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Seznam zKratek

ACE
ASA
API
COX-2
DMSO
DSC
FDA
FT

GIT

GP lIb/llla
GMP
HPC

IR /IC
NMR
NSAID
PRE-V
PRE-S
RAA

ss NMR
Thl

TG
UV-VIS

enzym konvertujici angiotensin

kyselina acetylsalicylova

ucinna latka (Active Pharmaceuitical ingredient)
Cyklooxygenasa Il

Dimethylsulfoxid

Diferenc¢ni skenovaci kalorimetrie (Differential Scanning Calorimetry)
Food and Drug Administration

Fourierova transformace

Gastrointestinalni trakt

Glykoprotein Ilg/Illa (vazebny protein pro fibrinogenu)
Good Manufacturing Practise (Spravna vyrobni praxe)
Hydroxypropyl celul6za

Infrared / Infracerveny

Nuklearni magneticka resonance

Nesteroidni antiflogistika

Preformulaéni vyvoj

Preformulac¢ni studie

renin-angiotensin-aldosteronovy systém

Solid State NMR (NMR v pevné fazi)

tableta

Termogravimetrie

Ultrafialova — viditelna oblast
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1. TEORETICKA CAST

Uvod

Nartstajici ndroky na zdravotni péci vytvareji velky tlak na dostupné finan¢ni zdroje,
a je proto dilezité, aby se 1éky vyuzivaly racionalné.

Jelikoz se naklady na vyvoj zcela nového 1é¢ivého pripravku (S inovativni molekulou)
stale zvySuji, odrazi se tato skute¢nost i v jeho cené. (V roce 2003 byly primérné
naklady na vyvoj jednoho inovativniho ptipravku 900 miliontt USD, v tomto roce se
tato &astka pohybuje kolem hodnoty 1,5 miliard USD?). Jelikoz dostupnost takovéto
terapie by byla velice omezend, pfichazi po vyprSeni patentového kryti inovativniho
ptipravku genericky pfipravek, jenz ma shodné kvalitativni a kvantitativni Slozeni
s ohledem na ucinnou latku a shodnou Iékovou formu s referenénim ptipravkem.

S ptibyvajicimi pozadavky na kvalitu a bezpeénost 1é¢iv se vSak i zvySuji naroky na
analytickd hodnoceni, coz ma dopad na rychlost uvedeni novych, ale i generickych
1é¢iv na trh. Na tento fakt je poukézano i Svétovou zdravotnickou organizaci.

V ramci vyvoje/preformulacniho vyvoje je tedy kladen velky diraz na pouziti
rychlych, piesnych a versatilnich analytickych metod. V dnesni dobé bezesporu mezi
takovéto metody fadime metody pevné faze. Praveé pro jejich jednoduchost provedeni
a moznosti ziskdni dalSich informaci, jako jsou informace o polymorfismu U¢inné
latky, velikosti Castic, jejich distribuci, informace o stabilité¢ kone¢ného piipravku
amnoho dalsich. Tyto informace jsou vramci formulace ptipravku naprosto
nepostradatelné.

Mezi nejpouzivanéj$i metody pevné faze patii NMR (v pevné fazi), nové metody
infracervené spektrometrie, Ramanova spektrometrie, metody termickych analyz,

RTG strukturni analyzy a dalsi.
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1.1. Predformulacni (preformulacni) vyvoj

Preformulacni studie jsou jednim z krokt na cesté od objevu biologicky aktivni latky
K jejimu vyuziti jakozto 1é¢ivého piipravku. Poté, co se vypracovala uréitd syntéza
nebo izolace 1écivé latky a zplsob jejiho analytického hodnoceni, kdyz probéhly
farmakologické, toxikologické a preklinické testy pfichdzi ¢as formulovat 1éCivy
piipravek®.
Jak jiz bylo nastinéno, cely tento postup se lisi, bude-li se jednat o ptipravek
inovativni nebo genericky. V piipadé generického ptipravku, kdy jiz strukturu a
ucinnost 1é¢ivé latky zndme, se neprovadi farmakologické, toxikologické a klinické
studie jako takové, shoda je pak dokazovana studiemi bioekvivalenénimi.
Zjednoduseni celého postupu vyvoje generického piipravku se pak odrazi i v jeho
cené. Ta mlZe byt 0 vice nez 80 % nizsi neZ cena origindlu. Této skutecnosti drzitelé
rozhodnuti o registraci v Cechach mnoho nevyuZivaji, jelikoz generika jsou u nas
obecné draha v porovnani s vyspélejsimi zemémi EU.
Cilem preformula¢niho vyvoje (PRE-V) je pak ziskat potiebné informace k formulaci
ptipravku, ktery je stabilni, vhodny k hromadné vyrobé a je v souladu s pozadavky
terapie. PRE-S se orientuji na zji$téni nebo posouzeni téchto parametri 1éciva®:
1. Organoleptické vlastnosti a istota

Neptijemné organoleptické vlastnosti vyzaduji pouZiti korigenti, nebo vybér

zcela jiné Iékové formy, ktera tyto vlastnosti prekryva.

Jiz malé stopy necistot (které jsou pfijatelné) mohou byt zdrojem tézkosti pfi

formulaci 1éki a ptipadnych inkompatibilits.

2. Velikost ¢astic, jejich povrch a tvar
V ramci technologického hlediska existuji urcité optimalni parametry pro

bezproblémovou formulaci 3

3. Rozpustnost a rychlost rozpousténi
Zvlastni pozornosti je pfi PRE-V dano 1éCivim S omezenou rozpustnosti,

piedevsim lé&iviim nerozpustnym ve vodé®.

4. Rozdélovaci a ioniza¢ni konstanta
Limitujicim faktorem pro biologickou rozpustnost je absorpce 1éCiva, proto je

dulezité znat rozdélovaci konstantu/ koeficient (pro systém voda/n-oktanol).
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Pro 1é¢iva absorbovana z gastrointestinalniho traktu (GIT) je pak dulezité znat
ionizacni konstantu (pK,) 1é¢iva, vezmeme-li v potaz rozdilné hodnoty pH

v riiznych astech GIT®.

5. Kirystalové vlastnosti, pfipadna polymorfie
Schopnosti latky existovat ve vice krystalickych soustavach (polymorfii) je
vénovana velikd pozornost a to nejen zhlediska technologického, ale
I marketingového, nebot’ pfislusna krystalickd modifikace se stava predmétem
patentového kryti.
Z technologického hlediska je tieba si uvédomit, ze rizné krystalové modifikace
mohou mit riznou teplotou tani a pfedevsim rozdilnou rozpustnosti a rychlosti

rozpouéténi3.
6. Chemicka, fyzikalni a mikrobiologicka stalost

Stalost nové ucinné latky se ovétuje na zakladé stresovych (zatéZovych) zkousek,
pti kterych se sleduje rozklad za zvySené teploty, v kyselém a zasaditém prostiedi
a/nebo pusobenim UV zafeni a oxidac¢nich ¢inidel.

Rozhoduje se o potiebnosti stabiliza¢nich pfisad (chemickych, fyzikalnich
a protimikrobnich).

Stalost 1éc¢ivého pfipravku se ovéfuje a dokazuje na zakladé zrychlenych

a dlouhodobych stabilitnich studii> *.

PRE-S vyustuje do formulace léCivého piipravku. Vysledkem je piesné sloZeni
ptipravku, vyrobni pfedpis, provozni reglement, zdklad podnikové normy a kone¢ny
design 1éciva. Nasleduje vyroba v poloprovoznim méfitku a tzv. scale-up, tedy

piechod na podminky hromadné V}'Iroby3.

1.2. Analytické metody pouzivané pri preformula¢nim
vyvoji 1éCiv

Vramci vyvoje farmaceutického piipravku je tfeba presné urcit kvalitativni

| kvantitativni vlastnosti G¢innych i pomocnych latek, zaméfit se na jejich stabilitu,

odhaleni pfipadnych interakci a inkompatibilit. Za timto Ucelem se vyuziva Siroka

Skala analytickych metod. Prioritou pfi vybéru konkrétni metody je pak jeji i¢innost,

pfesnost a v neposledni fad¢ rychlost a obtiznost provedeni analyzy.
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Mezi nejpouzivanéjsi metody patii separacni metody (chromatografické a metody
kapilarni elektroforézy), hmotnostni spektrometrie, UV-VIS spektrometrie a metody,
pfi nichz se vzorek méfi v pevné fazi. Velikou vyhodou metod pevné faze je
jednoduchost jejich provedeni (minimalizuje se nebo zcela odpada piiprava vzorku).
Pomoci metod pevné faze snadno ur¢ime mnoho vlastnosti latky nebo smési latek
(Iékova forma), jez jsou pro formulaci lé¢iva esencidlni, jako napt. polymorfie, tvar,
velikost a rozloZeni ¢astic, inkompatibility v 1ékové formd a jeji stabilitu® °.
Mezi tyto metody patii tedy predevSim:

e Infracervena spektrometrie, Ramanova spektrometrie

e Nuklearni magneticka rezonance’

e Metody termické analyzy (DSC?, TG, Mikrokalorimetrie)

o RTG praskova analyza (RTG strukturni analyza)

e Mikroskopické metody (optické, termooptické)

e Mikrometrie (granulometrie, povrch ¢astic, porozita)

e Dynamicka sorpce par (DVS)

e Stanoveni rozpustnosti a rozpoustéci rychlosti5

Infracervena a Ramanova spektrometrie, uvod

Spektrometrie v infraervené (IR) oblasti je optickd metoda zalozena na absorpci
elektromagnetického zafeni latkou. Na rozdil od UV, nema IR zatfeni dostatek energie,
aby vyvolalo energetické piechody elektroni. V zavislosti na zménach dipolového
momentu samotné molekuly dochézi k jejim zméndm na urovni vibraéné rotacnich

energetickych stavir” *°.

Diky mnoha vyhodam, které metody IR spektrometrie skytaji (rychlost analyzy,
jednoduchéa ptiprava vzorku), je IR spektrometrie ve farmaceutickém priamyslu

nepostradatelnou metodou v ramei rutinni kontroly kvality i ve vyvoji°.

Diky IR spektrometrii ziskame informace o strukturnim uspofadani molekuly,
funkénich skupinach, kvalitativnim i kvantitativnim sloZeni smési a to jak pevnych tak

kapalnych vzorkl (véetné suspenzi a emulzi)g’ 10

Komplementarni metodou k IR spektrometrii je Ramanova spektrometrie, ktera nabizi
stejné moznosti, navic umoznuje méfeni pies obaly (sklo, plast) a ve vodném

o 1:10
prostiedi™.
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Obé¢ techniky jsou uznavany statnimi autoritami (EMEA, FDA) jako metody vhodné

o axi 10,11, 12
pro analyzu léciv'® 12,

1.2.1. Infradervena spektrometrie

IR spektrometrie je zalozena na interakci IR zafeni s hmotou. IR zafeni je
elektromagnetické vinéni, jeho energie je kvantovana. Kazdé kvantum energie tvofi

jednu ¢astici (fotont).

Plati tedy vztah: E:h-V:E V:E U:E
A A y)
c - rychlost v - vlnocet [cm™]
. - vlnova délka h — Planckova konstanta
v - kmitocet (frekvence) [Hz] E - energie zareni

IR zéfeni je vymezeno vlnovymi délkami A = 0,78-1000 pum, castéji se pouziva

jednotek vino&td (v = 12800 az 5 cm ™')™,

Celé elektromagnetické spektrum a vlnové délky/frekvence jeho jednotlivych casti
110

jsou naznaceny na Obr.

. Energie

Obr. 1: vinové délky, frekvence a energie jednotlivych ¢asti spekt:ra10

Oblast IR je rozdélena na tii ¢asti:
I.  blizkou IR oblast 12800 — 4000 cm™' (0,78 — 2,50 um); near-infrared, NIR
II.  stfedni IR oblast 4000 — 200 cm™' (2,50 — 50 um); mid-infrared, MIR
l1l.  vzdalenou IR oblast 200 — 5 cm™" (50 — 1000 pum); far-infrared, FIR

Oblast FIR se ve farmaceutickém primyslu rutinné nepouziva, dilezitéjsi jsou oblasti
MIR, kle lezi vétSina fundamentéalnich vibraci a oblast NIR, jez ma nejvyssi energii

(Ve spektru NIR se objevuji kombinaéni piechody a svrchni tony neboli overtony)® 1°.
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1.2.1.1. IR spektrometrie ve stiedni oblasti

1.2.1.1.1. Teorie MIR (4000 — 200 cm™)

Kazdd vazba v molekule vibruje urcitou frekvenci, z IR zafeni jsou pohlcovany
ty oblasti zafeni, jejichz frekvence odpovida frekvencim vibraci vazeb v molekule.
Podminkou vzniku charakteristického pasu je nenulovd zména dipdlového momentu
podle normalni koordinaty™®,

Rozlisujeme dva zékladni typy vibraci; valen¢ni (zména délky vazby) a deformacni
(zména vazebného uhlu). Jednotlivé podtypy (vibracni mody) jsou znazornény na

Obr. 211,

Valenéni (stretching)
vibraéni médy skupiny CH;
H H H H

C
symetricky nesymetricky
Deformacni vibradni
mody skupiny CH;
rovinné mimorovinné
- - ® o @ @
0on 0 H H H H
€ C :
nizkovy kolébavy torami kyvavy
(scissors) & (rocking) p (twisting) v (wagging) w

Obr. 2: Vibra¢ni mody™® 2

V rozsahu vinoétu 4000 — 1500 cm™ dochézi k vibracim prislusnych funk&nich
skupin, v intervalu 1500 — 200 cm™? dochazi ke skeletalnim vibracim (nasledkem
vibraci mnoha atomil vV molekule). Na zéklad€ toho se daji strukturné odlisit velice

podobné molekuly; neexistuji dvé rizné slouceniny s identickymi IR spektry™.

1.2.1.1.2. Instrumentace MIR, zakladni vztahy

Vsechny optické prvky musi byt z IR transparentniho materialu (KBr, NaCl, ZnSe).

Ptistroj je sloZen ze tii zakladnich cCasti:

1. Zdroj zéteni (karbid kfemiku, NiCr odporové vladkno)

2. Detektor (termalni system - deuterovany triglycin siranovy detektor a kvantovy
systém - tellurid kademnato rtutny (Hgx.1CdxTe, HCT) detektor).

3. Interferometr (Dtive uziti dispersnich systémt — hranol, miizka - dnes na bazi

Fourierovy transformace)® *°.
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Pozn.: Fourierova transformace

Interferometr moduluje IR zafeni za tvorby interferogramu. Pro piepocet
interferogramu na spektrum je potfeba prevést ¢asovou doménu reprezentovanou
interferogramem na doménu frekvenci (spektrum). Ve Fourierové transformaci se pro
aplikaci v IC spektrometrii pouZivaji dva parametry. Jednim z nich je doplnéni
interferogramu nulami (zero filling), které slouzi k ziskani interpolovanych hodnot
spektra. Druhym parametrem je apodizace. Nutnost pouzit apodizaci spoc¢iva v tom, ze
interferogram je v omezenych mezich, nikoliv v intervalu (-oo; +0). Apodizacni
funkei se ,,ofezdva“ interferogram a jeji volba zavisi na cili méfeni. Jinou zvolime,
chceme-li docilit vysokého rozliSeni a jinou, lze-li tolerovat rizné velkou ztratu

rozligeni’.

Jelikoz voda (vzdu$na vlhkost) a oxid uhli¢ity poskytuji v IR znac¢nou odezvu, je

potieba mé&fit pted analyzou vzorku pozadi (background); Obr. 3.

Single Beam

4000 3500 3000 2500 2000 500 000 500
Wavenumber (cm™)

Obr. 3% Pozadi - background; 1,2 — vzdusna vlhkost; 3, 4 — oxid uhlicity)

12/56



Pii prichodu svételného paprsku o intenzité @, vrstvou absorbujiciho prostredi
tloustky | se Cast absorbuje a ¢ast o intenzité @ vychazi.

Plati nasledujici vztahy'® ;T = ol

1
A=log=
gT

0
T — transmitance A — absorbance 100-T — propustnost [%]

Pro reflexni méfeni se mnohdy pouzivé reflektance R [%], ktera je definovana jako

tok reflektovaného (odrazeného) zateni @g vici toku vstupniho zareni @y:

()
R= CDTR vztah mezi reflektanci a absorbanci: A= Iog%
0

Plati také Lambert-Beerav zakon; A=g¢-C-|

(Absorbance je linearni funkei koncentrace)

¢ —molarni absorpéni koeficient [I.mol™.cm™]
¢ — moléarni koncentrace [mol.1™]

| — tloustka vrstvy [cm]

1.2.1.1.3. Techniky méreni MIR; transmisni a reflexni méreni

Transmisni méreni

Touto technikou zjistujeme zeslabeni zativého toku po priichodu vzorkem. PouZziva se
K méfeni plynt, kapalin a pevnych latek. Pro méfeni vzorkd v roztoku se nejcastéji
pouzivaji halogenovana rozpoustédla (chloroform, tetrachlormetan), pro méteni latek
Vpevném stavu je to pak suspenze v parafinovém oleji nebo bromid draselny

(vylisovana tableta)g‘ 10
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Reflexni méreni
Nejvice rozsitené reflexni méteni vyuziva techniky ATR (Attenuated Total Reflection

— zeslabeny uplny (vnitini) odraz). Uspofadani ATR techniky — viz. Obr. 4
body proniknuti
\ \ povrch vzorku
N \/ v \)I\kr}vml
|
| ‘

ZnSe / Ge krystal \
|

| |

| IR paprsek
«
zrcadlo zrcadlo

Obr. 4; FT-IR ATRY

Tenka vrstva vzorku je pfitlacena na krystal (ZnSe, Ge, Si nebo diamant). IR zareni je
v krystalu odrazeno ke vzorku, kde dochazi kincidenci stenkou (1 um) vrstvou
vzorku a je odrazeno zpét na krystal, kde se lame a optickou soustavou pokracuje
k detektoru. Lom na krystalu miize byt nasobny nebo pouze jeden.

Timto zpisobem muzeme ziskat spektrum konkrétni plochy, kterd je pfitlacena ke
krystalu, na rozdil od transmisniho méfeni, kdy ziskavame ,,praimérné* spektrum.

Pomoci ATR lze méfit pevné vzorky, kapaliny i polotuhé materiélylo’ 10

1.2.1.1.4. Vyuziti MIR spektrometrie ve farmacii

Kromé klasického ovétovani struktury/totoznosti a Cistoty API a pomocnych latek na
urovni vstupnich surovin, meziprodukti a ve findlnim produktu, je dal$i velikou
prednosti IR spektrometrie ve stfedni oblasti moznost urceni polymorfie a urceni
pfipadnych interakci, inkompatibilit.

Dale Ize metody velice dobie vyuzit Kk rozliseni riznych soli jedné latky.
Nepostradatelné informace potfebné v ramci preformula¢niho vyvoje ziskdvame
spojenim IR spektrometrie S IR mikroskopem, za pouziti tzv. mappingu nebo
imagingu. Tato technika poskytuje informace o velikosti ¢astic 1é¢ivé latky v tableté

a jejich distribuci, o rovnomé&rnosti potahu apod.” .
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1.2.1.2. IR spektrometrie v blizké oblasti (12800 — 4000 cm-1)

Jak jiz bylo naznaeno, IR spektrometrie v této oblasti je spojena s energeticky
vys§imi piechody — kombinacni a overtony, nikoli fundamentalnimi, jez jsou
dominantni pro MIR.

Nejvétsi vyhodou NIR spektrometrie je moznost méfit i pies sklenéné a nékteré dalsi
transparentni obaly, umoziiuje on-line sledovani vyroby a ma vyuziti v procesni
analytické technologii. Dal$i vyuziti je pfi zjiStovani obsahu vody, velikosti castic,
pevnosti tablet™’, a k imagingu®® *°. Opét i v NIR spektrometrii lze vyuzit transmisni

mefteni 1 reflexni techniky (nej€astéji vyuzivana je difuzni reflexe — DRIFT)> ™.

1.2.2. Ramanova spektrometrie

Ramanova spektrometrie (RS) je stejné jako IR spektrometrie vibracné spektralni
metoda, jedna se o techniky komplementarni. Uplatnéni naléza RS stejné jako IR

spektrometrie v mnoha odvétvich priimyslu, véetné farmaceutického® 2.

1.2.2.1. Teorie Ramanovy spektrometrie

Vibraéni mody jsou charakterizovany kvantovym c¢islem n (n = 0, 1, 2, 3,..).
Piechody mezi jednotlivymi stavy jsou spojeny se zménou energie, ta je kvantovana

podle vztahu: E =hy{ n +1

2
v — frekvence vibra¢niho piechodu h — Plankova konstanta
E — Energie vibra¢niho pfechodu n — kvantové Cislo

Pokud molekula absorbuje celé kvantum energie, dochazi k prechodim sledovanym
IR spektrometrii.

Druhou moznosti je, ze k pfechodim dochazi béhem rozptylového efektu (absorpce
fotonu a excitace molekuly do nevlastniho energetického stavu s naslednou emisi
fotonu beéhem relaxace molekuly na niz$i energeticky stav). Zatimco se v IR
spektrometrii uplatituje foton s energii daného vibracniho piechodu, tak v RS dochazi
ke dvoufotonovému procesu (Energii vibra¢niho pfechodu odpovida rozdil mezi

energiemi fotonu absorbovaného a emitovaného). Ke Stokesovu Ramanovu rozptylu
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dochazi pii pfechodu ze zékladni vibracni hladiny na hladinu vyss$i, anti-Stokestv

Ramaniv rozptyl je pak obraceny piipad® 22,

Jednotlivé typy piechodii jsou znazornény na Obr. 5%

Excitované
elektronove stavy

|
|
N
™
<O =N wh -

LT ¥2" Yyin ¥3" byin

va vy va vy

Zakladni
elektronove stavy

IC  Rayleigh Raman  Preresonanéni Resonanéni
Raman Raman

Fluorescence

<O = M e

Obr. 5: Znazornéni energetickych ptechodi po interakci zafeni s hmotou™

Moddy s velkou zménou dipolového momentu, které maji v IR spektrech velmi
intenzivni pasy, poskytuji obvykle v RS malo intenzivni pasy a naopak. (Velice
intenzivni pasy karbonylové a karboxylové skupiny v IR spektrech maji velice malou
intenzitu v RS)* 2

Hlavni vyhodou RS je snadna ptiprava vzorku, maly vliv okolniho prostiedi (vlhkosti
a oxidu uhli¢itého), moZnost méfit v roztocich, vodnych suspenzich, ve findlnich
obalech (sklo, polyethylen) a stejn¢ jako v IR moznost pfipojeni mikroskopu a vyuziti

k imagingu, mapingu® %%,

1.2.2.2. Instrumentace Ramanovy spektrometrie

Zékladni prvky Ramanova spektrometru jsou stejné jako u IR spektrometru:

1. Zdroj zateni (Obvykle laser, s vinovou délkou od UV pies VIS az do NIR oblasti,
u nizSich vinovych délek je sice signal intenzivnéjsi, ale je zde i riziko
fluorescence — znehodnoceni signalu).

2. Detektor (U interferometrickych systémi jsou pouzivany germaniové
a ktemikové detektory a detektory ze sloucenin InGaAs, disperzni systémy
vyuzivaji CCD — Charge Copule Device; snima¢ nabojovou vazbou.)

3. Interferometr / optické prvky (Interferometrické uspotradani - Fourierova

transformace se pouziva u zdroje zafeni; A = 1064 nm (NIR).
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Miizkové systémy jsou pouzivany ve spektrometrech s budicimi lasery vinovych

délek UV a VIS a NIR — 785 nm)'% 2,

1.2.2.3. Pouziti Ramanovy spektrometrie ve farmacii

Aplikace RS je obdobna jako v IR stim, ze mizeme vyuzit vzajemného rozdilu
Vv intenzitdch vibracnich méda (mizeme elegantné identifikovat dvojné a aromatické
vazby v molekule API vedle a bez rusivych vlivi substituovanych karbonylovych
a hydroxylovych skupin excipientli (polysacharidy). Dale mizeme techniku pouzit
K rozliseni polohové isomerie dvojné vazby a Krozliseni polymorfii. Nesmirnou
vyhodou je pak moznost méfeni ve vodnych roztocich a pies transparentni obaly.
Spojenim s mikroskopem ziskame cenné informace o distribuci a velikosti Castic

v 1ékovych forméach (mapping — Obr. 6)** 2.

30550
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27800 27850 27500 27950 28000
Crospovidon: ¥[Micron]

30600

30550

Z[Micron] 30500

30450

27950

30400 27900

Crospovidon: X[Micron]

27800

Obr. 6: Distribuce pomocné latky v fezu tablety (2D a 3D zobrazeni)10
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1.3. Vyvoj pripravku v pevné fazi, polymorfismus

Latky jsou schopny V zavislosti na riznych krystalizacnich podminkéach krystalizovat
ve vice krystalovych strukturach neboli polymorfech (pokud je do struktury zahrnut
i solvent, pak hovofime o solvatech pfip. solvatomorfech). O polymorfismus se
nejedna, pokud substance v zavislosti na rozpoustédle vytvoti krystaly riizného tvaru
(krystalova morfologie).
Polymorfismus API vyznamné ovlivituje jeji fyzikalné chemické vlastnosti
(rozpustnost, rychlost rozpousténi apod.)5.
Vétsina 1éCiv je podavana v pevné formé (tablety). Kromé molekularni struktury API
jsou tedy pro formulaci findlniho produktu (1éCiva) dilezité vlastnosti latky v pevné
fazi. VétSina farmaceuticky aktivnich latek jsou slabé baze a kyseliny, v téchto
ptipadech je vhodné pfipravit tyto latky ve form¢ soli nebo kokrystalﬁzg.
K polymorfnim pfechodim mutze dojit v pribéhu vyrobniho procesu, napt. pii finalni
krystalizaci, suSeni produktu, pfi homogenizaci, vlhké granulaci, pii tabletovani
a Vv neposledni fad¢ ivlékové formé (tableté - vlivem excipientd, skladovacich
podminek, apod.)
Existuje nékolik zpisobt, kterym je mozné kontrolovat (alespon ¢aste¢n¢) polymortni
pfechodyS:
1. Vybérem nejstabilnéjSiho polymorfu (hydratu, solvatu)
Pokud jsou totiz polymorfy stabilni, jsou sice hiife rozpustné, ale technologicky
postup jejich zpracovani je robustni.
Metastabilni polymorfy jsou sice dobte rozpustné, ale maji kratS$i dobu expirace
a vytvofit robustni technologii jejich ptipravy je obtiZné.
Amorfni a semikryastlické faze jsou dobtfe rozpustné. (Jsou velmi oblibené u
generickych vyrobceit).
2. Vybérem soli (kokrystalu) misto baze
Baze krystalizuji ve vice formach nez jejich soli a kokrystaly.
3. Velmi ptisnou technologickou kézni (spravnou vyrobni praxi - GMP)

4. Sterilni filtraci apod.

V ramci krystalizacniho a polymorfniho screeningu (zjistovani poctu polymorfi
a polymortfnich piechodl) je snahou nalézt nejlepsi polymorfni modifikace, do niz pak

API krystalizuje s pozadovanymi vlastnostmi. Ptehled vlastnosti API, které jsou
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zavislé na typu polymorfni modifikace, a které pak ovliviiuji odpovidajici parametry
v ramei formulace, jsou uvedeny v Tab. 1% %,

Jak jiz bylo naznaceno studovani a monitorovani polymorfni ¢istoty je velice dulezité,
Z ¢ehoz plyne 1 zdjem o tuto Cistotu ze strany regulatorni autority.

Kromé¢ fyzikaln¢ chemickych vlastnosti je formovani riznych modifikaci soli
a kokrystalt velice dulezitym aspektem v ramci duSevniho vlastnictvi, jelikoz vyssi
struktura pevné faze miize byt patentové chranéna. Jak tomu také v mnoha ptipadech

je”®. (napk. patent polymorfni faze clopidogrelu, US Patent 6504030

Tab. 1°: Vlastnosti API zavislé na typu polymorfni modifikace a odpovidajici
parametry, které z té€chto vlastnosti vychazi.

Vlastnost ——»  Odpovidajici parametr

Rozpustnost, disolu¢ni profil —»  Farmakokineticky profil, biodostupnost
Velikost a tvar krystalu —»  Mleti, tabletace, sypnost, filtrovatelnost
Chemicka reaktivita —»  Stabilita vici excipientim

Termalni stabilita —»  Expirace

hydroskopicita —>  expirace

Hustota —»  Suspenzni formulace, lyofilizace
Tvrdost —>  Mileti

Barva —»  L¢kova formulace

Bod tani —  Stabilita

1.3.1. Kokrystaly

Farmaceutické kokrystaly se skladaji ze dvou a vice slozek, které jsou za pokojové
teploty v pevném stavu. Na rozdil od soli, u nichz mize byt proton pfemistén z kyselé
nebo bazické funkce krystalizatniho partnera, za predpokladu dostate¢ného rozdilu
v pK; mezi témito partnery, tak u kokrystali neni zadna takova vyména mozna.
Na Obr. 7 jsou pro vysvétleni schematicky znazornény rizné druhy pevnych forem.
Situace je ovSem mnohem slozit&jsi jelikoz soli a kokrystaly mohou téZ tvofit solvaty
a projevovat polymorfismus a stejné¢ tak mohou byt kokrystaly tvofeny ze soli

a krystalizacnich partner. Kokrystaly maji rozdilné vlastnosti (viz Tab. 1) od volné
API a soli®.
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V ptipadé€, ze amorfni neutrdlni API netvoii soli, pak mize byt tvorba kokrystali
snazsi a elegantnéjsi feSeni.

Ziskavani API ve formé kokrystali mize byt vychodiskem jak obejit pripadny
polymorfismus baze nebo kyseliny. V neposledni fad¢ poskytuji kokrystaly moZznost

dal§iho patentového krytis.

IS =
Amorphous “ '

Solvate --- Free drug

Solvent molecule

Acid

I I I I Deprotonated acid

Protonated
drug molecule

I I I I I I Molecule that is solid
Co-Crystal at room temperature

Obr. 7: Riizné druhy pevnych forem®

1.4. Farmaceutické pomocné latky

Lécivé piipravky obsahujici pouze 1é€ivé latky se ve farmaceutické praxi pouZzivaji jen
vyjimecné. Ve veEtSiné piipadd je 1é¢ivy piipravek slozen z lé¢ivych i pomocnych
latek. Pficemz, pomocné latky pak vyznamné ovliviwyji jeho fyzikalné chemické
vlastnosti, biologickou dostupnost, maji vliv na stabilitu a smyslové vjemy pii jeho
podani.

Pomocné latky (vehikula, excipienty, auxilianty) musi mit definované slozeni
a nesm¢ji reagovat s ostatnimi 1é¢ivymi nebo pomocnymi latkami Iékové formy, musi
byt tedy kompatibilni®.

Charakteristika nékterych vyznamnych pomocnych latek pouzivanych pii formulaci
pevnych Iékovych forem je uvedena nize. (Zaroven se jedna latky, které byly pouzity

pro formulaci pfipravku analyzovanych v praktické ¢asti).

1.4.1. Celuléza, mikrokrystalicka

Chemicky nazev a CAS Nr. : celuloza [9004-34-6]
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Popis: ¢isténa, Castetné depolymerizovand celuléza, jez se vyskytuje jako bily
krystalicky prasek bez chuti a zapachu.

Je mnoho typt mikrokrystalické celulozy, vzajemné se lisi velikosti ¢astic (20 —
200 pm), stupném depolymerizace, obsahem vlhkosti; vétSinou méné nez 5 %
(je hygroskopickd) a dalsimi fyzikalnimi vlastnostmi). Ve vod¢ je prakticky
nerozpustna.

Pouziti: suspendacni ¢inidlo, rozvoliiovalo tablet, absorbent a plnivo do tablet a kapsli,
ve vyrobé tablet se poziva se jak pii vlhké granulaci tak pro ptimé lisovani.

Je inkompatibilni se silnymi oxida¢nimi éinidly26.

1.4.2. Hydroxypropylceluléza

Chemicky nazev a CAS Nr.: 2-hydroxypropyl éter celulozy [9004-64-2]

Popis: Jedna se o casteCné substituovany poly(hydroxypropyl) éter celulozy.
Komercné je dostupna v rtizné kvalité, jednotlivé druhy maji pak rozdilnou viskozitu
roztoku, molekulovd hmotnost je pak v rozmezi 50000 — 1250000. Jedna se o bily az
slabé Zluty prasek bez chuti a zadpachu.

Je dobfe rozpustnd ve vodeé o teplot¢ 38°C za tvorby cirych koloidnich roztokd,
Vv horké vodé je nerozpustna. Je hygroskopicka, obsah vody se 1isi (4 - 12 %).

Pouziti: suspendacni Cinidlo, stabiliza¢ni, emulzifikacni a obalovaci ¢inidlo, pojivo
a viskozofiant. Pfi vyrobé tablet se primarné poziva jako pojivo, obalovaci film
a k vyrobé forem s prodlouzenym uvolfiovanim. Malo substituovana HPC se pouziva
jako desintegrant.

Roztoky HPC jsou inkompatibilni se substituovanymi derivaty fenolu (parabeny).
Ptitomnost anionaktivniho polymeru miZe zvysit viskozitu roztoku.

Kompatibilita s anorganickymi soli zavisi na druhu soli a jeji koncentraci®®.

1.4.3. Laktoza

Chemicky nazev a CAS Nr.:

O-p-D-Galactopyranosyl-(1—4)-a-D-glukopyranosa anhydrat [63-42-3]
O-p-D-Galactopyranosyl-(1—4)-a-D-glukopyranosa monohydrat [64044-51-5]
Popis: bilé krystalické ¢astecky nebo prasek, jemné sladké chuti bez zapachu
Anhydrat laktézy obsahuje do 1% vody, zatimco monohydrat 4,5 — 5,5 %

Pouziti: Plnivo pro praskové inhaldtory a pro tablety a kapsle.
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Komer¢né je dostupna laktdéza rozdilné jakosti, tyto se pak liSi svymi fyzikalnimi
vlastnostmi jako jsou velikost ¢astic a tokové vlastnosti.

Inkompatibility laktézy (pfedev§im amorfni formy) se objevuji se slouceninami
S primarni aminovou skupinou (s aminokyselinami, amfetaminy a dal$imi).

Pouziti laktézy u pacientt s deficitem stievniho enzymu laktazy je omezené?®,

1.4.4. Meglumin

Chemicky nazev a CAS Nr.: 1-deoxy-1-(methylamino)-D-glucitol [6284-40-8]

Popis: bily az jemné Zluty krystalicky prase, jedna se o organickou bazi.

Pouziti: Jako ¢inidlo upravujici pH a solubiliza¢ni ¢inidlo.

Inkompatibility vykazuje s hlinikem, médi, mineralnimi kyselinami, oxida¢nimi

&inidly?®,

1.4.5. Sorbitol

Chemicky nazev a CAS Nr.: D- Glucitol [50-70-4]

Popis: Jedna se o hexahydroxy alkohol pfibuzny manodze, isomerni s manitolem. Je to
bily hygroskopicky krystalicky prasek, ptijemné sladké chuti vyvolavajici chladivy
pocit.

Pouziti: jako humektant, plastifikator, chutové korigens (Zvykaci tablety), plnivo
tablet a kapsli (pouziva se jak pifi vlhké granulaci, tak pii pfimém lisovani).
V tekutych 1ékovych formach se pouziva jako vehikulum misto sachardzy/fruktdzy.
Inkompatibilty jsou pozorovany v neutralnich vodnych roztocich penicilint, kde

urychluje jejich degradaci. Sorbitol také reaguje s oxidy veleza®.
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1.5. U¢inné latky
Farmakologické, toxikologické a klinické tdaje, véetné moznych interakci dvou

ucinnych latek, které jsou obsazeny v analyzovanych piipravcich, jsou uvedeny nize.
1.5.1. Telmisartan

CAS No.: 144701-48-4

CH;
N\ N
@:N N»\/\CHS Synonyma:  BIBR 277, 4'[(1,4’-Dimethyl-2'-

CHy O Ox-OH propyl[2,6’-bi-1H-benzimidazol]-1'-yl)methyl][1,1'-
O biphenyl]-2-carboxylic acid
Strukturni vzorec: Css3H3gN4O»

Molekulova hmotnost:  514.6 %

Telmisartan patii do skupiny specifickych inhibitorti na AT;-receptoru (receptoru pro
angiotensin 11)%%,

Tato latka tedy stejné jako ACE inhibitory interaguje s renin-angiotensin-
aldosteronovym systémem (RAA), neovliviiuje vSak dekompozici bradykininu,
aproto také nevyvolava suchy kaSel. Indikaci tedy je hypertenze a insuficience
myokardu?®.

Na Obr. 8 je znazornén RAA a moznosti jeho ovlivnéni.

Obvykla G¢inna davka je 40 mg jednou denné, nicméné lze ji zvysit az na 80 mg
jednou denné. Po prvnim podéni dojde do tfi hodin k redukci krevniho tlaku,
maximalniho u&inku se dosdhne v pritb&hu 4 — 8 tydni®.

U pacientd, jejichz cévni tonus a renalni funkce zédviseji pievdzné na aktivit¢ RAA
(pacienti se zavaznym selhanim srdce, nebo po piedchozi terapii diuretiky) mize byt
1éCba telmisartanem spojena s akutni hypotenzi, oligurii nebo s akutnim selhanim
ledvin. Podavani telmisrtanu (stejné jako ostanich 1é¢iv ovlivilujici RAA) miize vést
K hyperkalémii, jez muze byt u predisponovanych jedinct (diabetici, pacienti
s poskozenymi ledvinami, star§i pacienti) az fatdlni. Proto se obzvlasté¢ u téchto

C e .. . , . Cliex . 28,2
pacientl doporucuje hladinu drasliku v séru peclivé monitorovat 8.29,
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Riziko hyperklémie je také tieba vzit v ivahu v piipadé 1écby dalsimi 1éky, které

sérovou hladinu kalia zvysuji, a to: Kalium Setfici diuretika, ACE inhibitory, NSA,

nahrazky soli obsahujici draslik, heparin, imunosupresiva, trimethoprim

28,29

Kontraindikaci je druhy a tfeti trimestr, obstrukce zluCovodii, zavazné poskozeni jater.

Pouziti telmisartanu musi byt velice obezietné v ptipadech, kdy pacient trpi

oboustrannou stendzou renalnich arterii, u pacientd s renalnim poskozenim. Pacienti

S primdrnim aldosterinismem (napt. tumor kiry nadledvin se zvySenou produkci

aldosteronu) na 1é¢bu telmisratanem nereaguji

-128,29

Originalnim piipravkem s obsahem telmisartanu je ptipravek Micardis (vyrobce

Boehringer Ingelheim International GmbH)?°.

Renin
inhibitor

ACE
inhibitor

AT I
antagonist

Angiotensinogen  (produced by liver)
o2 Globular protein

Renin {mainly kidney)
' Aspartic acid protease
Angiotensin | Bradykinin
Decapeptide
Angiote_nsin l
converting enzyme
' Zn metalloprotease
Angiotensin Il Inactive
Octapeptide products
e —

\j

AT Il receptors

Obr. 8% Schematické
znazornéni RAA a jeho mozné
ovlivnéni farmaky. AT Il
antagonista je specificky
antagonista na AT;-receptoru

(receptoru pro angiotensin 11).
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1.5.2. Clopidogrel

Clopidogrel hydrogensulfat
CAS No.: 135046-48-9

Synonyma: SR-25990, Methyl (2-

.H,s0, chlorophenyl)(6,7-dihydro-4H-thieno[3,2-
c]pyridin-5-yl)acetate hydrogen sulfate
Molekulovy vzorec: Ci6H16CINOgS . H,SO4

Molekulova hmotnost: 419,931’ 32

Clopidogrel patii mezi inhibitory agregace trombocytd. Jeho ucinek spociva
v selektivni inhibici vazby adenosin difosfatu (ADP) na jeho destickovy receptor,
¢imz brani ADP-zprostfedkované aktivaci komplexu GPIIb/IIla, dochézi tak k inhibici
agregace trombocytd. Zabraiuje navazani kontaktu mezi fibrinogenem
a glykoproteinovymi (GP) molekulami na povrchu trombocyti®®

Samotny clopidogrel je prekurzor Iéku. Aktivni metabolit, thiolovy derivat, vznika
oxidaci clopidogrelu na 2-0xo-clopidogrel a dalsi hydrolyzouz& 3,

Modifikace ADP receptoru na povrchu trombocytl je ireverzibilni, obnoveni
normalnich destickovych funkei je vézdno na rychlost obnovy jejich populace.
Opakované davky 75 mg denné vyvolaji podstatnou inhibici ADP-indukované
agregace trombocytl jiz od prvniho dne; tato inhibice dosahuje rovnovazného stavu
mezi 3. a 7. dnem podavani. Agregace desticek a doba krvacivosti se obvykle vrati
k piivodnim hodnotam b&hem 5 dnil po ukon&eni terapie®® *,

Clopidogrel je indikovan k prevenci aterotrombotickych ptihod u dospélych pacientt
po infarktu myokardu (prodélaném méné nez pred 35-ti dny), po ischemické cévni
mozkové piihod¢ (prodélané méné nez pied 6-ti mésici) nebo s prokazanou
ischemickou chorobou dolnich koncetin. Dale pak u pacientd s akutnim koronarnim
syndromem, vcetné¢ pacientd, ktefi podstupuji implantaci stentu, v kombinaci
s kyselinou acetylsalicylovou (ASA)®.

Kontraindikaci byva zdvazna porucha funkce jater a aktivni patologické krvaceni jako

krvéaceni pfi peptickém viedu nebo intrakranialni hemoragiezs' 3,
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Stejné jako u ostatnich antiagregancii by clopidogrel mél byt uzivan s opatrnosti
Upacientl s moznym rizikem zvySeného krvaceni po traumatu, operaci nebo
v disledku jinych patologickych stavi a v piipadé soucasného podani clopidogrelu
a ASA, heparinu, inhibitord GP IIb/Illa (abciximab, tirofiban) nebo NSAID vcetné
COX-2 inhibitora®.

Analogni, ovSem star$i latkou je tiklopidin. Originalnim pfipravkem s obsahem
clopidogrelu  je ptipravek Plavix (vyrobce Sanofi Pharma Bristol-Myers
Squib SNC)*®.
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2. CIL PRACE

Cilem prace bylo studium ptipadnych interakci a inkompatibilit mezi G¢innou latkou
(API) a latkami pomocnymi (excipienty) a veskerych piipadnych kvalitativnich zmén
ucinné latky u dvou lécivych piipravka (tabletach uréenych k hromadné vyrob¢)

s obsahem clopidogrelu a telmisartanu pomoci:

I. Infracervené spektrometrie (FT-IR ATR technikou a transmisnim méfenim)

Il. Ramanovy spektrometrie
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Seznam instrumentace, chemikalii a farmaceutickych
substanci

Seznam instrumentace a pomucek

FT-Ramanuv spektrometr RFS 100/S, Bruker Optics, SRN; A = 1064 nm
IR spektrometr Nicolet NEXUS Thermo elektron corporation, USA

Lis; Trystom Olomouc H62

Véhy; Denver Instrument, USA

Ocelova Spachtlicka

Tienka

Sklenéné vialky (2,0 ml)

Seznam chemikalii a farmaceutickych substanci

Pomocné latky
Clopidogrel hydrogensulfat (Zentiva)
Telmisartan, telmisrtan sodna sul (Zentiva)

KBr; Fischer Scientific, CAS 7758-02-3, IR grade, 99+% (Mw = 119)
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SloZeni piipravku (Tbl.) s obsahem API: Clopidogrel a Telmisartan

Thbl. s obsahem clopidogrelu 100 mg

Slozka

Clopidogrel hydrogensulfat (API)
Laktéza anhydrat
Mikrokrystalicka celuloza
Hydroxypropylcelul6za
Hydrogenovany ricinovy olej
Talek

Aerosil

Thbl. s obsahem telmisartanu 80 mg

Slozka

Telmisartan sodna sul (API)
Meglumin

Povidon 25

Sorbitol

Magnesium stearat

Pozn.: V tabulce jsou uvedeny pouze excipienty, jez jsou v dané formulaci majoritni.

Pokud je Thl. obalena, excipienty nachazejici se v obalu nejsou uvedeny,

protoze tablety byly pied pfipadnou upravou vzorku a analyzou potahu

zbaveny. Rovnéz chybi udaje o kvantitativnim zastoupeni jednotlivych slozek

Tbl., zmiflované bylo vynechéno s ohledem na vyrobni tajemstvi spole¢nosti

Zentiva.
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3.2. Nastaveni instrumenti, priprava vzorki

3.2.1. IR instrumentace a pi¥iprava vzorki

IR spektrometr

Pro méfeni IR spekter byl pouzit IR spektrometr, pro reflexni méieni by tento piistroj
opatifen ATR nastavcem (Krystal ZnSe).

(Vzdy bylo nejprve zméteno pozadi; background)

Parametry méfeni pro kazdy vzorek byly nasledujici:

Rozliseni: 2,000 cm™

Pocet scanti: 64

Zero fillinig: 0

Apodizace: Happ-Genzel

Priprava vzorku a zptsob méreni

A) Transmisni méfeni
Pro zjiSténi/studium piipadnych interakci popi. inkompatibilit ve formulovanych
ptipravcich pomoci techniky #ransmisniho méfeni byly zméfeny vzorky API,
jednotlivych excipientd a vysledné formulované tablety, vzorky byly rozetfeny
s vysoce Cistym a suchym KBr, vSe bylo peclivé promichano pomoci specidlniho
mlynu a silou 60 kN byla vylisovana tableta. Jeji transmise byla nasledné zméfena,
aby se vSak eliminoval vliv vzdusné vlhkosti a CO,, bylo nejprve provedeno méfeni
pozadi.
Me¢fteni byla provedena dvakrat.
Jednotlivé navazky API, jednotlivych excipientli a vysledné formulované tablety pro
ptipravek s obsahem Clopidogrelu jsou uvedeny v Tab. 2, navazky pro pfipravek
s obsahem Telmisartanu jsou uvedeny v Tab. 3, v tabulkach je téz uvedena vysledna

hmotnost (Tbl./g) a tloustka v milimetrech (Tbl./mm) vylisované KBr tablety.
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Tab. 2 — NavazKky pro transmisni méreni; piipravek s obsahem clopidogrelu

Cislo méfeni navazka/g KBr Tbl./hm Tbl./mm

API Clopidogrel 1 0,00065 0,24603  0,23464 0,81
hydrogensulfat 2 0,00073 0,23773  0,21665 0,81
1 0,00061 0,25515  0,20387 0,73

Lakt6éza anhydrat
2 0,00074 0,24367 0,21764 0,74
1 0,00061 0,24357  0,23658 0,75

Mikrokrystalicka celulosa
2 0,00072 0,2384  0,22849 0,73
1 0,0006 0,24519  0,23205 0,8
Hydroxypropylcelulosa
2 0,00077 0,25842  0,25053 0,81
) 1 0,00061 0,24991  0,24733 0,76
Ricinovy olej hydrogen.
2 0,00071 0,24854  0,24005 0,75
1 0,00065 0,23325  0,22336 0,7
Talek
2 0,00068 0,23897  0,22986 0,72
1 0,00059 0,25463  0,24352 0,79
Aerosil

2 0,00067 0,23984  0,22764 0,76
] 1 0,00067 0,25818 0,24126 0,86

Clopidogrel Thl.
2 0,00053 0,23906  0,22151 0,79

Tab. 3 — Navazky pro transmisni méfeni; pripravek s obsahem telmisartanu

Cislo méfeni  navazka/g  KBr/g Tbl/g  Tbl/mm
AP Telmisartan 1 0,00065 0,25814  0,25297 0,82
sodna sil 2 0,00092 0,24648  0,22509 0,84
) 1 0,00072 0,23419  0,22786 0,75
Meglumin
2 0,00074 0,2331 0,22632 0,74
1 0,00087 0,24119  0,23129 0,83
Povidon 25
2 0,00075 0,24982  0,24157 0,81
1 0,00072 0,25918  0,23017 0,86
Sorbitol
2 0,00075 0,24674  0,23007 0,85
] 1 0,00086 0,25053  0,22333 0,73
Magnesium stearat
2 0,00078 0,24765  0,23092 0,72
] 1 0,00071 0,26415  0,25722 0,8
Telmisartan Thl.
2 0,00073 0,25711  0,24817 0,8
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B) Reflexni méieni

Pro zjisténi/studium piipadnych interakci popf. inkompatibilit a zmén kvality API ve
formulovanych ptipravcich bylo provedeno reflexnim méienim, pomoci techniky FT-
IR ATR. Pro konkrétni pfipravek bylo vzdy zméteno: API samotna, APl s kazdym
excipientem zvlast’ a vysledna formulovana (rozetiend) tableta. Vzorky na jednotliva
meéfeni byly podrobeny lisovaci sile 80 kN, tento vylisek byl nasledné rozetien na
prach a zméfen. Tlak na vzorky je vyvijen za Gc¢elem studie pfipadnych polymorfnich
pifechodi nebo jinych zmén ve kvalit¢ API, ke kterym by mohlo dojit béhem
formulace.

Deset mg vzorku bylo odebrano na $picku ocelové Spachtlicky a umisténo na ZnSe
krystal. Poté byl vzorek adekvatné ke krystalu pfitlacen. Kromé vlastniho méteni, bylo
jako v piedchozim ptipadé méfeno také pozadi (background).

Jednotliva méfeni byla provedena pro vzorky ptipravené dle schématu v Tab. 4, pro
kazdy ptipad dvakrat. Jednotlivé kvantitativni poméry API a excipientii jSOU V poméru
1:1, nebo vpfipad¢ nadbytecného mnozstvi konkrétniho excipientu ve
vysledném ptipravku, je pouzit adekvatni prebytek excipientu.

Konkrétni kvantitativni tidaje téchto smési, opét nejsou uvedeny ohledem na vyrobni

tajemstvi.

Tab. 4: Pomoci reflexni techniky bylo provedeno méieni téchto vzorku

Piipravek s obsahem Clopidogrelu

» API (Clopidogrel hydrogensulfat)
» Thl.

» API + Laktoza anhydrat

» APl + Mikrokrystalicka celul6za
» APl + Hydroxypropylcelul6za

» API + Ricinovy olej hydrogen.

Pripravek s obsahem Telmisartanu

» API (Telmisartan)
» Thl.

» API + Meglumin
» API + Sorbitol

» API + Povidon 25

» APl + Magnesium stearat
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3.2.2. Instrumentace Ramanova spektrometru a piiprava vzorki

Ramaniiv spektrometr

Pro méfeni Ramanovych spekter byl pouzit Ramaniiv spektrometr. Parametry méfeni
pro kazdy vzorek byly nésledujici:

Rozligeni: 2,000 cm™

Pocet scanti: 256

Zero fillinig: 4

Apodizace: Happ-Genzel

Priprava vzorku a zptisob méreni

Pro studium piipadnych interakci/ inkompatibilit ve formulovanych pfipravcich
pomoci Ramanovy spektrometrie byly pouZity vzorky pfipravené naprosto identickym
zpusobem jako pro méfeni pomoci FT-IR ATR techniky, odpovida Tab. 4. Méfeni

vzorkl se provadélo ve sklenénych vialkach.
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 IR spektra

4.1.1 Spektra ucinnych latek; telmisartan a clopidogrel

Piipravek s obsahem telmisartanu obsahuje API ve formé sodné soli. Pro porovnani
rozdilu ve spektru API telmisartanu volné kyseliny a telmisratnu sodné soli jsou zde
uvedeny Obr. 9 a 10. Vzorky byly méteny FT-IR ATR technikou. Zaroven by se timto
zpusobem od sebe daly odlisit i riizné typy soli, pfedev§im jedno od dvojmocnych.

Spektra na Obr. 9 jsou zobrazena v celém méfeném rozsahu (4000 — 500 cm™).
Pro dals$i vyhodnocovéni, pfedevsim studie pfipadnych interakci, bude vyuzit vyiez
oblasti (2000 — 500 cm™), oblasti otiskii prstd. V této oblasti lze predpokladat

nejvyraznéj$i zmény ve spektrech v pfipadé interakci.
JVyr 1) y p

Ve spektrech na Obr. 11, 12 a 13 bylo provedeno piitazeni zakladnich
charakteristickych pasi pro obé API (Pro srovnani je jednou demonstrovano spektrum
potizeno reflexni a v druhém piipadé transmisni technikou).

Pfifazeni zakladnich pasi je u API telmisartan na Obr. 11 a 12 (Spektra byla pofizena
FT-IR ATR technikou). Ve spektru na Obr. 13 je pak pfifazeni zakladnich past pro
API clopidogrel hydrogensulfat. (Toto spektrum bylo pofizeno FT-IR transmisni
technikou). Pokud by ovSem méla byt provedena jednoznacna identifikace, tak
vramci farmaceutickych analyz se nejastéji vyuzivd metoda srovnani spekter
analyzovanych latek s referenénimi spektry nebo se spektry standardi analyzovanych
latek. Abychom vsak eliminovali vliv polymorfnich ptechodt, museli bychom vzorek
k identifikaci i vzorek standardu rozpustit a nechat vykrystalizovat za stejnych

podminek.
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Obr. 9: Spektra API telmisartanu volné kyseliny (modré spektrum) a jeho sodné soli
(Gervené spektrum); rozsah: (4000 — 500 cm™)
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Obr. 10: Spektra API telmisartanu volné kyseliny (modré spektrum) a jeho sodné soli
(Servené spektrum); rozsah: (2000 — 630 cm™)
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Obr. 11: Spektrum API telmisartanu, pofizené technikou ATR (reflexe).
Mgfeny rozsah: 4000 cm™ — 630 cm™
Hodnoty vinocta jednotlivych charakteristickych past jsou nasledujici:
v(C-H) 3064, 2955, 2864; v(C=0) 1695, v(C=C) + v(C=N) 1595, 1480, 1463, 1410,
1377; W(COO) 1262, 1230 cm™
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Obr. 12: Jedna se téz o spektrum API telmisartanu, jako v ptipadé Obr 11.
Je zde ovem zobrazen vyfez spektra: 2000 cm™ — 600 cm™
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Obr. 13: Spektrum APl Clopidogrelu hydrogensulfatu, pofizené transmisnim
meéfenim (v KBr).
Hodnoty vino¢ta jednotlivych charakteristickych past jsou nasledujici:

v(C=0) 1751, 1220; v (C-H) 1435; v (aromaticka C-H) 830 — 650
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4.1.2 Studium pripadnych kvalitativnich zmén API
ve formulovanych pripravcich pomoci FT — IR transmisnim
méfenim

Vysledky studia piipadnych kvalitativnich zmén API ve formulovanych pfipravcich
pomoci FT — IR transmisnim méfenim jSOU V praci zaznamenany ve spektrech
na Obr. 14 — 17. Byla provedena vSechna méfeni na zakladé Tab. 2 a 3. Zde
prezentované jsou vSak pouze vysledky ve spektrech na Obr. 14 a 15 pro piipravek
s obsahem clopidogrelu a na Obr. 16 a 17 pro ptipravek s obsahem telmisartanu.

Jak je patrné z Obr. 14 a 15, nejvice zastoupenym excipientem V piipravku s obsahem
clopidogrelu je laktoza, jeji absorpéni pasy se nejvice podileji na spektru dané 1ékové
formy (krom past API).

Na Obr. 16 a 17 je patrné, Ze nejvice zastoupenym excipientem V ptipravku s obsahem
telmisartanu, je sorbitol. Jeho absorpéni pasy se nejvice podileji na vysledném spektru
dané 1ékové formy (krom past API).

Na spektrech 1€kovych forem se podileji pouze pasy excipienti a molekul APIL
Nedochazi ke zméndm ve spektrech Iékovych oproti prostému souctu spekter
jednotlivych slozek. Obé API jsou na zdkladé téchto méteni ve svych lékovych

formach nezménéné, tedy v pivodni kvalité.
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4.1.2.1. Pripravek s obsahem clopidogrelu
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Obr. 14: Spektra: Lékova forma (Tbl); modra
API (Clopidogrelu hydrogensulfatu); fialova

)
s

Laktoza anhydrat.; ¢ervena

Spektra dal$ich excipienttl jsou uvedeny na Obr. 15, doplnény jsou spektra
celulézovych derivatl. Ostatni excipienty jsou v piipravku v minoritnim mnozstvi,
vysledné spektrum 1ékové formy vyznamné neovliviiuji, a tedy nejsou pro piehlednost

znazornény.
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4.1.2.2. Pripravek s obsahem telmisartanu
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Obr. 16: Spektra: Lékova forma (Tbl); ¢ervena
API (Telmisartan sodna sul); modra

Sorbitol; fialova

Spektra dalSich excipient v 1ékové formé jsou uvedeny na Obr. 17.
| v tomto piipadé€ nejsou ostatni excipienty, které vysledné spektrum 1ékové formy

neovliviiyji (v ptipravku jsou v minoritnim mnozstvi), pro ptehlednost znazornény.
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Obr. 17: Spektra: Lékova forma (Tbl); éervena Meglumin; tyrkysova
API (Telmisartan sodna sul); modra Povidon 25; zelena

Sorbitol; fialova
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4.1.3 Studium pripadnych kvalitativnich zmén API
ve formulovanych pripravcich pomoci FT-IR ATR

Pro zjisténi ptipadnych zmén v kvalité API (interakci popt. inkompatibilit) na zakladé
vlivu pouzitych excipienti byla provedena méfeni vzorka piipravenych podle
schématu v Tab. 4. Méfeni byla provedena FT-IR ATR technikou. V této sekci -
vysledky jsou zaznamendna spektra pouze od nejvyznamnéjSich excipienttl, a to pro
ptipravek s obsahem clopidogrelu — spektra na Obr. 18 a 19 a pro pfipravek
s obsahem telmisartanu spektra na Obr. 20 a 21.

Jednotlivé vzorky (APl + excipient) byly podrobeny lisovacimu tlaku o sile 80 kN

a nasledné¢ rozetfeny v tfence.

Jak je vidét na Obr. 18 — 21, nedochézi ke zménam ve spektru smési oproti prostému

souctu spekter jednotlivych slozek. Nevznikaji nové pasy, nedochazi k jejich posuniim

wrwe

interakcemi mezi API a danym excipientem.
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4.1.3.1 Pripravek s obsahem clopidogrelu
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Obr. 18: Spektra: API (Clopidogrel hydrogensulfat); modra
API + Laktoza anhydrat; ¢ervena

Laktéza anhydrat; zelena
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Obr. 19: Spektra: ~ API (Clopidogrel hydrogensulfat); modra
API + Mikrokrystalicka celuloza; €ervena

Mikrokrystalicka celul6za; zelena
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4.1.3.2. Pripravek s obsahem telmisartanu
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Obr. 20: Spektra: API (Telmisartan); ¢ervena
API + Sorbitol; modra

Sorbitol; zelena
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Obr. 21: Spektra: API (Telmisartan); modra
API + Povidon; ¢ervena

Povidon; zelena
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4.2 Ramanova spektra

Ve spektrech na Obr. 22 a 23 je znazornéno, jakym zptsobem se IR a Ramanova
spektrometrie doplnuji. VétSinou jsou vyrazné absorp¢ni pasy u IR znazornény slabé
U Ramanovych spekter a naopak. V naSem pfipad¢ je tento fenomén ilustrovan
na piikladu funkénich skupin karbonylu, karboxylu a vazeb C=C a C=N.

Vyrazny pas v IR v = 3430 cm™ ve spektru na Obr. 22 je zptsoben vlhkosti
(pravdépodobné v KBr, ktery je silné¢ hygroskopicky), naproti tomu u Ramanového
spektra je vliv vlhkosti zanedbatelny. Dalsi prednosti Ramanovy spektrometrie je

moznost méfit pies obal (v tomto piipade ptes sklenéné vialky).

46/56



Absorbance/Intensity

Obr. 22

jedna se o spektrum telmisartanu API:

Absorbance/Intensity

0,30°
0,28
0,26
0.24-
0,22
0,20
0,18
0,16
0,14-
0,12
0,10
0,08-
0.06°
op4€
0,02

0,30
0,28
0,26
0,24
022
0.20-
0,18
0,16:
0J4§
0,12
0,10
0,08
0,06
0,04
0925

2000

3000

Wt

2000 1000
Wavenumbers/Raman Shift (cm™)

: llustruje komplementaritu obou technik, IR a Ramanovy spektrometrie,

¢ervena — Ramanovo spektrum

fialova — FT-IR transmisni spektrum

C=
, co0™
(
J
L
WD A S

Wavenumbers/Raman Shift (cm)

Obr. 23: Jedna se o vytez spekter z Obr. 22
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4.2.1. Studium pripadnych kvalitativnich zmén API
ve formulovanych pripravcich pomoci Ramanovy
spektrometrie

V neposledni tfad¢ byla kvalita API ve formulovanych pfipravcich studovana
Ramanovou spektrometrii, byly méfeny vzorky ptipravené podle schématu v Tab. 4.
V sekei vysledky jsou vsak prezentovana jen spektra vyznamnych excipientii (stejné
vzorky jako u techniky FT-IR ATR).

Na zaklad¢ spekter uvedenych v Obr. 24 — 27 bylo zjisténo, Ze nedochazi ke zménam
ve spektru smési oproti prostému souctu spekter jednotlivych slozek. Nedochézi ke
vzniku novych past, nedochazi k jejich posuniim nebo vymizeni. Nejsou pozorovany
a danym excipientem.

Navic zde jednoznacné ocenime velky rozdil v intenzitdch charakteristickych skupin
typu dvojnych vazeb a vazeb typu C=N u molekuly API, jeZ maji velikou intenzitu
pravé v Ramanové spektru. Tyto skupiny se naopak v molekulach excipientii vétSinou
nevyskytuji a ve spektrech neinterferuji se spektrem API v lékové formé. Této

skutecnosti se velice ¢asto vyuiivai34.
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4211 Piipravek s obsahem clopidogrelu
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Obr. 24: Spektra: API (Clopidogrel hydrogensulfat); modra
API + Laktoza anhydrat; zelena

Lakt6za anhydrat; Cervena
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Obr. 25: Spektra: API (Clopidogrel hydrogensulfat); modra
API + Mikrokrystalicka celuloza; ¢ervena

Mikrokrystalicka celul6za; zelena
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4.2.1.2 Piipravek s obsahem telmisartanu
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Obr. 26: Spektra: API (Telmisartan); ¢ervena
API + Sorbitol; modra

Sorbitol; zelena
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Obr. 27: Spektra: API (Telmisartan); modra

API + Povidon; éervena

Povidon; zelena
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5. ZAVER

V rigor6zni praci byly popsany zdkladni prvky preformulaéniho vyvoje 1é€iv, zaroven
byly charakterizovany moderni analytické metody pouzivané v prubéhu vyvoje 1éciv
arutinni kontrole jak uc¢innych a pomocnych latek tak i finalnich ptfipravkl, a to
pfedevSim v pevné fazi. Bylo poukazano na dilezitost hodnoceni v pevné fazi, jak
sohledlem na mozné sméry k patentovému kryti, tak na moznd uskali béhem

formulace ptipravku.

Na ptikladu telmisartanu bylo pomoci FT-IR ATR ukazano na rozdil ve spektru volné
kyseliny a jeji soli, zde konkrétné soli sodné.

Na zakladé FT-IR ATR a transmisniho méfeni byly pfirazeny zakladni
charakteristické pasy u obou API (telmisartan kyselina a clopidogrel).

Bylo provedeno studium ptipadnych interakci/inkompatibilit mezi ucinnou latkou
(API) a pomocnymi latkami ve findlnim formulovaném piipravku pomoci FT-IR
transmisniho méteni. Ve spektru finalni 1ékové formy nebyly pozorovany zmény
oproti spektrum jednotlivych slozek (APl a excipientl). APl je tedy v piipravku
vV nezménéné formé, a tedy ve standardni kvalité.

Studium pfipadnych negativnich vlivii excipientli na kvalitu API bylo provedeno
pomoci FT-IR ATR techniky a Ramanovy spektrometrie. V obou piipadech nebyl
zaznamenan vznik zadného vyznamného nového pasu nebo posun, ¢i vymizeni past
stavajicich, coz by indikovalo kvalitativni zmény APIL

K Zadnym zménam ve kvalité API v obou piipravcich tedy na zéklad¢ téchto métfeni

nedochazi.
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