UNIVERZITA KARLOVA V PRAZE

FARMACEUTICKA FAKULTA V HRADCI KRALOVE

KATEDRA FARMACEUTICKE TECHNOLOGIE

DIPLOMOVA PRACE

Studijni obor : Farmacie

Nanovlakenné membrany jako nosice léciv 10.

Nanofibremembranes as carriersofdrug 10.

Autor prace: Jana Nguyenova

Vedouci prace: doc. RNDr. Pavel Dolezal, CSc.

Hradec Kralové, zari 2014



Prohlasuji, Ze tato prace je mym pUlvodnim autorskym dilem. Veskera literatura a dalsi
zdroje, z nichz jsem pfi zpracovani Cerpala, jsou uvedeny v seznamu pouzité literatury

a v praci radné citovany. Prace nebyla vyuZita k ziskani jiného nebo stejného titulu.

V Hradci Kralové dne 8.9.2014 = —emmememmme e



Dékuji vedoucimu prace doc. RNDr. Pavlu Dolezalovi, CSc. za jeho podporu, rady

a pfipominky pfi vypracovani této diplomové prace.

Také dékuji Mgr. Janu Honegrovi, Mgr. Pavlu Berkovi a Mgr. Petru Vrbatovi za ziskani dat

HPLC a dalsi poskytovanou pomoc.



Obsah

ABSTRAKT et e bbbttt bbbttt 3
ABSTRACT ..t b bbbt bbbttt 4
L V0D oottt 6
2 ZADANIPRACE.......coooiiiiiiieieriiecissee e 7
3 TEORETICKA CAST ...oosiiiiieiiieiireisreieseieseeesssss s 8
3.1 ROZPUSINOST ...ttt e st et e e s e e s bne e 8
3.1.1  Biofarmaceuticky klasifikacni SyStém ...........ccccoceriiiiiiiiiniiin e 9

3.2 Metody ZVYSeni rOZPUSINOST ....eeverririiiieiieeiee et 10
321 MIKIONIZACE. ..ot 10
3.2.2  NANOSUSPENZE .....eviiiieie ittt siee ettt ettt be e e s be e e e beeesnbeeeas 11
3.2.3  Kryogenni teChniKy ........ccooiiiiiiiiiiiii e 11
3.2.4  Modifikace krystalické Struktury ..........cccocooeiieniiiieieeee e 11
3.2.5  TURE AISPEIZE ...cvvviiiiii ittt 12
3.2.6  Extruze z taveniny (hot-melt eXtruze)..........cccoovvieiiiennieeee 14
3.2.7  Elektrostatické zvlaknovani (elektrospinning)..........c.ccecvvrverveierieinennennn 16
3.2.8  Acetonitril a methanol ... 18
3.2.9  PolyvInYIPYITOlAON .......ooiiiiiiiiceee s 18

4 EXPERIMENTALNI CAST...cooiiiiiiiiiriericriserssiseissessssssessssesssssssss s 20
4.1 POUZItE TALKY ..oeoiiiiiice s 20
4.2 PHStr0J€ @ ZATFIZENT .....eeviiiieiecsieeee e 20
4.3 Pracovni poStupy @ MELOAY ........cccceririiiiiiinienie e 21
4.3.1  Ptiprava mobilni fdze pro HPLC........c.coeiiiiiiiiiic e 21
4.3.2  Ptiprava disoluéniho media (Mcllvaine pHO)..........cccooeviiiiiicniniiniee, 22

4.4  Testovani nanovldkennych membran ...........ccoooiriiiini e 22
4.4.1 Disoluce nanovlakennych membran s gatrinem ...........cccccveneiicncnennnn, 22
4.4.2  Disoluce laminovanych nanovlakennych membran............cccocevviiiiennne, 23
4.4.3  Disoluce hydrofobné laminovanych membran zalisovanych do tablet....... 23

5  DOKUMENTACE ...ttt 25
6  VYSLEDKY A DISKUZE ....cocoomiiiiiimiiiniieeieniessssssses s 30
T ZAVERY oo 35



8
9

POUZITE ZKRATKY A SYMBOLY
LITERATURA . ....ooooveeeeeeeeeeeeeeren,



ABSTRAKT

Teoretickd Cast prace podava informace o biofarmaceutickém klasifikacnim systému
1é¢iv a jeho kontextu ve vyzkumu a vyvoji 1é¢iv. Jsou prezentovany metody pouzivané ke
zvySeni a zrychleni rozpustnosti véetné elektrospiningu.

Experimentalni ¢ast je pilotni studii zaméfenou na hodnoceni podminek vhodnych pro
rozpousténi a  testovani  nové  piipravenych  nanovldkenych  membran
z polyvinylpyrrolidonu s vysokym obsahem (do cca 35 procent) gatrinu jako latky Spatné
rozpustné ve vodnych vehikulech.

Parametry HPLC stanoveni gatrinu za pouziti C18 sorbentu a mobilni faze acetonitril:
fosfatovy pufr pH 8 byly pfedbézné vyhodnoceny jako bezproblémové pouzitelné pro
vehikula typu fosfatového pufru o pH 6,0. Stejné podminky se ukazaly byt ve vazné
kolizi s polymernim materialem nanovldkenné membrany Vv pribéhu disoluc¢niho
hodnoceni nebo s acetonitrilem v mobilni fazi, pfesného stanoveni gatrinu nebylo v tomto
piipadé dosazeno.

Tyto zavéry vedou k navrhu na zménu formulace nanovlakennych membran pouzitim
polymeru odlisného od polyvinylpyrrolidonu (napt. hydroxypropylcelulosy) nebo na
zaménu acetonitrilu methanolem v mobilni fazi pro HPLC.

Ve v8ech ptipadech vsak bylo vSechno analyticky dostupné gatrinu vzdy rozpusténo
a stanoveno do cca 10 az 12 minut od startu rozpoustécich testl, coz lze povazovat za

vhodné jak pro peroralni, tak také nékteré formy mukosalniho podani.



ABSTRACT

The theoretical part of thesis provides information on the biopharmaceutical classification
system of drugs and its context in the research and development of pharmaceuticals. The
methods used to increase the solubility and acceleration including electrospinning are
presented.

The experimental part is the pilot study on the evaluation of conditions suitable for
dissolution testing of newly prepared nanofibers made from polyvinylpyrrolidone
membranes with a high content (up to 35 per cent) gatrin as a substance poorly soluble in
aqueous vehicles.

The parameters of determination of gatrin by HPLC using C18 sorbent and a mobile
phase of acetonitrile: phosphate buffer pH 8 were preliminarily evaluated as perfectly
applicable to vehicle type-phosphate buffer pH 6.0. The same conditions were found to
be in a severe collision with a polymer material of nanofibrous membrane during the
dissolution evaluation or with acetonitrile in the mobile phase, an accurate determination
of gatrin was not obtained in this case.

These findings lead to the proposal to change the formulation of the nanofiber
membranes  using  polymer  different  from  polyvinylpyrrolidone  (eg.
hydroxypropylcellulose) or the replacement of acetonitrile for methanol at the mobile
phase for HPLC.

However, in all cases, all the analytically available amount of gatrin was always
determined within 10 to 12 minutes from the start of the dissolution test. It can be

considered suitable for oral as well as some types of mucosal dosage forms.






1 UVOD

K novym technologiim tpravy 1é¢iv zaméfenym na zvyseni jejich rozpustnosti,
roz§ifeni a zlepSeni moznosti jejich terapeutického podavani rtznymi aplika¢nimi
cestami, patii tvorba nanovlakennych struktur prostfednictvim elektrospiningu. Pouzitim
vhodného polymeru pii elektrospiningu Ize dale upravovat rychlost uvoliovani 1éciv,
nastup i délku trvani ucinku.

Na katedfe farmaceutické technologie FaF UK v Hradci Kralové probiha vyzkum
nanovlaken s obsahem 1éCiv od roku 2007. Tato diplomova prace piedstavuje soucast

pilotnich studii k podani gatrinu jako 1é¢iva ve vodnych vehikulech $patné rozpustného.

Realizace diplomové prace zpocatku probihala pod vedenim PharmDr.
J. Honegra. Nejprve byla vénovana vyhledani a ovéfeni metodiky HPLC stanoveni

gatrinu, ktera by byla posléze pouzitelna i pro stanoveni vzork z in vivo pokust.

V experimentu se pracuje s latkou, jejiz oznaCeni a vlastnosti nejsou dale
konkretizovany, nebot’ pro zpracovani pokust a vyvozeni zavéri je takova informace

nepodstatna.

Doporuceni formulovand v zdvérech maji mit vyznam pro piipadné pokracovani

studia nanozvléknovani gatrinu a dalsi latek.



2 ZADANI PRACE

1. V teoretické casti podat prehled informaci zaméieny na biofarmaceutického tiidéni

latek a vztahu tohoto konceptu k formulaci 1é¢ivych piipravki

2.2 V experimentalni ¢asti se zaméfit na pilotni disoluéni hodnoceni nové formulovanych
nanovlakennych membran s obsahem gatrinu jako latky Spatné rozpustné ve vodném

prostiedi.
Dil¢éi kroky byly konkretizovany takto:

a) provést testovani zadanych podminek HPLC stanoveni gatrinu pii disoluénim

hodnoceni nanovlakennych membran dodanych externim pracovistém,
b) provést orienta¢ni disolu¢ni hodnoceni intaktnich nanomembran s obsahem gatrinu,

C) provést disoluéni hodnoceni nanomembran pokusné laminovanych hydrofobnim

excipientem,

d) provést orientatni disolu¢ni hodnoceni nanomembran pokusné zalisovanych do

mannitolu

Zasady pro vypracovani:

1) Seznameni s vysledky dosazenymi na KFT v pfedchozich letech a monografiemi na

dané téma — zadanymi Skolitelem

2) Literarni reSerSe z on-line zdroju: Web of Science, Scopus apod.
3) Formulace cilti prace

4) Vlastni praktické feSeni

5) Vyhodnoceni vysledkl a vyvozeni zévéri ze ziskanych dat

6) Sepsani vlastni prace — prubézné konzultace se skolitelem

7) Obhajoba prace



3 TEORETICKA CAST

3.1 Rozpustnost

Rozpustnost je vlastnost charakterizujici schopnost pevnych, kapalnych a plynnych latek
rozpustit se v pevnych, kapalnych nebo plynnych za vzniku homogenni soustavy,
roztoku. Zavisi na fyzikalnich a chemickych vlastnostech rozpousténé latky (solutu)
arozpoustédla (solventu), a dale na teploté, tlaku a pH roztoku. Rozpustnost latky
v daném rozpoustédle se vyjadiuje jako nasycena koncentrace, pii které piidani solutu
nezvysi jeho koncentraci v roztoku a nadbytek solutu precipituje. Rozpoustédlem je

nejéastéji kapalina, méné ¢asto pevna latka a vzacné plyn.?

Existuje tada rtznych klasifikaci latek dle jejich rozpustnosti. Lékopisné rozd€leni

vhodné pro ptibliznou praktickou charakterizaci shrnuje nasledujici tabulka 1.

Tabulka 1: Klasifikace rozpustnosti 1¢&iv?

Klasifikace Objem rozpoustédla v ml na rozpusténi 1g latky

Velmi snadno rozpustné <1
Snadno rozpustné l1az 10
Dobte rozpustné 10 az 30
Mirné rozpustné 30 az 100
Té&Zce rozpustné 100 az 1000
Velmi tézce rozpustné 1000 az 10000
Prakticky nerozpustné >10000

Témet 90 procent éCiv je podavano peroralné. Nasledna absorpce takového 1é¢iva, jeho
biologicka dostupnost a farmakokineticky profil se odviji od jeho rozpustnosti ve vodném

prostiedi.?

Parametr rozpustnosti tedy hraje kli¢ovou roli v biologické dostupnosti 1é¢iva

v organismu, u peroralnich Iékovych forem spole¢né s gastrointestinalni permeabilitou,



rychlosti disoluce, efektem prvniho prichodu jatry, presystémovym metabolismem
avlivem efluxnich transportérti. Na zadklad¢ rozpustnosti ve vodé a permeability
peroraln¢ podavanad léCiva rozd€luje dnes jiz dobfe zavedena a stale aktualizovana

soustava oznacovana jako Biofarmaceuticky klasifikacni systém.

3.1.1 Biofarmaceuticky klasifika¢ni systém

Biofarmaceuticky klasifikacni systém (BCS) zavedl Amidon et al.* Ten rozdélil 1é¢iva do
Ctyf skupin podle jejich rozpustnosti a gastrointestinalni propustnosti s cilem predpovédét
in vivo chovani 1é¢iva na zaklad¢ in vitro méfeni zminénych dvou parametra (IVIV
korelace). BSC mize Vv nize jmenovanych piipadech nahradit in vivo bioekvivalenéni

studie (BCS—based biowaivers).

Trida I - vysoka rozpustnost a propustnost
Limitujicimi faktory absorpce pii peroralni aplikaéni cesté jsou disoluce 1é¢iva a rychlost
vyprazdnovani Zaludku (v ptipadé, Ze disoluce probihd rychle). Piikladem IéCiv této tiidy

jsou tramadol a metoprolol.

Trida II — nizka rozpustnost a vysoka propustnost
Absorpce zavisi na disoluci in vivo a obvykle je pomalejsi nez u 1é¢iv pfedchozi skupiny.
Biologickd dostupnost je omezena. Patii sem naptiklad atorvastatin, glibenklamid

a ezetimib.

Trida III — vysoka rozpustnost a nizka propustnost
Rozsah a rychlost absorpce mize byt u Ié¢iv této tfidy velmi variabilni, ale probiha-li
disoluce rychle, je tato absorbéni variabilita zplsobena gastrointestinalnim traktem,

nikoliv 1ékovou formou. Zastupci 1é¢iv jsou napiiklad gabapentin a cimetidin.

Trida IV — nizka rozpustnost a propustnost
Pro Spatnou absorpci a nizkou biologickou dostupnost nejsou 1éciva této skupiny vhodna

pro peroralni podani. Piikladem jsou cyklosporin a hydrochlorothiazid.

Lécivo je povazovano za vysoce rozpustné, kdyz se jeho nejvyssi lé€ebna davka rozpusti
v objemu < 250 ml vodného pufru (pH 1 az 7,5) a je vysoce vstiebatelné (permeabilni),

jestlize se vstfeba nejméné 90% této davky.



Evropskd lékova agentura (EMA)a americky Ufad pro kontrolu potravin a 1é&iv
(FDA)udéluji zkracené schvalovaci fizeni, biowaiver, 1é¢ivim nalezicim do Tridy I,
nebot’:

(a) vysoka rozpustnost zajistuje, ze rozpousténi neni limitujicim faktorem pro rychlost
disoluce, tudiz pro absorpci,

(b) vysoka permeabilita zajisti, ze léCivo je pfi prichodem tenkym stievem zcela
absorbovano,

(c) rychla disoluce zajisti, ze limitujicim faktorem absorpce je rychlost priichodu
zazivacich traktem.

Evropska 1ékova agentura (EMA) umoziuje zkracené schvalovaci fizeni, biowaiver, také
nékterym latkam Ttidy I1.°

V soucasnosti spada 60 procent dnes nabizenych 1é¢iv do ttid BCS | a BCS lll, zatimco
90 procent novych chemickych entit (NCE) patii do tiid II a IV. Spatna rozpustnost vede
mimo jiné K nizké, nekompletni nebo variabilni biologické dostupnosti, ktera je vyrazné
ovlivnéna potravou, a také ke gastrointestinalni toxicit.® U latek Tridy II, tedy $patné
rozpustnych s vysokou permeabilitou, lze jejich biologickou dostupnost vyznamné zlepsit
zvySenim rozpustnosti. Vyuziti tfidéni 1é¢iv podle BCS je kazdoro¢né dopliovano
novymi poznatky. V posledni dobé nejvyznamnéj$i je navrhovana podrobnéjsi

subklasifikace s biofarmaceutickym a farmakologickym vyusténim.’

3.2 Metody zvySeni rozpustnosti

Tyto metody Ize rozdélit do tfi kategorii — chemické, fyzikalni a dal§i. Mezi chemické
metody patii naptiklad zména pH, tvorba soli, pouziti pufri, a derivatizace. K fyzikalnim
se fadi zmenSovani velikosti castic (mikronizace, nanosuspendace), modifikace
krystalické struktury, eutektické smési, tuhé disperze, tuhé roztoky a kryogenni techniky.
Z dalsich mizeme vyjmenovat vyuziti komplexti s cyklodextrinem, solubilizatort,

surfaktanti (tenzidi) a kosolventi.®

3.2.1 Mikronizace

Disoluci u $patné rozpustnych 1é¢iv miizeme urychlit jejich mikronizaci, pii které dojde

ke zvétSeni povrchu latky. Jedna se o proces zmenSovani velikosti Castic 1éCiva pod
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10 mikrometrt, kterého 1ze docilit mechanickym mletim ¢i drcenim vétSich castic. Tento
postup je nevyhodny, protoze je energeticky naro¢ny a vznikaji Castice nepravidelného
tvaru i velikosti. Uniformni ¢astice 1ze vyrobit s vyuzitim superkritickych kapalin (SCF),
tj. sloucenin nad jejich kritickym tlakem i teplotou s vlastnostmi plynd i kapalin.
Nejcastéji pouzivany je oxid uhlicity. Metodou vyuzivajici SCF je procedura ozna¢ovana
jako rychla expanze superkritickych roztoki (RESS), pii které je 1éCivo rozpusténo
Vv superkritické kapaliné za vysokého tlaku a teploty a nasledné protlaCovéno tryskou. Pfi
tomto procesu dojde k precipitaci rozpusténého 1é¢iva z roztoku nasledkem sniZeni tlaku
a vzniku velmi malych c¢astic. Dalsimi metodami zalozenymi na SCF jsou SAS

(,,Supercritical Anti-Solvent®) a PGSS (,,Particles from Gas Saturated Solutions*).®

3.2.2 Nanosuspenze

Nanosuspenze jsou koloidni disperze Castic 1é¢iva velikosti mensi nez 1 mikrometr,
obvykle stabilizované surfaktantem. Mohou byt vyuzity pro zvySeni rozpustnosti latek
Spatné rozpustnych ve vodném 1 nevodném prostfedi. Jejich vyroba je moZna
konvenénimi metodami fizené precipitace (,,bottom up®), kdy je 1é¢ivo rozpusténo
v solventu a pridanim antisolventu dojde k precipitaci jemnych krystalti. Surfaktant
zabrani ristu krystald nad zadouci velikost. ,,Top down* metody jsou zalozeny na mleti,
vysokotlaké homogenizaci ve vodném ¢i nevodném prostiedi nebo kombinaci precipitace

a vysokotlaké homogenizace.

3.2.3 Kryogenni techniky

Kryogenni techniky zvySuji rychlost disoluce lé¢iva vytvofenim nanostrukturované
amorfni Castice s vysokou porozitou. Po tomto procesu probihajicim za velmi nizké
teploty lze nasledné riznymi zplsoby suSeni ziskat suchy prasek. Mezi kryogenni
techniky patfi

(a) sprejové mrazeni na kryogenni kapaling,

(b) sprejové mrazeni do kryogennich kapalin (SFL),

(c) sprejové mrazeni do par nad kapalinou (SFV/L),

(d) ultrarychlé (ultra-rapid) mrazeni.

3.2.4 Modifikace krystalické struktury

Na tadé prikladi byl demonstrovan vliv zmény krystalické struktury na in vitro disolucni

rychlost, s potencialem pro zlepsSeni biologické dostupnosti. Do popiedi zajmu se proto
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dostaly metody fizené krystalizace 1éCiv, jejichz cilem je vyrobit vysoce Cisté prasky
s dobfe definovanou distribuci velikosti ¢astic. Patii sem krystalizace s vyuzitim riznych
rozpoustédel, pomocnych latek nebo krystalizacnich podminek, jiz zminéné metody
s vyuzitim superkritickych kapalin a metoda ko-krystalizace, tedy tvorba molekularnich
komplexi, kdy jsou krystaly tvoteny elektricky neutralnimi molekulami dvou nebo vice
latek, které jsou vazany nekovalentnimi vazbami.

Vliv krystalické struktury je pfedmétem zajmu farmaceutického vyzkumu a vyvoje od
Sedesatych let minulého stoleti. Na ptikladu chloramfenikol palmitatu bylo prokazano, ze
u aktivnich farmaceutickych ingredienci (API) schopnych krystalovat ve vice
krystalickych strukturach existuji rozdily v rozpustnosti jednotlivych polymorfi, coz Ize
vyuzit ke zlepSeni absorpce a biologické dostupnosti.!! Hlavni piekizka ve vyuziti
metastabilnich polymorfi spociva V jejich postupné pieméné ve stabilngjsi krystalické
formy v pribéhu zpracovani, skladovani, ale i pti pruchodu gastrointestinalnim traktem.
Rozdil v rozpustnosti jednotlivych polymorfi je vzhledem Kk jejich relativné malym
rozdilim ve volné energii navic obvykle maly. VéEtsi potencial pro vyuZiti proto maji

stabilizované amorfni soustavy s vysokou energii, typicky ve formé tuhych disperzi.'2

3.2.5 Tuhé disperze

Pojem tuhé disperze oznacuje pevné produkty slozené z alesponi dvou komponent,
nejCastéji hydrofilni matrix a hydrofobniho 1é¢iva. Matrix mize byt krystalicka nebo
amorfni a vni léCivo dispergované molekularné, nebo ve formé& amorfnich C¢i
krystalickych castic. Tuhé disperze v sobé kombinuji nékolik vyhod, které vedou ke
zlepSené disoluci 1é¢iva. ZmenSeni Castic je zejména u molekularnich disperzi provedeno
na nejmenSi moznou uroven. Tyto Castice s velkym vyslednym povrchem jsou po

rozpusténi nosic¢e uvolnény do disolu¢niho média.

Formulace tuhych disperzi vede také ke zlepSené smacivosti 1éCiva i pii pouziti
povrchové neaktivnich nosi¢t (urea, kyselina citronova). U povrchové aktivnich nosi¢t
(cholova kyselina, estery cholesterolu, lecitin) je pak tento efekt jesté¢ vyraznéjsi. Nosice
mohou zaroven ovlivnit disoluéni profil jako kosolventy. Castice v tuhych diperzich
vykazuji vetsi porozitu, kterd také prispiva k rychlejSimu uvoliiovani 1é¢iva. V neposledni
fad¢ ke zlepSeni rozpustnosti pfispiva amorfni stav, protoZze nevyzaduje Zadnou energii
k rozbiti krystalické struktury. Toho lze, pfedevsim u 1é¢iv s nizkou teplotou tani, docilit

vhodnou volbou nosi¢e.r®
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Tuh¢ disperze vychazeji z jednoduchych eutektickych smési, které se skladaji ze dvou
latek zcela misitelnych v kapalném a velmi omezené misitelnych v pevném stavu. Ob¢
latky po ochlazeni krystalizuji soucasné za vzniku velmi drobnych krystalt. Pokud je
jednou z téchto latek 1é¢ivo a druhou inertni, ve vodé vysoce rozpustny nosic, tento se
rychle rozpousti a uvolnuje krystaly 1é¢iva. Velky povrch vysledné suspenze urychli

disoluci a zlepsi biologickou dostupnost.**

Pozdéji  byly pfipraveny tuhé molekularni  disperze s mannitolem  jako
nosi¢em.®Krystalické nosice jako urea a cukry v§ak maji tendenci tvofit termodynamicky
stalejsi krystalické disperze, které uvolnuji 1é¢ivo pomaleji nez amorfni. NejCastéji
pouzivanymi amorfnimi nosi¢i jsou polymery. Ty mohou byt zcela syntetické jako
napiiklad povidon (PVP), polyethylenglykoly (PEG), polymethakrylaty, nebo jde o
polymery odvozené od celuldzy, jako napiiklad hydroxypropylmethylcelulosa (HPMC),

ethylcelulosa, hydroxypropylcelulosa, nebo derivaty skrobu -cyklodextriny.®

Amorfni tuhé disperze mizeme na zaklad¢ interakce mezi nosi¢em a 1écivem klasifikovat
jako tuhé roztoky, suspenze nebo jejich smés. V amorfnich tuhych roztocich jsou nosi¢
alécivo zcela misitelné a rozpustné. Tento typ tuhé disperze je tedy homogenni na
molekularni Grovni a je pritomna pouze jedna faze. Amorfni tuhd suspenze vznikne,
pokud je Ié¢ivo v polymeru rozpustné omezené nebo ma extrémné vysoky bod tani. Tyto
disperze jsou tvofeny dvéma fazemi, Castice 1éCiva dispergované v polymernim nosici
tvofi amorfni produkt. Dalsi vylepSeni disolu¢niho profilu léciva a stabilizaci tuhé
disperze ptinese vyuziti povrchové aktivniho nosice nebo smési surfaktantu a amorfniho
polymeru jako nosice. Povrchova aktivita brani precipitaci a aglomeraci ve vétsi

hydrofobni ¢astice.!®

Tuhé disperze lze pfipravit nékolika zptisoby. Prvni z nich je metoda tavenim (,,melting
method®). Pfi ni dojde ke smiseni 1é¢iva a ve vodé rozpustného nosic¢e s naslednym
zahfivanim, dokud se tato smés neroztavi. Po rychlém ztuhnuti v ledové lazni za
intenzivniho michani se vysledna masa drti, praskuje a situje. Tato metoda ma mnoho

modifikaci ve zpiisobech nalévéni a chlazeni roztavené smési.

Supersaturace 1é€iva vV systému mizeme dosahnout rychlym ochlazenim z vysoké teploty,
kdy jsou molekuly solutu zachyceny v matrix solventu velmi rychlym, okamzitym
procesem  tuhnuti.'’Casto  pouzivanymi  polymery jsou  polyethylenglykol

a polyvinylpyrrolidon. Nevyhodou této metody je skuteCnost, ze mnoho latek se za
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vysokych teplot rozkladd nebo vypatuje. Tomu lze zamezit pfipravou v uzavieném
kontejneru, tavenim ve vakuu nebo Vv pfitomnosti inertnich plynt. Pouziti této metody je
mozné v piipadé, ze 1éCivo a polymer jsou kompatibilni a dobfe misitelné pii zahfivani,

V opacném piipad¢ vznikaji nehomogenni tuhé disperze.

Druha metoda obnasi pouziti rozpoustédla, ve kterém se rozpusti 1é¢ivo i nosi¢ (,,solvent
method*). Po odpafeni rozpoustédla vznikne Ciry film, ktery se suSi do konstantni
hmotnosti. Odpada tedy zahtivani a nehrozi rozklad 1é¢iva ani nosi¢e. Nevyhodou tohoto
postupu je vysokd cena, obtize pii odstranovani rozpoustédla, jehoz pfitomnost

v hotovém produktu miiZe ovlivnit stabilitu a obtizna rekrystalizace.'®

Dal$i moznosti, jak tuhé disperze ptipravit, je rozpusténi 1é¢iva a nosice ve spolecném
rozpoustédle a inkorporace této smési do roztaveného polyethylenglykolu (,,melt solvent
method*), ktery se potom odpaiuje do vniku ¢irého filmu. Film se su$i do konstantni

hmotnosti.!® Tato metoda kombinuje vyhody obou piedchozich postupi.

3.2.6 Extruze z taveniny (hot-melt extruze)

Siroce pouzivanou metodou K piipravé tuhych disperzi je technika hot-melt extruzi
(HME). Umoziiuje ptipravu molekularnich tuhych disperzi 1é¢iv do rtznych polymert
nebo lipidovych matric. Pfi samotném procesu dochdzi k protlacovani materidlu za
zvySené kontrolované teploty a tlaku pies otvor nebo trysku, za vzniku produktu

uniformniho tvaru a hustoty.?

Vytlacovaci stroj, extrudér, se sklada z plniciho zafizeni, unaseciho spiralové tvarované
hiidele (tzv. $neku), vyhiivaného pouzdra a vytlatovaci hlavy. Dvousnekové extrudery
jsou vyhodnéjsi neZ jednoSnekové, protoZze pracuji rychleji, efektivnéji a nemaji tendenci
prehfivat extrudovany materidl. JednoSnekové extrudery jsou konstrukéné jednodussi
a méné finan¢né& naro¢né.?H?2

Lécivo, polymer a pomocné latky v praSkové formé prochazeji vyhfivanym pouzdrem,
kde se pomoci Snekového =zafizeni michaji, hnétou a tavi. Roztavena masa je

protlacovéna vytlaCovaci hlavou a nasledn¢ chlazena.
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Obr.3.1:Dvousnekovy extruder (pfevzato
15.3.2014z http://www.rottendorf.com/index.php/hot-melt-extrusion.html)=

Surovinami pouzivanymi pii HME procesu jsou tavitelné materidly jako polymerni
nosi¢e nebo nizkotajici vosky, plastifikatory a dalsi pomocné latky (modifikatory
uvoliiovani, disintegranty, viskozifianty a antioxidanty). Nejcastéji pouzivanymi
polymery  jsou derivaty celulosy, jako napiiklad ethylcelulosa (EC),
hydroxypropylcelulosa (HPC), a dale latky typu PEG, PEO a polymethakrylaty. Jako
plastifikatory slouzi citratové estery (triethylcitrat, tributylcitrat), glykolové derivaty
(PEG, propylenglykol), sebakaty a ftalaty. PouZziti vhodného plastifikdtory umoznuje
sniZzeni vyrobni teploty a smykovych sil potfebnych k extruzi polymeru, ¢imzZ se zlepsi

3

zpracovatelnost nékterych vysokomolekularnich polymeri.?® Vsechny pouzivané

materidly musi byt dostatecné termalné, fyzikalné a chemicky stabilni.

Jelikoz se jedna o proces, pii kterém dochéazi ke zvySeni teploty zpracovavaného
materialu, hrozi degradace jak 1é¢iva, tak pouzitého polymeru, zvlast pokud je bod tani
1é¢iva vysoky. Novéjsi postup vyroby extruzi, pii kterém je 1é¢ivo nejdiive prevedeno na
amorfni formu metodou ,,melt solvent“ a poté extrudovana s vhodnym polymerem,
umoziuje praci za teplot vyrazné pod bodem tani 1é¢iva. Je-li teplota skelného piechodu

amorfni formy 1é¢iva nizsi nez Ty polymeru, samotné 1é¢ivo slouzi jako plastifikator. 24
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3.2.7 Elektrostatické zvlaknovani (elektrospinning)

Elektrostatick¢é  zvldknovani kombinuje vyhody tradi¢nich tuhych  disperzi
a nanotechnologii. Jedna se o pfimy a univerzalni proces, kterym lze vyrobit nanovldkna
o prumeéru od nékolika nanometrii do mikrometra. Tato vldkna se daji pouzit ve forme
membran jako nosice 1é¢iv, jako aplika¢ni soustavy pro uvoliovani 1é¢iv (DDS) riznych
typt, naptiklad transdermalni, peroralni, implantacni a jako 3D matrice (oznacované
Casto jako skafoldy) pro riist nové tkane.

Nanovlakenné membrany maji pro vyrobu peroralnich Iékovych forem nékolik
vyhodnych vlastnosti. Velky povrch vlaken, ktery umoziiuje rychlé uvoliovani
inkorporovanych aktivnich ingredienci, vysokou porozitu a s pouzitim vhodnych
pomocnych latek umoznuji existenci 1éCiva v polymerni matrix v amorfni nebo v
nanokrystalické formé.?

Zakladni princip vyroby nanovldken lze popsat na zvldknovani ze stiikacky (trysky). Pfi
vyrobé pusobi na kapku roztoku polymeru, ktery drzi svym povrchovym napétim na
konci kapilary, elektrické pole a na povrchu polymeru vznika naboj. Vzajemné odpudivé
sily zptsobi silu opacnou k povrchovému napéti. ZvySovanim sily elektrického pole se
kapka roztoku na Spicce kapilary prodluzuje a tvoii konicky tvar znamy jako Taylortv
kuzel. Kdyz elektrické pole dosahne kritické hodnoty, pii které odpudiva elektricka sila
ptevazi povrchové napéti, vystreli vlakno roztoku. Pfi cesté¢ vzduchem se rozpoustédlo

odpaii a nabité vlakno polymeru se pfichyti na uzemnény kolektor.

Polymer A ;,: : _

. sul':_mnn 5 s 5\ ‘ \

P el sy _:. A k,
%\m\&: e \h'"_”'"_ Nkt MYy
\ e — N RN
. : ' TR
Sine e SR
Metering \ ! H,;; h 4
Pump Tayler cone "\ ""\ J
High Voltage ® i'?l[vﬂngsrrj?m ]
. otating or Stationary

——0 Supply g ) |

Obr. 3.2: Zéakladni schéma vyroby nanovlaken (ptevzato 15.3.2014 z
http://www.che.vt.edu/Faculty/Wilkes/GLW/electrospinning/electrospinning.html)?®
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Na stejném principu funguje i zvlaknovani z trnu, struny a z valecku (NANOSPIDER).

Proces je ovlivnén vlastnostmi roztoku jakymi jsou viskozita, konduktivita a povrchové
napéti, dale rovnéz hydrostatickym tlakem v kapilare, elektrickym potencidlem na jejim

konci, vzdalenosti konce od kolektoru, teplotou, vlhkosti a rychlosti vzduchu v komote.?’

Samotnd nanovldkna maji fadu vyhodnych vlastnosti, pro jejich vyuzitelnost jako
aplikac¢ni systémy 1écCiv je vSak nezbytné jejich zpracovani do flexibilnich membran
a inkorporace 1é¢iva do jejich struktury. Podle charakteru 1é¢iva, kterym mohou byt malé

molekuly, proteiny nebo geny, je tfeba zvolit vhodnou metodu.

Ko-elektrospinning

Nejjednodussi metodou inkorporace 1éCiva do nanovldken je jeho rozpuSténi
S polymerem ve spole¢ném solventu a nasledné zvlaknéni. Uvoliiovani 1é¢iva potom
z4visi na jeho distribuci v nanovldknech a morfologii samotnych vldken. Je tfeba zvazit
fyzikalné-chemické vlastnosti polymeru a jejich interakce s molekulami 1éciva. Lipofilité
a hydrofilit¢ 1éCiva tedy musime ptizptsobit lipofilitu a hydrofilitu polymeru. Nizka
rozpustnost 1éCiva v polymeru zpiisobi tvorbu disperze, jejimz zvldknovanim muze dojit
k migraci molekul API k povrchu nanovlaken, coz ma za nasledek piekotné narazové
uvolnéni (,,burst release®). Pozvolného uvoliovani muZzeme dosahnout kombinaci
hydrofilnich a lipofilnich polymert. Hydrofilni polymery jako Zelatina, PEG, PVA a
amfifilni kopolymery mohou vyrazné zvysit mnozstvi 1é¢iva pojmutého ve vlaknech a
tim zabranit burst release. Pro vysokomolekularni terapeutické latky je vhodné pouziti

hydrofilnich polymert.?

Povrchova modifikace vlaken

Povrchovou modifikaci nanovldken dosdhneme imobilizace 1é€iva na jejich povrchu. Tim
se vyhneme denaturaci léCiva zplsobené vysokym napétim nebo organickymi
rozpoustédly, pouzivanymi pii ko-elektrospinningu. Molekuly 1é¢iva jsou na
nanovlaknech drzeny fyzikalni absorpci, elektrostaticky, hydrofobnimi interakcemi,
vodikovymi a van der Waalsovymi vazbami. K imobilizaci rustovych faktort byl
s ispéchem pouzit heparin. Dalsim zpisobem imobilizace 1éCiva je zavedeni funkcnich

skupin na povrch nanovldken (chemicka modifikace). Tak lze 1épe kontrolovat mnoZstvi
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lé¢iva inkorporovaného do vldken a zaroven dosahnout pozvolného uvoliiovani s redukci

burst release. °

Uspoiadani typu jadro-plast’ (Core-shell design)

Pomoci specidlni trysky muzeme vyrobit vldkna skladajici se zjadra, ve kterém je
inkorporované 1éc¢ivo, a plasté. Lécivo je tak zpocatku chranéno proti vnéjSim
podminkam a uvolfiovano pies vnéjsi plast’ postupné. Uvolnovani je ovlivhéno mnoha
faktory, vcetn¢ slozeni a chemickych vlastnosti jadra a plasté, tloustkou plaste
a degradabilitou. K vyrob¢ jadra se nejcastéji pouzivaji ve vode rozpustné polymery nebo

proteiny, napiiklad PEG, kolagen, bovinni sérovy albumin, PCL.%

3.2.8 Acetonitril a methanol31.32

Organické solventy nejc¢astéji pouzivané jako mobilni faze pro reverzni chromatografii
jsou acetonitril a methanol. Acetonitril je semipolarni, s vodou misitelné rozpoustédlo,
které je zaroven dostatecné hydrofobni, aby eluovalo latky z nepolarni (naptiklad C18)
chromatografické kolony. Je s vodou misitelny ve vsech pomérech, netvori s ni vsak
asociaty, smes vody a acetonitrilu si tedy zachovava binarni charakter a umoziuje snadny
odhad retence na zakladé koncentrace. Methanol tvoii s vodou pevné asociaty,
v koncentracich 25% az 75% se mobilni faze sklada z komplexni ternarni smési
methanolu, asociatd methanol-voda a vody. Acetoniril ma pti malych vinovych délkach
nizsi absorbanci nez methanol, pii UV detekci tedy produkuje méné sumu a jeho smési

pii stejném pratoku pasobi na kolonu mensim tlakem nez je tomu u methanolu.

3.2.9 Polyvinylpyrrolidon

Polyvinylpyrrolidon (PVP) je ve vodé rozpustny polymer. Je zaloZzen na monomeru
N-vinylpyrrolidonu. V suchém stavu se jedna o hygroskopicky prasek, v roztoku ma
velmi dobrou smécivost a snadno tvoii film. Ve farmacii nachézi pouziti jako stabilizator,
pojivo a polymerni nosi¢ 1é&iv.>

Diky svoji chemické struktute tvoii komplexy s fadou latek, v€etné farmakologicky
aktivnich substanci. Solubilita a stabilita téchto komplexti je velmi rozdilnd, ale az na

vyjimky ve vod¢ uvoliuji 1éCivo rychleji nebo stabilngji, nez Cista 1éciva latka. In vivo
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povidon zvysuje biologickou dostupnost 1€civ. Tuhé disperze s vyuzitim povidonu jako
matrix vykazuji vysokou stabilitu.

PVP je vhodnym polymerem také pro zvlaknovani, véetn¢ tvorby nanovlaken pomoci

elektrospinningu. 343
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité latky

Acetonitril pro HPLC
Ztuzeny tuk (CL 2012)

Lachner, Neratovice

Dr. Kulich Pharma, Hradec Kralové
Hydrogenfosfore¢nan disodny dodekahydrat Dr. Kulich Pharma, Hradec Kralové
Kyselina citronovéa (CL 2012) Lachner, Neratovice
Lachner, Neratovice

Dr. Kulich Pharma, Hradec Kralové

Kyselina chlorovodikova ¢.
Trometamol (TRIS)
Mannitol Teva, Opava

FaF UK, Hradec Kralové

FaFUK, Hradec Kralové

Voda ¢isténa

Voda pro HPLC ultracista
Latka G, pracovné gatrin Boehringer-Ingelheim, Praha
Vsechny suroviny odpovidaly jakosti deklarované piislusSnymi dodavateli a byly
pouzivany bez Uprav ve stavu, v jakém byly dodény.

Cisténa voda a voda pro HPLC pochazi z centralni ptipravny na FaF UK a nebyla

podrobena Iékopisnym zkouskam.

Testované nanovldkenné membrany byly vyrobeny za pouziti technologie Nanospider™
a ziskany od firmy Elmarco s.r.0., Liberec S témito zakladnimi informacemi:

PVP_G50 (staticky), plosSna hmotnost 17,6; pramér vldken 198nm

PVP_G40 (staticky), plosSna hmotnost 14,9; pramér vldken 184nm

4.2 Pristroje a zarizeni

Analytické vahy Kern 440-45N
Digitalni pH metr Gryf 209L
Elektronicka michacka Variomag
HPLC sestava HP 1200 series
Magnetické michadlo Telesystem
Ultrazvukova lazeit VC 300259
Vodni lazenn Grant JBS
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Labortechnik, Némecko
Agilent Technologies, USA
Labortechnik, Némecko
Tesla, Vrable
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Termostat BT50 Laboratorni piistroje, CR

Stiikackové membranové filtry Simplepure 0,45 um (NY), injekéni stiikacky, injekéni

jehly, chirurgické niizky, pinzety, gumové rukavice a jiné¢ bézné laboratorni pomucky.

Specifikace sestavy pro HPLC:
- Isokratické ¢erpadlo: IsoPump G1310A
- UV/VIS detektor: VWD G1414B s proménnou vinovou délkou,
- Kolony: ZorbaxEclipse plus C18, sorbent oktadecylsilanovy, primér 4,6mm,
délka 150mm, zrnitost 5 mikrometr
- Mobilni faze: acetonitril: TRIS pufr pH 8 (75:25)
Software: ChemStation 1.22

Stanoveni bylo provadéno pii 320 nm; mnoZzstvi vzorku pro néstiik ¢inilo 100 pl.

4.3 Pracovni postupy a metody

4.3.1 Priprava mobilni faze pro HPLC

Mobilni fazi je smés acetonitril: TRIS pufr pH 8 v poméru 75:25

4.3.1.1 TRIS pufr pH8

SloZeni:

Trometamol 3,039
Voda cisténa ad 1000 ml
Kyselina chlorovodikova dopH 8
Postup:

3,03g trometamolu se rozpusti v asi 1000 ml ¢isténé vody, pomoci pH metru se zjisti
hodnota pH pftipraveného roztoku, kyselinou chlorovodikovou se upravi hodnota pH na 8
(pti 20°C).
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4.3.2 Priprava disolu¢niho media (Mcllvaine pH6)

SloZeni:

Hydrogenfosfore¢nan disodny dodekahydrat 45,29
Kyselina citronova 7,79
Voda ¢isténa ad 1l
Postup:

45,2g hydrogenfosforecnanu disodného dodekahydratu a 7,7g kyseliny citronové se

rozpusti v ¢isténé vod¢ a doplni na 11itr.
4.4 Testovani nanovlakennych membran

4.4.1 Disoluce nanovlakennych membran s gatrinem

Disoluce byla provedena s nanovldkennou membranu oznafenou jako PVP G 50,
obsahujici 33 % gatrinu. Membranu jsme nastiihali na obdélniky o velikosti
25cmx2cm (0 celkové exponované pocateéni plose 10 cm?), vysusili v exsikatoru

a pomoci analytickych vah jsme zaznamenali navazky.

n1=0,0106g
n2 = 0,0102g
n3 = 0,0106g

Po nastiihani, vysuseni a zvazeni jsme kazdy zvazeny vzorek membrany vlozili do
kadinky s magnetickym michadélkem a 50ml disolu¢niho média o teploté¢ 37°C. Tyto

kadinky byly poté umistény do vodni 1azné vytemperované na 37°C.

Odbéry 0,5ml disolu¢niho média jsme provadéli v pfedem dohodnutych casovych
intervalech, konkrétné po 1, 4, 8, 12, 16, 20, 30, 45, 60, 90, 120, 180 minutach.

Zpisob odbéru:

Stiikackou s membranovym filtrem jsme odebrali 0,5 ml vzorku, filtr odstranili ze
stiikacky, vzorek disolu¢niho média vpravili do vialky, stejnou sttikackou nabrali 0,5 ml
Cistého disolu¢niho média vytemperovaného na 37°C, filtr opét nasadili a disolu¢nim
médiem proplachli zpét do kadinky, ze které jsme vzorek odebrali (S testovanou

membranou).
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Takto bylo odebrano36 vzorki disoluéniho média, které byly nasledné analyzovany
pomoci HPLC.

4.4.2 Disoluce laminovanych nanovlakennych membran

Kdisoluci jsme tentokrat pouzili membranu oznaCenou jako PVP 40%,

s deklarovatelnym obsahem 28% gatrinu.

Tuto membranu jsme nastiihali na 5 ¢tverci velikosti 5cm x5cm, vysusili v exsikatoru
azvazili na analytickych vahach. Celkovd navadzka vSech cCtverci membrany cinila

0,0363 g.

K laminaci jsme zvolili ztuzeny tuk. Laminaci jsme provedli tak, Zze jsme nastiihané
¢tverce membrany naskladali na sebe, aby se pfesn¢ piekryvaly, zafixovali jsme je na
podlozce a nanesli na né roztaveny ztuzeny tuk. Po vychladnuti jsme tuto sestavu nafezali

na 7 stejné Sirokych prouzku o sifce 0,7 cm.

Tti prouzky jsme vlozili spolecné s magnetickym michadélkem do kadinek, do kazdé
kadinky jeden prouzek, naplnénych 50ml disolu¢niho média o teplot¢ 37°C. Tyto

kadinky byly nasledné umistény do vodni 1azné vytemperované na 37°C.
Odbeéry 0,5 ml vzorku byly opét provadény tak, jak je popsano v odst. 4.4.1

Ukonceni disoluce bylo sledovano vizudlné, odbéry pro stanoveni 1é¢iva pokracovaly az

do pfedem dohodnutého ¢asového intervalu.

Celkem bylo takto ziskano 39 vzorku, které byly nasledné analyzovany pomoci HPLC.

4.4.3 Disoluce hydrofobné laminovanych membran zalisovanych do tablet

Tti prouzky ziskané z pfedchoziho pokusu jsme nastiihali na ¢tverecky (0,7 cm x0,7 cm),
poskladali je na sebe a s mannitolem jako plnivem zalisovali individualn¢ do tablet. Tuto
individualni kusovou ,vyrobu tablet“ na vystfednikové tabletovaéce KORSCH

Maschinen Fabrik Berlin provedl Mgr. Pavel Berka.
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Tyto vylisky (v dal$im textu jsou oznacovany také jako tablety)jsme opét vkladali
spole¢né¢ s magnetickym michadélkem do kadinek s 50ml disolu¢niho média o teploté

37°C. Dalsi postup disolu¢niho testu byl shodny s postupem popsanym v odstavci 4.4.1.
Chovani tablety pii disoluci jsme opét kontrolovali vizualné.

V této pokusné sérii bylo ke stanoveni odebrano 42 vzorki, ve kterych bylo nasledné

mnozstvi 1é¢iva stanovovano pomoci HPLC.

Kalibracni rovnice byla vypoctena béznym postupem v programu MS Excel, ktery

poskytl také vy¢isleni hodnoty R? koeficientu determinace.

Nameétend data prislusnych ploch AUC pod kiivkou piku gatrinu na chromatogramech
byla pfepoCtena nejprve na udaje koncentra¢ni (ug/ml) a po korekci na odbéry
a dopliovani akceptorového média ptepoctena na hodnoty Q celkové stanoveného 1é¢iva.
Z takto ziskanych dil¢ich hodnot Q byly vypoéteny hodnoty praméri Q a jejich
piislusnych smérodatnych odchylek (SEM).

Souhrnné jsou primarni hodnoty AUC a piislusné hodnoty jejich SEM uvedeny v tabulce

6.1 vysledkové ¢asti a Casteéné také na obr. 6.1.
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5 DOKUMENTACE

Obr. 5.1 Chromatogram z kalibrace gatrinu 1ug/ml (retenéni ¢as 1,2 min)
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Tab. 5.1 Kalibra¢ni data gatrinu z HPLC stanoveni pii UV detekci

koncentrace dil¢i hodnoty ploch pod kfivkou prumér | SEM

mg/100ml | pg/ml| Auc | Auc | Auc | Auc | Aauc | Aauc | AUC | Auc

0.001 0.01 2.9 1.8 15 1.6 1.7 1.3 1.8 0.52

0.01 0.1 14.2| 133 10.7 12.7 1.48

1 10| 129.7)132.2| 132.6] 132.8] 131.1( 130.8|] 131.5 1.10

10 100] 1263.3| 1258 1265.2( 1241.9] 1231.5]| 1239.7 | 1262.2 | 12.82
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Obr. 5.2: Kalibra¢ni zavislost gatrinu z HPLC stanoveni pii UV detekci (A = 320 nm)
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Obr 5.3: Typicky chromatogram vzorku z disolu¢niho testu laminované nanomembrany
po 8 minutach (reten¢ni ¢as gatrinu 1,2 min)
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Protokol €. 1: Disoluce gatrinu z nanomembrany PVP G 50_1

Vo [mi] fosf. pufr pH 6.0 ‘ Vo= 50 l
t [min]
AUC
Crk [ug/imi] |Membrana | PVPG50_1 |
AVdop [ml]
Cx [ug/mi] |Navazkamg] | 106 |
Q [ng] veV,
| Latka | gatrin |

t AUC Crk AVdop Qt

1 162 12.393 0.5 620

4 187 14.383 0.5 719

8 150 11.437 0.5 572

12 188 14.463 0.5 723

16 123 9.287 0.5 464

20 158 12.074 0.5 604

30 120 9.048 0.5 452

45 188 14.463| 05 723

60 250 19.400 0.5 970

90 235 18.206 0.5 910

120 268 20.834 1042

Qm v membrané: 3 300 g

Podil stanoveného gatrinu po 120 minutach: cca 30 procent
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Protokol 2: Disoluce gatrinu z nanomembrany PVP G 40 LAM 1

Vo [mi] fosf. pufr pH 6.0 ‘ Vo= 50 |
t [min]
AUC
Cni [ug/Lm] |Membrana | PVPG40_LAM 1 |
AVdop [ml]
Ck [ug/mi] | Navazka [mg] | 10,3 |
Qt [ngl veVo
| Latka | gatrin |
t AUC Cnk AVdop Qt
1 0 0.5
4 7.2 0.066 0.5 3
8 60.7 4.326 0.5 216
12 78.3 5.728 0.5 286
16 51.0 3.554 0.5 178
20 33.0 2.120 0.5 106
30 44.0 2.996 0.5 150
45 16.0 0.767 0.5 38
60 24.0 1.404 0.5 70
90 30.0 1.881 0.5 94
120 23.0 1.324 66

Qm v membrané: 2 800 pg

Podil stanoveného gatrinu po 12 minutach: cca 10 procent
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Protokol 3 Disoluce gatrinu z nanomembrany PVP G 40 _TAB 3

Vo [mi] fosf. pufr pH 6.0 ‘ Vo= 50 ‘
t [min]
AUC
Cik [ug/1mi] |Membrana | PVPG40_TAB3 |
AVdop [mi]
Ci [ug/mi] | Navazka [mg] | 10,3 |
Q [ug] vev,
| Latka | gatrin |
t AUC Crk AVdop Qt
1 0 0.5
4 48 3.299 0.5 165
8 71 5.178 0.5 259
12 81 5.935 0.5 297
16 59 4.167 0.5 208
20 58 4.087 0.5 204
30 41 2.757 0.5 138
45 31 1.961 0.5 98
60 27 1.643 0.5 82
90 25 1.483 0.5 74
120 25 1.483 74

Qm v membrané: 2 800 pg

Podil stanoveného gatrinu po 12 minutach: cca 10 procent
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

Zakladnim ukolem prace bylo vytvofit podklady pro navazujici permeacni experimenty
zamé&fené piedev§im na sublingvalni, piipadné peroralni biodostupnost 1é¢ivé latky, ktera

je pro zjednoduseni v ramci této praci oznacovana jako gatrin.

Planované biodostupnostni pokusy vyzaduji pfedbéznou znalost disolucnich parametrii
dan¢ho 1éCiva, které bylo vybrano jako modelové, s nckterymi castymi aplikacné
nevyhodnymi vlastnostmi, zejména Spatnou rozpustnosti ve vodném prostfedi. Neni
cilem této prace vlastnosti gatrinu rozebirat, lze vsak fici, ze jeho zpracovani do podoby
nanovlaken je spojeno s ocekavanim zvysené rychlosti jeho rozpousténi, tudiz zvySeni
jeho koncentrace v misté absorpce, tedy v kone¢ném disledku také zlepSeni parametrti
jeho biodostupnosti. Souc¢asné miize byt feSena i jeho stabilizace v 1€kovych formach pro

oba zminéné typy podani.

Vybér polymeru ve smyslu vySe naznaCenych zamérG vedl k vyuziti
polyvinylpyrrolidonu jako jednoho z polymeri prvni volby. Jedna se totiz 0 polymer
s velmi dobie popsanymi vlastnostmi, a to i z hlediska jeho uplatnéni v Iékovych formach
(viz odst. 3.2.8). Stejné podstatné jsou jeho vlastnosti také z hlediska moznosti jeho
zpracovani do podoby nanovlaken za vyuziti techniky Nanospider™.S ni jsou na katedfe
farmaceutické technologie dostate¢né zkusenosti diky dlouholeté spolupraci s firmou

Elmarco s.r.o. Liberec.

Nanovldkenné membrany s tiemi odstupfiovanymi koncentracemi gatrinu ve vldknech
byly vyrobeny podle zakladnich pozadavki ve spolupraci s ing. D. Stranskou a Mgr.
Petrem Vrbatou.

K ziskani disolu¢nich podkladd bylo nutné zvolit vhodnou analytickou metodu, ktera by
byla dostate¢né robustni také v pfipad€ stanoveni gatrinu v biologickych vzorcich (napf.
krevni plasma). Proto byla v prvnich krocich této diplomové prace vénovana pozornost
stanoveni gatrinu za podminek in vitro. K tomu zvolena metoda HPLC s UV detekci.
Dulezitym krokem v dané souvislosti byl vybér mobilni faze pro HPLC, pficemz prvni

volbou byla pufrovana faze s acetonitrilem.
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Acetonitril je polarni rozpoustédlo misitelné s vodou, presto vsak je dostatecné
hydrofobni a ma natolik silné¢ vyjadiené¢ hydrofobné disperzni vlastnosti, Ze umoznuje
eluci latek z chromatografické kolony. Déje se tak prostiednictvim disperznich interakci
jak acetonitrilu s rozpusténé latkou, tak acetonitrilu s vnitinim povrchem materialu

kolony.

Acetonitril je pfitom misitelny svodou ve vsech pomérech specificky zvlastnim
zpusobem. Pocinaje Cistou vodou jako mobilni fazi muze kapalna soustava postupnym
piidavanim acetonitrilu ziskavat stale silngjsi hydrofobn¢ disperzni vlastnosti. Pii pouziti
V kapalinové chromatografii tak mobilni faze muze postupné eluovat vétsi mnozstvi
nepolarnich latek. Acetonitril neni pevnéji asociovan s vodou, a proto, na rozdil od
methanolu, si smési acetonitril-voda ponechavaji binarni charakter. To zjednodusuje
nejen teorii interakci, ale predev$im umoziuje jednodussi odhad ¢i predikci retence

analyzovanych latek ve vztahu ke koncentraciacetonitrilu.?

Methanol naopak vytvati silné provazané asociaty s vodou, takze se mobilni faze pfi
vysokych koncentracich vody chova jako binarni smés vody a asociatu voda-methanol.
Pii vysokych koncentracich methanolu lze tedy hovotit o mobilni fazi slozené ze smési
methanolu a vody se soucasné pridruzenym methanolem. Mezi témito extrémy, tedy mezi
25 % methanolu a 75 % methanolu, se mobilni faze sklada z komplexni ternarni smési

methanolu, vody asociované s methanolem a samotné vody.

Na rozdil od smési acetonitril-voda ¢ini slozitost soustav methanolu s vodou piedpovéd’
reten¢niho Casu rozpusténé latky obtiznéjsi.
Pro disolu¢ni, piipadné liberacni a permeaéni pokusy je nutné s témito skute¢nostmi

pocitat nejen z hlediska volby vhodnych podminek pro stanoveni, ale také konkrétnich

podminek pro uspofadani in vitro pokusu.

Ukazalo se, Ze samotné stanoveni gatrinu ve vodném prostiedi fosfore¢nanového pufru

pH 6.0 necini za danych podminek zadny problém, jak je znazornéno na obr. 5. 1.

Je v ném uvedena také kalibracni rovnice, ktera byla pouzivana v modifikovaném tvaru
C (ug/ml)=y - 6.3722/12.558 Q)
Odhad detekéniho limitu metodiky pro gatrin je v oblasti 10 ng/ml.
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Za povsimnuti stoji extrémni hodnota R?, tedy koeficientu determinace. Jeho velikost
neni mozné piecenovat, i kdyz je na prvni pohled vyrazné pisobiva. Divodem je mimo
jiné to, Zze nebyla ziskana kompletni sada vysledk potfebna k vyjadieni ptisluSnych
1¢kopisnych parametrt a nalezitosti spravné laboratorni praxe, jak je ostatné ziejmé z tab.
5. 1 v ¢asti 5. Dokumentace. Presto je jasné, ze ziskana kalibra¢ni zavislost je dostatecné
linearni, navic ve velkém rozsahu koncentraci. Proto byla jako potencialné dobie
pouzitelna a v diplomové praci nadale také prakticky vyuzita (pfisluSna rovnice byla

spoctena MS Excel).

Jak se vSak v navazujicich pokusech ukazalo, toto prvni uspokojivé konstatovani

neplatilo pii stanoveni gatrinu v disolué¢nich pokusech.

Z namétenych disolucnich dat gatrinu z nanovldkennych membran, které jsou souhrnné

uvedeny v tabulce 6.1, stoji za pozornost n€kolik skute¢nosti.

Pro vSechny vzorky nanomembran je to vyznamny nejprve ten fakt, ze po pocate¢nim
rychlém rozpusténi gatrinu, tj. mezi nultou a asi 12. minutou prob&hne prakticky veskera

disoluce gatrinu.

Tab. 6.1 Souhrn naméfenych primarnich dat z HPLC stanoveni gatrinu

t PVP G40 PVP G40 LAM PVP G40 TAB
[min] AUC SEM AUC SEM AUC SEM
4 15,2 14,8 7,2 2,8 55,7 3,1
8 18,7 6,3 60,0 27,2 69,0 1,4
12 30,7 4,3 71,0 18,5 58,0 2,4
16 18,3 19,3 56,0 2,4 48,3 6,9
20 17,1 11,7 33,0 6,4 41,0 2,2
30 16,0 7,9 44,0 3,4 36,7 4,2
45 16,5 4,0 30,0 3,1 31,3 3,7
60 16,7 7,5 33,0 7,8 29,7 3,1
90 17,7 2,3 22,0 2,5 29,3 3,7
120 20,6 1,7 19,0 7,4 30,0 3,6
150 22,4 2,4 17,0 4,5 34,0 5,0
180 22,4 1,6 21,0 4,8 37,5 0,5
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Také vizualné pozorovatelné rozpusténi nanovlaken se jevilo jako kompletni, jen snad
pon¢kud pomalejsi. Nasledujici hodnoty stanovovanych kvant 1éCiva Vv dalSich
odbérovych intervalech vzdy stagnuji, nebo spiSe dosti nepravideln¢ a asi po 20. minuté
dokonce rychle klesaji. Podrobnosti jsou souhrnné¢ uvedeny tabulce 6.1 a graficky

¢astecné znazornény na obr. 6.1.

Tato skuteCnost predstavuje problém, ktery se nepodafilo zcela uspokojivé vysvétlit.
Vzhledem Kk tomu, Ze $lo o prvni sérii vzorku z rozpous$téni nanovlakennych membran
s gatrinem, ocekavali jsme, jestli se tento obraz disoluce a stanoveni gatrinu potvrdi

I v dalSich ptipadech. V zasadé se tak nakonec vzdy stalo.
Kuplnému popisu situace je dobré poukazat jest¢ také na orientacni vypocet
maximalniho teoretického mnoZzstvi gatrinu, které by mélo byt v akceptorovém médiu

teoreticky nalezeno pii aplném rozpusténi 1é¢iva.

Obr. 6.1: Typické pribéhy disloluce gatrinu z neupravené, laminované a tabletované
nanovlakenné membrany PVP G 40 2
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Konkrétnéji, mnozstvi 1é¢iva, které by po Uplném rozpusténi nanovldkenné membrany
0 hmotnosti cca 10 miligrami mélo v akceptorovém vehikulu byt, cinilo asi 3,3
miligramti gatrinu pro membranu PVP G 50 a asi 2,8 mg gatrinu pro membranu
PVP G 40.
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Tento podil Cinil pfi prvnim méfeni méné nez deset procent, pozdéji se vysledky
pohybovaly kolem 30 procent, jak je naptiklad uvedeno v protokolu 1 a je vyse patrné
z obr. 6.1.

Vzhledem k uvedenému nesouladu byla postupné vylepSovana technika filtrace vzorki
pred stanovenim. Kromé spekulace o adsorpci gatrinu na stény disolu¢ni nadoby apod.,
patfilo hlavni podezieni nedostate¢nému uvolnéni gatrinu z jinak jiz vizualn¢€ rozpusténé
membrany. Opacné obavy byly spojeny s piedstavou, ze ve vzorcich odebranych injek¢ni
stiikackou ke stanoveni léCiva byla néjaka nedefinovana ¢ast gatrinu pfitomna jesté
uzaviend v PVP, v opticky jinak jiz rozpuSténém materidlu membrany. Takové utvary
jsou ve farmaceutické technologii popisovany ve spojeni s tvorbou nestechiometrickych
komplexti, adukti riznych latek s PVP.*” V nich sice miize byt lé¢ivo diky PVP
rozpustnéj§i ve vodé, ale soucasné mize mit zpomaleny prinik membranami. ZvySeni
rozpustnosti ve vodném prostiedi muze tedy soucasné vést ke zpomaleni pruniku

biologickymi bariérami a snizeni biodostupnosti.

Pocatecni useky disoluce, které nebyly ndpadné poznamenany moznymi artefakty ze
stanoveni, jsou pro ilustraci znazornény na obr. 6.1. Z néj je mozné predbézné uzaviit, ze
laminace 1 zalisovani nanovldkenné membrany vedly ke snizeni disolu¢nich hodnot

gatrinu, navzajem se v tomto ohledu nijak podstatné nelisily.

K tomuto je mozné dodat a jako vystup pilotni vyhledavaci studie navrhnout zménu
polymerniho materialu pro nanovlakenné membrany s gatrinem. K ovéfeni se nabizi
naptiklad hydroxymethylpropylcelulosa, ktera z hlediska dobré rozpustnosti ve vodnych

vehikulech mtze byt vii¢i PVP vhodnou alternativou.
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7 ZAVERY

1. Pro HPLC stanoveni gatrinu za danych podminek in vitro pokust, tedy pti daném
slozeni akceptorového vehikula, intervalech odbéri, objemu vzorku injikovaného
na kolonu a dalSich parametrech je UV detekce pii 320 nm vyhovujici, nedochazi

k Zadné interferenci s dalsi latkou.

2. Kalibra¢ni rovnice ma za danych podminek tvar:

C [ug/ml] = AUC — 6.4/ 12,6

3. Separacni vlastnosti pouzité mobilni faze acetonitril-fosfatovy pufr pH 8 jsou pro
gatrin z in vitro disolu¢nich pokust v konfliktu s vlastnostmi PVP jakozto

nosi¢ového materialu 1é¢iva v nanovlaknech.

4. Pro dal$i experimenty lIze pro stanoveni gatrinu doporucit mobilni fazi

s methanolem.

5. Rozpousténi gatrinu z nanovlaken je samo o sob& rychlé a pravdépodobné
ptedbihd rozpousténi PVP. Prakticky veSkeré mnoZzstvi stanovitelné mnozstvi

gatrinu se z nanovlaken uvolni a rozpusti asi do 8 az 12 minut.

6. V dalsich ¢asovych intervalech disolu¢niho pokusu, tedy asi po 12. minuté od
pocatku neodpovidaji vysledky stanoveni gatrinu vizudln€ zfetelnému
kompletnimu rozpusténi vzorku membrany (gatrinu i nanovlakenného nosice),
ptipadné také plniva manitolu. Maximaln€ dosahované hodnoty obsahu gatrinu

v akceprorové fazi jsou na trovni jedné ¢tvrtiny teoretického piedpokladu.

7. Vzhledem k moznym interakcim gatrinu s PVP lze pro dal§i praci doporucit

zvlaknéni gatrinu naptiklad s hydoxypropylmethylcelulosou.

8. Hydrofobni laminace nanovlakennych membrén s gatrinem za danych podminek

jeho disoluéni profil neovliviiuje ani pozitivn€ ani negativné.
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9. Pokusné zalisovani nanovldken do mannitolu se za danych podminek na

rychlostnim profilu rozpousténi gatrinu znateln¢ neprojevilo.
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8 POUZITE ZKRATKY A SYMBOLY

Vo
Qt
Qm

t
AUC
SEM

PVP

vychozi objem akceptorového média
mnozstvi latky v ¢ase t

mnozstvi latky v membrané

cas

plocha pod pikem chromatogramu gatrinu
sméerodatna odchylka priiméru

polyvinylpyrrolidon

Dalsi zkratky byly pouzity pouze spolecné s ptislusnym celym terminem.
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