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Abstrakt

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra: Farmaceutické technologie

Skolitel: doc. PharmDr. Barbora Vranikova, Ph.D.

Konzultant: MSc. Andreas Niederquell

Posluchac: Ladislava Helerova

Nazev diplomové prace: Vliv rozpoustédla na dobu rozpadu liquisolid systémi

v podobé¢ tobolek

Podle literatury mohou byt liquisolid (LS) prasky formulovany do podoby
tablet, pelet nebo tvrdych Zelatinovych tobolek. Dostupné zdroje o liquisolid
systtmech vsSak nezvazuji mozné interakce mezi pouzitym nosi¢em a/nebo
rozpoustédlem a obalem tobolky. Nosi¢e mohou adsorbovat vodu z zelatinového obalu
tobolky, a tim zpusobit jeji kichnuti. Na druhou stranu rozpoustédlo mize pronikat do
obalu tobolky a ovlivnit tak jeji celistvost a vlastnosti. Z téchto diivodi byly
pfipraveny a nasledné testovany LS tobolky obsahujici smési slozené z nosice
Neusilinu® US2 (NUS2) a rfiznych mnoZstvi propylenglykolu (PG), polysorbatu 80
(PS 80) nebo disperzi cyklosporinu A (CysA) v téchto rozpoustédlech. Ke studiu zmén
vlastnosti byla u pfipravenych tobolek hodnocena doba rozpadu ve tfech médiich,

diferencialni skenovaci kalorimetrie (DSC) a infradervena spektroskopie (IC).

Ziskané vysledky ukazaly, ze doba rozpadu LS tobolek byla prodlouzena ve
srovnani s tobolkami obsahujicimi pouze NUS2. Piidavek PG a PS 80 mirné
prodlouzil dobu rozpadu, ale u PG bylo prodlouZeni vyrazngjsi, avSak vliv mnozstvi
rozpoustédla na dobu rozpadu zde nebyl pozorovan. Pfidani CysA zplsobilo dalsi
prodlouzeni doby rozpadu tobolky, kdy ufinek modelového léCiva byl patrnéjsi u
disperzi s PG. Navic tobolky obsahujici PG nebo disperzi 1é¢iva v PG vykazovaly
béhem skladovani zménu struktury (méknuti), coz bylo pravdépodobné zpisobeno
penetraci rozpoustédla do téla tobolky. Tyto zmény byly také potvrzeny na IC a DSC.
Ptestoze zde byl pozorovan jisty vliv rozpoustédla a skladovani na vlastnosti tobolek,

vSechny testované tobolky splnily 1€kopisny limit pro dobu rozpadu (30 minut).
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Title of Thesis: The effect of solvent on disintegration time of liquisolid systems in

the form of capsules

According to the literature, the resulting liquisolid (LS) powders may be
formulated into the form of tablets, pellets or hard gelatine capsules. However, the
available resources about liquisolid systems do not consider possible interactions
between the used excipients and capsule shell. Carriers can adsorb the water from the
gelatine capsule and hence cause its brittleness, while the solvent can penetrate the
capsule shell and thereby affects its integrity and properties. For these reasons, LS
capsules containing mixtures of the carrier Neusilin® US2 (NUS2) with different
amounts of propylene glycol (PG), polysorbate 80 (PS 80) or the cyclosporine A
(CysA) dispersions in these solvents were prepared and tested. The disintegration time
in three dissolution media, differential scanning calorimetry (DSC) and infrared

spectroscopy (IR) were evaluated to study the changes in the capsule properties.

The obtained results showed that the disintegration time of LS capsules was
prolonged compared to the capsules containing only NUS2. The addition of PG and
PS 80 increased the disintegration time, that was more pronounced for PG. However,
the solvent amount did not affect the disintegration time. The addition of CysA caused
further prolongation in capsule disintegration, whereas the effect of the model drug
was more evident for the dispersions with PG. In addition, capsules containing PG or
PG dispersions showed a change in the structure (softening) during the storing, which
was probably caused by solvent absorption. These changes were also confirmed by IR
and DSC. Even though the effect of storage on the capsules was observed, all tested

capsules fulfilled the pharmacopeial limit for the disintegration time (30 minutes).



Cile diplomové prace

Tato prace vznikla na zéklad¢ vysledkti hodnoceni rychlosti uvoliiovani 1é¢iva
cyklosporinu A z liquisolid systémli v podobé tvrdych zelatinovych tobolek v
biorelevantnim médiu simulujicim prostfedi tenkého stfeva na la¢no (FaSSIF).
Liquisolid systémy byly pfipraveny za pouziti riznych rozpoustédel (Transcutol® HP,
polysorbat 80, propylenglykol a makrogoly 200 a 400), pficemz disolu¢ni zkouska
odhalila vyrazné rozdily v uvoliiovani modelového 1éCiva s ohledem na pouzité
rozpoustédlo. Z tohoto diivodu je cilem experimentalni ¢asti této diplomové prace
zjistit, jak koncentrace a typ rozpoustédla, nasledné 1 ptidavek 1é¢iva cyklosporinu A
ovlivni dobu rozpadu tobolek naplnénych liquisolid praskovou smési. Liquisolid
prasky se vytvofi smisenim nosi¢e Neusilinu® US2 s propylenglykolem,
polysorbatem 80 nebo disperzi cyklosporinu A v téchto rozpoustédlech. Soucasti prace
je 1 vyhodnoceni vlivu skladovani liquisolid tobolek na dobu rozpadu, kterd bude
hodnocena ve tfech médiich (Cisténé vodé¢, biorelevantnim médiu simulujicim
prostifedi zaludku a biorelevatnim médiu simulujicim prostfedni tenkého stfeva).
K vyhodnoceni vzniku ptipadnych interakci mezi liquisolid praSkem a télem tobolky

se vyuZzije infracervena spektroskopie a diferencidlni skenovaci kalorimetrie.

S ohledem na zaméfeni experimentalni Casti prace, se teoretickd ¢ast zabyva
popisem liquisolid systémut a jejich pfipravou, mechanismy zvySovani biologické
dostupnosti u téchto systémi, jejich vyhodami a nevyhodami a pomocnymi latkami,
které se béhem ptipravy pouZzivaji (net€kava rozpoustédla, nosice, obalovaci material).
Jedna kapitola je vénovana také Zelatinovym tobolkam, jejich pfipravé a moznostem

interakci mezi obalem tobolky, rozpoustédlem a nosi¢em.



Seznam symbolu a zkratek
CysA
DSC

FaSSGF

FaSSIF

LF
LS
LSPS

LSS

NUS2
PEG
PG

PL

Cyklosporin A
Diferencialni skenovaci kalorimetrie

Uméla zaludecni st'ava simulujici prostiedi
,halacno* (z anglického Fasted State

Simulated Gastric Fluid)

Um¢la stievni §t'ava simulujici prostiedi
»halaéno* (z anglického Fasted State

Simulated Intestinal Fluid)

Hypromelosa (hydroxypropylmethylcelul6za)
Infrac¢ervena spektroskopie

Lécivo, 1é¢iva

Lékova forma

Liquisolid

Liquisolid praskové smési

Liquisolid systémy, systémy kapalina v pevné

fazi

Molekularni hmotnost (z anglického molecular

weight)

Neusilin® US2

Makrogol (polyethylenglykol)
Propylenglykol

Pomocna latka



PS 80

SEM

SSA

Tg

Polysorbat 80

Elektronova skenovaci mikroskopie (z

anglického scanning electron microscopy)

Specificky mémy povrch (z anglického

specific surface area)

Teplota skelného pfechodu (z anglického the

glass transition temperature)
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1 Uvod

Pro pacienty je nejvice vyhovujici a pohodIné pfijimat 1éCiva usty. Z tohoto
diivodu je peroralni cesta nejsnazsim a hlavnim zptisobem podavani LC do organismu.
Biologicka dostupnost fady 16¢iv (LC) po peroralnim podani je viak ¢asto limitovéna

jejich nizkou rozpustnosti ve vodném prostiedi. '

Existuji vSak rizné technologické metody a finalni 1ékové formy (LF), které
mohou v koneéném dasledku urychlovat rozpousténi takovychto LC, popiipadé
zlepsovat jejich absorpci. K témto metoddm se tadi naptiklad ptiprava
samoemulgujicich systému, mikronizace l1é€iva, formulace liquisolid systému (LSS,
systémy kapalina v pevné fazi), piiprava pevnych disperzi, vyuziti kosolventti, vznik
cyklodextrinovych komplexd, zména pH a tada dalSich. Diky témto metodam,
popiipadé LF mizeme dosahnout pozadované koncentrace LC v systémovém obé&hu,

¢imz dochazi k nastupu samotného farmakologického téinku.?

Ptiprava LSS je nové, moderni a slibna metoda, ktera mize pozmeénit rychlost
rozpousténi LC nerozpustnych & omezené rozpustnych ve vodném prostiedi, a tim
ovlivnit jejich biologickou dostupnost. Principem LSS je nasorbovani LC v kapalné
podobé (roztok, suspenze nebo emulze) na porézni nosi¢. Prevedeni LC do kapalné
formy probihé jeho smisenim s rozpoustédlem s poZadovanymi vlastnostmi. Pouzité
netékave, zpravidla hydrofilni rozpoustédlo snizuje povrchové napéti mezi disoluénim
médiem a povrchem lékové formy (LF), ¢imZ dojde ke zrychlenému uvoliiovani LC

z LF a nasledné ke zvyseni jeho biologické dostupnosti.'-
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2 Teoreticka cast
2.1 Systémy kapalina v pevné fazi (LSS)

Liquisolid systémy jsou charakterizovany tim, ze se v nich 1é¢ivo nachdzi
v kapalné fazi (disperze LC v rozpoustédle), kterd je navazand na porézni pevné
Castice nosi¢e (napiiklad mikrokrystalickd celuléza, oxid kfemicity) za vzniku

suchého a volné tekouciho pragku.>*

Pfedchiidcem LSS byly tzv. praskové roztoky, které se piipravovaly
inkorporaci roztokii LC v netékavych rozpoustédlech misitelnych s vodou do struktury
nosice s velkym povrchem ¢astic. Limitaci vSak byla nemoznost jejich pfemény do
jiné nez praskové podoby, jelikoz vlastnosti praskovych roztokii neumoznovaly jejich
lisovani do tablet. Z tohoto diivodu se vyvinula nova a vylepsena technika v podobé
ptipravy LSS, kteréd diky vzniku suchého, voln¢ tekouciho, neptilnavého, a predevsim
lisovatelného prasku dalsi zpracovani do LF (plnéni do tobolek, lisovani do tablet)

umoznila.'»
2.1.1 Priprava LSS

Ptiprava LSS probiha v n€kolika krocich, které jsou schematicky zobrazené na
Obrazku 1. Nejprve se LC rozpusti nebo disperguje ve vhodném netékavém
rozpoustédle, ¢imz dochézi ke vzniku roztoku, suspenze &i emulze LC o pozadované
koncentraci. Poté se pfipravena disperze sorbuje na pfesné¢ vypocitané mnozstvi
nosice. Nosi¢ by mél byt idealné vysoce porézni s velkym povrchem a disponovat
dostateCnymi absorpcnimi vlastnostmi. Vysledna, ¢asto jesté vlhkéa smes je pfeménéna
pfidanim obalovaciho materidlu na suchy, nepfilnavy, volné tekouci a snadno
stlacitelny prasek. K tomuto liquisolid prasku je dale mozné ptidat ostatni pomocné
latky jako jsou mazadla, rozvoliovadla, pojiva a dalsi v zavislosti na poZadované

koneéné LF, kterou mohou byt tablety, tvrdé Zelatinové tobolky nebo pelety. >

12



l&civo

kapalna m—
roztok, suspenze ] forma
nebo emulze
o lééiva
rozpoustédlo
g7 i s : disperze nasorbovana
koneéna LF liquisalid systém ..
na nosici
_ J‘H'I . - -_-'_/-ia‘,’l
pfidani pomocnych pfidéni obalovaciho
latek materialu

Obrazek 1: Schematické znazornéni pripravy liquisolid systémii’
2.1.2 Mechanismy zvySovani biologické dostupnosti LSS

Pro LC formulované do podoby LSS existuje nékolik zédkladnich mechanismi,
které vysvétluji zvySeni biologické dostupnosti 1é¢iv. Prvnim znich je, Ze se
rozpusténé LC ve formé disperze nasorbuje na cely povrch nosi¢e. Tim dojde
k jeho snaz§imu uvoliovani z LF. Navic, diky pouziti hydrofilniho rozpoustédla,
které pfevede LC do rozpuiténé formy, dochdzi ke zvySeni smécivosti
finalni LF hydrofilnim disoluénim médiem, poptipadé hydrofilnimi tekutinami
gastrointestinalniho traktu. AvSak nejzdsadnéjSi pro zvySovani biologické
dostupnosti pomoci LSS je piitomnost LC ve zpravidla rozpusténé formé, diky které
se po podani nemusi v organismu rozpoustét, ¢imz je LC ihned dostupné k absorpci

skrze sliznice gastrointestinalniho traktu do systémového ob&hu.>?
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2.1.3 Vyhody a nevyhody LSS
2.1.3.1 Vyhody

Pro liquisolid systémy byla popsana fada vyhod, mezi které patfi:

e Jednoduchost metody, relativné nizké vyrobni ndklady a potencial
vyuziti ve farmaceutickém priimyslu.?

e Minimalizace vlivu pH na rychlost uvoliiovani LC.?

e Lze je pouzit pro fizené, konvenéni i zrychlené uvoliovani LC.>*
Prodlouzeného uvoliiovani je mozné dosdhnout pouzitim hydrofobniho
nosi¢e jako je napf. Eudragit®RL a RS nebo pomoci retardaéni
pomocné latky jako je napf. hypromelosa (HPMC).

e Koncové zpracovani je podobné jako u konvenénich LF (lisovani

tablet, pInéni do tvrdych Zelatinovych tobolek).?
2.1.3.2 Nevyhody
Mezi hlavni limitace této metody patii:

e Pozadavek na vysokou rozpustnost LC v netékavém rozpoustédle
v piipadg, Ze je pouzit roztok lé¢iva.’

e Béhem lisovani LS (liquisolid) praski do podoby tablet mize dochéazet
k vytlatovani kapaliny (tzv. liquid squeezing-out fenomén), ¢imz
tablety ziskaji nevyhovujici vzhled a nedostatecnou mechanickou
odolnost (pevnost, odér).>

e Hlavni limitaci je pouZiti vysoké davky nerozpustného LC.° Vyssi
davky 1é¢iv vyZzaduji pro prevedeni 1éCiva do kapalné formy vétsi
mnozstvi rozpoustédla, coz se promitne 1 do vys$S§iho mnozstvi pevnych
pomocnych latek (nosice, obalovaciho materidlu). To nésledné vede
ke zvySeni hmotnosti tablety nad limit, kdy je mozné LF
bezproblémové spolknout. Tento problém lze do jisté miry vyfesit
pouzitim nosi¢i s velkym povrchem a vysokou sorpéni schopnosti

(napf. mezoporéznich silikatt).>¢*
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2.1.4 Pomocné latky pro pripravu LSS

Hlavnimi pomocnymi latkami pii pfipravé LSS jsou: netékava rozpoustédla,
nosice a obalovaci materialy. Kromé téchto specifickych pomocnych se vyuzivaji také
klasické pomocné latky, které jsou bézné pouzivany u konvencnich LF, jako napiiklad

plniva, pojiva, kluzné latky, mazadla, antiadhezivni latky, rozvoliiovadla a dalsi.?
2.1.4.1 Netékava rozpoustédla

Pti ptipravé LSS se zpravidla vyuzivaji inertni rozpoustédla, kterd
jsou hydrofilni povahy a jsou tudiz velmi dobfe misitelnd s vodou, maji
vysoky bod varu a dostate¢nou schopnost solubilizovat 1é¢ivo.>! Mezi net&kava
rozpoustédla, kterd se nejvice vyuzivaji pii ptipravé LSS patii kapalné makrogoly
(PEG 200-600), polysorbaty (oxyethylenované estery vysSich mastnych kyselin,
tweeny), propylenglykol (PG), poloxamery ¢&i glycerol.?

Rychlost uvolitovani LC z vysledného LSS zavisi z velké ¢asti na volbé

311 jak dokazuje napt. studie Gubi et al.'? V této studii byla

konkrétniho rozpoustédla
zkoumédna moZznost zvySeni rozpustnosti ve vod¢ Spatné rozpustného bromhexinu
hydrochloridu pomoci LSS. LSS byly pfipraveny za pouziti rozpoustédel PG a
PEG400. LSS s PG vykazoval rychlejsi uvoliovani IéCiva nez LSS
s obsahem PEG 400. Vliv by na to mohla mit rozdilnd rozpustnost bromhexinu
v riiznych rozpoustédlech, ktera je v PEG 400 nizsi nez v PG.!? Vliv typu rozpoustédla
na rychlost uvoliiovani 1é¢iva byl prokazan také ve studii Mahajan et al.'*, kde byla
zkoumana net€kava rozpoustédla PG, PEG 200 a PEG 400. Snahou bylo zjistit, které
z rozpoustédel je nejlepsi volbou pro zrychleni uvoliiovani 1é€iva glipizidu z LS tablet.
Vysledky ukézaly, Ze ptiprava LSS obecné vedla k rychlej§imu uvolnovani 1éc¢iva,

nicméné rychlost se zvySovala v pofadi PEG 400> PEG 200>PG."?

2.1.4.2 Nosice

Pro ziskani suchého prasku z kapalné formy LC hraje hlavni roli volba nosice.
Nosice disponuji svymi jedineCnymi vlastnostmi, av§ak kazdy z nich by mél mit urcité
shodné vlastnosti jako jsou: vhodna porozita, dostate¢nd sorp¢ni kapacita a snadnost

zapracovani béznymi postupy do vysledné LF. Dale by nosice meély byt bez

15



negativniho dopadu na stabilitu LC, a to i béhem skladovani. Nosi¢e by nemély branit
kompletnimu uvoliiovani LC v organismu. V neposledni fadé by mély mit nulovou

toxicitu. 14

Vybér vhodného nosice pro ptipravu konkrétnich LSS pak zavisi predevsim na
stlacitelnosti, tokovych vlastnostech, sorpcni kapacité a na velikosti specifického
mérného povrchu (SSA, z anglického specific surface area). Cim vy$§i mé nosi¢ SSA,

tim vy$§i je faktor zatizeni kapalinou. 81415

Na zakladé chemické struktury 1ze nosice rozdélit do étyt kategorii:®

1) celuldza a derivaty celulozy (mikrokrystalicka celuloza, HPMC),

2) sacharidy (laktoza, skrob) a cukerné alkoholy (sorbitol),

3) silikaty (oxid kfemicity, magnesium aluminometasilikat, kaolin, diosmektit
a mezoporézni silikaty),

4) ostatni (bezvody hydrogenfosforecnan vapanety, polymethakrylaty,

uhli¢itan hotecnaty).

Ve studii Hentzschel et al.'* byly zkoumény nosi¢e mikrokrystalicka celuléza,
magnesium aluminometasilikét, granulovany bezvody hydrogenfosfore¢nan vépenaty,
koloidni oxid kifemicity a kfemicitan vapenaty. V této studii bylo zjisténo, ze SSA
a struktura zkoumanych latek se od sebe vyznamné 1i8i. Napiiklad SSA
hydrogenfosforeénanu vépenatého (32 = 1 m?/g) je 32x vyssi neZ u mikrokrystalické
celulozy (1 £ 0 m?/g). Sféricky, granulovany hydrogenfosfore¢nan vipenaty vykazuje
vysokou poréznost, zatimco mikrokrystalickd celuloza ma hladky povrch. Silikaty
poskytuji nejvyssi SSA ze vSech zkoumanych latek. KiemicCitan vapenaty svoji
krystalickou strukturou a velkymi mikropéry ma SSA 142 + 7 m?/g, zatimco koloidni
oxid kiemicCity s volnymi aglomeraty tvofenymi Casticemi o velikosti nanometri
odpovida SSA 201 + 7 m?/g. Zdaleka nejvy$si hodnotu SSA méi magnesium
aluminometasilikat (339 + 1 m%/g), ktery se pfipravuje sprejovym susenim, jehoZ
vysledkem jsou sféricky tvarované, porézni a ultralehké granule. Pfidanim kapalného
lé¢iva (tokoferol acetat) se u mikrokrystalické celulozy, hydrogenfosfore¢nanu
véapenatého a magnesia aluminometasilikatu zlepsily tokové vlastnosti. Kapalné LC je

zpocatku adsorbovano na povrch nosice, kde je nasledné pokryto koloidnim oxidem
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kfemicitym jako obalovacim materidlem, coz vede k ¢asticim s lepSimi tokovymi

vlastnostmi diky sniZeni mezi¢asticovych sil.'?
2.1.4.3 Obalovaci materialy

Obalovaci materialy maji velmi jemné, v praméru 10 az 5 000 nm velké
Castice, které absorpci ptebyte¢né kapaliny z povrchu nosice vedou ke vzniku suchého,

nepfilnavého a volné tekouciho prasku.’

Nejbéznéji pouzivanym obalovacim materidlem je koloidni oxid kiemicity
(Aerosil®200, Cab-O-Sil® MS5), dale amorfni silikagel (Syloid®, Sylysia®),
granulovany oxid kiemicity (Aeroperl®), aerogel oxidu kiemi¢itého, praskova forma
magnesia aluminometasilikatu (hlinitokfemi¢itan hofeénaty, Neusilin®, Pharmsorb®,

Veegum®) a kfemicitan vapenaty (Florite®).5®

Ve studii podle Hentzschel et al.!® byly zkoumény obalovaci materialy koloidni
oxid kiemicity, magnesium aluminometasilikat a kfemicitan vapenaty. Nahradi-li se
koloidni oxid kfemicity za magnesium aluminometasilikat nebo kiemicitan vapenaty
dochazi k navySeni tzv. absorpéniho faktoru, tedy mnozstvi kapalného 1é¢iva, které je
mozné do LSS zapracovat. Obsah kapaliny lze pak zvysit az o 55 %, kdy zlstane

zachovana pfijatelna pevnost (dobré tabletovaci vlastnosti).'
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2.2 Tobolky

Tobolky lze na zéklad¢ fyzikalnich vlastnosti rozd¢€lit na dva hlavni typy: tvrdé
a mekké tobolky. Tvrdé i mekké tobolky jsou zpravidla vyrabény z gelujicich latek
napt. zivoc¢isnych proteinti (zelatina), rostlinnych polysacharidi a jejich derivati
(karagenan, alginat, modifikované¢ formy Skrobu a celulozy (HPMC)) a dalsich

polymernich latek napt. polyvinylalkoholu.!®!”

Mezi vyhody pouziti tobolek patii:'’

e maskovani nepfijemné chuti a zapachu,

e jednoduchost podavani do organismu,

e snadnd polykatelnost, diky tomu, ze se pii kontaktu se slinami stdvaji
kluzkymi,

e v porovndni s tabletami se pouzivd mén¢ pomocnych latek,

e tobolka je fyziologicky inertni a rychle se travi v gastrointestinalnim traktu,

e manipulace s nimi je lehka a nabizi moZnost pouZzit pomocné latky, které obal

tobolek zakali, popiipad¢ zabarvi, a tim poskytovat ochranu pted svétlem.

Mezi nevyhody tobolek patii problematika hygroskopickych 1é¢iv a
pomocnych latek (PL), které absorbuji vodu z tobolky, coz zplsobi jeji kiehkost,
takova 1é¢iva a PL nejsou pro plnéni do tobolek vhodna, dale také nejsou vhodné
koncentrované roztoky 1éciv, které vyzaduji predchozi fedéni, protoze pii peroradlnim

podavéni vedou k podrazdéni zaludku.!”
2.2.1 Mékké Zelatinové tobolky

Mekke Zelatinové tobolky jsou jedine¢nou lékovou formou, ktera byla ptivodné
vytvofena k maskovani nepfijemné chuti a zapachu lécivych latek. Jedna se o tobolky,
které se skladaji ze dvou hlavnich komponent, a to Zelatinového obalu a naplné. Jsou
pramyslové plnény nevodnymi kapalnymi, popiipadé polotuhymi latkami ¢i zcela
ojedinéle suchymi prasky a nasledné jsou hermeticky uzavieny. Zelatinovy obal je
primarné sloZen z Zelatiny, zm&kcovadla a vody. Jako zmekcovadlo se pouzivaji

polyoly s vysokym bodem varu, jako je glycerol a sorbitol. Kromé toho mtize také
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obsahovat stabilizatory (napf. agar, arabskou klovatinu, karagenan, tragant'®), barviva
(napf. synteticka barviva — slune¢ni zlut’, chinolinova zlut’, erythrosin, tartrazin,
indigo, dale pigmenty — oxid Zeleza, oxid titaniCity a pfirodni barviva — beta-karoten,
riboflavin, kurkumin'®2%), konzervanty (napt. benzoan sodny, chlorhexidin-diacetat,
parabeny'®), latky zpGsobujici zakaleny vzhled tobolek (napf. oxid titani¢ity'?),
pfipadné chutova korigencia (nap¥. matovou, skoficovou & pomeran¢ovou silici’!) a

1'8, steviosid, aspartam?").

sladidla (napt. mannitol, sorbitol, xylitol, sacharin sodnou st
V porovnani s tvrdymi zelatinovymi tobolkami maji obvykle silngjsi obal a typicky
vykazuji 1 vys$si stupenn elasticity, kvali vétSimu mnozstvi pfidaného zmékcovadla
vzhledem k obsahu Zelatiny. Zelatinovy obal miZe byt dale potazen vhodnym
obalovacim materidlem jako je napiiklad celuloza acetat ftalat, kterd zajisti fizené

enteralni uvoliiovani.!617-22:23

2.2.1.1 Priprava mékkych Zelatinovych tobolek

Mg¢kké tobolky jsou vytvoteny, plnény a uzavieny soucasné v jedné operaci,
coz je z diivodu pfipravy gelové hmoty a naslednému suseni ¢asové velmi ndrocny
proces, ktery miize trvat 2 az 5 dni. Pro pfipravu méekkych Zelatinovych tobolek
existuje n¢kolik postupt, a to deskovy, rotaéni matricovy a recipro¢ni lisovaci proces.
Nejvice se v primyslu vyuziva rotacniho matricového procesu, kdy se dva Zelatinové
pasy, které jsou na rotacnich valcich, postupné k sob& ptiblizuji. V okamziku, kdy
dojde ke spojeni obou pasu Zelatiny dojde ke vstiiknuti naplné do kapsy, kterd se
z past vytvorila. Nasledné je kapsa tlakem a teplem vytvofenym z otacejicich se valct
uzaviena. Vytvorené tobolky mohou byt shromazd’'ovany v chladici 1dzni, aby se
zabranilo vzajemnému piichyceni tobolek. Poté, co jsou tobolky vytvotfeny, dochéazi
k jejich suSent, kdy je odstranéna vétSina vody, to vede k tobolkam s obsahem vlhkosti
okolo 4-10 %. Deskovy proces spociva v umisténi Zzelatinového platu na desku
obsahujici kapsy (z anglického pockets). Kapsy jsou naplnéné kapalinou nebo pastou.
Ptes naplnéné kapsy se piida dalsi Zelatinovy plat a pod lisem se vytvaruji a vystiithnou
tobolky. Recipro¢ni lisovaci proces vyuZziva tfech soucasti, a to méficiho vélce,
lisovaciho véalce matrice a uzaviraciho valce. Jak se méftici valec a lisovaci valec
matrice otaceji, jsou odmeétené davky zelatiny pieneseny do kapes v matrici lisovaciho

valce. Pokracuje rotace naplnéné matrice lisovaciho vélce, kterd se postupné sbiha
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s rotujicim uzaviracim valcem, kde je nanesen druhy plat zelatiny k vytvofeni druhé
poloviny tobolky. Tlak vyvinuty mezi lisovacim valcem a uzaviracim véalcem utésni a

vyfizne tobolky.!7-2%2°

2.2.2 Tvrdé zelatinové tobolky

Tvrdé zelatinové tobolky jsou obvykle Ciré, bezbarvé a v podstaté bez chuti.
Jsou k dispozici v mnoha velikostech a stejn¢ jako mekké tobolky jsou schopny
maskovat nepfijemnou chut’ ¢i zapach 1écivych latek. Jedna se o tobolky, které jsou
sloZzeny ze dvou dili valcovitého tvaru, které jsou na jednom konci uzavieny. Kratsi
dil se nazyva ,,vicko* a nasazuje se ptes otevieny konec delsiho dilu, ktery se oznacuje

jako ,,t&lo* tobolky (Obrdzek 2).1%17:26

-
Vicko —— m

-
3

Télo —

\

N/

Oteviena Zavrena

Obrazek 2: Vicko a télo tobolky *°

Zelatinova tobolka je primarné slozena ze smési Zelatiny, glycerolu a vody.
Kromé toho mtize také obsahovat barviva a latky zplisobujici zakaleny vzhled tobolek.
V porovnani s mékkymi Zelatinovymi tobolkami maji obvykle tenci obal a jsou
typicky tuzsi. Jako zmékcovadlo zde plisobi voda a obvykle obsahuji 13-16 % vlhkosti.
Poté, co jsou tobolky vyrobeny je diilezité, za jakych podminek jsou skladovany.
Pokud jsou v prostiedi s vysokou relativni vlhkosti, mize dojit k deformaci tvrdého
obalu tobolky. V opacném piipad¢, kdy je prostfedi extrémné suché, mohou tobolky

prilis kiehnout a béhem manipulace se mohou rozpadnout.!®17-22:26
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Tvrdé zelatinové tobolky se zpravidla dodavaji prazdné, ptipravené k plnéni
nejcasteji suchymi prasky ¢i peletami. Diky vyvoji a novym moznostem technického
vybaveni v poslednich letech, se specialni Zelatinové tobolky (LICAPS™, Obrdzek 3)
mohou pouzivat i pro plnéni kapalnymi ¢i polotuhymi latkami. Tvrda Zelatinova
tobolka vyuZzivana pro plnéni kapalinami je slozenim shodna s tobolkou pouzivanou

pro plnéni pragky.?22426

primarni bariéra

tésnici oblast
esnicli oblas I O O

bez
vzduchovych
kanalka

zarezy

Obrazek 3: tobolka LICAPS™ 26
2.2.2.1 PInéni a uzavirani tvrdych Zelatinovych tobolek

Tvrdé zelatinové tobolky se vyrabi v samostatné operaci a jsou dodavany
prazdné, ur€ené k dalSimu pouZiti (naplnéni). Tim se proces od samotného plnéni,
uzavirani aZ po zabaleni tobolek stdva mnohem kratsi, zpravidla pouze 6 aZ 8 hodin,
oproti ptipravé mékkych tobolek. V souCasnosti se pouZivaji moderni automatické
stroje na plnéni tvrdych Zelatinovych tobolek, které dokazou naplnit az 200 000
tobolek za hodinu a jsou také schopny plnit n€kolik riznych latek béhem jednoho
procesu. V jedné operaci stroje na plnéni tvrdych tobolek sefadi a upravi tobolky,
oddéli télo a vicko, tobolku naplni a opctovné spoji ob& casti dohromady.
Vysokorychlostni plnici stroje pro pevné latky pouzivaji dva hlavni principy plnéni

oznacované jako typ davkovade a typ ddvkovaciho disku (péchovani).?>242¢
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Typ davkovace vyuziva davkovaci trubici, ktera se ponoii do praskového loze
a prendsi napli do téla tobolky. Typ davkovaciho disku je zalozen na plnicich
komorach, které jsou vyvrtany do davkovaciho disku. Prasek proudi do plnicich
komor, kde nasleduje mirné stlaceni prasku péchovadlem, které se opakuje pétkrat,
nez je napln prenesena do téla tobolky otvorem péchovaciho disku. Béhem vyroby a
baleni se obecné zvysSuje tlak uvnitf tobolek v dasledku rychlosti uzavirani a
mechanického naméhani, coz ¢asto vede k tobolkam rizné délky a nebezpeci prasknuti
po naplnéni. Z tohoto divodu byly u tobolek zavedeny dvé obvodové drazky
(Obrdazek 4, bod 3), jedna umisténd kolem téla tésné pod jeho okrajem a dalsi kolem
vicka tésné pod horni ¢asti, aby doslo pfi stlaceni vicka a téla tobolky k zablokovani
jejich polohy, coz zajisti pevné uzavieni naplnénych tobolek a zarovei i jejich stejnou
délku. Tyto drazky vSak nevytesi problém piepravy prazdnych tobolek, kdy mtze dojit
k otevieni tobolky. Tento problém vyzadoval vynalez zafezu na vicku (Obrazek 4,
bod 2), ktery umoziuje docasné uzavieni obou dilti. Tobolka je tak béhem piepravy

bezpecné zaviena, ale plnici nastroj ji dokaze snadno oteviit.?

Uzaviena

Docasné

U uzaviena

Oteviena

1. Zkoseny okraj zabrafiuje promacknuti a rozdéleni.
2. Zafez zabrariujici pfedéasnému otevieni tobolky.

3. Draiky bezpecné uzaviou naplnénou tobolku.

Obrazek 4: Uzavieni tobolky
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Jak jiz bylo feceno vyse, tobolky jsou zpravidla plnény prasky, granulaty ¢i
peletami, takto naplnéné tobolky stdle predstavuji vétSinu tvrdych zelatinovych
tobolek dostupnych na trhu. AvsSak historicky byly prvni tvrdé Zzelatinové tobolky
vyvinuty pro kapalna 1éciva. Diky zelatinové tobolce bylo mozné formulovat novou
LF pro kapalny balzdm copaivae, ktery byl uzivany béhem napoleonskych valek jako
1€k na cévni onemocnéni. Soucasné automatické stroje pro plnéni tvrdych Zelatinovych
tobolek horkymi nebo studenymi kapalinami, poptipadé polotuhymi latkami obvykle
davkuji népln objemové. Pristroje pro plnéni tobolek vysoce viskoznimi materialy
pracuji na principu vytlacovani naplné valcem piimo do téla tobolky. Alternativni
ptistroj pro plnéni kapalnych latek funguje na principu plnéni horkych materiala
vysokym tlakem pomoci ¢asové fizenych pneumatickych ventili. Existuji dva bézné
pouzivané pramyslové zplsoby uzavirdni tobolek, které jsou plnéné kapalinami,
popiipad¢€ polotuhymi matridly. Prvnim a star§Sim z nich je takzvané paskovani, ve
kterém se pouzije zelatinovy pas k prekryti mista mezi vickem a télem tobolky.
Tobolky se jednou nebo dvakrat ptejedou koleCkem, které se toci v zelatinové 1azni.
Vroubkované kolecko nabere mnozstvi zelatiny a nanese ji na spojeni mezi vickem a
télem. Tobolky poté zlistavaji v nosi¢ich k ususeni. Jedna se v§ak o pomérné Casove a
finanén¢ naro¢ny proces. Druhy, nové€jsi a snadnéj$i zpisob uzavirani spociva
v naneseni hydroalkoholového roztoku mikrosprejem, ktery rovnéz piekryje misto
mezi vickem a télem tobolky. Metoda vyuZzivad nizké povrchové napéti roztoku
ethanol/voda, které umoziluje rychlé pronikéni roztoku do piekryti mezi télem a
vickem. Roztok ethanol/voda mirné€ rozpusti zelatinu mezi vickem a té€lem, ktera taje
beéhem mirného zahtivani (40-60 °C) po dobu kratsi, nez je jedna minuta, aby doslo ke

spojeni obou vrstev Zelatiny.?>?4%6

2.2.3 Interakce v tvrdych Zelatinovych tobolkach

Oblast kontaktu mezi télem a kapalnou néaplni je vétSi nez v piipadé tvrdé
zelatinové tobolky, kterd je plnéna pevnou latkou. Z tohoto divodu je dalezité provetit
potencial pro interakce mezi naplni a télem tobolky (kompatibilita pomocnych a
1éCivych latek s tvrdou zelatinovou tobolkou). K hlavnim faktoram, které ovliviiuji
dlouhodobou stabilitu tobolek patii predev§im uc€inky vlhkosti, rozpustnost polymeru

pouzitého pro piipravu tobolky (nejcastéji Zelatina) a fyzikalni vlastnosti ndplng.?>>*
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2.2.3.1 Utinky vlhkosti

Tvrdé zelatinové tobolky obsahuji 14-16 % vody (vlhkosti). Pokud by byl do
tobolky naplnén hygroskopicky material, mohlo by dojit k vyextrahovani vody z obalu
tobolky, a tim by se vyvolalo jeji kiechnuti. Potencial k tomuto jevu se kontroluje
skladovanim 10 tobolek naplnénych testovanym materidlem v exsikatoru ve
vzpiimené poloze po dobu 1, 2 a 4 tydni, za riznych podminek relativni vlhkosti, ktera

je v rozmezi od 2,5 do 65 %.2224%

2.2.3.2 Rozpustnost polymeru pouzitého pro pripravu tobolky

Hlida se i potencial vzniku interakci mezi kapalnou naplni a télem tobolky,
které mohou vést az k rozpusténi Zelatinového obalu. Pomocné latky, jako jsou PEG,
polysorbat, hydroxypropylcelul6za nebo polyvinylpyrrolidon nachazejici se v kapalné
naplni, mohou mit nebo u nich muize béhem skladovani vznikat nizka hladina
aldehydii.”® Aldehydicka funkéni skupina ma potenciél zesitovat Zelatinu, a tim ménit
rozpustnost polymeru, coz vede ke zpozdénému rozpousténi. Potencidlni interakce
mezi néplni a Zelatinovym obalem se daji ovéfit tim, Ze se tobolky naplni testovanym
materidlem a jsou skladovany v uzavienych lahvich z polyethylenu o vysoké hustoté
pii 40 °C a relativni vlhkosti 75 % po dobu az Sesti mésicti. Po uplynuti testované doby
se tobolky vyprazdni a vy¢isti. Pro vyhodnoceni se pouziva acetaminofen, ktery zde
pusobi jako referencni material. Acetaminofen je naplnény do vyprazdnénych tobolek,
které byly predtim skladovéany po testovanou dobu a stanovuje se rychlost uvoliiovani
lé¢iva. Porovnani profild rychlosti uvoliiovani acetaminofenu z tobolek, které pfedtim
obsahovaly testovany material a z referencnich tobolek, mtze indikovat potencialni

interakce mezi naplni a obalem tobolky.?*?*%

2.2.3.3 Fyzikalni vlastnosti naplné (teplota, viskozita)

Dtlezitymi faktory, na které je potfeba béhem plnéni tobolek kapalinami
myslet, jsou teplota a viskozita. V ptipad¢, ze je naplni suspenze, je nezbytné sledovat
i velikost ¢astic suspendovaného LC, pii¢emz doporudena velikost ¢astic je pod

50 pum. 2224
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Tvrdé zelatinové tobolky mohou byt plnény newtonskymi kapalinami jako jsou
oleje, tixotropnimi ¢i reopektickymi gely nebo polotuhymi matricemi pii zvySenych
teplotach, ve kterych je ucinna latka bud’ rozpusténa nebo suspendovéna jako jemna
disperze. Tyto kapaliny jsou vyhodné zejména kviili tomu, Ze zelatina ve studené vodé
bobtna a pti zahtati nad 40 °C se rozpousti. Zaroven je nutné, aby slozeni formulace
plnéné do tobolek bylo kompatibilni s zelatinou. U tvrdych Zelatinovych tobolek by
teplota neméla piesdhnout 70 °C a viskozita by béhem davkovani méla byt mezi
0,1-1 Pa.s. Pokud je viskozita pfiliS nizkd, mohou se béhem vyrobniho procesu
tobolek pfi rozstiikovani zelatiny objevit kolem dévkovaci trysky pouzdra, kterd by
mohla kontaminovat oblast piekryti mezi télem a vickem tobolky. Tim by mohlo dojit
k zabranéni vytvofeni dobrého tésnéni, popiipadé¢ by mohlo dojit k nesourodému
naplnéni tobolek. Latky, které se plni tepelné¢ zmé&kcené by mély byt v rozmezi
26 — 70 °C, protoze tvrdé zelatinové tobolky toleruji roztavené latky do 70 °C. Pti

vysSich teplotach Zelatina denaturuje.!8-22-2430-32

2.2.3.4 Kompatibilita

Pomocné latky, které lze z hlediska kompatibility s Zelatinovym obalem
povazovat za vhodné pro formulaci kapalnych a polotuhych latek do tvrdych

zelatinovych tobolek, jsou rozdéleny do ti skupin:**

e Lipofilni kapalnd vehikula (napf. ricinovy olej, bavlnikovy ole;j,
araSidovy olej, kukufi¢ny olej, olivovy olej, sezamovy olej, s6jovy olej
a slune¢nicovy olej)

e Polotuha lipofilni vehikula (napt. hydrogenovany ricinovy, arasidovy,
bavilnikovy, palmovy a sdjovy olej) a modifikatory viskozity pro
lipofilni kapalna vehikula (aerosil, cetylstearylalkohol, cetylalkohol,
glycerylbehenat, glycerylpalmitostearat a dalsi)

e Solubilizac¢ni ¢inidla, povrchové aktivni latky, emulgatory a enhancery
absorpce (kapryol 90, lauroglykol 90, PEG (polyethylenglykol)
Mw>4000 (molekuldrni hmotnost), poloxamer 124 nebo 188,

polysorbat 80 a dalsi)
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Biologickou dostupnost 1é¢iv $patné€ rozpustnych ve vodném prostiedi lze
zlepsit tim, Ze se 1é¢ivo naplni v kapalné nebo polotuhé formé do mekkych, poptipadée
1 tvrdych zelatinovych tobolek. Jak bylo popsano vyse, tvrdé zelatinové tobolky maji
oproti mékkym zelatinovym tobolkédm fadu vyhod jako naptiklad zjednoduseny proces
vyroby, moznost pouziti vyssich teplot pii plnéni a neni nutny piidavek zméekcovadel.
V kapalnych ndplnich v komeréné dostupnych peroralnich ptipraveich se casto
vyskytuji bézné pouzivana solubilizacni ¢inidla, jako je napt. ethanol, propylenglykol
(PG), glycerol ¢i1 makrogol 400 (PEG 400). Jednéa se o nizkomolekuladrni a polarni
molekuly, které mohou proniknout z kapalné napln¢ do obalu tobolky, zm¢k¢it ho a
tim ovlivnit obsah vlhkosti. Vlhkost pak zplsobi naruseni fyzikalni integrity,
konkrétné zplisobi kiehkost tobolky. Rozpoustédla mohou také zvySovat schopnost
solubilizovat 1é¢iva. Tyto problémy lze vizudln€ pozorovat nékdy az po nékolika
meésicich. Kiehkost tobolek se testuje destruktivnimi metodami na zaklad¢é odolnosti
prazdného zelatinového obalu va¢i narazu, popfipad¢ stlaceni mechanickym
namahanim. Pfi tomto testu se tobolky bud’ rozbiji nebo ziistanou neporusené. Byla
popséna nedestruktivni metoda, a to texturni analyza, kterd se nejcastéji vyuziva
k hodnoceni mechanickych vlastnosti LF, zejména se jednd o méfeni pevnosti nebo

elasticity, popfipadé k hodnoceni mukoadhezivity.?>27-33-3¢

Vlivem nizkomolekularnich rozpoustédel na vlastnosti tobolek se zabyvala
napf. studie Mei et al.*®, ktera ukazala, 7e piitomnost ethanolu a PG m4 za nasledek
zm&kceni a oslabeni tobolek. Alkoholy s malou molekulou totiz maji tendenci
migrovat do téla tobolky a nahrazovat zde pfitomnou vodu, ktera stabilizuje trojitou
spiralovitou strukturu Zelatiny. Bylo také prokdzano, ze tobolky naplnéné PG vykazuji
mnohem niz§i pevnost a silu v tahu, a tim 1 krat$i prodlouZeni pfi pfetrZzeni nez u
tobolek naplnénych ethanolem. U tobolek, které byly naplnény PG bylo nutné provést
meéfeni do 1 minuty od naplnéni, jinak by se tobolky staly pfili§ kiehkymi k testovani
na analyzatoru textury. Tobolky, které obsahuji 15 % PG maji podobnou tvrdost jako
prazdné tobolky. AvSak pokud je koncentrace PG vyssi nez 20 % dochézi k vyznamné
deformaci tvrdé zelatinové tobolky. Na rozdil od tobolek plnénych ethanolem a PG se
tobolky plnéné PEG 400 staly tvrdSimi a odoln¢jSimi. To je zplsobeno
hygroskopicitou PEG 400, ktery absorbuje vodu z obalu, coz vede ke zkiehnuti
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tvrdych zelatinovych tobolek. Pouzitd koncentrace PEG 400 nehraje vyznamnou roli

v ovlivnéni obalu tobolky.*?

Ve studii Yanez’> byla vtvrdych Zelatinovych tobolkdch naplnéna
nizkomolekularni rozpoustédla, jako je ethanol, PG a glycerol po dobu 3 mésici.
Tobolky s obsahem glycerolu vykazovaly vyssi elasticitu v porovnani s tobolkami,
které obsahovaly PG nebo ethanol. Pfimé interakce mezi glycerolem a Zelatinou z téla
tobolky miize snizit afinitu Zelatiny vici vlhkosti, coz by mohlo mit za nasledek vyssi
elasticitu Zelatiny (stejny princip interakce jako pii vyrobé mékkych Zelatinovych
tobolek, kdy se ptidavek glycerolu vyuziva jako zmékcovadlo z divodu vyssi
elasticity tobolek v porovnani s tvrdymi zelatinovymi tobolkami). Glycerol obsahuje
z testovanych rozpoustédel nejvyssi pocet hydroxylovych skupin, ¢imz miiZze narusit
vodikovou vazbu mezi molekulami Zelatiny, coZ usnadiiuje mobilitu polarizovanych
skupin v zelatin€ souvisejici s vyssi elasticitou. PG je také schopen zvySovat elasticitu,
avsak ne v takové mife jako glycerol. Ze vSech tii testovanych rozpoustédel ma na
elasticitu nejmens$i vliv ethanol. To bylo potvrzeno i zménou teploty skelné¢ho
pfechodu (Tg), kterd byla stanovena pomoci diferencialni skenovaci kalorimetrie
(DSC). DSC metoda potvrdila, ze ethanol, PG a glycerol ptisobi jako zmé&kcovadla a
snizuji Tg béhem skladovéani. Ethanol, ktery ze vSech tfi rozpousStédel obsahuje
nejméné hydroxylovych skupin, konkrétné jednu, vykazuje nejmensi zménu elasticity.
Z ¢ehoz vyplyva, Ze ¢im vice obsahuje latka hydroxylovych skupin (tj. rostouci
hydrofilita), tim vy38i je zmékc€eni tvrdé Zelatinové tobolky. Zaroven i skenovaci
elektronova mikroskopie (SEM) potvrdila, ze pokud jsou jednotliva rozpoustédla (PG,
ethanol, glycerol) v tvrdych Zelatinovych tobolkach podrobena skladovani, dojde
v jejich vzhledu k mirnému zazloutnuti. Tobolky vystavené PG vykazuji nejvétsi
zménu. Obal tobolky, ktera obsahovala PG je silnéjsi, ¢imZ nuti tobolku, aby se

smrstila a dojde k mirné deformaci.?>3>-3

27



W r

3  Experimentalni ¢ast

3.1 Pouzité suroviny

Suroviny pouzité pro piipravu liquisolid prasku, jejich vyrobce, ¢islo Sarze a

funkce ve formulaci jsou uvedeny v tabulce 1.

Tabulka 1: Prehled pouzitych surovin

Surovina Zkratka Funkce Vyrobce SarZe
. . Fuji Chemicals
®
Neusilin® US2 NUS2 Nosi¢ Industry Co., Ltd. 610030
Propylenglykol | PG | Rozpoustédio | OF Kulgcrhop harma, | 5551126802
Polysorb4t 80 | PS80 | Rozpoustédlo | OF Kulslcrhop harma, | g 11901x
Teva Czech
Cyklosporin A CysA Lécivo Industries s.r.o., 74141003317
Opava — Komarov

3.2 Pouzité pristroje
Analytické vahy

Typ: Entris 224i-1S
Vyrobce: Sartorius Lab Instruments GmbH & Co. KG, Némecko/Helago, s.r.o.

DSC

Typ: DSC 200 F3 Maia®

Vyrobce: Netzsch Premier Technologies, Némecko

4

IC

Typ: IR spektrometr Nicolet 6700 s ATR krystalem (ZnSe)
Vyrobce: Thermo Scientific, Waltham, MA, USA
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Laboratorni vahy

Typ: Kern 440-35N
Vyrobce: Kern & Sohn GmbH, Némecko

Michacka

Typ: Cimarec i, Multipoint

Vyrobee: Thermo Scientific™
Misici zaFizeni

Typ: Wab Turbula® T2F, System Schatz
Vyrobee: Willy A. Bachofen Ag Maschinenfabrik Svycarsko

pH metr

Typ: HI 221

Vyrobce: Hanna Instruments, Rumunsko
Piistroj pro stanoveni doby rozpadu tobolek

Typ: D-63150, ZT 301
Vyrobce: ERWEKA® GmbH, Heusenstamm/Némecko

Ultrazvukova lazen:

Typ: Sonorex Super 10 P
Vyrobce: Bandelin electronic GmbH & Co KG, Némecko
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3.3 Pouzité metody
3.3.1 Priprava liquisolid prasku

Liquisolid praskové smési (LSPS) bez 1éCiva se pripravily prostym misenim
nosi¢e (NUS2) a rozpoustédla (PG nebo PS 80) v pomérech 3:1, 2:1, 1:1 a 1:2
(Tabulka 2). Smiseni obou slozek LSPS probihalo za pomoci tienky s térkou.
Nasledné se smés piesitovala ptes sito s primérem ok 1 mm, aby doslo k rozbiti
shlukii. Poté se LSPS homogenizovala v misicim zatfizeni Turbula, ve kterém se smés
misila po dobu 10 minut rychlosti 34 otacek za minutu, za Gi¢elem zajistit rovhomérné

rozlozeni rozpoustédla ve smeési.

Tabulka 2: Slozeni LS smési

Pomér Neusilin® US2 [g] Rozpou?&édlo/disperze
1éCiva [g]
3:1 7.5 2.5
2:1 6,0 3,0
1:1 5,0 5.0
1:2 3,0 6.0

V ptipad€ ptipravy LSPS slécivem se nejdiive CysA dispergoval
v rozpoustédlech (PG nebo PS 80) za vzniku 25% roztoku (PG), poptipad€ suspenze
(PS 80). Disperze se nasledné promichévala po dobu nejméné 12 hodin. V ptipadé
pouziti PS 80 vznikla suspenze, ktera se dale homogenizovala 6 hodin za vyuziti
ultrazvukové lazné€. Nasledné byly pfipraveny LSPS stejnym zptisobem jako v piipadé

LSPS bez ucinné latky.
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3.3.2 Priprava liquisolid tobolek

Ptipravené LSPS byly plnény do tvrdych zelatinovych tobolek o velikosti 0.
Kazda tobolka byla jednotlivé naplnéna 100 £ 5 mg praSkové smeési a nasledné
dikladn€¢ uzaviena. Nevyuzity objem tobolek nebyl vyplnén plnivem, aby

nedochazelo ke zkresleni vysledkii pfitomnosti dalSich pomocnych latek.

Z kazdé LSPS se piipravilo celkem 60 tobolek. Tobolky pro hodnoceni
vlastnosti v ¢ase 0 se pripravily bezprostfedné pied jejich hodnocenim. Cast tobolek
se po pripravé vlozila do sklenénych lékovek dodatecné utésnénych parafilmem a
skladovala za laboratornich podminek po dobu 1 nebo 3 mésicti pfed samotnym

stanovenim doby rozpadu.
3.3.3 Priprava disolu¢nich médii

Pouzité suroviny pro piipravu disoluéniho média FaSSGF (Uméla zaludecni
Stava simulujici prostfedi ,,nala¢no®, z anglického Fasted State Simulated Gastric
Fluid) a média FaSSIF (Um¢la stfevni $tava simulujici prostfedi ,,nala¢no®,
z anglického Fasted State Simulated Intestinal Fluid), jejich vyrobce a ¢islo Sarze jsou

uvedeny v tabulce 3.
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Tabulka 3: Nazvy pouzitych surovin na pripravu biorelevantniho disolucniho

média FaSSGF a FaSSIF, jejich vyrobce a cislo sarze

Surovina Vyrobce Sarze
Prdsek pro pfipravu Biorelevant.com Ltd
biorelevantniho média Vells Buitamic FFF-0222-A
FaSSIF/FeSSIF/FaSSGF a britamie
Hydroxid sodny Lach-Ner, s.r.o,, PP/2020/04491
Neratovice
Dihydrogenfosfore¢nan sodny Dr. Kulich Pharma,
dihydrat s.r.o0., Hradec Kralové B03524A
Chlorid sodny Fagron a.s., Olomouc 13J30-T06-012093
. r /4 o X _
Kyselina chlorovodikova 35% | Ing. Petr Svec-PENTA 1611241111
p.a. s.r.0., Praha 6

Pro ptipravu 5 000 ml FaSSGF se na analytickych vahach navéazilo 9,995 g
chloridu sodného. Chlorid sodny se kvantitativné ptevedl do zasobni lahve a ptidalo
se piiblizné¢ 4 800 ml ¢isténé vody. Po kompletnim rozpusténi se zkontrolovala
hodnota pH a ptipadné upravila na pozadovanou hodnotu 1,6 pfidavanim kyseliny
chlorovodikové 1M. Nasledné¢ se doplnil objem C¢iSt€énou vodou na 5 000 ml.
Ptipraveny pufr se vyuZil pro ptipravu média FaSSGF, kdy pro vznik 5 000 ml tohoto
média bylo v pufru rozpusténo 0,299 g FaSSIF/FeSSIF/FaSSGF prasku. Médium se
mohlo ihned pouZit, poptipadé skladovat 48 hodin pfi laboratorni teploté (22-37 °C).

Pro ptipravu 5 000 ml FaSSIF se na analytickych vahach navazilo 2,10 g
hydroxidu sodného, 22,35 g dihydrogenfosfore¢nanu sodného dihydratu a 30,93 g
chloridu sodného. Po kvantitativnim prevedeni do zasobni lahve se ptidalo pfiblizné
4 800 ml cisténé vody. Po kompletnim rozpusténi se zkontrolovala hodnota pH a
pfipadné se upravila na pozadovanou hodnotu 6,5 postupnym piidavanim roztoku
kyseliny chlorovodikové 1M nebo hydroxidu sodného 1M. Nésledné se doplnil objem
¢iSténou vodou na 5 000 ml. Pfipraveny pufr se vyuzil pro ptipravu média FaSSIF,
kdy pro wvznik 5000 ml tohoto média bylo v pufru rozpusténo 11,2 g
FaSSIF/FeSSIF/FaSSGF prasku. Zasobni ldhev se diikladné promichala a nechala se
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odstat 2 hodiny pfi laboratorni teploté do vzniku slabé opalescence. Médium se mohlo

skladovat 48 hodin pfi laboratorni teploté (22-37 °C).
3.3.4 Stanoveni doby rozpadu tobolek

Ptipravené tobolky se podrobily zkouSce na stanoveni doby rozpadu. Jako
médium byly pouzity CiSténa voda, FaSSGF a FaSSIF vytemperované na teplotu
37,0 = 2,0 °C. Do kazdé ze Sesti trubic zavésného kosicku se vlozila jedna tobolka a
pridaly se disky, které mély za ukol omezit flotaci tobolek v médiu béhem zkousky.
Kosic¢ek byl nasledn€ zavéSen na ptislusné misto pfistroje meéticitho rozpadavost
tobolek a spustil se test, béhem kterého dochéazelo k vertikalnimu pohybu kosicku
s tobolkami v médiu. Stanovoval se ¢as potiebny ke kompletnimu rozpadu kazdé ze

Sesti testovanych tobolek.
3.3.5 Diferencialni skenovaci kalorimetrie

Vyprazdnéné a opraSené tobolky byly pouzity také v ramci diferencidlni
skenovaci kalorimetrie (DSC). Méfeni bylo provedeno v dusikové ochranné atmosféie
v rozmezi teplot 0-240 °C s rychlosti ohfevu 10 °C/min, kdy se k hodnoceni vlastnosti
vyuzilo prvniho ohfevu. Nésledné byly ziskané vysledky v podobé difraktogramii

vyhodnoceny programem Netzsch Proteus Thermalanalysis.
3.3.6 Infracervena spektroskopie

K hodnoceni infragervené spektroskopie (IC) pomoci piistroje Nicolet 6700
s ATR krystalem (ZnSe) se pouzily pfedem vyprazdnéné a dikladné odprasené
tobolky. Métenim, které bylo provedeno pfi laboratorni teploté a vlhkosti 25-30 %, se
ziskalo 128 skent s rozlisenim 2 cm™. Spektra ziskana hodnocenim té&la tobolky byla

vyhodnocena programem OPUS.

33



3.3.7 Statistické vyhodnoceni

K vyhodnoceni statistické vyznamnosti u ziskanych vysledk, tj. stanoveni
jednosmémé ANOVY nasledované testovanim zalozeném na Tukeyho vicenasobném
srovnavani, se vyuzil program GraphPad Prism 9.5.1. Vysledky se povazovaly za
statisticky vyznamné, pokud byla pravdépodobnost nulové hypotézy dostatecné mala,

tzv. hladina vyznamnosti p <0,05.%8
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4  Vysledky a diskuse

Experimentalni ¢ast této diplomové prace se zameéfila na sledovani vlivu
mnozstvi a typu pouzitych rozpoustédel na dobu rozpadu liquisolid systémti (LSS)
v podobé tobolek. Studovany byly rovnéz potencialni interakce mezi pouzitym
rozpoustédlem a obalem tvrdé Zelatinové tobolky za pouziti diferencidlni skenovaci
kalorimetrie (DSC) a infradervené (IC) spektroskopie. Liquisolid (LS) praskové smési
se skladaly z nosi¢e Neusilinu® US2 (NUS2) a rozpoustédel propylenglykolu (PG) ¢i
polysorbatu 80 (PS 80), poptipadé¢ disperzi cyklosporinu A (CysA) v téchto
rozpoustédlech, v riznych pomérech uvedenych v fabulce 2. Vliv rozpoustédel na
vlastnosti tobolek se hodnotil stanovenim doby rozpadu ve ttech disolu¢nich médiich,
a to v Cisténé vod¢, biorelevantnim médiu simulujicim prostiedi zaludku na lacno
(FaSSGF) a biorelevantnim médiu simulujicim prostiedi tenkého stfeva na lacno
(FaSSIF). Za tcelem studia vlivu skladovéani na vlastnosti pfipravenych tobolek, se
vSechny pripravené tobolky hodnotily okamzit¢ po pripravé a nasledné¢ po 1 a 3

mesicich skladovani za laboratornich podminek.

Referencni tobolky obsahujici pouze samotny nosi¢ NUS2 v mnozstvi 100 mg
se pfi méteni v Case piipravy ve vSech pouzitych médiich rozpadaly do 125,3 £ 11,6 s
(Tabulka 4). Mezi jednotlivymi hodnotami nebyly pozorovany signifikantni rozdily, a
proto je mozné usuzovat, ze médium nema vyrazny vliv na dobu rozpadu tobolek

naplnénych pouze samotnym nosi¢em NUS2.

Tabulka 4: Doba rozpadu (sekundy) referencnich tobolek ve trech riiznych

médiich a ve tiech testovanych casech

Testovany cas Ci§téna voda FaSSGF FaSSIF

V Case piipravy 1143 +9,5 116,8 £ 16,8 125,3+ 11,6
1 mésic 119,8 + 14,1 146,0 + 29,4 137,74+ 3,2
3 mésice 107,5 £ 14,2 109,3 + 26,3 111,5+11,4
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Skladovani tobolek po dobu 1 mésice mélo mirn€ negativni vliv na jejich dobu
rozpadu ve v§ech pouzitych médiich, nicméné ani v tomto ptipad¢ nebyly rozdily mezi
jednotlivymi hodnotami statisticky vyznamné. Tobolky po 3 mésicich skladovani
vykazovaly ptekvapivé rychlejsi dobu rozpadu, kdy se tobolky nejpomaleji rozpadaly
v médiu simulujicim prostiedi tenkého stieva (111,5+ 11,4 s). Statistické vyhodnoceni
vysledkl vSak opét neukazalo vliv doby skladovani ani vliv pouzitého média na dobu

rozpadu tobolek obsahujicich pouze NUS2.
4.1 Vliv propylenglykolu na vlastnosti tvrdych Zelatinovych tobolek

Vysledky hodnoceni doby rozpadu ve vodé ukazaly, Zze se ¢as potiebny
k rozpadu LS tobolek s obsahem PG oproti referencnim tobolkdm prodlouzil aZ na
241,2 + 54,7 s (vzorek 2:1) (Obrazek 5). Toto zjisténi je v souladu s vysledky studie
Yanez*3, kde se porovnavala doba rozpadu a nasledné rychlost uvoliiovani 1é¢iva u
tobolek obsahujicich samotny ibuprofen a tobolek s ptidavkem PG. U formulace na
bazi PG doslo k vyraznému zpozdéni rozpadu tobolky a k ovlivnéni mnoZstvi
uvolnéného 1é¢iva v pribéhu disoluéni zkousky, které bylo témét dvojnasobné nizsi

oproti tobolkdm obsahujicim pouze 1é¢ivo.*
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Obrazek 5: Vliiv doby skladovani na dobu rozpadu tobolek obsahujicich LS

smési s riiznou koncentraci PG (médium cisténd voda)
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Skladovani nemélo vyrazny vliv na dobu rozpadu tobolek ve vod¢ s vyjimkou
smési 1:1 a 1:2, kde bylo pozorovano vyznamné urychleni rozpadu LS tobolek oproti
tobolkdam hodnocenym okamzité po ptipravé (Obrdzek 5). Nicméné skladovéani
tobolek vedlo ke statisticky vyznamnym zménam v rozpadu tobolek s riznym
zastoupenim PG, kdy se tobolky s vys$§im obsahem PG rozpadaly rychleji nez tobolky
obsahujici LS smés s nizs§im zastoupenim tohoto rozpoustédla. PG, ktery obsahuje dvé
hydroxylové skupiny, je nizkomolekuldrni polarni rozpoustédlo, které zptisobuje
béhem skladovani zmé&kéeni obalu tobolky®>, jak bylo pozorovéano i v této praci
(obrdzek 6). Z tohoto dliivodu je lepsi pouzit PG v nizsich koncentracich, aby nedoslo
k naruseni fyzikalni integrity tobolky. Nicméné je nutné podotknout, Ze oproti
referencnim tobolkdm s NUS2 nebylo zrychleni rozpadu téchto tobolek statisticky

vyznamné.

nejvyssim zastoupenim (vzorek 1:2; vpravo) po 3 mésicich skladovani

Piestoze ve studii Gioffré et al.>*

pozorovali, ze pti hodnotach pH vysSich nez
9 a niz8ich nez 5 dochazi k vyraznému snizeni obsahu trojité spiralovité struktury
v Zelating, vysledky této prace vliv média FaSSGF o pH 1,6 na dobu rozpadu
nepotvrdily (Obrdzek 7). Vzhledem k tomu, Ze je Zelatina amfoterni, zavisi jeji
chovani na pH vodného roztoku, kde se miize chovat jako kyselina nebo jako zdsada.*’
Zelatina pro vyrobu tvrdych Zelatinovych tobolek mizZe byt pfipravena kyselou
hydrolyzou (farmaceuticka Zelatina typ A, s pH 4,5-5,5) a Zelatina vyroben4 alkalickou
hydrolyzou (farmaceuticka Zelatina typ B, s pH 5,3-7,3).%° Zelatina musi byt rozpustna

v gastrointestinalnich §t4avach, aby se LL mohla snadno uvolnit.?’
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Obrazek 7: Vliv doby skladovani na dobu rozpadu tobolek obsahujicich LS

smesi s riiznou koncentraci PG (médium FaSSGF)

Obdobn¢ jako v ptipad€ pouziti média vody doslo u tobolek s obsahem smési
NUS2 a PG ihned po piipravé ve vSech koncentracich k mirnému statisticky
nevyznamnému prodlouzeni doby rozpadu oproti referencnim tobolkdm. Porovnanim
dob rozpadu tobolek v obou médiich (voda a FaSSGF) nebyly zjiStény Z&dné

statisticky vyznamné rozdily.

Jak je mozné vidét na Obrazku 7 skladovani nemélo vyrazny vliv na dobu
rozpadu jednotlivych tobolek v médiu FaSSGF. Nicméné pii porovnani LS tobolek
s tobolkami referencnimi dochéazi ke statisticky vyznamnému prodlouzeni doby
rozpadu po 3 mésicich skladovéani u tobolek s niz§im zastoupenim PG, konkrétn€ u

vzorku 3:1 a2:1.

Z obrdzku 8 je patrné, ze ani pouziti média simulujiciho prostiedi tenkého
stieva na la¢no (FaSSIF) s pH 6,5 nem¢lo statisticky vyznamny vliv na dobu rozpadu
tobolek s obsahem smési NUS2 a PG. Stejné tak nebyl v tomto piipad€ pozorovan ani
statisticky vyznamny vliv doby skladovani. Jedinou vyjimku tvofi tobolky obsahujici

smés 2:1 po tfech mésicich skladovani, které v porovnani s referen¢nimi tobolkami
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vykazovaly vyrazné prodlouzeni doby rozpadu ze 111,5 £ 11,4 s azna 224,3 + 43,7 s.

I pfes vy$e zminénou studii Gioffre et al.>

, neukazaly ziskané vysledky vliv pouzitého
média na rozpadavost pfipravenych tobolek, ani Zadné statisticky vyznamné rozdily
v dobé& rozpadu mezi pouzitymi médii. VSechny testované tobolky obsahujici smés
NUS2 s PG se ve vsech testovanych médiich rozpadaly v rdmci 1€kopisnych limitd,

tzn. do 30 minut.*!
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Obrazek 8: Vliv doby skladovani na dobu rozpadu tobolek obsahujicich LS

smesi s riznou koncentraci PG (médium FaSSIF)

4.2 Vliv disperze léCiva v propylenglykolu na vlastnosti tvrdych

Zelatinovych tobolek

Vysledky hodnoceni doby rozpadu u tobolek méfenych ihned po pfipravé za
pouziti média vody (Obrdzek 9) ukazaly, ze se Cas potiebny k rozpadu vSech LS
tobolek naplnénych smési NUS2 a disperze 1é¢iva CysA v PG vyrazné prodlouzil
oproti referenénim tobolkdm. Pozorované rozdily jsou statisticky vyznamné
s vyjimkou vzorku 1:2, kde nebyl pozorovan statisticky vyznamny vliv disperze 1é¢iva

na dobu rozpadu. Divodem muze byt vyssi zastoupeni kapalné slozky ve smési, ktera
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muze penetrovat do tobolky a zpiisobovat jeji navlhnuti spojené s rychlejsi dobou
rozpadu, obdobné jako tomu bylo v ptipad¢ tobolek bez 1é¢iva. Negativni vliv disperze
CysA je pravdépodobné zpiisoben interakci tobolky s pouzitym léCivem, respektive
jeho disperzi, ktera na rozdil od samotného PG zplsobuje zpomaleni rozpousténi
zelatinového obalu. Interakci CysA s télem tobolky naznacuji také vysledky z méfeni

DSC a IC spektroskopie, které jsou diskutovany niZe.
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Obrdazek 9: Viiv doby skladovani na dobu rozpadu tobolek obsahujicich LS
smesi s riiznou koncentraci PG (oranzova) a disperze CysA v PG (modra) v médiu

cisténa voda

U tobolek obsahujicich disperzi 1é€iva v PG nebyl pozorovan vliv skladovani
na dobu rozpadu tobolek s vyjimkou vzorku 1:2, kdy doslo ke statisticky vyznamnému
prodlouzeni ¢asu potfebného k dezintegraci tobolky. Skladovani tobolek po dobu 1
mésice rovnéz vedlo ke zvyraznéni vlivu mnozstvi pouzité disperze na dobu rozpadu,
kdy se zvySujicim se mnozstvim disperze v LS smési dochazelo ke zpomaleni
rozvoliiovani tobolky. Stejny vliv byl pozorovan i po tfech mésicich uchovavani

tobolek (Obrdzek 9).

Pti porovnani LS tobolek s PG a tobolek s disperzi CysA v PG bylo u vSech

tobolek s obsahem 1é¢iva pozorovano prodlouzeni doby rozpadu v médiu €iSténa voda.
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K vyraznému (statisticky vyznamnému) prodlouzeni doby rozpadu u tobolek
s 1écivem oproti tobolkam bez 1é¢iva ihned po ptipraveé doslo pouze u koncentrace 3:1,
zatimco v priabéhu skladovani byly signifikantni rozdily pozorovany u vsSech

zbyvajicich koncentracich, tedy 2:1, 1:1 a 1:2 (Obrazek 9).

Hodnoceni doby rozpadu LS tobolek s obsahem disperze CysA v PG v médiu
simulujicim podminky v zaludku (FaSSGF) ukézalo, Ze ve v§ech pouzitych pomérech
nosic¢/kapalina dochazelo k vyraznému (minimaln€ dvojnasobnému) prodlouzeni doby
potiebné k rozpadu tobolky v porovnani s referencnimi tobolkami (Obrazek 10). Doba
rozpadu tobolek se rovnéz prodlouzila v porovnani s tobolkami obsahujicimi smés
nosice se samotnym rozpoustédlem (PG). Tyto vysledky tak podpoftily vySe popsané
zavery z hodnoceni rozpadu tobolek v ¢isténé vode tykajici se interakce CysA disperze
s télem tobolky. Tyto interakce 1 v piipad¢ kyselého média FaSSGF vedly ke staticky
vyznamnému prodlouzeni doby rozpadu, ktera vSak stale byla v 1ékopisném limitu pro
rozpad zelatinovych tobolek. Stejny vliv disperze 1é¢iva na dezintegraci tobolek byl

pozorovan i v ramci skladovani (Obrazek 10).
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Obrazek 10: VIiv doby skladovani na dobu rozpadu tobolek obsahujicich LS

smesi s riiznou koncentraci PG (oranzova) a disperze CysA v PG (modra) v médiu

FaSSGF
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Z obrdzku 11 je patrné, ze v médiu FaSSIF dochézi u tobolek s obsahem
disperze CysA v PG k vyraznému prodlouzeni doby rozpadu oproti referen¢nim
tobolkdm obsahujicim pouze NUS2, a to ve vSech testovanych Casech (0, 1 1 3 mésice).
Jedinou vyjimku predstavuje smés 1:2, kdy v €ase 0 nedoslo ke statisticky vyznamnym
zménam v dob€ rozpadu. V tomto pfipadé¢ vSak meélo statisticky vyznamny vliv
skladovani tobolek, kde doslo k signifikantnimu prodlouzeni ¢asu nezbytného pro

kompletni rozpad tobolky z 223,5 + 15,1 sna 511,0 £ 97,1 s (Obrazek 11).
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Obrazek 11: Viiv doby skladovani na dobu rozpadu tobolek obsahujicich LS
smesi s riiznou koncentraci PG (oranzova) a disperze CysA v PG (modra) v médiu

FaSSIF

Porovnani doby rozpadu LS tobolek bez a s obsahem 1é¢iva ukazalo stejné jako
v ptipadé€ pouziti média ¢isténé vody a FaSSGF prodlouzeni doby rozpadu (Obrdzek
11), které bylo v pfipadé média simulujiciho prostfedi tenkého stfeva statisticky
vyznamné. Tyto vysledky ukazuji vyrazny vliv pfitomnosti lé¢iva a jeho potencionalni
interakce s télem tobolky, které maji negativni vliv na dobu rozpadu finalnich LS
tobolek bez ohledu na typ a vlastnosti pouzitého média. Nicméng¢, jak ukazuje Obrdzek
12, nejpomaleji se tobolky rozpadaly v médiu FaSSIF. To miZze byt zpsobeno, tim Ze

médium FaSSIF obsahuje oproti médiu FaSSGF slozky jako NaH>P04, Zlucové soli a
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lecithin, které mohou ovliviiovat rozpustnost tvrdé zelatinové tobolky, a tim ovlivnit i

jeji dobu rozpadu.*? Nicméné ve v$ech piipadech dochazelo k rozpadu tobolek v ramci

1ékopisného limitu, tedy do 30 minut.*!
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Obrazek 12: VIiv média na dobu rozpadu tobolek obsahujicich LS smési

s riiznou koncentraci disperze CysA v PG v case méreni ihned po pripravé
4.3 Vliv polysorbatu 80 na vlastnosti tvrdych Zelatinovych tobolek

Tvrdé Zelatinové tobolky jsou bézné plnény formulacemi 1éCiv s rozpoustédlem
PS 80, jak dokazuje naptiklad studie Joshi et al.**, ve které nebylo popsano ovlivnéni
chovani tobolek (rozpadu tobolek) vlivem rozpoustédla PS 80. Toto pozorovani
potvrdily i vysledky hodnoceni doby rozpadu tobolek obsahujicich smés NUS2
s PS 80 v CiSténé vodé, které ukazaly, ze doba rozpadu je srovnatelna s hodnotami
naméfenymi pro referencni tobolky obsahujici pouze nosi¢ NUS2 (Obrazek 13),
ptestoze doslo k mirnému prodlouzeni namétenych ¢asti rozpadii. Jedinou vyjimkou
byly tobolky naplnéné smési s nejvysSim zastoupenim rozpoustédla (1:2), které
vykazovaly statisticky vyznamné prodlouzeni doby potiebné k rozvolnéni tobolky.

Tato zména v dobé& rozpadu tobolek mize souviset s autooxidaci PS 80, béhem které
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vznikd formaldehyd, ptficemz vétsi pravdépodobnost jeho uvolnéni nastdva po
podrobeni tobolek skladovani, pti pouziti vyssi koncentrace PS 80, poptipadé vlivem
vlhkosti.** Formaldehyd miize denaturovat obal tobolky a nasledné ovlivnit dobu
rozpadu tobolek a s tim souvisejici rychlost uvolfiovani 1é¢iva.* Skladovani téchto
tobolek nemélo vyrazny vliv na dobu jejich rozpadu v médiu ¢isténé voda. Statisticky
vyznamné rozdily v dobach rozpadu v porovnani s referen¢nimi tobolkami vsak byly
pozorovany u smési 2:1 a 1:2, a to jak po 1 tak i 3 mésicich skladovani (Obrdzek 13).
Nicméné vlivem skladovani nedochazelo ke zméknuti obalu tobolek jako u tobolek

s obsahem PG (1:2).
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Obrazek 13: VIiv doby skladovani na dobu rozpadu tobolek obsahujicich LS

smeési s riznou koncentraci PS 80 (médium cistena voda)

V médiu FaSSGF bylo pozorovano pifi méfeni v ¢ase 0 u vSech tobolek s
obsahem smési NUS2 a PS 80 obdobné¢ jako pfi pouziti média c¢isténd voda mirné
prodlouZeni doby rozpadu oproti referen¢nim tobolkam. Statisticky vyznamné zmény
pak byly pozorovany pouze pro vzorky 2:1 a 1:2 (Obrazek 14). Skladovani nemélo
vyrazny vliv na dobu rozpadu tobolek v médiu FaSSGF s vyjimkou smési 1:2 po
1 mésici skladovani, kde bylo pozorovano statisticky vyznamné prodlouzeni rozpadu

oproti hodnoceni okamzité¢ po ptipraveé (Obrdzek 14). Nicméné pii porovnani LS
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tobolek s tobolkami referencnimi dochazi ke statisticky vyznamnému prodlouzeni
doby rozpadu po 1 mésici skladovani u vzorku s nejvyssim zastoupenim PS 80,
konkrétné u koncentrace 1:2 a po 3 mésicich také u vzorkt 2:1, 1:1 a 1:2. Prodlouzeni
doby rozpadu u tobolek s vy$Sim zastoupenim PS 80 v LS smési by mohlo odpovidat

potencialnimu vzniku formaldehydu*, jak bylo zminéno vyse.
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Obrazek 14: Vliv doby skladovani na dobu rozpadu tobolek obsahujicich LS

smesi s riiznou koncentraci PS 80 (médium FaSSGF)

Z obrazku 15 je patrné, ze pouziti média FaSSIF nem¢lo statisticky vyznamny
vliv na dobu rozpadu u tobolek s obsahem smési NUS2 a PS 80. Stejné¢ tak nebyl u
téchto tobolek pozorovan ani statisticky vyznamny vliv doby skladovani na dobu
nezbytnou k rozvolnéni tobolek. Nicméné pii porovnani LS tobolek s tobolkami
referenénimi dochazi ke statisticky vyznamnému prodlouzeni doby rozpadu po

1 mésici skladovani u vzorku 2:1 a po 3 mésicich skladovani u vzorkd 2:1 a 1:1.
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Obrazek 15: Vliv doby skladovani na dobu rozpadu tobolek obsahujicich LS

smesi s riiznou koncentraci PS 80 (médium FaSSIF)

Porovnani vysledkt ziskanych v rlznych prostiedich neukdzalo Zadné
statisticky vyznamné zmény v nameétfenych dobach rozpadu LS tobolek. Jedinou
vyjimku ptedstavuje vzorek s nejvyssim obsahem PS 80 (1:2), u kterého bylo po
1 mésici skladovani pozorovano statisticky vyznamné zkraceni doby rozpadu v médiu
FaSSIF, v porovnani s médiem FaSSGF (Obrdzek 16). To by mohlo byt zpisobeno
rozdilnym slozenim média FaSSIF a naslednym ovlivnénim rozpustnosti zelatinového
obalu, které bylo popsano vyse. Tyto vysledky ov§em nesouhlasi se studii Cole et al.**,
kde pravé ve FaSSIF probihalo uvoliiovani lé€iva acetaminophenu z Zelatinové
tobolky o trochu pomaleji nez v médiu ¢isténad voda a pufru o pH 1,2. Nicméné
vSechny testované tobolky se ve vsech testovanych médiich rozpadaly v ramci

lékopisnych limitd, tzn. do 30 minut.*!
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Obrdazek 16: Vliv média na dobu rozpadu tobolek obsahujicich LS smési

s riiznou koncentraci PS 80 skladovanych po dobu I mésice

4.4 Vliv disperze léCiva v polysorbatu 80 na vlastnosti tvrdych

Zelatinovych tobolek

Vysledky hodnoceni doby rozpadu u tobolek pii pouziti média €¢isténa voda
ukazaly, Ze se Cas potfebny k rozpadu LS tobolek naplnénych smési NUS2 a disperze
léciva CysA v PS 80 oproti referenénim tobolkdm prodlouzil (Obrdzek 17).
Nejvyraznéjsi a zaroven také statisticky vyznamné prodlouzeni ¢asu nezbytného k
rozvolnéni LS tobolek bylo pozorovano u vzorkl s vy$§im zastoupenim disperze LC
v PS 80, kdy doslo ke zméné doby rozpadu ze 114,3 + 9,5 s (referen¢ni tobolky) az na
172,0 £ 41,5 s (vzorek 1:2), respektive 192,7 = 53,5 s (vzorek 1:1). Naopak u vzorku
2:1 bylo zaznamenano statisticky nevyznamné zrychleni rozpadu na 113,3 + 18,6 s.
Stejné jako v ptipad¢ tobolek se samotnym PS 80 vSak dochézelo k rozpadu v ramci

1.4, ve které rovnéz nebylo

1ékopisnych limitil, coz je v souladu se studii Erlich et a
pozorovano ovlivnéni chovéni tobolek s obsahem 1é¢iva a PS 80, nicmén¢ zde byla

pozorovana vyssi biologickd dostupnost 1é¢iva nez u bézné formulace s 1é¢ivem bez
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PS 80. Jak je mozné vidét na Obrdzku 17 skladovani nemélo vyrazny vliv na dobu

rozpadu jednotlivych tobolek ve vodé.
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Obrazek 17: Vliv doby skladovani na dobu rozpadu tobolek obsahujicich LS
smesi s riiznou koncentraci PS 80 (oranzova) a disperze CysA v PS 80 (modra) v

meédiu cisténa voda

Pti porovnani LS tobolek s PS 80 a tobolek s obsahem disperze CysA v PS 80
bylo u vSech tobolek s ptidavkem 1é¢iva pozorovano obecné zrychleni doby rozpadu
v médiu ¢isténa voda (Obrazek 17), s vyjimkou koncentrace 1:1 v ¢ase méteni ihned
po piipravé. To by mohlo byt zplisobeno tim, Ze na rozdil od rozpoustédla PG
nedochdzi pfi pouziti rozpoustédla PS 80 k interakcim mezi tvrdou Zelatinovou

tobolkou a LSS.

V médiu FaSSGF dochazelo u vSech tobolek sobsahem smési NUS2 a
disperze CysA v PS 80 k prodlouzeni doby rozpadu oproti tobolkdm referencnim
(Obrazek 18), ptiCemz statisticky vyznamné prodlouzeni ¢asu rozvolnéni tobolek je
mozné pozorovat u tobolek s nejvyssim zastoupenim disperze 1éciva v PS 80, tedy u
vzorku 1:2. Stejné€ jako v ptipadé pouziti média ¢iSténé vody nebyl v ptipadé média

simulujiciho prostiedi Zaludku na la¢no pozorovan vliv skladovani na chovani
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ptfipravenych tobolek (Obrdzek 18). Nicméné porovnani naméfenych hodnot LS
tobolek a referenc¢nich tobolek naplnénych pouze nosi¢em NUS2 po 3 mésicich
skladovani ukazalo statisticky vyznamné prodlouzeni doby rozpadu. Jedinou vyjimku
predstavuje vzorek 2:1, kde pozorované prodlouzeni ¢asu rozpadu nebylo statisticky
vyznamné. Na rozdil od média Cisténa voda, nebyly v médiu FaSSGF pozorovany
statisticky vyznamné rozdily v case rozpadu mezi tobolkami s a bez IéCiva

(Obrazek 18).
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Obrazek 18: Vliv doby skladovani na dobu rozpadu tobolek obsahujicich LS
smeési s riiznou koncentraci PS 80 (oranzova) a disperze CysA v PS 80 (modra) v

médiu FaSSGF

Z Obrazku 19 je patrné, Ze pouZziti média FaSSIF nemélo statisticky vyznamny
vliv na dobu rozpadu u tobolek s obsahem smési NUS2 a disperze CysA v PS 80 oproti
referen¢nim tobolkdm hodnocenych ihned po ptipraveé. Stejné tak nebyl pozorovan
statisticky vyznamny vliv doby skladovani na rozpad vzniklych LS tobolek. Tato
zjisténi odpovidaji vyse citovanym studiim***, kde rovn&z nebyl pozorovan vliv PS

80 na chovéani tvrdé zelatinové tobolky.
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Obrazek 19: Vliv doby skladovani na dobu rozpadu tobolek obsahujicich LS
smesi s riiznou koncentraci PS 80 (oranzova) a disperze CysA v PS 80 (modra) v

médiu FaSSIF

Pti porovnéani LS tobolek s PS 80 a tobolek s disperzi CysA v PS 80 nebyly
pozorované Zadné statisticky vyznamné rozdily v dobé potiebné k rozpadu tobolek.
Ziskané vysledky (Obrazek 20) neprokazaly ani vliv média na dobu rozpadu. Jedinou
vyjimku ptedstavuje vzorek 3:1 v ase méteni ithned po piiprave, kde bylo pozorovano
statisticky vyznamné prodlouZeni doby rozpadu tobolek v médiu FaSSIF oproti médiu
¢isténa voda. To by mohlo byt opét zplisobeno vyse zminénym slozenim média
FaSSIF (NaH2P04, zlucové soli a lecithin), kdy mize dojit k ovlivnéni rozpustnosti
tvrdé zelatinové tobolky. VSechny testované tobolky se ve vSech testovanych médiich

rozpadaly v rdmci lékopisnych limitd, tzn. do 30 minut.*!
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Obrdazek 20: Vliv média na dobu rozpadu tobolek obsahujicich LS smési

s riiznou koncentraci disperze CysA v PS 80 v case ihned po pripravé

51



4.5 Hodnoceni IC a DSC

Po 1 a 3 mésicich uchovavani bylo mozné na tobolkach obsahujici PG
v nejvyssi koncentraci (1:2) pouhym okem pozorovat zmény ve struktufe tobolky
v podobé jejiho zmeknuti (Obrazek 6), které bylo spojeno také s lepenim tobolek na
sténu 1ékovky, ve které byly tobolky uchovavany. Tento jev byl pravdépodobné
zpusoben absorpci rozpoustédla a jeho interakei se slozkami tobolky. Tyto zmény byly
potvrzeny pomoci IC spektroskopie a DSC a jsou v souladu se studii Mei et al**, kde
se potvrdilo, Ze pfitomnost PG mé za nasledek zmékceni a oslabeni tobolek. Alkoholy
s malou molekulou migruji do obalu tobolky a nahrazuji vodu pfitomnou v obalu
tobolky. Zaroveil s rostouci koncentraci (aspont 20 % a vice obsahu PG) dochdzi k
vyznamné deformaci tobolky. Naopak tobolky obsahujici pouze 15 % PG se chovaly
stejné jako tobolky prazdné.** Stejny vliv PG na vlastnosti tobolek prokazala také

studie Yanez*, v niz dochdzelo v pfitomnosti PG ke zvy$ovani elasticity tobolek.

Jak je patrné z Obrazku 21, v ptipadé prazdnych a referencnich tobolek bylo
na DSC kiivkach pozorovatelné odpatovani vody z zelatinové tobolky kolem 100 °C
a pti teploté kolem 225 °C dochazelo pravdépodobné k odparovani glycerolu z tvrdé
Zelatinové tobolky (teplota varu glycerolu je podle dostupné literatury 290 °C*")
(Obrdzek 21 a 22). Po ptidani PG k nosici doslo pfiblizné€ pii 90 °C k odpateni vody z
Zelatinové tobolky, coZ se projevilo vznikem peaku v této teplotni oblasti
(Obrdazek 21). Celkovy prubéh kiivky vSak mél stoupajici charakter, coz naznacuje, ze
dochazelo k postupnému odpafovani PG s vrcholem okolo 190 °C. Tato teplota
odpovida bodu varu PG, ktera se v literatue uvadi okolo 189 °C.* U tobolek, které
obsahovaly disperzi CysA v PG bylo mozné opét pozorovat Siroky peak odpatrovani
vody podobny nenaplnénym a referen¢nim tobolkam. Vrchol tohoto peaku byl vSak
posunut smérem k vyS§im teplotdm (pfiblizné¢ 120 °C), coz je pravdépodobné
zpisobeno ptitomnosti PG. Zaroven bylo mozné na tomto peaku pozorovat dva mensi
endotermni peaky, které se objevily u teploty okolo 85 °C. Tyto peaky vSak nemohou
byt ptisuzovany CysA, jelikoZ se jeho teplota tini pohybuje v rozmezi 148-150 °C.*
S ohledem na teplotu, ve které se tyto peaky objevily, se mize opét jednat o odpateni
vody z tobolky, které je nasledovano doodpatenim PG, ktery v prabéhu skladovani

penetroval z LS praSku do téla tobolky. Vysledky ziskané z hodnoceni DSC pak
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naznacuji, ze penetrace PG do téla tobolky je vyraznéjsi v piipadé LS tobolek s
obsahem smési NUS2 a cistého rozpoustédla PG. Pozorovany nartst vlhkosti u

1.5%, ve které byl

tobolek naplnénych LS praskem je v souladu se studii Vanin et a
zkouman vliv zmékcovadel (mimo jiné také PG) v riznych koncentracich na vlastnosti
filmi na bazi Zelatiny. Vysledky studie ukazaly, Ze s naristem koncentrace
zmékcovadla dochéazi k ovlivnéni vlhkosti, konkrétné k jejimu zvyseni v Zelatinovém

filmu.

€X0 *

s

DSC [a.u]

— & 1 & & T ]
0 100 200
teplota [°C]

Obrazek 21: DSC kirivky prazdnych tobolek (Cerna), referencnich tobolek
s NUS?2 (Seda), tobolek se smési PG a NUS?2 (1:2, cervena) a tobolek obsahujicich
NUS?2 a disperzi CysA v PG (1:2, rizova) po 3 mésicich skladovani

Z Obrazku 22 je patrné, Ze piidavek PS 80 neovlivnil chovéni tobolky, protoze
vznikly difraktogram odpovidd prazdné a referencni tobolce. U tobolek, které
obsahovaly LS smé&s NUS2 a disperze 1é¢iva v PS 80 se navic objevil ostry endotermni
peak kolem 100 °C, ktery pravdépodobné odpovida odpatovani PS 80 s teplotou varu
okolo 100 °C.>! Piidavek 1é¢iva tudiz zplsobil vyrazngjsi pronikani rozpoustédla,
respektive disperze 1€¢iva do tobolky. Nicmén¢ ovlivnéni vlastnosti tobolky bylo méné
vyrazné nez v piripadé tobolek s PG, jelikoz se zde neprojevilo zmeknuti tobolek v

pribehu skladovani.
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Obrazek 22: DSC krivky prazdnych tobolek (cernd), referencnich tobolek
s NUS2 (seda), tobolek se smesi PS 80 a NUS2 (1:2, tmavé modra) a tobolek
obsahujicich NUS2 a disperzi CysA v PS 80 (1:2, svétle modra) po 3 mésicich

skladovani

U IC spektroskopie organickych sloudenin je mozné rozlisovat dvé hlavni
oblasti vibraci, a to valen¢ni (stretching) a deformacni (bending). Valen¢ni oblast se
nachazi v rozmezi vlnoétd 4000-1500 cm™ a odpovida jednotlivym funkénim
skupindm. Naopak deformacni oblast (1500—400 cm™) se ¢asto oznacuje jako oblast
tzv. ,,otisku palce, jelikoZ se jedna o oblast jednoduchych vazeb, ve které nema zadna
molekula zcela stejné spektrum s molekulou jinou. Tato oblast je tedy charakteristicka

pro molekulu jako celek a vyuziva se k analyze za pomoci spektralnich knihoven.>%>3

Jak je patrné z Obrazku 23 a 24 samotné prazdné tobolky vykazuji Sirsi

! odpovidajici

vibra¢ni pas v oblasti vlnoctli v rozmezi piiblizn¢ 3600-2600 cm
obsazené vlhkosti/vodé.>* V piipadé referenénich tobolek je mozné pozorovat
zmenSeni intenzity tohoto pasu, coz muze souviset s absorpci vody z téla tobolky
nosi¢em NUS2. Naopak v ptipadé tobolek s obsahem LS praska s rozpoustédlem PG
mél tento pas vyS$i intenzitu nez v piipad¢ samotnych nenaplnénych tobolek, coz

podporuje vySe uvedené zavéry tykajici se penetrace pouzitého rozpoustédla do téla
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tobolky. Stejné jako v piipadé DSC je i u IC spekter mozné pozorovat vyrazngjsi
navlhnuti tobolek bez obsahu 1é¢iva. To mize byt zptisobeno hygroskopi¢nosti CysA,
diky ¢emuz rozpoustédlo PG tolik nepenetruje do tobolky, poptipad¢ ji CysA muze

vysuSovat adsorpci vody.>

U spekter LS tobolek byla navic pozorovana i zména deformacni oblasti

naznacujici strukturdlni zmény tobolky.

Intenzita [a. u.]

3000 2000 1000
Vinoéet [cm™]

Obrazek 23: vyhodnoceni IC prazdnych tobolek (Cernd), referencnich tobolek
s NUS?2 (seda), tobolek se smesi PG a NUS2 (1:2, cervend) a tobolek obsahujicich
NUS?2 a disperzi CysA v PG (1:2, ruzova) po 3 mésicich skladovani

Na rozdil od tobolek s PG, tobolky naplnéné smésmi na bazi PS 80 vykazuji
srovnatelny vibraéni pas jako tobolky referenéni (Obrdzek 24). Po ptidani LC CysA
dochdzi k mensimu narGstu mnozstvi vody v téle tobolky, ale zdaleka ne tak
vyraznému jako v pfipad¢ tobolek s PG. Z tohoto divodu nejsou v tomto piipade

pozorovatelné zmény v elasticité tobolek.
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Obrazek 24: vvhodnoceni IC prazdnych tobolek (Cernd), referencnich tobolek
s NUS2 (seda), tobolek se smesi PS 80 a NUS2 (1:2, tmavé modra) a tobolek
obsahujicich NUS2 a disperzi CysA v PS 80 (1:2, svétle modra) po 3 mésicich

skladovani
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5 Zavér

Tato prace se zamctila na méfeni doby rozpadu liquisolid tobolek, kdy
liquisolid smés byla vytvorena smisenim nosi¢e Neusilinu® US2 a réiznych pomérii
netékavych rozpoustédel propylenglykolu nebo polysorbatu 80 ¢i disperzi 1é¢iva
cyklosporinu A v téchto rozpoustédlech. Hodnoceni rozpadu vzniklych tobolek
probihalo ihned po pfipravé a po 1 a 3 mésicich skladovani. Sledovan byl také vliv
rozpoustédla na tvrdou Zelatinovou tobolku, kdy se k vyhodnoceni interakei pouzila

infraervena spektroskopie a diferencialni skenovaci kalorimetrie.

Vysledky hodnoceni ukézaly, Ze vSechny piipravené liquisolid tobolky splnily
1ékopisny limit pro dobu rozpadu (30 minut), konkrétné se vSechny ptipravené tobolky
rozpadaly do 13 minut. Nicmén¢ naplnéni tobolek liquisolid praskovymi smésmi mélo
vliv na chovani tobolek. Doba rozpadu tobolek s rozpoustédly se obecné oproti
referenénim tobolkdm prodlouzila. Vyrazngj$i vliv na vlastnosti tobolky mél
jednoznaéné propylenglykol. Pridavek 1é¢iva cyklosporinu A zptisobil v obou
pripadech dalsi prodlouzeni doby rozpadu, kdy vyraznéjsi vliv na rozpadavost tobolek
mela opét disperze léCiva s propylenglykolem. Dale bylo zjiSténo, ze rozpoustédlo
propylenglykol ovliviiuje strukturu tobolky ve vys$Sich koncentracich (zejména u
vzorku 1:2). Dochédzi zde k interakcim mezi propylenglykolem a Zelatinovou
tobolkou, kdy propylenglykol zptisobuje narast vlhkosti v tobolce, coz se projevilo
jejim méknutim béhem skladovani. Tyto zavéry byly potvrzeny rovnéZ pomoci

infracervené spektroskopie a diferencialni skenovaci kalorimetrie.

Nicméné v ptipad¢ polysorbatu 80 nemélo mnozstvi kapaliny v liquisolid
smési, ktera byla do tobolek naplnéna, na rozpad vyznamny vliv. Stejné tak pouziti
riznych médii k testovani doby rozpadu nemélo vyznamny vliv na ziskané hodnoty, a

to v ptipad€ obou pouzitych rozpoustédel (propylenglykolu i polysorbatu 80).
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