty, proto
se rozpadaji o néco pomaleji.

Dispergovatelné filmy jsou rychle rozpustné tenké polymerni filmy. LéCivy film vznika
nejcastéji tavenim. Rozpousti se komletné ve slinach dutiny Ustni. Uvolnéné 1€¢ivo se

vstfebava nebo spolkne se slinami.’

1.1.3 Piiklady oralné dispergovatelnych 1ékovych forem registrovanych v CR

V databézi Statniho tstavu pro kontrolu 1é¢iv lze vyhledavat 1é¢ivé pripravky, kromé
jiného, také podle cesty podani. Pro aplikaci do dutiny tUstni Ize zvolit podani pod jazyk,
bukalni, oralni, peroralni nebo dentalni podani.

Mezi registrované 1€Civé ptipravky poddvané v Iékové formé bukélnich tablet patii
naptiklad Effentora a Fenroo s Gi€¢innou latkou fentanyl-citrat. Jakmile je bukalni tableta
jednou vystavena pusobeni vlhkosti, zacne se rozpoustét, a tim dochazi k uvolnéni 1écivé
latky. Proto je zapotiebi pacienty poucit, aby neotevirali blistr, dokud nebudou pfipraveni
vlozit tabletu do Ust. Jedna se o 1ékové formy, které se rychle rozpusti v ustni dutiné
a léciva latka pak mize byt snadno absorbovana a mit rychly nastup G¢inku béhem
nekolika minut. Pouziva se zejména pro pacienty s ataky akutni bolesti pfi nadorovych
onemocnénich.

Ve formé sublingvalni tablety je v Ceské republice registrovany napf. 16¢ivy piipravek
Suboxone® (Obr. 3) s uginnymi latkami buprenorfin-hydrochlorid, dihydrat naloxon-
hydrochloridu a natrium-citrat. Tableta ma byt vlozena pod jazyk, kde se necha tplné
rozpustit. Pacienti nemaji polykat nebo konzumovat jidlo nebo napoje, dokud se tableta

uplné nerozpusti.
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ZUBSOLV vs SUBOXONE

Suboxone tablet Suboxone film
5.7 mg/l.4 mg 8 mg/2 mg 8 mg/2 mg

Obr. 3 Porovnani velikosti oralné dispergovatelnych tablet a filmu Suboxone’

1.1.4 Polymerni mikro a nanoc¢astice jako 1ékova forma

Polymerni mikro a nanocastice (NP) jsou Siroce pouzivany ve farmaceutickém primyslu,
protoze jejich povrchové vlastnosti jsou vhodné pro zlepSeni mukoadheze a schopnosti
pronikat mukézni vrstvou. Diky své biodegradabilité, biokompatibilité a netoxicnosti
ziskaly polymerni NP v poslednich letech ohlas jako mukoadhezivni systémy. Pfesto
kvili nedostatecné specificité¢ k transportérim lipoproteinii. Tuto zjevnou nevyhodu
Ize ptekonat diky modifikaci povrchovych vlastnosti polymernich nanonosiéa. '°

Byly testovany modifikované S-preaktivované N-acetylcystein (NAC) a glutathion
(GSH) glykolchitosanové (GC) polymerni konjugaty vytvoiené jako potencialni
mukoadhezivni platforma. Polymery byly testovany ex vivo a in vitro na své
mukoadhezivni vlastnosti. Vysledky ukdzaly, ze preaktivace GC-NAC a GC-GSH
zvysila jejich mukoadhezivni schopnosti ve srovnani s jejich thiolovanymi prekurzory
pfi mé&feni doby adheze hodnocené metodou rotaéniho vélce. !

Byly vyvinuty a charakterizovany také mikrocastice poly-D,L-laktid-ko-glykolidu
(PLGA) s obsahem chlorhexidinu pro dentélni aplikaci. Chlorhexidin digluconat (CDG)
je antiseptikum volby pro vyplachy ustni dutiny, protoZze mén¢ drazdi sliznice. Pouziva
se ve formé ziedénych roztoki nebo gell. I kdyZz mé velmi dobré bakteriocidni vlastnosti,
ma urcité nevyhody, jako jsou barveni zubli nebo zména chuti a zména barvy jazyka.
Proto je technologické zdokonaleni lékové formy velmi Zadouci, aby se podpoftilo jeho
prodlouZené uvoliovani a zabranilo se t€émto problémim. Mikroc¢astice byly pfipraveny
technikou sprejového suSeni a charakterizovany z hlediska velikosti castic,
polydisperzity, morfologie, stability, vytézku, u¢innosti zapouzdieni (encapsulation

efficacy), mnozstvi pojmutého 1é¢iva, kumulativniho uvolilovani a antibakteridlni
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odpovédi. CDG v mikrocésticich byl schopen inhibovat Streptococcus mutans in vitro.
Mikrocastice na bazi PLGA tedy predstavuji vhodnou alternativu k béznych lékovym
formam v oblasti dentalni hygieny.'?

Obdobn¢ byly také vyvinuty nanocastice monometoxypolyetylenglykol-polyepsilon-
kaprolaktonu (MPEG-PCL) s naringeninem (flavonoid) a formulovany do bukalnich
tablet. Pouzily se mukoadhezivni polymery. Cilem bylo zlepSeni dostupnosti naringeninu
pro 1é¢bu zanéth v duting ustni.'> Ve srovnani s kontrolnimi skupinami vykazovaly
bukalni tablety obsahujici nanocéstice rychlejsi a lepsi uvoliiovani 1é¢iva (vice nez 80 %)
béhem 12 hodin na dvou disolu¢nich zatizenich.

V podobné studii byly testovany nanocastice s peptidy odvozenymi od beta-
laktoglobulinu (BLG), které mohou vyvolat po oralni aplikaci toleranci imunity a zabranit
alergii na kravské mléko. BLG peptidy byly vloZeny do nanocastic z PLGA. Studovala
se absorpce NP, kapacita NP a schopnost aktivovat dendritické buiiky kostni difen¢.
Tato studie poskytuje ditkkaz, ze nanocCastice z PLGA jsou slibné pro oralni aplikaci
peptidi BLG, a také usnadiiuji témto peptidim schopnost vyvolat toleranci k celé mlécné

bilkoving."*

1.1.5 Mukoadhezivni filmy

Mukoadhezivni bukalni ptipravky obsahuji jednu nebo vice 1écivych latek urenych
k systémové absorpci pies sliznice tvafe v delSim ¢asovém useku. Mohou se dodavat jako
mukoadhezivni bukélni tablety, jako bukalni filmy nebo jiné pevné nebo polotuhé
pfipravky. Obvykle obsahuji hydrofilni polymery, které po hydrataci slinami vytvori
hydrogel, jenz se pfilepi na sliznici tvare, bukalni filmy se navic mohou zcela rozpustit.
Mukoadhezivni bukalni tablety se vyrab¢ji lisovanim jako jednovrstvé nebo vicevrstvé
tablety. Bukalni filmy jsou jednovrstvé nebo vicevrstvé platky ze vhodného materialu.
Studie od Marija Jovanovi¢ a kol."* zkoumali mukoadhezivni bukalni filmy s a&innou
latkou propranolol hydrochlorid. Byly pouzity dva typy Zelatiny: Zelatina z veptové ktize,
typ A (GAP), a zelatina z hovézi kiize (GBP). Byl hodnocen vliv Zelatiny na mechanické,
mukoadhezivni a biofarmaceutické vlastnosti bukdlnich filmt. Vysledky mechanického
testovani (tahova zkouska, test tvrdosti) odhalily, ze GAP filmy vykazuji vys$i modul
pruznosti, pevnost v tahu a tvrdost. Zkousky mukoadheze ukazaly, ze GBP méla vyssi
adhezni silu nez GAP. Nasledné studie uvolnovani in vitro 1 in silico ukazaly, ze tyto

mukoadhezivni bukalni filmy mohou zajistit G€inny transport 1é¢iva bukalni sliznici.
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Byl proveden podobny vyzkum,'® jehoz Gicelem bylo optimalizovat tenky mukoadhezivni
bukalni film rizatriptanu a posoudit jeho vyuziti jako potencialni ndhrady konvenc¢ni
1ékové formy pii 1écbé migrény. Bukalni filmy byly vyrobeny konvencni metodou
za pouziti kombinace polymert (Proloc, hydroxypropylmetylcelulosa a Eudragit RS 100).
U bukalnich filmt byly testovany mechanické, mukoadhezivni a stupeit bobtnani. Filmy
vykazovaly optimélni fyzikalné-mechanické vlastnosti véetné¢ mukoadhezivni sily, kterd
muze prodlouzit dobu adheze na sliznici.

Nicméné, vyvoj systémil s uspokojivou mukoadhezi ve vlhkém prostiedi a adekvatni
biologickou dostupnosti 1éCiva stale ziistava vyzvou, proto byl navrzen mukoadhezivni
film inspirovany muslemi.!” Moiské musle maji pozoruhodnou schopnost adheze
v pritomnosti vody, proto pfitahuji pozornost a jsou potencidlnim zdrojem idedlniho
adheziva. Rychlou a silnou adhezi musli 1ze pfipsat pfitomnosti adhezivnich proteint,
které maji ve své struktuie katecholickou aminokyselinu 3,4-dihydroxyfenylalaninu
(DOPA). Byl navrzen tenky film vyrobeny z kombinace mukoadhezivniho polymeru
polyvinylalkoholu (PVA) a adhezivniho proteinu musli DOPA. Modely ex vivo ukazaly,
ze tento mukoadhezivni film mize dosahnout silné adheze k bukélni tkdni. Mechanismus
adheze tohoto filmu je zavisly jak na mechanickém pfilnuti, tak na kovalentni vazb¢é mezi
filmem a mukdzou. Film vykazuje lepsi transport 1éCiva pies slizni¢ni bariéru a 3,5krat

vyssi biologickou dostupnost 1é¢iva v porovnani s oralnim podéni konvenéni formy.

1.1.6 Umélé sliny

Pacientiim, kterym se netvofi dostatek slin, neni vhodné podavat oralné dispergovatelné
tablety z divodu nedostatecné hydratace Ustni dutiny a mozného nedostate¢ného
rozpadnuti tablety. Miize se jednat o pacienty vysSiho véku, pacienty uzivajici
anticholinergni 1é¢iva nebo pacienty trpici Sjogrenovym syndromem. Témto pacientim
1ze doporucit takzvané umé¢lé sliny. Jedna se o pfipravky s podobnymi latkami, jaké jsou
obsaZeny ve slinach. Patii sem naptiklad metylcelulosa, glycerol, xylitol, chlorid sodny,
voda.

Pfirodni sliny dutiny Ustni jsou nenewtonské tekutiny. To znamena, Ze jejich viskozita
(mira odporu vnitiniho tfeni) se méni v zéavislosti na smykové rychlosti (Obr. 4).
Viskozita slin v klidu, kdy je smykova rychlost v rozmezi 0,1-1 s™, je mnohem vyssi nez

viskozita béhem Zvykani a mluveni, kdy je smykova rychlost piiblizné 60 az 160 s.!8
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Obr. 4 Pokles viskozity slin v zavislosti na namahani pfi fyziologickych podminkach'

Tato pseudoplasticita je dilezitou vlastnosti slin. Nahrazky slin na bazi derivatt celulosy
nebo glycerolu jsou newtonovské tekutiny a jejich viskozita je obvykle vyssi ve srovnani
s slinami. Podobné reologické vlastnosti pfirodnich slin maji umélé sliny obsahujici
mucin nebo mucin s xanthanem nebo guarovou klovatinou.?’

Aranya Manosroi a kol. 2! vyvinuli p&t novych formulaci umélych slin slozenych ze slizu
ziskaného z cejlonského Spenatu (Basella alba), chloridu vapenatého, chloridu
draselného a fluoridu sodného. Vysledky této studie ukéazaly vysokou biologickou
aktivitu a bezpecnost vyvinuté formulace. Vysledky této studie také naznacuji, Ze sliz
z cejlonského Spenatu ma vynikajici reologické vlastnosti, které jsou podobné
pfirozenym lidskym slindm. Vykazuje vyssi antioxidacni a antiadhezivni ucinky
neZ pfirozené lidské sliny a neni cytotoxicky pro lidské gingivalni fibroblasty a je jedly.
nez jiné chemické formulace umélych slin.

Dalsi studie’? hodnotila vliv magnetickych nanocéstic ptidanych do tii komeréné
dostupnych formulaci umélych slin na antimikrobialni vlastnosti (adheze
mikroorganismi, tvorba biofilmu), reologické vlastnosti (viskozita, viskoelasticita)
a fyzikalné-chemické vlastnosti (pH, povrchové napéti, vodivost). Vysledky ukézaly,
ze pridani nanocéstic snizilo adhezi mikroorganismt a tvorbu biofilmu. Nanocéstice
navic omezuji proliferaci bakterialnich planktonickych bunék a také zivotaschopnost
bun¢k zabudovanych do biofilmu. Kromé toho se s pfidavkem nanocastic nezménily
fyzikéalné-chemické a reologické vlastnosti testovanych ptipravkl, coZz naznacuje, Ze
nanocastice pravdépodobné nebudou interferovat s homeostazou tstni dutiny.

Pii vyvoji umélych slin je diilezita také schopnost lubrikace ustni dutiny. Cilem studie %3

bylo posoudit u¢innost riznych umélych slin z hlediska lubrikace ustni dutiny a schopnost
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umélych slin adsorbovat a zménit strukturu pivodniho biofilmu v Gstech. VétSina
nahrazek slin se na biofilm neabsorbovala, a tak nezlepsila lubrikaci. Lepsi lubrikaci
vykazovaly pouze nahrazky slin obsahujici karagenan, karmelosu, mucin z prasecich
zaludkt, xanthanovou klovatinu nebo karbomery. Pouze dva ze Sestnacti testovanych

ptipravki umélych slin vykazovaly lepsi lubrikaci nez voda.

1.2 Aplikace peptidii a proteini

V soucasnosti se vétSina peptidit a proteint aplikuje injekéné€, protoze jiné zplisoby
aplikace, zejména peroralni, maji nizs§i absorpci léCiva. Je to predevSim kvili vysoké
molekulové hmotnosti proteinli, degradaci proteolytickymi enzymy, vysokou
hydrofilitou a rigiditou tkané v misté absorpce. Z hlediska vyroby milze byt
nejjednodussim zplisobem inkorporace inhibitordi enzymi (enzyme inhibitors), latek
zvySujicich permeaci (permeation enhancers) nebo mukoadhezivnich polymert

do konvenénich davkovych forem (Obr.5).

Protein + Absorption enhancer+Enzyme inhibitor

®

* PEGylated protein

Protein loaded liposome

Protein loaded
solid lipid nanoparticle

Protein loaded polymeric nanoparticle

Py Protein containing
"
. e mucoadhesive free film

Effectively absorbed protein into circulation

Gastrointestinal mucosa

Obr. 5 Zptisoby peroralni aplikace proteinti a peptidi 2*

Naptiklad zapouzdieni do lipidovych vezikul dostate¢né¢ chrani zaclenénou
makromolekulu a zlepSuje absorpci ve stfeve, ale vyskytuji se znacné problémy se
stabilitou. Naproti tomu polymerni nanonosi¢e mohou byt stabilnéjsi, ale zaroven maji

niz$i absorpci ve srovnani s nosic¢i na bazi lipidd.'°
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Proteiny nebo peptidy v lyofilizovanych rostlinnych buitkdch (plant-produced
biopharmaceuticals) mohou byt stabilni po n¢kolik let pfi rlizné teploté, pficemz si
zachovavaji své slozeni a uc¢inek. Enkapsulaci do rostlinnych bunék jsou chranény
pred zaludecnimi kyselinami a enzymy. Nasledné jsou uvolilovany ve stfeve diky
mikrobiim, které travi bunécnou sténu rostlinnych bunck. Velka plocha sliznice lidského
stieva pak umoziuje jejich vstiebavani.?’

Jako nosi¢ inzulinu byly testovany pfirodni nebo syntetické nanocastice (liposomy,
polymerni nanovesikuly), rizné polymerni nosice (polylaktidy, polyalkylkyanoakrylaty)
a rizné polymerni hydrogely.?® Pfirodni polymery jsou obzvlasté zajimavé diky
sveé netoxické, biokompatibilni, biodegradabilni povaze a hydrofilité. Mezi pfirodni
polymery pouzivané k peroralnimu podavéni inzulinu patii chitosan. Je hojné testovan
zvlaste diky své snadné chemické modifikaci a biologickym vlastnostem.?” Byly
formulovany nanocéstice inzulinu o velikosti 396 nm nukleaci alginatu a dextransulfatu
na vapniku anavazanim na poloxamer. Byly stabilizovany chitosanem a nasledné
potaZzeny albuminem. Vysledné zaporné nabité nanocéstice si zachovaly bioaktivitu
inzulinu a zvysily dostupnost inzulinu tim, Ze ochranily inzulin pfed enzymatickou

degradaci a usnadnily permeaci pfes stfevni membranu.?8

1.2.1 Peroralni aplikace vakcin

Vyhodou peroraln¢ aplikovanych vakcin je zvySena compliance na rozdil od jejich
konvenénich forem. Poddvani perordlnich vakcin nabizi také vyznamné klinické
a logistické vyhody tim, ze eliminuje chladici fetézec pozadovany u béznych vakcin.
Studie od D.M. Hariyadi a kol. testovala modelovy antigen - bovinni sérum albumin
(BSA), ktery byl zapouzdien do alginatovych mikrosfér pomoci aerosolizace. Byly
ziskany hydratované mikrosféry o velikosti 25 aZ 65 um s obsahem antigenu 3,3 %.
Lyofilizace alginatovych mikrosfér bez pouziti kryoprotektantu vedla ke fragmentaci
a nasledné ztraté vétSiny proteinu v simulovaném sttevnim prostifedi béhem 2 h. Zatimco
mikrosféry lyofilizované v pfitomnosti maltodextrinu mély odlisné vysledky. Uvolnilo se
méné nez 7 % BSA béhem 2 h ztéchto lyofilizovanych mikrosfér s maltodextrinem
v simulované zaludec¢ni tekutin€, zatimco 90 % BSA bylo postupné uvoliiovano po dobu
10 h. Tato zjisténi ukazuji potencial algindtovych mikrosfér pro vyrobu lyofilizovanych

peroralnich vakcin.?’
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1.2.2 Sublingvalni vakciny

Dalsim piikladem nekonvencni aplikace peptidii a proteinti je sublingvalni vakcina.
V posledni dob¢ bylo zkoumano nékolik pomocnych latek z hlediska jejich schopnosti
vytvorit desticky (tj. vysoce porézni tablety vyrobené piimym lisovanim) s cilem
formulovat tyto desticky obsahujici HPV (human papiloma virus) pro sublingvalni
vakcinaci. Rychle se rozpadajici desticky o pruméru 4 mm, které byly rozpustény za méné
nez 25 s (ve 3 ml pti 37 °C), byly sloZeny z 65 % myo-inositolu a 35 % mikrokrystalické
celulosy.*®

Sublingvalni vakcinace je relativné velmi jednoducha, protoze zahrnuje aplikaci
kapalnych forem nebo rychle se rozpoustéjicich tablet do ustni dutiny. Podobné¢ jako jiné
vakciny aplikované pres mukdzu, maji 1 sublingvalni vakciny potencidl vyvolat slizni¢ni
imunitu zvySenim sekrec¢nich IgA, kromé zvySeni IgG v krevnim fecisti. Jelikoz
u sublingvalné podavanych vakcin je mensi pravdépodobnost, Ze se dostanou do tkani
aplikované vakciny.*!

Pti vyvoji subligvalni formy je tfeba zajistit stabilitu proteinu, proto cilem této studie bylo
vyvinout jednoduchy biopolymer mukoadhezivnich tablet, ktery umozni efektivni
sublingvalni podani a konzervaci proteinovych vakcin. Tablety obsahovaly polymerni
smés karboxymethylcelulosy (CMC) a alginatu (ALG). Byly vytvofeny tablety s riznym
pomérem CMC a ALG. Tablety m¢ly odliSnou mikrostrukturu, mechanické vlastnosti,
¢as rozpadu a kinetiku uvolilovani modelovych sloucenin. Tablety s vysokym obsahem
CMC byly vysoce mukoadhezivni k sublingvalni tkani a vydrZely promyvani, coz vedlo
k lepsi permeaci proteinu ptes tkan. Na druhé stran¢ tablety s vysokym obsahem ALG
byly nejen mechanicky odolné, ale také schopné chranit modelovy enzym

(B - galaktosidasu) pred lyofilizaci a tepelnou expozici (Obr.6).*?
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Obr. 6 Zavislost mukoadheze a stabilizace proteinu na slozeni tablet pii pouZiti

karboxymethylcelulosy a alginatu

20



V dalsi studii byla pfedstavena jednoduché 1ékova forma pro aplikaci proteint zaloZzena
na sestaveni dvou polysacharidi, chitosanu a kyseliny hyaluronové. Ptirodni polymery
byly sestaveny metodou Layer-by-Layer za vzniku mukoadhezivni a orodispergovatelné
membrany, u které byla prokazana netoxicnost na lidské epitelialni bunky. Bylo testovano

uvoliiovani proteinti a byly zaznamenany mechanické vlastnosti membrany.

1.2.3 Sublingvalni imunoterapie

V Evropé se pro lécbu alergii vyuziva sublingvalni alergenova imunoterapie (SLIT).
Typicky se pod jazyk aplikuji kapicky vysoce viskozni glycerolové formulace obsahujici
alergenovy extrakt. Vysoka viskozita ptispiva k retenci antigenu pod jazykem a zvySuje
Gi¢innost imunoterapie.>* Pii technologickém vyvoji novych lékovych forem, je diileZité,
aby byla zachovéana stabilita alergenu a zdroven doslo k rychlému uvolnéni alergenu
po sublingvalnim podani. Touto problematikou se zabyvala studie, kterd porovndvala
sublingvalni tablety s alergenem vzniklé lisovanim anebo lyofilizaci. Bylo zjisténo,
ze rychlé a uplné uvolnéni alergenu v malém objemu rozpoustédla, jak dokazuje
lyofilizovana forma, je klicové pro u¢inné sublingvalni poddvani alergenu pii SLIT.
Uplné uvolnéni alergenu znamena, Ze se z tablety uvolni plna davka alergenu, ktera je
k dispozici sublingvalnimu imunitnimu systému. Okamzité uvolnéni alergenu z tablety
zajisti, ze imunitni systém bude vystaven nejvyssi mozné davce alergenu po co nejdelsi
dobu pied spolknutim. Naproti tomu lisované tablety, které poskytuji netplné a pomalejsi
uvoliovani alergenu, budou pravdépodobné obsahovat vy$§i mnoZstvi alergenu v tableté,

které miize byt nasledné spolknuto, aniz by byl alergen absorbovan sublingvalng.*

1.3 Lyofilizované pripravky

Lyofilizované piipravky vznikaji lyofilizaci neboli odstranénim vody zmraZenim
produktu a naslednou sublimaci ledu. Kromé& ochrany 1é€iva a zajisténi stability vytvari
sublimace pii lyofilizaci velky povrch tablety, ktery je vyuzit ke zvySeni biologické
dostupnosti 1é¢iva. Tato technologie se také vyuziva pro zvySeni stability hydrolyticky
degradovatelnych latek, rychlé rozpusténi (rekonstituce) produktu, snazsi transport
a snazsi skladovani. Nevyhodou je finan¢ni a ¢asova nékladnost pii vyrobe, sloZitost
a nékladnost pouzitych zafizeni, pozadavek validovaného postupu a zvySené pozadavky
na Cistotu prostiedi, ve kterém vyroba probiha.

Proces lyofilizace je zvlasté atraktivni pro vyrobu tablet s fizenym uvolfiovanim 1éc¢iv.

Ackoli se k vyrobé tablet s fizenym uvolilovanim v riznych studiich pouzivaly tradi¢ni
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technologie jako je granulace nebo piimé lisovani, byl za urcitych okolnosti kvili jeho
vyhoddm pouzit proces lyofilizace. Celkové je vSak stale nezbytny dalSi rozvoj
téchto technologii, ktery zacal studiemi orodispergovatelnych tablet a pokracoval
vyvojem lyofilizovanych tablet. Kromé toho byly popsany pouzité pomocné latky,
podminky lyofilizace, rekonstituce formulace a struktura tablet pro optimalizaci i¢innosti
lyofilizovanych tablet, v€etné strategii s nanoformulacemi a pfirodnimi materialy.

Jednim z ptikladi lyofilizovanych I€kovych forem jsou tablety na bazi polysacharidu
pullulanu s rychlym rozpousténim. Byly vyvinuty chitosomy rosuvastatinu a nasledn¢
formulovany do tablety na bazi pullulanu, aby se zlepsila biologicka dostupnost
rosuvastatinu a maximalizoval hypolipidemicky a antioxidac¢ni G¢inek. Rosuvastatin totiz
patii mezi hypolipidemikum s omezenou biologickou dostupnosti pii podani Gsty. Vnéjsi
a vnitini struktury tablet byly morfologicky zkoumdny. Tablety vykazovaly dobu
dezintegrace in vivo 1 a pul minuty a vyssi relativni biologickou dostupnost o vice

nez 30 % a 36 % ve srovnani s komeréné dostupnymi tabletami s rosuvastatinem.>’

1.3.1 Obecné vlastnosti lyofilizatua

Konecna struktura lyofilizatu je velmi porovita, uvadi se az 90 %. Diky tomu
se lyofilizovana tableta rychle rozpousti nebo disperguje pti kontaktu se slinami. Lé¢ivo,
vhodné pro tuto 1ékovou formu, by mélo byt malo rozpustné ve vodé, mélo by mit jemné
&astice a s vodou tvofit suspenzi.>®

Studie od Adel, I. M. a kol.*® testovala lyofilizované desti¢ky s obsahem kurkuminu.
Kurkuminové desticky byly vyrobeny =zesiténim chitosanu s beta-glycerofosfatem
za magnetického michani. Pak byl pfidan hyaluronat sodny. Desticky byly vyrobeny
technikou lyofilizace. Vysledné desticky byly zkoumany a jejich rozméry byly méteny
pomoci posuvného meéfitka. Byly provedeny testy na stanoveni % obsahu léCiva,
uvoliiovani in vitro a % absorpce vody. Déle se testovala porovitost, mechanické chovani
v tlaku, morfologie pomoci rastrovaci elektronové mikroskopie, tepelné chovani pomoci
diferencidlni skenovaci kalorimetrie a infracervené spektroskopie s Fourierovou
transformaci. Potom nasledovaly mikrobiologické testy a studie cytotoxicity. Vysledky
ukézaly, ze lyofilizované desticky maji vysokou schopnost absorpce vody a zaroven maji

velmi vysokou uroven porovitosti (86-89 %) viz. Obr.7.
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Obr. 7 Vizualizace lyofilizovanych desti¢ek s kurkuminem obsahujici (a) 1 % chitosanu,
(b) 2 % chitosanu, (c) 3 % chitosanu, (d) 3 % chitosanu + 1 % HA, (e) 3 % chitosanu
a3 %HA

Lyofilizované tablety jsou vhodné nejen jako rychle se rozpadajici nebo rychle
se rozpoustéjici 1ékové formy, ale lze je také vyuzit v davkovych formach
pro prodlouZené uvoliiovani lé¢iva.

Pouzitim chitosanové matrice v lyofilizovanych tabletdich Elsharawy a kol. prokazali,
ze tyto tablety maji dobré fyzikalné-chemické vlastnosti a jsou vhodné k bukalnimu
podani duloxetin-hydrochloridu. Bukoadhezivni lyofilizované tablety byly pfipraveny
metodou lyofilizace za pouziti hypromelosy (HPMC), chitosanu a karbomery samostatné
nebo v kombinaci s polyvinylalkoholem. 3°

Schopnost rekonstituce v rozpoustécim médiu je také jednim z dualezitych faktort
pro formulaci lyofilizovanych tablet vytvofenych z emulzi. Ve studii Niczinger a kol.
provedli rekonstituci lyofilizovanych tablet, ktera ukazala, Ze existuje rozdil
mezi jednotlivymi nosi¢i (manitol, laktosa a erythritol).*

Lyofilizaci byly upraveny i amorfni pevné disperze (APD) sestavajici z ibuprofenu
jako modelového 1é¢iva a methakrylatového kopolymeru Eudragit L100-55 jako nosice.
Byly pfipraveny nanocastice Eudragit L100-55 s riznymi ddvkami ibuprofenu. Byla
provedena viceuroviiova analyza. Testy stability ukazaly, ze ibuprofen zlstal v amorfni
formé 1 po dvanacti mésicich skladovani. Eudragit L100-55 ma v APD dv¢ fukce, tj.
stabilizaci ibuprofenu v amorfnim stavu béhem doby skladovéani a zajiSténi fizeného

uvoliovani 1é¢iva.*!
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1.3.2 Terminologie lyofilizati

Za tuéelem sjednoceni terminologie zpracovéavaji staty, které jsou signatafi Umluvy
o vypracovani Evropského 1ékopisu, standardni ndzvy 1€kovych forem, zptisobli podani
a typt obalt 16¢iv v narodnich jazycich. Lyofilizaty nalezneme v Ceském lékopise (CL)
v Tabulce X: Standardni nazvy lékovych forem, zpiisobii podani a obalii. Jsou to lyofilizat
pro podani v pitné vodé, ordlni lyofilizat, lyofilizat a rozpoustédlo pro piipravu nosnich
kapek, suspenze, lyofilizat a rozpoustédlo pro piipravu injekéniho roztoku, lyofilizat
a suspenze pro piipravu injekéni suspenze apod. Nové byl zménén v CL 2017 termin
Lyofilizat pro p¥ipravu suspenze na Lyofilizat pro perorilni suspenzi v ¢asti Peroralia.*?
Na rozdil od Ceského 1ékopisu v Zakong o 1é¢ivech se termin lyofilizat vyskytuje pouze
jednou, a to jako peroralni lyofilizat v oddé€leni tuhych peroralnich ptipravki v ptiloze
¢.1 k vyhlasce €. 84/2008 Sb. v tabulce Podrobné ¢lenéni lékovych forem s ohledem
na sloZeni a cestu podani.* V anglicky mluvicich zemich se pouziva pro lyofilizované
ptipravky a lyofilizaci také oznaceni freeze-dried tablets/wafers, freeze-drying, z kterého
lze odvodit samotny proces vyroby. Termin wafer lze do CeStiny prelozit jako oplatka

nebo desticka.

1.3.3 Oralni lyofilizaty

Oralni lyofilizaty jsou ptipravky, které se aplikuji do dutiny ustni. Jejich vyhodou je
snadné podéni, rychlé rozpusSténi v Ustech a rychly nastup G¢inku. Ten je mozny diky
vys§i biodostupnosti 1éCiva zplsobené eliminaci first-pass efektu v jatrech.
Oralni lyofilizaty se nezapiji vodou, a proto u pacientit zvySuji compliance. Jejich
disoluce zavisi pfedevSim na tvaru tablety a pouzitych pomocnych latkach. U tablet
s bukdlnim podanim lze prodlouzit setrvani tablety v ustni dutin€, pokud se pouziji
vhodné mukoadhezivni slozky.*?

V ustech rozpadajici se tablety (ODT) vyrobené lyofilizaci jsou také nazyvané oralni
lyofilizaty. Maji ultrarychlou dynamiku dezintegrace, maji pfijatelnou mechanickou
pevnost a hladkou texturu. Byl zkoumdén polyvinylalkohol (PVA) jako alternativni
polymer k Zelatiné¢ pro formulaci ODT. Studie dokazala pouziti PVA jako vhodnou
alternativu k Zelating v lyofilizovanych ODT. #*

Pouziti metody lyofilizace vede k vyssi porozité tablet s rychlym rozpousténim vhodné
zejména pro tablety dispergovatelné v ustech. T. Gulsun a kol. prokézali, ze lyofilizované

tablety obsahujici terbutalin sulfat se rozpustily za 11 s, zatimco pifimo lisované tablety

24



priblizné¢ za 150s. Také disoluce terbutalinu z lyofilizovanych tablet byla 100 %
za pouhych 5 minut (20 minut pro piimo lisované tablety).*’

Nedavna studie tykajici se rychle se rozpadajicich tablet obsahujicich deferasirox
potvrdila tuto vyhodu lyofilizovanych tablet ve srovnani s tabletami vyrobenymi metodou
primého lisovani. Tato studie ukdzala, ze ackoli dobry index stlacitelnosti a doba rozpadu
tablet pfipravenych metodou pifimého lisovani mohou spliiovat vSechny pozadavky
1ékopisu, u lyofilizovanych tablet byla pozorovana rychlejsi doba rozpadu (< 5 s).4¢
Autofi Masato Kobayashi a kol. se pokusili formulovat pevné 1ékové formy pro oralni
pouziti (granule, tablety) se zlepSenou rozpustnosti cyklosporinu (Cyc). V tomto
vyzkumu byla nové vyvinuta metoda vyroby sférickych granuli obsahujicich nanocastice
Cyc. Granule o velikosti pfiblizné 300 um byly vyrobeny pomoci kombinace procest
mokrého mleti a lyofilizace. Formulované lyofilizované granule byly pojmenovany
microsponge a vykazovaly vysokou disoluci. Béhem 10 minut ve vodé se rozpustilo vice
nez 80 %. Disoluce Cyc z mikrosponge vyznamn¢ zéavisela na velikosti inkorporovanych
castic cyklosporinu, coz ukazuje, Ze mokré nano-mleti je nezbytné pro piipravu

microsponge (Obr.8). 4

[:::.."r Water permeation m Cye particles

Obr. 8 Schéma zobrazujici uvoliiovani ¢astic cyklosporinu z lyofilizovanych granuli

1.3.4 Gastroretentivni tablety
Ackoli se v minulosti vétsina studii zaméfovala na ordlné se rozpadajici nebo rychle se
rozpoustéjici tablety, soucasné studie také zkoumaly tablety s prodlouzenym

uvolnovanim, mukoadhezivni tablety, gastroretentivni tablety.
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Ju-Young Kim a kol. testovali gastroretentivni tablety. Cilem jejich studie*® bylo piipravit
tablety na bazi hypromelosy a ethylcelulosy (EC) metodou lyofilizace pro podani sodium-
ecabetu (ECS), lokaln¢ plisobiciho antiulcer6zniho 1éCiva. Lyofilizované gastroretentivni
tablety (GRT) mély porézni strukturu. Porézni struktura snizila hustotu tablety a umoznila
tabletdm plavat na hladiné modelové Zzaludec¢ni tekutiny. Tablety se udrzely na hlading,
dokud se béhem testovani uvoliiovani in vitro zcela nerozpadly. Rychlost uvoliovani
ECS mohla byt ovlivnéna mnozstvim ethylcelulosy v tabletach. Se zvySujicim se
mnozstvim EC doslo ke sniZeni rychlosti uvolnovani 1éciva i rychlosti eroze GRT.
Cilem dalsi prace od Abd EL-Aziz a kol.* bylo vyvinout gastroretentivni tablety s nizkou
hustotou obsahujici alfuzosin HCl (ALF), aby se udrzela rychlost uvolnovani 1é¢iva
a zvysila se biologickd dostupnost do hlavniho mista absorpce. Tablety byly vyvinuty
lisovanim lyofilizovanych roztokt hypromelosy (HPMC) nebo chitosanu (CH). Byl
zkouman vliv typu polymeru a koncentrace na vzhled tablet, topografie, porovitost,
hustota, uvolnovani 1é¢iva in vitro, plovani, bobtnani, eroze a mukoadhezivni potencial.
Pii srovnani tablety na bazi CH vykazovaly vys8§i porovitost, vétsi velikost port, nizsi
objemovou hustotu, vyss§i rychlosti uvolnovani 1é¢iva, vEtsi bobtnani, vétsi rychlosti
eroze a lepsi mukoadhezivni vlastnosti nez tablety na bazi HPMC.

Byly testovany i mukoadhezivni vlastnosti tablet z mukodendrimeru. V tomto vyzkumu®°
byl albendazol (ABZ) formulovan do mukodendrimeru do tablety s prodlouzenym
uvoliovanim. Mukoadhezivni komplex byl syntetizovan zakotvenim chitosanu
k dendrimeru (Muco-PPI). ABZ byl zachycen uvnitf Muco-PPI a nasledné¢ byla
pripravena matricova tableta lyofilizaci a tabletovanim. Tato nova formulace ABZ na bazi
mukoadhezivniho komplexu zvySila vyznamné biologicky polo¢as ABZ, témér
dvojnasobné ve srovnani s poddvanim konvenéniho 1éciva. Studie uvolnovani 1é¢iva
in vivo ukdazaly, Ze formulace na bazi Muco-PPI maji vyznamné vys§i Cmax (2,40 ug/ml)
ve srovndni s oralné¢ podavanym ABZ (0,19 ug/ml) nebo konvencnimi tabletami

(0,20 ug/ml).
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1.4 Pomocné litky v mukoadhezivnich pripravcich

Mukoza je vysoce hydratovana viskoelastickd gelova struktura obsahujici ptiblizné
95 % vody. Sklada se z vysoce glykosylovaného mucinového proteinu tvoreného ctyfmi
monomery spojenymi disulfidovymi vazbami. Tyto jednotky interaguji prostfednictvim
van der Waalsovych sil, vodikovych vazeb, elektrostatickych interakci a hydrofobnich
interakci a tvofi vysoce hydratovany hydrogel s porézni strukturou. Velikost pori uvnitt
mukdzy limituje velikost ¢astic, které mohou prochéazet touto siti. Slouceniny nebo
Castice veétsi, nez velikost pordt nemusi piekrocCit mukozni bariéru. Nanocastice

tuto podminku spliiuji a snadno mukézni vrstvou pronikaji (Obr. 9).5!
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Obr. 9 Schéma zobrazujici mukézni bariéru

1.4.1 Mukoadhezivni polymery

Mukoadhezivni polymery jsou syntetické nebo piirodni makromolekuly, které jsou
schopné se pfilepit k povrchu sliznice. Koncept mukoadhezivnich polymert byl zaveden
pred vice nez 40 lety a stale predstavuje slibnou strategii pro prodlouzeni doby adheze
na specifickém misté membrany.>?

Mukoadhezivni biopolymery sestavaji z riznych hydrofilnich funkénich skupin, jako je
amid, karboxyl, hydroxyl a sulfat. Tyto funk¢ni skupiny se vazou s mukoézou pomoci
vodikovych vazeb, hydrofobnich, elektrostatickych interakci a dalSich interakei.

Biopolymery bobtnaji ve vodé diky pfitomnosti hydrofilnich skupin a velkého poctu
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adhezivnich mist.>* Idealni biopolymer pro mukoadhezivni systém pro dodavani 1é¢iv

by mél mit tyto charakteristiky:

a) je nedrazdivy

b) jeho rozkladné produkty jsou netoxické a neabsorbovatelné

¢) tvoti silnou nekovalentni vazbu s povrchem epitelialnich nebo hlenovych bunék
d) rychle pftilne ke tkéni

€) ma urcitou specifi¢nost pro dané misto

f) umozni snadnou inkorporaci 1éCiva a nepterusi jeho uvoliovani

g) biopolymer se nesmi béhem skladovani 1ékové formy rozkladat

h) cena polymeru by neméla byt pfili§ vysoka (ekonomicky vyhodna)

Biopolymery, které adheruji na biologickych povrsich, 1ze rozd€lit do n¢kolika kategorii:
a) biopolymery, které¢ ulpivaji prostfednictvim nespecifickych interakci;

b) maji hydrofilni funkéni skupiny

¢) vazou se na specificky receptor na povrchu sliznice nebo bunky.

55

Mezi pouzivané biopolymery patii napfiklad chitosan®, pektin a hypromelosa™,

polyethylenglykol a polymethakrylové kyselina®’, alginat.>®

V nékterych studiich je povazovano pH polymeru za jeden z hlavnich faktor
ovlivitujicich mukoadhezivni vazbu aniontovych a kationtovych polymerd.>® Proto byly
polymery testovany pii dvou riiznych pH, konkrétné pii pH 3,0 a 7,0. Ukézalo se, Ze
pro mukoadhezi je také diileZitd schopnost polymeru absorbovat vodu z mukézy.®
Rychlost absorpce vody miize zaviset na priméru pord polymeru®!, ktery je mimo jiné
ovlivnén metodou suseni.®> Byla méfena doba adheze po lyofilizaci a po suSeni na
vzduchu. Nejvyssi mukoadheze byla prokazéna u thiolovanych polymeri suSenych
lyofilizaci pii pH 3. Naopak polyakrylaty byly nejvice mukoadhezivni ve formé
precipitovanych neutrdlnich sodnych soli. Pfirodni polysacharidy, derivaty celulosy,
povidonu a polyethylenglykol, ackoli byly dfive prezentovany jako dobra mukoadheziva,
vykazovaly nizkou az témét Zadnou mukoadhezi. Bylo zjisténo, ze pH polymeru a metoda
suseni jsou dilezitymi faktory ovliviiujicimi mukoadhezivni vlastnosti polymert.

Mukoadhezivni materidly jsou Siroce vyuzivany pii vyvoji transmukéznich 1ékovych
forem aplikovanych okuldrn€é, nasalné, esofagedlné, ordln¢, vaginaln¢, rektalné
a intravezikalné. Byly aplikovany nejvyznamnéjSi a nejnovejsi syntetické metody

pouzivané k modifikaci polymernich materiali za ucelem zlepSeni mukoadhezivnich
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vlastnosti. Metody zahrnovaly chemickou konjugaci polymert s molekulami nesoucimi
thiolové, katecholové, boronatové, akrylatové, methakrylatové, maleimidové
a N - hydroxy(sulfo)sukcinimidesterové skupiny.

Byl navrzen novy zesitétny mukoadhezivni systém, ktery kovalentné interagoval
s glykoproteinem mucinu, ¢imz zajistil prodlouzené uvoliiovani 1é¢iva. Byla prokazana
kovalentni vazba mezi mucinem a polymernim hydrogelem vytvofenym in situ
z polyetylenglykoldiakrylatu (PEG-DA). Schopnost mukoadheze PEG-DA byla
hodnocena méfenim sily v tahu. PEG-DA je vhodnym kandididtem pro prodlouzené

uvoliiovani hydrofilniho 1é¢iva ibuprofenu.®* Bianco-Peled a kol. %

ptipravili
maleinimidovy alginat reakci komeréné dostupného PEG-bis-maleimidu s thiolovanym
alginatem. Bylo zji$téno, Ze alginat nesouci PEG maleimid (Alg-PEGM) vykazoval

dvojnasobnou mukoadhezivitu ve srovnani s thiomerovym analogem.

1.4.2 Povrchové aktivni latky v lyofilizovanych pripravcich

V piipad¢ bukélniho podani lze ke zvySeni transbukalni permeace pouzit povrchové
aktivni latky. Byla pouzita smés povrchové aktivnich latek s cilem pfipravit lyofilizaci
mukoadhezivni tablety dispergovatelné v ustech, obsahujici lidokain a prilokain.
Tato studie posuzovala synergii mezi mukoadhezivnim polymerem a smési povrchové
aktivnich latek, ktera vede ke zvyseni uvoliiovani a permeace 1é¢iva. Pullulan interagoval
s povrchové aktivnimi latkami, coz vedlo ke snizeni viskozity matrice a usnadnéni
uvoliovani a permeace lé¢iva. U smési s HPMC povrchové aktivni latka zménila polaritu,
coz nésledné snizilo diftizi 1é¢iva.®

Povrchové aktivni latky zkoumala i dalsi studie.’” Jejim cilem byla formulace
lyofilizovaného bioadhezivniho vagindlniho bi-gelu postupné uvoliujiciho tenofovir.
Byly pfipraveny systémy obsahujici tfi rizné podily hydrogelu guarové klovatiny
a sezamového oleje, pficemz jako povrchové aktivni latka byl ptidan Span 60 nebo smés
a sezamoveého oleje a zaroven obsahujici Span 60 a Tween 60 mél nejvyssi konzistenci a

adhezivitu.
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Suroviny

Cisténa voda (Faf UK HK)

Dextran z Leuconostoc spp. (Sigma-Aldrich, USA)

Dihydrogenfosforeénan draselny KH,PO4 (Dr. Kulich Pharma, s.r.0, Ceska republika)
Hydrogenfosfore¢nan draselny KoHPO4 (Sigma-Aldrich, USA)

Iota-karagenan (Sigma-Aldrich, USA)

Lyofilizované tablety (AUMED a.s., Ceska republika)

Makrogol 300 (Dr. Kulich Pharma, s.r.o, Ceské republika)

Mucin z prasecich zaludkl (Sigma-Aldrich, USA)

Tableta pro ptipravu fosfatového pufru pH 7,4 (Sigma-Aldrich, USA)

Trehalosa dihydrat (Sigma-Aldrich, USA)

2.2 Pouzité pristroje a pomucky

Analytické vahy AND HR-120, max.120 g, d=0,1 mg (AaD Company, Limited,
Japonsko)

Digitalni teplomér (Hanna Instruments Czech s.r.o., Ceské republika)

Digitalni vahy KERN 440-35 N, max. 400 g, d=0,01 g (Fisher Scientific s.r.o0.)
Exsikator (Fisher Scientific s.r.0.)

Lepici paska (Semoplast s.r.o0.)

Magnetick4d michacka s ohfevem IKA - WERKE RT 5

Melaminov4 tieci miska s tlou¢kem 300 ml (LP Italiana)

Rotacni reometr Kinexus Pro+ (Malvern Instruments, Inc.)
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2.3 Piiprava hydratovaného mucinu

Bylo ptipraveno 200,0 g fosfatového pufru pH 7,4 rozpusténim jedné tablety ve 200,0 g
¢isténé vody pfi teplot¢ 25 °C. Bylo navazeno 0,50 g mucinu z prasecich zaludkl
a v tieci misce byl mucin postupné hydratovan ptipravenym pufrem pH 7,4 v poméru
1 dil mucinu a 5 dila pufru. Po dikladné homogenizaci byl hydratovany mucin adjustovan

do sklenéné vialky s dobfe té€snicim uzavérem a oznacen.

2.4 Priprava formulaci pro lyofilizaci

Bylo piipraveno 20,0 g formulace daného slozeni podle Tab.1. V rychlovarné konvici
byla ohfata ¢iSténa voda a navazena do tfech kadinek. Kadinky byly umistény na
elektromagnetickou michacku a bylo spusténo michani. Nasledné byla zméfena teplota
vody v kadinkach a pfi teploté¢ 80 °C bylo na hladinu nasypéano 0,06 g iota-karagenanu.
Michalo se do rozpusténi. Po rozpusSténi karagenanu byly ptiddny 2,00 g dextranu,
a po rozpusSténi 0,20 g makrogolu. Do druhé kadinky bylo jest€¢ pfimichano 0,02 g
hydrogenfosfore¢nanu draselného, a do tieti 0,02 g dihydrogenfosfore¢nanu draselného.
Formulace 4 a 5 byly pfipraveny obdobné podle Tab. 1. Do dvou kédinek bylo navazeno
pfedepsané mnozstvi vody pokojové teploty a pfidany 2,00 g dextranu. Po rozpusténi
dextranu bylo pfidano 0,60 g trehalosy. Nakonec bylo ptfidéno 0,20g a 0,40 g
makrogolu 300. Po promichani byly vSechny roztoky adjustovany do tmavych 1ékovek,

uzavieny a umistény do chladnicky.
Tab. 1 SloZeni formulaci pro lyofilizaci v %

D CRI T MG KoHPOs KH>PO4
formulace 1 10 0,3 - 1 - -

formulace 2 10 0,3 - 1 0,1 -
formulace 3 10 0,3 - 1 - 0,1
formulace 4 10 - 3 1 - -
formulace 5 10 - 3 2 - -

D Dextran

CRI Iota-karagenan

T Trehalosa

MG Makrogol 300

K,HPO, Hydrogenfosforecnan draselny

KH>PO4 Dihydrogenfosfore¢nan draselny
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2.5 Lyofilizované tablety

Byly testovany reologické vlastnosti lyofilizovanych tablet dodané z firmy AUMED a.s.

Tablety byly piipraveny z dextranu, iota-karagenanu, trehalosy, makrogolu 300,

hydrogenfosfore¢nanu draselného, dihydrogenfosfore¢nanu draselné¢ho a Bordetella

pertussis vaccine (BPV) ve dvou riznych koncentracich. Pfed testovanim byly oznaceny

Cisly 1 az 5 apismenem a nebo b viz Tab.2. VSechny tablety obsahovaly dextran

a makrogol 300. Tablety 1 az 3 obsahovaly iota-karagenan. Tablety 2 a 3 hydrogen resp.

dihydrogenfosfore¢nan draselny. Tablety 4 a 5 obsahovaly misto iota-karagenanu

trehalosu. Oznaceni a nesly tablety s 0,3 % BPV a oznaceni b tablety s 0,5 % BPV.

Tab. 2 SloZeni lyofilizovanych tablet v %

oznaceni
a
1
b
a
2
b
a
3
b
a
4
b
a
5
b
D
CRI
T
MG
K>HPO4
KH;PO4
BPV

D CRI T MG K;HPOs KH>POq4

10 0,3 - 1 - -
10 0,3 - 1 - -
10 0,3 - 1 0,1 -
10 0,3 - 1 0,1 -
10 0,3 - 1 - 0,1
10 0,3 - 1 - 0,1
10 - 3 1 - -
10 - 3 1 - -
10 - 3 2 - -
10 - 3 2 - -
Dextran

Iota-karagenan

Trehalosa

Makrogol 300
Hydrogenfosfore¢nan draselny
Dihydrogenfosforecnan draselny

Bordetella pertussis vaccine
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0,3
0,5
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0,5
0,3
0,5
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0,5
0,3
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2.6 Stanoveni tokovych, viskoelastickych a adhezivnich vlastnosti

Byly testovany reologické vlastnosti hydratovaného mucinu, formulaci pro lyofilizaci
a lyofilizovanych tablet. Testy byly provedeny na rotaénim reometru Kinexus Pro+ firmy
Malvern (Obr. 10) s vyhodnocenim v softwaru rSpace for Kinexus verze 1.75.

Pted zapnutim pfistroje byl zkontrolovan piivod stlaceného vzduchu. Byl odstranén kryt
horni a spodni geometrie, zapnut pocita¢ a spusStén softwaru rSpace. Nasledovalo
sparovani pristroji a stabilizace. Byla vybrana vhodna horni geometrie a nastavena

nulova $térbina. Nasledné byl zvolen ptislusny test (Tab. 3).

Obr. 10 Rota¢ni reometr Kinexus Pro+

Tab. 3 Zvolené testy pro méteni reologickych vlastnosti vzorkt

Typ testu
Rotaéni | Oscilacni | Tahovy
Hydratovany mucin X X X
Formulace pro lyofilizaci X X -
Lyofilizované tablety X X X

Tab. 4 Ptehled testl realizovanych na rotacnim reometru

Viscometry 0010
Table of shear rates with Power law model fit

rSolution 0008
Characterising gel properties using oscillation testing

Rotacéni test

Oscilacéni test

rSolution 0019 Determination of pressure sensitive tack

Tahovy test . . .
and adhesion using axial measurements
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2.6.1 Rotacni testy

Pfi rotacnich testech byla vybrana sekvence Viscometry 0010 Table of shear rates with
Power law model fit. Postupovalo se podle pokyni softwaru. Parametry nastaveni testu

jsou shrnuté v Tab. 5.

Tab. 5 Parametry nastaveni reometru pro stanoveni tokovych vlastnosti

Parametr Hydratovany Formulace pro Lyofilizované
mucin lyofilizaci tablety

Teplota 37°C

Horni geometrie CP2/20 CP4/40 CP2/20

Rozsah rychlostniho spadu 0,1 —100 s

Vzorek byl nanesen na stied dolni geometrie. Poté byla spuSténa horni geometrie
a pfebyte¢né mnozstvi vzorku odstranéno. Geometrie byly zakryty ochrannym krytem,
poté byl spustén test. Po ukonceni testu byl vzorek odstranén a geometrie ociStény.
Pii méfeni lyofilizovanych tablet byla tableta umisténa na spodni geometrii do stiedu
a byla hydratovana 0,35 g pufru pH 7,4 (Obr.11). Mucin a formulace pro lyofilizaci byly
zmé&feny trikrat, hydratované tablety jednou. Vysledky byly zapsany a uloZeny v sekci
Analysis Tables. Byl zaznamenan index konzistence (K), index tokového chovani (n),

korelacni koeficient (corr.) a stanoven pramér a smérodatna odchylka.

Obr. 11 Tableta umisténa na dolni geometrii reometru a hydratovana pufrem pH 7,4
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2.6.2 Oscilacni testy
Viskoelastické vlastnosti mucinu, vybranych formulaci a lyofilizovanych tablet byly
hodnoceny oscilatnim testem rSolution 0008 Characterising gel properties using
oscillatory testing. Parametry testu jsou shrnuty v Tab. 6. Test je sloZen z téchto sekvenci:
e Load sample: naneseni vzorku
o Amplitude sweep strain controlled: méteni pii konstantni frekvenci
e LVER Analysis: analyza linearni viskoelastické oblasti
o Frequency sweep strain controlled: méteni pii konstantni amplitudé
o Power law model fit: vypocet relaxacni sily a relaxa¢niho exponentu

o Amplitude sweep with yield stress analysis: vypocet meze toku

Tab. 6 Parametry nastaveni testu pro stanoveni viskoelastickych vlastnosti

s Mucin Lyofilizované
Formulace tablety

Teplota 37°C

Horni geometrie PU20

Finalni mezera 0,5 mm 1 mm

Rozsah rychl. spadu pro amplitude sweep 0,01 — 100 %

Frekvence 1,0 Hz

Me¢teny vzorek byl naneseny na spodni geometrii. Byla spusSténa horni geometrie,
pfi méfeni mucinu a kapalnych formulaci byl odstranén piebytek vzorku. Byl vloZen
ochranny kryt. Nasledovala stabilizace a potom byl spuStén test. Nejprve probéhl
oscilacni test pii konstantni frekvenci, nasledoval test pfi konstantni oscilaci. Test byl
vyhodnocen pomoci elastického modulu, viskdézniho modulu a fAzového thlu v zavislosti
na oscilaénim namahani. Byl pouZit Power law model a zjist€ény hodnoty K* (relaxacni

sila) a n* (relaxacni exponent). Byly vyhodnoceny hodnoty meze toku .

2.6.3 Tahové testy

Byl proveden test adhezivnich vlastnosti hydratovaného mucinu a mukoadhezivnich
vlastnosti lyofilizovanych tablet pomoci sekvence rSolution 0019 Determination of
pressure sensitive tack and adhesion using axial measurements. Byla zvolena geometrie,

nastavena teplota, kontaktni ¢as, kontaktni sila a finalni mezera (Tab. 7).
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Tab. 7 Parametry nastaveni testu pro stanoveni adheznich vlastnosti

Parametry Hydratovany mucin | Lyofilizované tablety
Teplota 37°C

ge(;rrlzlletrie Pu20

Kontaktni ¢as 10s

Kontaktni sila IN; 5N IN

Byl nanesen hydratovany mucin o velikosti hrdSku na spodni geometrii a zméfen.
Pfi méteni tablet byla na obé geometrie ptilepena paska se savym povrchem. Na spodni
geometrii s paskou bylo navézeno 0,15 g hydratovaného mucinu. Na mucin byla umisténa
lyofilizovana tableta a nasledné hydratovana 0,35 g pufru pH 7,4 (Obr. 12). Nakonec se
nanesla tenkd vrstva mucinu i na horni geometrii. Poté byl spustén test. Po ukonceni testu
byl vzorek odstranén a geometrie ocistény. Byly méfeny tfi tablety od kazdého sloZeni.
KaZzda tableta byla métena tfikrat za sebou. Hydratovany mucin by zméten pétkrat. Byla
vyhodnocena maximalni sila nutnd k odtrZzeni horni geometrie od spodni, plocha
pod kiivkou sila/Cas a doba potiebna pro pokles maximalni sily o 90 % (odlehceni). Byl

vypocitan pramér a smérodatna odchylka.

Obr. 12 Hydratovana tableta s mucinem pii méteni adhezivnich vlastnosti
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

V diplomové praci byly zhodnoceny reologické vlastnosti tekutych formulaci
pro lyofilizované oralni vakciny. Vhodné reologické vlastnosti jsou dilezité ve fazi
davkovani formulaci do blistri. Dale byly hodnoceny reologické a mukoadhezivni
vlastnosti lyofilizovanych tablet po jejich hydrataci pufrem pH 7,4 s cilem predikovat
adhezi tablet v mist¢ aplikace, priibéh dezintegrace tablet a uvolnéni 1é¢iva. Rovnéz byl

testovan hydratovany mucin, pouzity jako modelovy substrdt pro testovani
mukoadhezivity tablet, aby byly standardizovany jeho vlastnosti. Zakladem formulaci
pro lyofilizované tablety je dextran, makrogol 300 a iota-karagenan nebo trehalosa.
Presné slozeni formulaci je uvedeno v Tab. 1. Lyofilizované tablety obsahovaly jesté
0,3 % resp. 0,5 % Bordetella pertussis vaccine (Tab. 2).

Testovani bylo realizovano na absolutnim rota¢nim reometru Kinexus Pro + Malvern
a vysledky vyhodnoceny v softwaru rSpace for Kinexus verze 1.75.

Tokové vlastnosti byly hodnoceny na zéklad¢ analyzy nerovnovaznych (alternativnich)
tokovych kiivek vhodnym modelem.® Pii stanoveni nerovnovazné tokové kiivky dochazi
k postupnému zvySovani rychlostniho spadu v daném rozsahu (shear rate ramp), aniz by
se ¢ekalo na ustaleni do rovnovazného stavu, coz 1épe simuluje skute¢né namahani vzorku
pii jeho zpracovani a aplikaci.”’ Model vhodny pro analyzu tokovych kiivek byl uréen
dle hodnoty koeficientu korelace. Hodnoty indexti pouzitych modela slouzily
pro porovnéni tokového chovéni testovanych vzorkd.

Viskoelastické vlastnosti byly hodnoceny na zikladé pribéhu elastického modulu,
viskozniho modulu a fazového uhlu v zavislosti na oscilaénim namé&hani. Hodnoty
relaxacni sily, relaxacniho exponentu a meze toku byly pouZity pro porovnani
testovanych formulaci.

Mukoadhezivni vlastnosti finalnich lyofilizati byly hodnoceny tahovymi testy,
pfi kterych byl jako modelovy substrat pouzit mucin hydratovany pufrem pH 7.,4.
Mukoadhezivita vzorkii byla porovnana na zédkladé¢ maximalni sily potfebné pro odtrzeni

vzorku od substratu.
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3.1 Reologické a adhezivni vlastnosti hydratovaného mucinu

Byly ziskany viskozitni kiivky mucinu hydratovaného pufrem pH 7,4 v poméru 1:5
(Obr.13) a analyzovany pomoci Power law modelu. Tabulka 8 uvadi index konzistence,
ktery je &iseln& roven viskozité pfi rychlostnim spadu 1 s, a index tokového chovani,
ktery vyjadiuje miru nenewtonského chovani. Hydratovany mucin vykazuje nenewtonskeé
tokové chovani s vyraznym poklesem viskozity pfi namahani a indexem konzistence
piiblizn¢ 10 Pa-s". Pfipadnou mez toku a bikoherentni strukturu typickou pro gel Ize

prokdzat oscilacnimi testy.

Viscosity vs Shear rate
2
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—=— Mucin_pufr7.4_ 1:5_viscosity1
—&— Mucin_pufr7 4_ 1:5_viscosity2
—&— Mucin_pufr7 4 _1:5 viscositv3

Obr. 13 Viskozitni kfivka mucinu hydratovaného v poméru 1:5

Tab. 8 Koeficienty mocninného vztahu pro mucin

Me¢fteni K (Pa‘s") n(-) COfT.
1 7,6640 0,5629 0,9982
2 11,0300 0,5458 0,9989
3 10,6100 0,5255 0,9990
prumeér 9,7680 0,5447
SD 1,8342 0,0187
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Prubéh elastického modulu, viskozniho modulu a fazového uUhlu v zavislosti
na rychlostnim spéadu je znazornén na Obr. 14. V oblasti linearni viskoelasticity (LVER)
je hodnota elastického modulu vys$si nez hodnota viskézniho modulu. Hodnota fazového

uhlu je pfiblizn€ 35°. Z reologického hlediska se tedy jedna o viskoelastickou pevnou

soustavu.
Elastic modulus Viscous modulus and Phase angle vs Shear strain
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Obr. 14 Zavislost elastického modulu G*, viskéziho modulu G‘‘a fazového uhlu &

na rychlostnim spadu

Aplikaci Power law (mocninného) modelu byly ziskdny hodnoty relaxacni sily
a relaxacniho exponentu (Tab. 9). Relaxacni sila ¢iseln€ odpovida elastickému modulu
G’ pfi dané thlové rychlosti. Relaxa¢ni exponent je dilezity parametr pro charakterizaci
pevnosti 3D struktury gelu. U idedlniho gelu nedochdzi k relaxaci struktury a hodnota
relaxacniho exponentu se rovnd nule. Hodnota relaxaéniho exponentu mucinu
n*=0,3691 zna¢i urcitou relaxaci jeho gelové struktury vlivem naméahdni. Byla
stanovena mez toku mucinu, vyjadiujici napéti potiebné k rozruSeni 3D struktury a
iniciaci toku. Po pfekro¢eni meze toku mucinu, ktera je 14,84 Pa, se za¢ne viskoelasticky

mucin chovat jako viskoelasticka kapalina.
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Tab. 9 Relaxacni sila K* a relaxacni exponent n* a mez toku 6 mucinu hydratovaného
PBS pH 7,4 v poméru 1:5
K* (Pa-s") n* (-) COTT. 0 (Pa)
Mucin 39,69 0,3691 0,9988 14,84

Byly testovany adhezivni vlastnosti mucinu hydratovaného pufrem pH 7,4 v poméru 1:5
pii dvou rtiznych kontaktnich silach (Obr.15 a 16). Byly ziskany hodnoty sily potfebné
k odtrhnuti vzorku od podkladu, hodnoty plochy pod kiivkou a c¢asu potiebného
ke snizeni normélové sily o0 90 % (Tab. 10). Adhezivita mucinu, vyjadfena hodnotou sily,
byla vys§i pfi vyssi kontaktni sile. Cas potfebny k odleh&eni je kratsi p¥i vyssi kontakni
sile. Plocha pod kifivkou sila/Cas, ktera je mirou adheznich/koheznich sil v materialu, neni

kontaktni silou vyznamné ovlivnéna.”!

Normal force Vs Experiment time

F (N)

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6
t(s)

Obr. 15 Zaznam sila/Cas pfi kontaktni sile 1 N
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Normal force Vs Experiment time
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Obr. 16 Zaznam sila/Cas pfi kontaktni sile 5 N

Tab. 10 Adhezivita mucinu pfi rdzné kontaktni sile

Kontaktni sila Sila (N) Cas (s) Plocha (N/s)
IN 13,95+0,48 0,6088 +0,1269 4,5474 +0,3283
5N 17,21 +0,41 0,2912+0,1174 4,1180+0,1775

3.2 Reologické vlastnosti formulaci pro lyofilizaci

Tokové vlastnosti formulaci uréenych k pfipravé ordlnich tablet lyofilizaci byly
charakterizovany viskozitnimi kiivkami. Pribéh viskozitnich kiivek formulaci 1, 2 a 3,
které obsahuji 0,3 % iota-karagenanu je znazornén na Obr. 17. Pro jejich analyzu byl
pouzit Power law model (Tab. 11). Viskozitni kiivky formulaci 4 a 5, ve kterych byla
misto iota-karagenanu pouZita trehalosa, mély pribéh odlisny (Obr. 18) a pro jejich
analyzu byl pouZit Sisko model (Tab. 12).

Formulace s iota-karagenanem vykazovaly vyssi viskozitu neZ formulace s trehalosou.
Projevil se rovnéz vliv hodnoty pH. Nejvyssi index konzistence a zaroven nejnizsi index
tokového chovani méla formulace 2, kterd obsahuje hydrogenfosforecnan draselny.

Nasleduje formulace 1 obsahujici CciSténou vodu a formulace 3 obsahujici
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dihydrogenfosfore¢nan draselny. Cim je viskozita formulace nizsi, tim vice se tokové

chovani blizi Newtonské kapaling.

Viscosity vs Shear rate
107 . : ;
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= 5
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—é— D10:CRI0.3MG1'KPOD, 1_Viscosity2
—5— D10:CRI0.3MG1KPOO.1_Viscosity3

Obr. 17 Ukazka prubéhu viskozitnich kiivek analyzovanych dle Power law modelu

Tab. 11 Koeficienty Power law modelu

K (Pas") n(-) COLT.
Formulace 1 0,3111£0,3111 0,6734 + 0,0065 0,9971
Formulace 2 2,2637 £ 0,0709 0,2354 = 0,0080 0,9879
Formulace 3 0,0539 £ 0,0023 0,8943 £ 0,0130 0,9993
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Viscosity vs Shear rate

n (Pas)

Y- (s-)

—=— D10 T3;MG1_Viscosityl —&— D10;T3;MG1_Viscosity2
—=— D10;T3;MG1_Viscosity3

Obr. 18 Ukazka prubehu viskozitnich kiivek analyzovanych dle Sisko modelu

Tab. 12 Koficienty Sisko modelu
K> (Pa.s™) n(-) corr.
Formulace 40,0109+ 0,0037 11,2553 +£0,3000  0,9965
Formulace 50,0025 + 0,0008 11,5420 +0,3125  0,9861
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Viskoelastické vlastnosti formulaci urcenych k lyofilizaci byly charakterizovany
oscilatnimi testy, b&hem kterych jsou vzorky vystaveny nizSimu namahani, néz
pii rotaCnich testech. Je mozno zjistit, zda se jedna jen o viskdzni kapalinu nebo gel s 3D
strukturou. Struktura gelu byla zjiSténa pouze u formulaci 1 a 2. Na Obr. 19 je prabéh
elastického modulu G°, viskdéziho modulu G°‘‘a fazového uwhlu 6 v zavislosti
na rychlostnim spadu. Gelovou strukturu, tedy charakter viskoelastické pevné latky,
dokazuje vyssi hodnota elastického modulu nez modulu viskézniho a hodnota fazového
uhlu pfiblizné 20°. V Tab. 13 jsou uvedeny hodnoty relaxacni sily (K*), relaxacniho
exponentu (n*) a meze toku (6). Formulace 2 tvoii tuzsi gel, ktery podléha relaxaci méné
nez v pripad¢ formulace 1. Formulace 2 ma také vyssi hodnotu meze toku, vyjadiujici

napéti pottebné k rozruseni 3D struktury.

Elastic modulus Viscous modulus and Phase angle vs Shear strain
1
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Obr. 19 Zavislost elastického modulu G°, viskoznitho modulu G*‘a fazového uhlu o

na rychlostnim spadu (¢tverec - formulace 1; trojihelnik — formulace 2)

Tab. 13 Relaxacni sila K* a relaxa¢ni exponent n* a mez toku

K* (Pa-s) n* (-) COTT. 0 (Pa)
Formulace 1 0,35+ 0,06 0,7063 + 0,0920 0,9725 3,24 £ 0,80
Formulace 2 1,79 £ 0,18 0,3928 + 0,0154 0,8977 8,25+ 0,76
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3.3 Reologické a mukoadhezivni vlastnosti lyofilizovanych tablet

Lyofilizované tablety byly pied testovanim hydratovany konstantnim mnoZzstvim pufru
pH 7,4. Pro testovani mukoadhezivity byl pouzit modelovy substrat standardizovanych
vlastnosti (viz. kap. 3.1 Reologické a adhezivni vlastnosti hydratovaného mucinu).
Viskozitni kiivky lyofilizovanych tablet 1a az 3b vykazuji linearni pokles viskozity

vlivem rychlostniho spadu, jak ukazuje Obr. 20.

Viscosity vs Shear rate

n (Pas)

Y- (s-1)

—=— 1b

Obr. 20 Ukazka priibéhu viskozitni kiivky lyofilizovanych tablet 1a az 3b
Viskozitni kiivky lyofilizovanych tablet 4a az 5b vykazuji nejprve linearni pokles

viskozity vlivem rychlostniho spadu, pii vySSich hodnotdch rychlostniho spadu je

viskozita konstantni, tzv. infinite viscosity (Obr. 21).
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Viscosity vs Shear rate
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Obr. 21 Ukazka prubéhu viskozitni kiivky lyofilizovanych tablet 4a az 5b

Kftivky byly analyzovany Power law modelem i Sisko modelem (Tab. 14). Vyssi korelace
byla zjisténa u Sisko modelu. Z hodnot indexu konzistence vyplyva, ze tablety 1, 2 a 3
obsahujici iota-karagenan maji vyssi index konzistence nez tablety 4 a 5 s trehalosou.
Iota-karagenan tedy zvySuje viskozitu lyofilizovanych tablet. Zjisténé vysledky koreluji
s tokovymi vlastnostmi formulaci pro lyofilizaci. Lyofilizované tablety s vySSim

obsahem Bordetella pertussis vaccine maji niz§i viskozitu.

Tab. 14 Koficienty Power law modelu a Sisko modelu lyofilizovanych tablet

Lyo Power law model Sisko model
K (Pa‘s") n(-) COTT. Ky (Pas™) n(-) COTIT.
i a 127,5000 0,1196 0,9023 84,38 1,5010  0,9951
b 73,7700  0,1087 0,9427 84,03 0,7776  0.9998
5 a 113,2000 0,0132 0,9458 131,30  0,9021  0,9998
b 54,7100 0,1417 0,9056 42,71 0,9747  0,9990
3 a 80,5500  0,0467 0,6098 95,33 0,7921  0,9991
b 76,5700 0,0778 0,9029 76.70 0,8803  0,9997
4 a 0,2853 0,6262 0,9544 0,0839 1,2720  0,9981
b 0,1191 0,4226 0,9177 0,0861 0,9660  0,9998
a 0,0427 0,6395 0,9704 0,0121 1,2330  0,9990
> b 0,0398 0,7073 0,9738 0,0108 1,1660  0,9993
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Viskoelastické vlastnosti byly testovany u lyofilizovanych tablet la, obsahujicich
0,3 % iota-karagenanu a lyofilizovanych tablet 4a, které misto iota-karagenanu obsahuji
3 % trehalosy. Ostatni slozky tablet jsou stejné (viz. Tab. 2). Z divodu omezeného
celkového mnozstvi lyofilizovanych tablet bylo provedeno jen jedno méteni.

Prubeéh elastického modulu G°, viskdéziho modulu G*‘a fazového thlu & v zavislosti na
rychlostnim spadu je na Obr. 22. Gelovou strukturu obou formulaci dokazuji vyssi
hodnoty elastického modulu nez modulu visk6zniho. Potvrzuje to i hodnota fazového
uhlu, kterd je piiblizn¢ 14°, resp. 7°. V Tab. 15 jsou uvedeny hodnoty relaxacni sily (K*),
relaxacniho exponentu (n*) a meze toku (6). Formulace 1a predstavuje tuzsi gel, vykazuje

nizsi relaxaci a ma vyssi hodnotu meze toku nez formulace 4a.

Elastic modulus Viscous modulus and Phase angle vs Shear strain
2
10 [ T T T oIy LA LR | T L R R | LR ¥ a0

T 80

1 70
1 60

-+ 50

{.) o

10
SERPT)

G' (Pa),G" (Pa)

I 30

T 20

V" (%)

Obr. 22 Zavislost elastického modulu G°, viskozntho modulu G*‘a fazového uhlu o

na rychlostnim spadu (trojuhelnik - formulace 1a; ¢tverec — formulace 4a)
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Tab. 15 Relaxacni sila K* a relaxacni exponent n* a mez toku

K* (Pa-s) n* (-) COTT. 0 (Pa)
Formulace 1a 78.2 0,3928 0,9805 58,7
Formulace 4a 44,6 0,7063 0,9795 36,8

Mukoadhezivita lyofilizovanych tablet byla vyhodnocena pomoci maximalni sily
potfebné k odtrzeni tablety od modelového mucinového podkladu. Porovnani

testovanych tablet je na Obr. 23.
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1,6 1
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=
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‘@
'
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-
©
5 i [
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0,0

1 2 3 4 5

Lyofilizované tablety

Obr. 23 Porovnani mukoadhezivity lyofilizovanych tablet

Vsechny tablety v testu dostatetné¢ adherovaly na mucinovy podklad. Nejvyssi
mukoadhezivitu vykazovaly ptekvapivé tablety 4b obsahujici trehalosu, 1 % makrogolu

300 a 0,5% BPV. Nejniz§i mukoadhezni sila byla naméfena u tablet la

cvwr

S 4

nestandardni hydrataci tablet pfed méfenim zdlvodu jejich Cockovitého tvaru
s vystupkem v centrdlni ¢asti. Vysledek je roznéz ovlivnén vysokou variabilitou hodnot,
protoze bylo k dispozici malé mnozstvi tablet, coz bylo kompenzovano opakovanym

méfenim téhoz vzorku.
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4 ZAVERY

Mucin z prasecich zaludkt, hydratovany pufrem pH 7,4 v poméru 1:5, ma vhodné tokové,
viskoelastické a adhezivni vlastnosti pro pouziti jako modelovy substrat pfi méfeni
mukoadheznich vlastnosti lyofilizovanych tablet.

Formulace urc¢ené k lyofilizaci obsahujici iota-karagenan vykazovaly vyssi viskozitu nez
formulace s trehalosou. Projevil se rovnéz vliv hodnoty pH. Gelovou strukturu, tedy
charakter viskoelastické pevné latky, vykazovaly pouze formulace obsahujici 0,3 % iota-
karagrnanu v prostiedi ¢isténé vody nebo hydrogenfosforecnanu draselného.
Lyofilizované tablety obsahujici iota-karagenan byly viskdzné€jsi nez tablety s trehalosou.
Tyto vysledky koreluji s tokovymi vlastnostmi formulaci pro lyofilizaci. Lyofilizované
tablety s iota-karagenanem ptedstavuji tuzsi gel, vykazuji nizsi relaxaci a maji vyssi
hodnotu meze toku nez lyofilizované tablety stejného sloZeni, které misto iota-
karagenanu obsahuji trehalosu.

Vsechny lyofilizované tablety vykazovaly in vitro dostate¢nou adhezi na mucinovy
podklad. Nejvyssi mukoadhezivitu mély ptekvapivé tablety obsahujici trehalosu, 1 %
makrogolu 300 a 0,5 % Bordetella pertussis vaccine, u kterych byla zjiSténa relativné nizka
viskozita. Lze to vysvétlit lepSim rozprostfenim nize visko6znich vzorkl na podklad.
Realizované experimenty piedstavuji pilotni testy tokovych, viskoelastickych
a mukoadhezivnich vlastnosti lyofilizovanych tablet pro oralni podani vakciny proti
c¢ernému kasli. Nékteré vysledky mohly byt zkresleny omezenym poctem tablet, které
byly pro testovani k dispozici. Pfinosem préce je vytvoreni metodiky testovani pro finalni

formulace v prub¢hu stabilitnich testu.
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