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ANOTACE

Tato prace se zaméfuje na ptipravu silnosténnych tobolek na bazi hypromeldzy metodou
FDM 3D tisku. Cilem prace byla pfiprava a testovani tobolek vhodnych pro peroralni
transplantaci fekalni mikrobioty nebo ptivod 1é¢iva do oblasti kolonu. Cely proces experimentu
zahrnoval pfipravu filament metodou hot melt extruze (HME), FDM 3D tisk tobolek
ze zminénych vlaken, rozmérovou analyzu vytisténych tobolek a in vitro testovani ptipravenych
tobolek pomoci disoluéni zkousky. Pfipraveny, vytistény a testovany byly ¢tyfi formulace, a to
tobolky z hypromelo6zy (bez ptidavku Kollidonu) a dale tfi formulace s pfidavkem riznych typii
Kollidont. U téchto formulaci byl testovan vliv samotného ptidavku Kollidonu 1 typu Kollidonu
na extruzi, 3D tisk, dilezité rozméry tisknutych tobolek a uvolnéni modelové ucinné latky
z tobolky v oblasti kolonu. Z experimentu bylo zjisténo, Ze pridavek Kollidoni umoziuje snizeni
teploty pfi 3D tisku, zlepSuje stabilitu Iékovych forem, ale mirn¢ ovliviiuje stalost rozmérii

vytisténych tobolek.
KLICOVA SLOVA

Fekalni mikrobidlni transplantace, rekurentni infekce Clostridium difficile, enterdlni 1ékové

formy, hypromeldza, Kollidony®, FDM 3D tisk



TITLE

Preparation of hypromellose-based capsules by FDM 3D printing

ANNOTATION

This thesis focuses on the preparation of thick-walled hypromellose-based capsules by
FDM 3D printing. The aim of the thesis was to prepare and test capsules suitable for oral
transplantation of fecal microbiota or drug delivery to the colonic region. The experiment
included preparation of the filament by hot melt extrusion (HME), FDM 3D printing of the
capsules from the mentioned filaments, dimensional analysis of the printed capsules and in vitro
testing of the prepared capsules by dissolution test. Four formulations were prepared, printed and
tested, namely hypromellose capsules (without addition of Kollidon) and three formulations with
addition of different types of Kollidon. For these formulations, the effect of Kollidon addition
alone and Kollidon type on extrusion, 3D printing, important dimensions of the printed capsules
and the release of the model active ingredient from the capsule in the colonic region were tested.
From the experiment, it was found that the addition of Kollidon allows a reduction in
temperature during 3D printing, improves the stability of the dosage forms, but slightly affects

the dimensional stability of the printed capsules.

KEYWORDS

fecal microbiota transplantation, recurrent Clostridium difficile infection, enteral dosage forms,

hypromellose, Kollidon®, FDM 3D printing
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EMA Evropska 1ékova agentura

FDM Fused deposition modeling (Tavené depozi¢ni modelovani — metoda 3D tisku)
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5-ASA S5—aminosalicylat



UvVoD
Enterosolventni tobolky na bazi hypromelozy predstavuji jednu z moznosti pro cilenou
aplikaci 1é¢iva nebo biologického materialu do oblasti tlustého stfeva. Ukolem tobolek je
ochrana pfenaSeného materidlu (lé¢iva, mikroorganismu) pied predCasnym uvolnénim
v proximalnich oblastech gastrointestinalniho traktu (GIT), coz by mohlo zplsobit jejich

nezadouci ucinky nebo infekce.

Podavani 1é¢iv do oblasti kolonu se vyuziva pro lokalni terapii postizené ¢asti stfeva nebo
cilené pfivedeni 1é¢iva za ticelem lepsi nebo kontrolovangjsi absorpce. Mezi onemocnéni 1écena
pomoci enterosolventnich 1ékovych forem patii nespecifické stfevni zanéty, polypy, syndrom
drazdivého tracniku a kolorektalni karcinom. Léciva aplikovana enterosolventnimi lékovymi
formami jsou nejCastéji protizdnétlivé a imunosupresivni 1éky (napf. aminosalicylaty,
mesalazin). Mezi dalsi vyuZiti téchto Iékovych forem patii cilena aplikace G€innych latek, které
se huafe vstfebavaji v proximalnich ¢astech GIT. VyuZiti enterosolventnich lékovych forem je

mozné i v tzv. chronoterapii.

V enterosolventnich lékovych formach se mikroorganismy aplikuji v procesu fekalni
mikrobidlni transplantace (FMT) do oblasti kolonu. FMT je proces, pti kterém dochazi k ptenosu
zpracované fekalni mikrobioty zdravého ¢lovéka do GIT pacienta trpicitho onemocnénim, které
pozménilo jeho mikrobidlni systém kolonu. Cilem transplantace je tak obnovit rovnovéahu
mikrobialniho systému tlustého stfeva. FMT se vyuZziva k 1é¢bé rekurentni infekce Clostridium
difficile, ulcer6zni kolitidy, Crohnovy choroby (zanétliva onemocnéni stiev) a onemocnéni
ptimo nesouvisejicich s poruchami tlustého stieva (napft. autismus). Aplikace transplantatu muze
probihat tzv. dolni cestou podani (klystyr, kolonoskopie, endoskopické tuby) nebo tzv. horni
cestou podani (nasojejundlni/nasogastrické sondy, tobolky). Pficemz tobolky piedstavuji
moderni aplika¢ni formu, pii které maji pacienti zvySeny komfort neinvazivniho poddni FMT

a pro persondl se jedna o jednoduchou, béZznou a financné nenaro¢nou aplikaci.

Uvolnéni G¢inné latky z enterosolventnich Iékovych forem je indikovdno zménou
definovanych podminek v GIT, mezi které patii pH prostfedi, enzymy produkované stfevni
mikroflorou, doba prichodu formy urcitymi segmenty GIT, tlakové viny tlustého stieva, tekuty

obsah segmentli GIT a enzymy vyskytujicich se fyziologicky v travicim traktu.
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Aplikace neporusenych enterosolventnich lékovych forem do distalnich oblasti GIT
zavisi predev§im na volbé vhodného materidlu. Vybér materidli vhodnych pro zpracovani
,hot melt“ extruzi a FDM 3D tiskem, popis jejich fyzikalné—chemickych vlastnosti a aplikace
jednotlivych polymernich materiali ve farmaceutické technologii tvoii teoreticky zaklad této
prace. VySe zminéné polymerni materialy 1ze rozdélit do tii skupin: polymery citlivé na zmény
pH prostiedi, polymery biodegradabilni stievni mikroflorou a zmékéovadla, kterd ulehcuji
vyrobni proces a zvysuji stabilitu 1€ékovych forem. U pH—sensitivnich polymerti byly popsany
predevSim vyuzivané derivaty celulozy a polymethakrylati. Mezi zastupce biodegradabilnich
polymert patii polysacharidy a proteiny, které jsou degradovany az v oblastech tlustého stfeva
v zavislosti na produkci enzyml mikroorganismy tlustého stfeva. U zmékcovadel byl kladen
diraz na popis zéstupci Kollidontll, které byly vyuZzivany v experimentalni Casti bakalatskeé

prace.

Bakalafska prace se zaméfuje na ptipravu silnosténnych tobolek na bazi hypromelozy
metodou FDM 3D tisku. Cilem prace byla pfiprava a testovani tobolek vhodnych pro peroralni

transplantaci fekalni mikrobioty nebo piivod 1é¢iva do oblasti kolonu.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Vyuziti enterosolventnich lékovych forem

Enterosolventni 1¢kové formy se vyuzivaji pro své vlastnosti k cilené aplikaci 1é¢iva nebo
biologického materialu do tlustého stieva. Ukolem 1ékové formy je ochrana uéinné latky pred
uvolnénim v gastrointestindlnim traktu (GIT) pfed dosazenim kolonu. Pii pochybeni 1ékové
formy muze dojit k infikovani proximalni casti GIT biologickym materidllem nebo
k pted¢asnému uvolnéni 1éCiva vedouci k nezddoucim ucinkim. Uvolnéni ucinné latky je
indikovano zménou definovanych podminek v gastrointestinalnim traktu (kapitola 1.3). (1)

r

1.1.1 Kolonické podavani léciva

Kolonické podavani 1éc¢iva oznacuje d¢j, pii kterém je 1éCivo cilené¢ uvolnéno ze
specialnich 1ékovych forem v oblasti tlustého stfeva. Klinickym vyuzitim této metody je lokalni
terapie postizené Casti stieva nebo cilené ptivedeni 1éCiva za ucelem lepsi nebo kontrolovanéjsi
absorpce.

Mezi onemocnéni lé¢ené enterosolventnimi Iékovymi formami patii nespecifické sttevni
zanéty, polypy, syndrom drézdivého tra¢niku a kolorektélni karcinom. Pouziti enterosolventnich
lékovych forem je efektivni a cilend terapie onemocnéni GIT, kterd eliminuje jinak bé&Zné
nezadouci uc€inky 1éCiv.

Mezi mozné 1écebné metody sttevnich infekci patii tzv. chronoterapie, jejiz aplikace se
netykd pouze 1écby problémt GIT. Pii chronoterapii dochazi k ¢asove fizené absorpci 1éCiva
v zévislosti na biorytmu onemocnéni (2). Dalsi vyuziti cileného podavani 1é¢iva do oblasti
kolonu je u ucinnych latek, které se hlie vstifebavaji v proximalnich ¢astech GIT (na bazi
peptidd nebo proteint). Uinngjsi absorpci 1é¢iva v tlustém stievé charakterizuje del$i tranzitni
Cas a snizena aktivita proteolytickych enzymii. Tyto vlastnosti zajiStuji, ze €innd latka neni
degradovéna enzymatickymi pochody a zaroven ziskéva delsi €as pro vstfebani v misté ucinku.
Nevyhodou je sniZzeny obsah tekutin v kolonu, ktery omezuje rozpustnost 1éCiva v distalnich

¢astech gastrointestinalniho traktu (2).
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1.1.1.1 Léciva podavana enterosolventnimi lékovymi formami
V terapii proti zdnétlivym onemocnénim GIT pievazuji protizanétlivé a imunosupresivni
Iéky. Jejich ukolem je potlacit stievni zanét, zlepSit kvalitu zivota lidem trpicich témito

chronickymi obtiZzemi a zlepsit stav stievniho traktu.

Jednotlivych 1éCiv pouzivanych v 1€cb¢ zanétlivych onemocnéni je nespocet. Zaroven je
velké  mnozstvi mechanismii  G¢inku  1ékovych  forem. Tato  kapitola  slouzi
k predstaveni nékterych zastupct 1é¢iv a materiala 1ékovych forem pouzivanych k 1écbé téchto
onemocnéni.

Lécba ulcerozni kolitidy probiha na zakladé dvou protizanétlivych latek
5—aminosalicylatu (5—ASA) a mesalazinu. Aminosalicylaty se podavaji ve specialnich 1ékovych
formach z polymerti na bazi upraveného kopolymeru methylmetakrylatu rozpustného pii
konkrétnich hodnotach pH. 5-ASA je chranéna pied ucinkem prostiedi zaludku specialnimi
polymernimi lékovymi formami (Eudragit® L; Salofalk® tbl., Claversal® tbl), které umozni
uvolnéni 5-ASA pii prekrodeni pH 6 za distalnim ileem nebo (Eudragit® S; Asacol® tbl.), které
se rozpadaji pfi pH vys$im nez 7. Mechanismus uvolnéni mesalazinu je zalozen na zméné pH
priichodem 1ékové formy travici trubici. Mesalazin chranény vétsinou polymery Eudragit® S, L,
L-100 prochazi zaludkem o pH 1-2. Zalude¢ni §tavy jsou alkalizovany Zlu¢i a pankreatickou
sekreci a tim se pH pii putovani lékové formy tenkym stfevem zvySuje. 5-ASA se podle hodnot
pH uvoliiuje v tracniku a mesalazin pfedev§im v distdlnim konci tenkého stfeva, caeca

a proximalni oblasti traéniku (3).

Lécba Crohnovy choroby se 1isi v zavislosti na vdZnosti onemocnéni. Mirné stavy jsou
stejné jako ulcerdzni kolitida 1éCeny aminosalicylaty. Vazngjsi kratkodobé stavy jsou feSeny
predevsim kortikosteroidy. Dlouhodobé stavy jsou regulovany zavedenim imunomodulatort
na bazi merkaptopurinu, azathiopurinu a methotrexatu (4).

Lécba rekurentni infekce zplisobenou Clostridium dificile zahrnuje ptedevSim 1écbu
antibiotiky jako je vankomycin nebo fidaxomicin. DalSim pouzivanym antibiotikem a zaroven

antiprotozoalnim Ié¢ivem v 1é¢bé tohoto onemocnéni je metronidazol (5).
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1.1.1.2 Chronoterapie

Enterosolventni 1ékové formy se vyuzivaji 1 pro 1€cbu zavislou na cirkadidnnich rytmech
(chronoterapii). Specialn¢ upravené Iékové formy umoznuji dodavani uclinné latky
v definovanych Casovych intervalech do vybraného mista gastrointestinalniho traktu. Uvolnéni
1é¢iv ve spravném casovém intervalu zavisi na individudlni hladiné¢ pH v segmentech travici
trubice jedince a na biodiverzit¢ konkrétniho mikrobialniho stievniho systému. Mechanismy
uvolnéni 1éCiv z 1ékové formy se lisi v zavislosti na zminénych vlastnostech. Mezi mechanismy
patii bobtnani, osméza nebo kombinace obou. Specializovana 1ékova forma TIME CLOCK®
zajiStuje uvolnéni vybraného léCiva v zavislosti na ¢ase do zanicené¢ho distalniho ilea nebo
tra¢niku. Tobolka TIME CLOCK® se skladé z jadra, ve kterém je Gi¢inn4 latka. Jadro je obaleno

hydrofobnim materidlem a povrchové aktivni latkou. (2)

Chronoterapie se vyuziva pro lécbu zanétlivych onemocnéni sttev — ulcerdzni kolitidy
(5-ASA) a Crohnovy choroby (6-merkaptopurin) (6). Chronoterapie se také hojné vyuziva
u lécby kardiovaskularnich onemocnéni (7) jako je naptiklad ischemicka choroba srde¢ni nebo
1é¢ba vysokého krevniho tlaku. Déle se chronoterapie zkou$i u neurodegenerativnich chorob
(Parkinsonova choroba) (8) a nadorovych onemocnéni (urologickych malignich stavech (9),

glioblastomy (10)).
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1.2 Fekalni mikrobialni transplantace (FMT)

Transplantace fekalni mikrobioty je proces, pii kterém dochéazi k pfenosu zpracované
fekalni hmoty zdravého jedince do gastrointestindlniho traktu pacienta. Dany pacient trpi
onemocnénim, které zménilo slozeni jeho mikrobidlniho systému tlustého stieva (dysbioza).
Obecnym cilem terapie je obnoveni rovnovahy stievniho mikrobidlniho systému. Jedna se
0 neimunosupresivni terapii snazici se feSit mikrobidlni defekty tlustého stfeva, které jsou

vetsinou zakladem patogeneze zanétlivych onemocnéni stiev.

Fekalni mikrobidlni transplantace se vyuzivd k 1é€bé zanétlivych onemocnéni stiev
a k experimentalni 1é€bé nemoci, které pfimo nesouviseji s onemocnénim tlustého stfeva. Mezi
stievni zadnétlivd onemocnéni 1é¢end metodou FMT patii rekurentni infekce Clostridium difficile,
ulcerdzni kolitida, Crohnova choroba a pouchitida. Lécba onemocnéni pfimo nesouvisejicich

s poruchami kolonu bude zminéna v kapitole 1.2.3.

1.2.1 Metodologie FMT

1.2.1.1 Prubéh transplantace

Aby se mohla uskute¢nit transplantace, musi se sehnat vhodny darce. Testy na darcovstvi
podléhaji pfisnym kritériim a kontroldm na drogy, onemocnéni nebo pouzivané 1éky. Dérce by
mel disponovat stolici s vysokou biodiverzitou stievni mikrofléry, ptfedevSim zvySenou
piitomnosti bakterii kmene Firmicutes a Bacteriodetes. Cim vétsi je biodiverzita stolice dérce,
tim veétsi ma pacient (pfijemce) pravdépodobnost vyléfeni dysbidzy typické pro konkrétni

onemocnéni.

Pokud mame ovéfeného déarce fekalni mikrobioty, je na pofadi zvoleni vhodného
piijemce (pacienta). Pacient musi trpét nemoci, kterd se UspéSné€ jiz 1é¢i standardné touto
metodou FMT (rekurentni infekce Clostridium difficile) nebo onemocnénim, pii némz nezabira

standardni terapie (Crohnova choroba, Parkinsonova choroba atd.).

Ptiprava transplantdtu probiha tak, aby byla kdykoliv a okamzité¢ dana smés pouzita.
Transplantat se homogenizuje a nasledné¢ se fedi 0,9 % NaCl. Transplantat je uchovavan
ve formé Cerstvé, hluboce zmrazené nebo lyofilizované. V transplantatu mohou byt kompletné

vSechny kmeny fekalniho mikrobiomu dérce nebo se mohou vyselektovat pouze vybrané kmeny
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vhodné pro konkrétniho pacienta (umoziuje lyofilizace). Uvadi se, ze v 1 gramu stolice se

nachazi asi 8,6-10'° bakterii.

Predeslé kroky lze shrnout do tzv. ptipravné faze, kdy se vytvareji definované podminky
pro uspésny pribéh transplantace. Na tuto fazi volné navazuje aplikace transplantatu v podobé
dvou moznych cest podani. Prvni je tzv. dolni podéani transplantatu (starsi cesta), pii kterém
dochazi k aplikaci fekalni mikrobioty do téla pacienta pomoci klystyru, kolonoskopie nebo
speciadlnich endoskopickych tub. Druhou cestou je tzv. horni podani transplantatu (novéjsi cesta)
prostiednictvim nasojejunalnich ¢i nasogastrickych sond nebo pomoci tobolek (peroralni
podani). Rozdilem mezi témito cestami je objem transplantatu aplikovany do téla pacienta. Dolni
cesta podani vyzaduje objem transplantitu v rozmezi 250-500 ml, pficemz horni cesta podani

vyzaduje vyrazné mén¢ (mezi 25—-100 ml transplantétu).

Vyhodou FMT oproti jinym formam mikrobialni terapie (antibiotika, probiotika) je
poskytovani celého funkéniho bakteridlniho systému, ktery zahrnuje celé spektrum
mikrobidlnich organismi ze zdravého jedince. Tim piadem FMT mize potencidlné spravné
vyfesit dosud necharakterizované dysbiozy a kritické funkéni poruchy zanétlivych stfevnich

onemocnéni.

1.2.1.2 Tobolka — moderni aplika¢ni forma
Nejnovejsim zplisobem aplikace FMT je tobolka. Tobolka se od ostatnich FMT technik

podstatné 1i8i a proto tato kapitola shrnuje vyhody a nevyhody jejiho pouZivani.

Mezi zasadni vyhody patii zvySeni komfortu pacienta, jedné se totiZ o neinvazivni a pro
pacienta ptijemné&jsi formu podani. Tobolky nesou vyhody i pro ,,druhou stranu® — nemocnicni
persondl. Pro zdravotniky jsou tobolky jednoduchou, béZznou a finanén€ nenarocnou formou
podani. Studie ukazuji, Ze v porovnani s invazivnimi metodami maji tobolky vys§i ucinnost
aplikace transplantatu na misto ureni. V kombinaci tobolky vytvofené z vybranych polymert
metodou 3D tisku Ize nastavit pro kazdého pacienta tobolku ,na miru“, coz vede

k individualizaci terapie FMT.

Nevyhodou je nutnd vyroba tobolky ze specifickych acidorezistentnich materialt. Jedna
se tak o specidlni enterické 1ékové formy nebo o enterosolventni polymerni obaly. Hlavnim

diivodem, pro¢ tobolka musi byt vyrobena z téchto slozitych a specifickych materidlu, je snaha
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0 ,,colon drug delivery system® (1). Jedna se o systém podavani léki/biologickych materialii
specificky pro tlusté stfevo. Systém je schopen uvoliiovat ti¢innou slozku specificky v tlustém
sttevé predvidatelnym a reprodukovatelnym zptisobem. Piendsené slozky musi byt chranény
pied degradaci, uvoliiovanim a absorpci v horni ¢asti GIT (Zaludek, proximalni ¢ast tenkého
stieva) a nasledné¢ se musi néhle nebo fizen¢ uvolnit v proximalni ¢asti kolonu. U 1é¢iv mize
dojit k degradaci, ztrat¢ ucinku nebo k nezddoucim uc¢inkim. U bakterii tlustého stfeva
prenasenych lékovou formou miize dojit pii uvolnéni v oblasti zaludku k infekcim, které mohou

vést az k sepsim.

Vyvoj 1ékovych forem pro kolonické podani biologického materidlu vyzaduje denni
aplikaci v nemocni¢nim prostiedi. Musi se jednat o jednoduSe reprodukovatelnou metodu
v laboratornich podminkach s okamzZitou aplikaci biologického materidlu do distalnich casti
kolonu. Potencidlni materialy, podminky a experimentalni dosazeni zminénych kritérii mtzete

nalézt v dalSich ¢astech této prace.

1.2.2 Zanétliva onemocnéni strev

Metoda FMT se aplikuje jako 1é¢ba zanétlivych onemocnéni distalniho konce tenkého
stieva a tlusté¢ho stfeva. Jedna se o zpiisob terapie, kterd neni komplexni pro vSechny typy
zanétlivych onemocnéni strev, ale je modifikovanad pro konkrétni onemocnéni. S tim souvisi
1 ucinnost terapie FMT, kterd je u nékterych onemocnéni kladné¢ hodnocena, prokédzéana
a pouzivana — rekurentni infekce Clostridium difficile a ulcer6zni kolitida. Naopak lécba
nékterych onemocnéni metodou FMT ma pouze omezené ucinky — Crohnova choroba

a pouchitida.

1.2.2.1 Rekurentni infekce Clostridium difficile (rCDI)

Jedna se o kolitidu zplisobenou zvySenym pomnoZzenim toxinogenni bakterie Clostridium
difficile, ktera zpisobuje t€zké priijmové stavy. V soucasné dobé je rCDI nejvyznamnéjSim
tzv. nosokomidlnim onemocnénim ¢ili nemoci spojenou s pobytem v nemocni¢nim prostiedi

zhorsujici stav hospitalizovanych pacienti (11).

Na tento bakteridlni druh se aplikuje 1écba antibiotiky, predev§im vankomycinem nebo
fidaxomycinem, které zpusobuji zanik bakterie ve vegetativnim stadiu. Jenze rod Clostridii
vytvari pii neptiznivych vngjsich existencnich podminkach spory. Jednd se o rezistentni téliska

umoziujici bakteriim ptezivat pii nepfiznivych vnéjsich podminkach. Po odeznéni antibiotické
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1é¢by se spora proméni zpét ve vegetativni buiiku a nastava tzv. recidiva infekce. Podle studii je
recidiva u infekce rCDI az u 20 % primarn¢€ vylécenych pacienti. Z téchto dvaceti procent
pacientll podléha nasledujicim recidivim tohoto onemocnéni padesat Sest procent z nich. Tito
pacienti jsou op¢t léCeni antibiotiky, ktera jsou spojena s riziky (12). Dlouhodobé podavani
antibiotik miize pusobit nepfiznivé zménou mikrobiomu tlustého stieva a zhorsit tak uzdraveni
pacienta. Pfi oslabeném stavu pacienta primarnim onemocnénim muze vést tato nosokomialni

infekce minimalné k horsi kvalité Zivota nebo az ke smrti.

Dodnes neexistuje test, ktery by pfimo tuto infekci s jistotou identifikoval, coz
komplikuje indikaci spravné terapie. Jednou z moznych pokrocilych terapii je kombinovana
lécba ATB s metodou FMT. Fekélni mikrobialni transplantace je bezpecnou, relativné levnou
alternativni terapii, kterd ptedevs§im zastavuje chronicky se opakujici infekce zptisobené bakterii
Clostridium difficile. FMT zptsobi obnoveni ptirozeného mikrobiomu tlustého stfeva.
Budoucnosti terapie je zlepSend aplikace fekalniho transplantitu pomoci enterosolventnich
tobolek a cilend uprava mikrobioty stfeva vedouci k rozsifeni FMT na dal$i onemocnéni i mimo

gastrointestinalni trakt (13).
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Zvyienim obsahu primarnich Zluéovych kyselin, sniZenim obsahu
sekundirnich #luéovych kyselin a mastnych kyselin s kratkym Fetézcem
dochizi k indukei kli¢eni spor C.difficile

o B

‘AA

hlenovi vestva

S B B BB 0&
stieva h
9b°

Q@ spory C. difficile

D vegetativni buiiky C. difficile ;
A toxin C. difficile FMT
:

A Bakteriocin

’P'P Bakteriofagy

@ obnoveni mikrobiota

© T-buiiky kolonu
v
B
e ° Pp
CD%Q?D OAQE 4,
Zvjleny w
mel-all!.lli!!ll:‘ls : 3 4 Indukee metabolismu
primérnic! sacharidii a aminokyselin
Flufovich kyselin na mastné kyseliny s
na sekundirni kratkym Fetézcem

Zlufové kyseliny

e B
lo]ele]elelelelelele]

Vliv na rizné vrozené a ziskané
imunitni drihy

7=
= {
) =
]
/ = vede ke zvyieni interleukinu 10

@

"\__ _,/ \__ ./'

Obrazek 1: Mechanismy uU¢inku FMT pii lécbé rCDI. Upraveno a pievzato: (11)
A — Schéma distalniho ilea béhem rCDI; B — Schéma distalniho ilea po aplikaci FMT jako 1écby rCDI
(1) kliceni spor Clostridium difficile indukované mnoha faktory napf. primérnimi Zluovymi
kyselinami (taurocholat — zvySena hladina po 1é¢bé ATB); (2) — ztrata signalt riistu zdravé mikrobioty
stteva vede k rychlému nartstu C. difficile; (3) — po aplikaci FMT dochazi k produkci chybé&jicich
bakterialnich enzym, které metabolizuji primarni zlu¢ové kyselin (hydrolazy) na sekundarni zlu¢ové
kyseliny (deoxycholat) inhibujici vegetativni rast C. difficile; (4) — valerat mastnych kyselin
s kratkym fetézcem inhibuje vegetativni riist C. difficile a obnovuje funkci stievni bariéry; (5) — pfi
infekci C. difficile dochédzi ke zméné profilu stievnich bakteriofagh a plisni, po FMT dochazi k rychlé
obnové¢ na profily ve stolici darcti; (6) Bakteriociny = antimikrobialni latky produkované bakteriemi
(napt. anti—C. difficile aktivita); (7) — vliv FMT na imunitni systém — zvySeni produkce inteleukinu-
10 a snizena prezentace bakteridlnich antigenti T-lymfocyta kolonu; (8) — C. difficile vychytdva malé
molekuly (sukcinat, kys. sialova, prolin), které podporuji rist jejich vegetativnich forem, po FMT
dodana zdrava stievni mikrobiota zvySuje konkurenci o tyto latky a tim C. difficile pfichdzi o své
energetické zdroje
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1.2.2.2 Ulcerozni kolitida

Jednda se o autoimunitni krvacejici, hnisavy az ulcerézni zanét sliznice konecniku
a sousedici casti distalniho tracniku. Pravdépodobnou pfi¢inou je geneticky podminéna
dysregulovana a trvald reakce imunitniho systému na stfevni mikrobiotu. Nastdvd zména
mikrobialniho obrazu tlustého stfeva vedouci k dysbiéze — nerovnovahy stievni mikrobioty.
Obecn¢ se ulcerdzni kolitida projevuje na mikrobiomu stieva zménou zastoupeni urcitych kment
bakterii — snizené zastoupeni kmene Firmicutes a Bacteriodetes a zvySené zastoupeni kmene

Proteobacteria.

Aplikaci metody FMT dochazi k obnoveni rovnovahy stfevni mikroflory. Posouzeni
ucinku terapie u tohoto onemocnéni 1ze na zaklad¢ biomarkert. Po podani FMT u vSech uspésné
léCenych pacienti dochéazi ke zvySeni bakterialni biodiverzity, zvySeni zastoupeni kment
Firmicutes a Bacteriodetes. Mikrobidlni profily pfijemct transplantitu se vice podobaji
darcovskym profilim. Tim je zplsobeno vyssi zastoupeni tiidy Clostridium, z nichZ nejvice
Celedi Lachnospiraceae a Ruminococcaceae ve stfevnim mikrobidlnim systému. Zminéni
zastupci tiidy Clostridium produkuji faktor SCFA, ktery indukuje diferenciaci bunék imunitniho
systému, predevSim imunosupresivnich a protizanétlivych regulacnich bunék. Jednd se tak
o metabolicky biomarker tohoto onemocnéni, ktery zajist'uje spravnou stievni funkci. Mezi dalsi
biochemické markery patfi zvySend hladina hemu, biosyntézy lipopolysacharidii a zvySena

hladina biotinu, ktery omezuje produkci prozanétlivych cytokinti ve stteve. (14)

1.2.2.3 Crohnova choroba

Jednd se o chronické zanétlivé onemocnéni tenkého 1 tlustého stfeva zplsobené
pravdépodobné genetickou mutaci ovliviiyjici spravnou funkci stfevniho imunitniho systému.
Mezi pfi¢iny vyvolavajici toto onemocnéni patii Sirok4 Skala faktord od dlouhodobého sloZeni
stravy s nizkym obsahem vldkniny a vysokym obsahem sacharidi az k faktorim vnéjSiho
prostiedi. Radime zde i zménu mikrobialniho stievniho systému a nesteroidni protizanétliva
1é¢iva. Nemoc postihuje tenké i tlusté stievo, nejcastéji se infekce projevuje v terminalnim ileu
nebo na pfechodu termindlniho ilea do proximalni ¢asti tlustého stfeva. Diagnostikuje se

endoskopicky nebo radiograficky (15).

Terapie ptedevSim cili na ulevu od symptomul a udrzeni pacienta v remisi celozivotni

farmakoterapii. Pacient dodrzuje piedepsany Zivotni styl a stravovani. Indikace typu
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farmakoterapie zalezi na vaznosti a umisténi infekce. Pfi mirném prabcéhu v oblasti tlustého
pro dlouhodobou 1écbu). Pii  dlouhodobéjsich  vaznéjSich  stavech se  aplikuji
tzv. imunomoduldtory na bazi methotrexatu nebo merkatopurinu (4). Poznatky o vyuziti FMT
v 1écbé Crohnovy choroby jsou riznorodé. Jelikoz se klinické projevy a umisténi onemocnéni
1i8i, tak 1 klinickd odpovéd’ pacientl 1é€enych FMT je odlisna. Pacientt, ktefi dosahli diky 1écbé
FMT Kklinické remise je podle studii 52 %. Zéaroven autofi studie upozoriiuji na velké publikaéni

zkresleni (bias), kterym tato studie disponuje (nizka diveéryhodnost) (13).

1.2.2.4 Pouchitida

Jedna se o idiopaticky zanét vaku z klicek tenkého stfeva u pacientli po chirurgickém
odstranéni tlustého stieva. LECi se obezietné antibiotiky, protoze poucho je citlivé na radikalni
zmény mikrobidlniho systému. V zavislosti na téchto skutecnostech byly provedeny studie na
transplantatu. Po podani transplantitu nasojejunalni sondou (horni cesta podani) pacienti
vykazovali az 80 % klinickou remisi. Naopak podani dolni cestou prosttednictvim pouchoskopie
(endoskopie do poucha), kdy se zavadély do daného mista dvé infuze FMT, dosahlo pouze 5 %
pacientt vyznamné klinické odpoveédi. Kombinovana cesta podani transplantatu prvotni aplikaci
klyzmatem (dolni cesta podani) a nasledného dvoutydenniho podavani enterosolventnich kapsli

(horni cesta podani), byla ptfed¢asné ukonéena pro nizkou miru odpovédi pacientti na 1écbu. (13)

1.2.3 Onemocnéni primo nesouvisejici s tlustym stirevem

Metodou FMT se v pribéhu poslednich let zaCinaji 1€€it 1 nékterd onemocnéni zdanliveé
nesouvisejici s gastrointestindlnim traktem. Do tohoto Sirokého portfolia mlizeme zatadit
napiiklad transplantacni stavy. Takovym zndmym stavem je onemocnéni zvané ,,reakce $tépu
proti hostiteli“ nebo transplantace krvetvornych bunc¢k do kostni diené (11), pii kterych se
vyuziva interakce fekdlni mikrobioty s imunitnim systémem vedouci k lepSimu priabehu

zminovanych transplantaci (16).

Mezi nemoci, které se 1é¢i experimentalné metodou FMT, miZeme zatadit psychicka
onemocnéni (bipoldrni porucha, autismus), neurodegenerativni onemocnéni (Parkinsonova
choroba), metabolické syndromy (obezita) a cirhozu jater. Novinkou je experimentalni terapie
proti psoriatické artritidé, coz je zadnétlivé kloubni onemocnéni u pacientl s psoriazou. (11)
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Posileni oslabeného mikrobiomu stieva po chemoterapeutické 1é¢bé nadorovych

onemocnéni je dalSim moznym vyuzitim FMT.

wMrwve

1.3 Parametry zapricinujici uvolnéni acinné latky v tlustém stirevé

U Iékovych forem aplikovanych do oblasti tlustého stfeva se vyuzivd zmén vybranych
fyziologickych nebo fyzikalné—chemickych parametrt pii prichodu gastrointestinalnim traktem.
Zmény téchto parametri vedou k rozpadu nebo degradaci materidlu Iékové formy, coz
zapficiluje uvolnéni GCinné latky z lékové formy na misto uréeni. Mezi hlavni parametry
ovliviiyjici uvolnéni ucinné latky u fizené aplikace do GIT patii zména pH, poc¢tu a typu
mikroorganismu tlustého stfeva, peristaltické tlakové viny v kolonu a tranzitni ¢as 1ékové formy

v jednotlivych ¢astech GIT.

1.3.1 pH

Jednotlivé materidly pouzivané pro vyrobu lékovych forem se deformuji/degraduji
pti konkrétnich hodnotach pH. Lécivo prochazejici travici trubici se potkava v segmentech GIT
s riznymi hodnotami pH. V dutiné Gstni pH dosahuje mirné kyselych nebo spiSe alkalickych
hodnot v rozmezi 6,4-7,5. Po priichodu Ié¢iva jicnem je 1é¢ivo unaSeno do zaludku, kde narazi
na kyselé¢ pH 1,2-3,0. Lécivo, jehoZ cilena aplikace je mifena do tlustého stfeva, musi byt
rezistentni vic¢i plsobeni kyselych $tav zaludku. V duodenu je 1é¢ivo vystaveno nejvétSimu
naporu travicich enzymi (kap. 1.3.6). V oddilech tenkého stfeva je pH v rozmezi 6,0-7,5.
Predevs§im se poukazuje na pH distalniho ilea, které se liSi oproti ostatnim oddilim. pH zde
dosahuje nejvyssich hodnot ve stievé (okolo pH 7,5) a je tedy oblibenou oblasti pro aplikaci
stteva (pH 5,5) vlivem bakteridlni enzymatické fermentace polysacharidii na kratké fetézce
mastnych kyselin. Hodnota pH se postupné zvySuje smérem k rektu, kde dosahuje hodnot okolo

pH 7. (1)

1.3.2 Piisobeni enzymii mikrobidlniho systému tlustého stieva
Vyuzivanou vlastnosti mikroorganismi umisténych v tlustém stievé je produkce enzymi.
Bakteridlni enzymy cili na polymery lékovych forem, které mohou byt ve form¢ potahti nebo

matric. Polymery, které jsou biodegradabilni mikroflérou tlustého stfeva, jsou vétSinou na bazi
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polysacharidl a jsou fizené¢ degradovany v oblasti tlustého stieva. Polysacharidova sténa nebo
potah formy je pomoci enzyml mikrobidlniho systému tlustého stieva rozruSen a u€inna latka se
uvoliiuje z formy do lumen GIT. Material vSak musi odolat kyselému pH zaludku a enzymatické

aktivité duodena, nez vlibec peristaltikou doputuje do kolonu.

Pfevazné anaerobni bakterie tlustého stfeva produkuji enzymy ze tfidy reduktaz
a hydrolaz. Bakterie tlust¢ého stieva produkuji napf. nitroreduktazy, hydrogenazy,
oxidoreduktazy, esterazy, amidazy, glukosidazy, sulfatazy a dalSi (2). Hydrolyza a redukce
polysacharidil vede k degradaci na monosacharidy, organické kyseliny, mastné kyseliny, methan
a oxid uhlicity. Piikladem pouzivanych polysacharidi jsou pektin, chitosan, alginat, amylosa atd
(17). Mezi materidly biodegradabilni stfevni mikroflorou patii také latky na bazi proteint jako je
napiiklad kolagen. Mezi dal$i enzymy, které produkuji bakterie tlust¢ho stfeva, patii
azoreduktazy, které sté€pi azo-vazby v syntetickych polymerech (18).

Kombinaci dvou nejdulezitéjSich faktorti, pH GIT a enzyml mikroflory tlustého stieva,
vznikla 1ékova forma CODES. Tato 1ékova forma obsahuje tfi vrstvy polymert chréanici jadro
s ucinnou latkou a biodegradabilnim polymerem. Enterosolventni vnéjsi vrstva se rozpusti
v tenkém stfeve. Mezi vnitini a vnéj$i vrstvou je izolant hypromel6za. Vnitini vrstva se rozpousti
v kyselém prostfedi na zacatku tlustého stfeva, jehoz kyselost je zpiisobena fermenta¢nimi
produkty bakterii. Kombinace téchto slozek zarucuje spolehlivou cestu k zavedeni 1éciva do
tlustého stfeva. Pojistkou je biodegradabilni polymer jadra, ktery je degradovan az za plisobeni

bakteridlniho systému tlustého stieva. (1)
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Obrazek 2: Schéma produkce enzymil bakterialni mikroflorou. Pfevzato a upraveno: (48)
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1.3.3 Tranzitni ¢as — doba prichodu segmenty GIT

V jednotlivych segmentech gastrointestinalniho traktu trva fyziologicky prichod
napf. tobolky odliSnou dobu. Peroralni aplikace 1é¢iva zanedbava dobu stravenou v dutiné ustni.
V zaludku zlstava 1ékova forma v rozmezi patnacti minut az dvou hodin a nasledné putuje
do tenkého stfeva. Tenké stfevo se vyuziva pro svlj konstantni tranzitni ¢as jako model pro
vyvoj lékovych forem s fizenym uvoliiovanim. Tranzitni cCas léCiva v tenkém stfevé je
3—4 hodiny. V tlustém stfevé se pasaz Iékové formy pied vyloucenim z organismu odhaduje na
6—48 hodin. Tohoto faktoru se vyuziva u lékovych forem pro chronoterapii nebo u aplikace

cilené opozdéného uvoliiovani 1éciva.

1.3.4 Tlakové viny tlustého stieva

K podstatné zvySenému tlaku ve stievé dochazi trikrat az Ctyrikrat za den vlivem silné
peristaltické viny. Jedna se o fyziologicky jev zpisobeny niz§im mnoZzstvim tekutin a tim padem
vyssi viskozitou traveniny, kterd je tak posunuta dale smérem k rektu. Tento jev vyuzivaji 1ékove
formy PCDC (Pressure Controlled Drug Capsules) slozené vétSinou z Zzelatinové tobolky
potahované ethylcelulozou. Ethylceluloza je nerozpustny polymer, jehoz destrukce neni zavisla
na pH prostiedi a mnoZstvi traveniny v daném segmentu. Potazend tobolka odolava tlaku lumen
tenkého steva a hrouti se aZ na zéklad¢€ vlnou zpisobeného zvyseného tlaku tlustého stfeva. Pfi
perordlnim podani se 1ékova forma poskodi peristaltickou vinou a reabsorpci vody v tlustém
stitevé a dochazi k uvolnéni G€inné latky z vnitiniho prostoru tobolky. Tomuto jevu dochazi mezi

treti aZ sedmou hodinou od peroralniho podani. (2)

1.3.5 Tekuty obsah segmentii GIT

Na rozdilném objemu tekutin v jednotlivych segmentech GIT jsou zalozeny naptiklad
osmoticky fizené systémy léciv. U cilené aplikace do tlustého stieva miize faktor nizkého
objemu znepfijemiiovat uvolnéni 1é¢iva do kolonu. Tlusté¢ stfevo ma nizky objem tekutého
obsahu (1,5 1/den), ktery se neustale reabsorpci vody z lumen kolonu zakoncentrovava do stolice
(okolo 100 ml/den). Naopak tenké stievo, jehoz objem tvofi travenina, enzymy a voda, poskytuje
v&tsi objem (2—4,5 1/den) pro piipadné rozpusténi u¢inné latky. Zaludek o objemu 1-3 litry neni
cilem aplikace 1éCiv. Systémy vyuZivajici osmoticky princip se proti kyselému prostredi Zaludku

chrani obaly.
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Lékové formy zalozené na osmotickém principu jsou tvoieny Zelatinovou tobolkou, ktera
vytvaii prvni ochranny obal a podléhé rozpadu v kyselém prosttedi zaludku. Zelatinova tobolka
ve svém nitru obsahuje 5-6 tablet o specialni stavbé. Po rozpadu zelatinové tobolky v zaludku
dochazi k uvolnéni tablet chranénych vnéj$im enterosolventnim obalem. Obal odolé kyselému
pH zaludku a rozpousti se v tenkém stfeve pii pH vyssi nez 7. Jelikoz je v kazdé tableté obsazena
vrstva 1éCiva o vyssi koncentraci nez v okoli, tak se diky polopropustné membrané otvorem
tablety do systému zaCina hrnout voda s tendenci nafedit systém léCiva. Osmoticky aktivni
polymer (tvofici druhou vrstvu tablety) pfijima vodu a bobtna. Bobtnanim tohoto polymeru
dochazi k vytlacovani roztoku lé¢iva ven otvorem tobolky v oblasti distalniho ilea nebo zacatku
tlustého stfeva. Systém se zkratkou OROS-CT se vyuziva pro 1écbu ulcer6zni kolitidy a vydrzi

davkovat Ié¢ivo po dobu 24 hodin (1).

1.3.6 Enzymy pfi prichodu tobolky GIT

Pii formulaci lékové formy se musi pocitat s vlivem travicich enzymi GIT. V ustni
ucinek zalude¢nich lipaz a pepsinu stépici bilkoviny (19). Do duodena usti pankreaticky vyvod
1 vyvod ZluCovych cest. Pankreas do tenkého stfeva produkuje predev§im amylazy, lipazy,
peptidazy a nukleazy v ramci pankreatické $tavy. ZluGové cesty produkuji zlu¢ pomahajici
emulgaci k traveni lipidi. Tlusté stfevo nema vlastni enzymatickou aktivitu. Enzymy v tlustém

sttevé jsou produkovany jeho mikrobidlnim systémem (kap.1.3.2).
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1.4 Déleni polymerii vyuzivanych pri pripravé enteralnich 1ékovych forem
Tobolky, které jsou odolné¢ vaci kyselému pH zaludku, dale prochazeji do
gastrointestinalniho traktu a fizen¢ se z nich uvoliluje u¢inna latka do ,.cilové oblasti“. Tobolky
musi byt vytvofeny z materiall, pro které plati obecné enterdlni podminky. Vyuziva se
piirozenych vlastnosti priichodu tobolky GIT. Tobolka prochazi zaludkem, kde by nemélo dojit
k zddnému uvolnéni ucinné latky. Polymery by mély byt tim padem acidorezistentni. Po
piekonani této piekazky tobolka vstupuje do tenkého stieva, jehoz délkou prochazi ve stabilnim
casovém useku (3—4 h). V distalnim ileu dochdzi k tomu, Ze se oproti predeslym castem GIT
zvySuje pH. Tobolka po ptechodu do tlustého stfeva prokazuje svoji mechanickou odolnost viici
tlakovym vlnam typickym pro oblast kolonu. V tlustém stfevé dochdzi ke zvySeni poctu
a zamén¢ druhl nékterych mikroorganismil, které maji tendenci §tépit biopolymerni materialy.
Tyto popsané zmény podminek pti prichodu tobolky GIT zajistuji uvolnéni Ucinné latky
v cilové oblasti tlustého stfeva. Podle téchto parametrti délime polymerni latky pro vyrobu
enterdlnich tobolek na polymery citlivé ke zménam pH, polymery degradovatelné mikroflérou

tlustého stifeva a zmekcovadla zlepSujici vyrobni proces a stabilitu tobolek.

1.4.1 Polymery citlivé na zmény pH

Skupina pH senzitivnich polymerl (syntetickych) je zavisla pfedev§im na zméné pH
v prosttedi GIT. Tobolka se rozpousti po dosaZeni konkrétniho pH po prichodu Zaludkem
a tenkym sttevem. Mezi dalsi parametr ovliviiujici rozpustnost tobolky je tlouStka stény tobolky,
resp. tloustka vrstvy polymeru. Do této skupiny patfi polymery na bazi akrylatu/methakrylatu,
kopolymery Eudragitu® a derivaty celulézy. V klinické praxi patfi tento typ polymeri k nejvice
vyuzivanym. Negativem a zaroven rizikem tobolek tvotfenych/potaZzenych polymery zavislych na

pH jsou zmény v individualnich hladinach pH GIT jedince. (20) (21)

1.4.1.1 Derivaty celulozy

Celuléza je ptirodni polymer, ktery se pfirozené vyskytuje jako stavebni materidl
bunécnych stén rostlin. Tento pfirodni polysacharid je v lumen GIT ¢lovéka biodegradabilni
(je fyziologicky odbouravéan). Mezi dalsi vlastnosti patfi jeho vyraznd mechanickd odolnost
a komplexni biokompatibilita s zivymi systémy. Celul6za je krystalicka latka, jejiz struktura je

podminéna silnymi mezimolekulovymi vodikovymi vazbami, které zpiisobuji jeji nerozpustnost
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ve vod¢ a organickych rozpoustédlech. Zaroven Cistd celuldza disponuje vysokym bodem tani

okolo 450 °C, coz vytvafi podstatny problém pfi jejim tepelném zpracovani.

Pro zlepSeni vyse zminénych fyzikalné-chemickych vlastnosti celuldézy se vyuziva jeji
esterifikace nebo tvorba etherti. Estery jsou vSak $patné rozpustné ve vod¢ a pro farmaceutickou
technologii maji méné podstatné vyuziti nez ethery, které jsou naopak hydrofilnimi
slouceninami. Mezi vyznamné ethery celulozy patii methylceluloza (MC), ethylceluloza (EC),
karboxymethylcelul6za (CMC), hydroxypropylceluléza (HPC), hydroxylpropylmethylceluldza
(HPMC) a dalsi.

Derivaty celulézy se vyuzivaji ve farmaceutické technologii pti 3D tisku lékovych forem
jako matrice, pojivo nebo desintegrant ve smési polymerd. Mezi nejpouzivanéjsi derivaty
celulozy patii HPC a HPMC, z nichz se vyrabi lékové formy s profilem velmi rychlého

rozpousténi (okamzitého uvolnéni u€inné latky) i prodlouzeného uvoliiovani ucinné latky. (20)

-~  OH -
O H
T HO R »
[HO 0. O
OH 9)
B OH Jdn

Obrazek 3: Strukturni vzorec celulozy

1.4.1.1.1 Hydroxypropylceluléza (HPC)

Hydroxypropylceluléza je ether celulozy, ktery se synteticky vyrabi reakci alkalické
celulozy s propylenoxidem. Dochazi tak k substituci propylenoxidu na hydroxylovou skupinu
kazdé monomerni jednotky celulézy za vzniku etherové vazby. HPC mizeme podle rozdilné
molekulové hmotnosti a viskozity délit do jednotlivych tfid. VyuZzivané HPC pro farmaceutické
ucely jsou SSL, SL, L, M, H a VH tfidy. U téchto tfid se pohybuji molekulové hmotnosti
od 40 000 Da (SSL) az po 2 500 000 Da (VH), kdy ma kazda tfida diky svym jedine¢nym

vlastnostem odli§né pouZziti.
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Konkrétn¢ pro vyrobu Iékovych forem metodou FDM 3D tisku se vyuzivaji polymery
o niz$i molekulové hmotnosti (SSL, SL a L), které propijcuji 1ékovym formam své typické
viskozni vlastnosti. SSL, SL a L polymery HPC tak vytvareji stabilni amorfni pevné disperze,

které jsou zadouci pro stabilni a kontrolovanou vyrobu lékovych forem.

Mezi obecné vlastnosti patii vysokd hydrofilita materidlu, ktery je rozpustny ve vodé
(pti 45 °C) 1 v organickych rozpoustédlech. Teplota skelné¢ho pfechodu HPC je pomérné nizka
(100-120 °C), coz je vyhodné s ohledem na proces extruze i z hlediska spotieby energie.
Rozkladna teplota materialu (okolo 300 °C) je vyrazné vzdalena od teploty skelného ptechodu,
coz je dal$i vyhodou materidlu pro vyuziti v praxi. Teplota skelného ptfechodu je dulezitou
vlastnosti chovani vSech amorfnich materialti. Skelny ptechod polymerl je jev, pii kterém
dochazi k ptechodu tvrdého (krystalického) polymeru na polymer v gumovitém (amorfnim)

stavu. Dochazi tak ke zménam jeho fyzikalnich a mechanickych vlastnosti. (20)

Z HPC se tisknou lékové formy pomoci metody FDM, SSE 3D tisku a ,,powder bed*
techniky. Hlavni funkce polymeru HPC je pfedev§im ve vytvoifeni hlavni matrice drZici strukturu
dané 1ékové formy. Ovlivnéni rychlosti uvolnéni G¢inné latky z l1ékovych forem vytvofenych
z HPC je zavisla pfedevSim na geometrii lékové formy (valcovity, ovalny, obdelnikovy),
procentudlni vyplni lékové formy polymerem (hustota matrice tablety/tobolky) a tfidé HPC.
Z uvedenych poznatki vyplyva, Ze ¢im mensi je procentualni vyplii formy, tim rychlejsi je
rozpad a uvolnéni U¢inné latky. Nejrychlejsi eroze matrice lékové formy probihd u tfidy
s nejmensi molekulovou hmotnosti HPC-SSL. Mechanismus disoluce 1ékové formy z HPC je
rozloZen do dvou fazi. V prvni fazi dochazi k nabobtnani polymeru, a tim dochazi k pteruseni
vnitinich stabilizujicich mistku 1ékové formy. Ve druhé fazi destabilizovana 1ékova forma
podléha erozi (rozpadu) matrice. MoZnym dalSim vyuzitim je potazeni tablet vrstvou HPC, ktera

zpozd'uje uvoliiovani ucinné latky.

Zajimavosti je vyroba lékovych forem pomoci metody ,,powder bed 3D tisku. Na
uvolnéni 1é¢iva a rychlosti rozpadavosti 1€kové formy vyrobené touto metodou maji vliv

viskozita a velikost Castic jednotlivych tfid HPC. Ttidy HPC s vysokou viskozitou a malymi

vvvvvvv

¢imz zvySuji viskozitu daného materialu. Vysoka viskozita zptisobuje formovani silngjsi gelové
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vrstvy na povrchu lékové formy. Diky gelové vrstvé dochazi ke zpomaleni absorpce vody

a eroze matrice 1ékové formy, coz vede ke zpozdéni uvolnéni 1é¢iva. (20)

1.4.1.1.2 Hydroxypropylmethylceluloza (HPMC)

HPMC zndmé jako hypromeloza se vyrabi reakci celuléozy s methylchloridem
a propylenoxidem. Z téchto reagencii vznikaji na celuloze dva substituenty, a to hydroxypropyl
a methylova skupina, které maji pfimy vliv na hydrataci HPMC, a tudiz na kinetiku uvolnéni
1é¢iva z takové formy. HPMC se vyuzivd mimo jiné pro 3D tisk 1ékovych forem metodou FDM

a SSE, ve kterych slouzi jako zékladni slozka matrice nebo jako ucinny povrchovy film (potah).

Mezi charakteristické vlastnosti HPMC patii vysokd teplota skelného ptechodu
(okolo 160-210 °C), vysokd viskozita taveniny a relativné nizkd teplota rozkladu polymeru
(200-250 °C), které jsou pro extruzi filamentu daného polymeru vyrobné naro¢né. Naroc¢na
vyroba filamentu HPMC tzv. hot melt extruzi (HME) je uleh¢ena bud’ pfidavkem zmékcovadla
nebo pouzitim modifikovaného polymeru HPMC.

Nejpouzivangj$i modifikovandi HPMC je oznaCovéana jako Affinisol™ ligici se oproti
¢isté¢ HPMC vyse zminénymi vlastnostmi. Affinisol™ usnadiiuje extruzi a 3D tisk polymeru na
bazi HPMC diky své nizsi teploté skelného piechodu (117-128°C) a nizké viskozité taveniny.
Affinisol™ je dobfe rozpustny ve vodé& (hydrofilni) a v organickych rozpoustédlech. Vyse
zminéné vlastnosti se vyuzivaji pti vyrobé lékovych forem s okamZitym 1 fizenym uvolfiovanim.
Lékové formy jsou tistény pomoci FDM 3D tisku, pii kterém lze nastavovat parametry
ovliviijici uvoliovani 1é¢iva z 1ékové formy. Cim vétsi procento vyplné matrice/baze tobolky,
tim pomaleji se uvoliyji ucinné latky z lékové formy. Teploty extruze filamentu a 3D tisku
vyslednych objektli se 1isi v zavislosti na smési polymert, nicméné rozmezi teplot extruze je

okolo 135-150 °C a teplota 3D tisku okolo 165 °C (22).

Dalsi specialni modifikace HPMC je zalozena na vytvotfeni esteru HPMC. Presnéji
HPMCAS (acetat sukcindt hypromeldzy), ke kterému se pridava do smési zmékcovadlo (PEG)
kvili usnadnéni pribéhu extruze a ke zvyseni flexibility vlaken (filament). HPMCAS je dobie

rozpustna do pH 6, a tak se vyuziva u I€kovych forem s okamzitym uvolilovanim.

HPMC je vhodnym polymerem pro 3D tisk matric 1ékovych forem s prodlouzenym

uvoliovanim. K vyrobé téchto lékovych forem vyuzivdme rizné typy HPMC s piidavkem
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pomocnych latek, s jejichz pomoci miZzeme navrhnout formy s fizenym uvoliovanim ,,na miru®.
Mechanismus uvolnéni u¢inné latky z lékové formy z HPMC je komplexni. To znamena, Ze
proces uvolnéni 1é¢iva z 1ékové formy zahrnuje bobtnani polymeru, difuzi 1é¢iva do disolu¢niho
média a erozi (rozpad) matrice tablety. Hydrofilni 1é¢iva se uvoliiuji z nitra 1ékové formy do
lumen GIT pomoci difaze. Naopak hydrofobni 1é¢iva se uvoliluji az pfi erozi matrice lékové

formy. (20)
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Obrazek 4: Strukturni vzorec HPMC. Ptevzato a upraveno: (49)

1.4.1.2 Polymethakrylaty a jejich kopolymery

Polymethakrylaty jsou syntetick¢é polymery tvofené pievazn€é z jednotek kyseliny
methakrylové a jejich esteri, nebo z dimethylaminoethylmethakrylatu. Ve farmaceutickém
primyslu se vyuZzivaji jako potahovy materidl na tablety, plnivo zvySujici hmotnost tablet nebo
pojivo vytvarejici vyssi stabilitu ¢inné latky. (20)

Kopolymery polymethakrylatli, zndmé pod obchodnim nazvem Eudragity®, jsou hojné
vyuzivanymi materidly v ptipravé lékovych forem pomoci FDM 3D tisku. Eudragiti® je spousta

typtl a lze je délit minimalné podle dvou kritérii.

Prvnim kritériem mize byt jejich rozdilnd rozpustnost, kterou lze vyuzit v kombinaci
s ostatnimi polymery. Eudragity® samostatné nebo ve smési maji funkci modulatoru, ktery

ovliviiuje uvolnéni G¢inné latky z lékové formy. Podle této vlastnosti délime Eudragity® na ty,
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které poskytuji okamzité uvolnéni (Eudragit® E, EPO), se zpozdénym uvolnénim (Eudragit® L,
S) a prodlouzenym uvoliiovanim lé¢iva (Eudragit® NE, RL, RS).

Druhym kritériem je jejich rozdilnd odolnost ve vodnych médiich o odliSném pH. Této
vlastnosti se vyuziva u lékovych forem vyuzivanych pro aplikaci ucinné latky do tlustého streva.
Kazdy typ Eudragitu® m4 svoji hodnotu pH, pii které dochazi k rozvolnéni a degradaci jejich
struktury. Podle pH délime Eudragity® na ty, které se rozpousti pii pH > 5,5-6 (Eudragit® L)
nebo pii pH > 7 (napt. Eudragit® S, FS). (21)

Jak jiz bylo zminéno, Eudragity® jsou vhodnym materidlem jak pro extruzi filament

metodou ,.hot-melt“, tak nasledné vyuziti filamentu pro FDM 3D tisk 1¢kové formy. (20)

1.4.1.2.1 Eudragit® E

Eudragit® E je kationtovy polymer tvofeny dimethylaminoethylmethakryldtem
a neutrdlnim esterem kyseliny methakrylové. Eudragit® E je dobife rozpustny v zaludednich
stavach (do pH 5,0). Proto se vyuziva pii 1écbé zhorSeného polykani, maskovani nezadoucich
chuti a jako ochrana proti vlhkosti, kysliku a svétlu. Z podtypii Eudragitu® E 100, E 12,5 a E PO
se piipravuji lékové formy s okamzitym uvoliiovanim. Dle EMA i CL se u lékovych forem
s okamzitym uvoltiovdnim musi uvolnit minimalné 85 % léc¢iva do 30 min. Eudragit® E je
vhodnym polymerem pro piipravu lékovych forem pomoci FDM 3D tisku, protoZe teplota
degradace je vysoka (okolo 280 °C). (20)

1.4.1.2.2 Eudragit® L

Jedna se o aniontovy polymer tvofeny kyselinou methakrylovou a methakrylatem
v poméru 1:1. Eudragit® L je v systémech podavani 1é¢iv pomocnou, ve vodé nerozpustnou,
latkou. VyuZiva se pii 1écbé parodontitidy, coZ je chronicky zanétlivy stav tykajici se zubt
a dasni. Eudragit® L je pomocnou latku v gelovém Iékovém systému. Ten se v tekuté formé
injekéné aplikuje do parodontalniho vaku, kde dochazi k fazové preméné na gel nebo pevnou
latku. Eudragit® L je predevsim diky své rozpustnosti pfi hodnoté pH 5,5-6,0 hojné vyuzivan pfi

1é¢bée infekci a zanéth v duting ustni. (23)
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Obrazek 5: Strukturni vzorec monomeru Eudragitu® L100 (50)

1.4.1.2.3 Eudragit® FS

Eudragit® FS je aniontovy terpolymer methakrylatu, jehoZ rozpustnost zavisi na pH.
Zpracovavan je hot-melt extruzi nad 100 °C spole¢né s 1é¢ivem za vzniku pevné disperze 1éCiva.
Tato metoda se vyuziva u lé¢iv se Spatnou rozpustnosti ve vodé. Eudragit® FS se vyuziva pro
pfipravu lékovych forem s fizenym uvolnovanim, kdy dochazi k rozpusténi polymeru pfi

®

pH okolo 7.,4. Polymer je spolecné s Eudragitem™ S vhodnou matrici Iékovych forem

podavanych per os pro aplikaci 1é¢iva do tlustého stteva. (20) (24)

1.4.2 Biopolymery degradovatelné stievni mikroflorou

Jedna se o skupinu polymerd, kterd je degradovana bakteriemi tlustého stfeva.
Biopolymery musi odolat v prvni fazi své cesty organismem kyselému pH zaludku a nasledné
enzymum vyskytujicich se v nejvice enzymaticky aktivni oblasti tenkého stfeva — duodena.
Po prichodu do tlust¢ho stfeva jsou biopolymery Stépeny enzymy bakterii spadajicich do
mikroflory kolonu. Dochéazi tak ke hydrolyzdm a redukcim, které material degraduji. Tyto
biopolymery patii biochemicky mezi polysacharidy, proteiny a jejich derivaty. Vyhodou je jejich
minimalni toxicky vliv, kompatibilita s Zivymi systémy a diky své biodegradabilit¢ nedochézi
k jejich hromadéni v tlustém stievé. Mezi nevyhody patii jejich hydrofilni charakter, jejich

struktura maze podléhat destabilizujicim jevim v poc¢atecnich oblastech GIT (21).
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Biopolymery jsou frekventované vyuzivané v kombinaci se syntetickymi polymery,
predevsim s derivaty celulozy, pro aplikaci 1é¢iva do oblasti tlustého stfeva. Této kombinace se
vyuziva pii lécbé chronickych stievnich zanéti nebo pifi procesu fekalni mikrobidlni

transplantace, kde za u¢innou latku jsou vyménény lyofilizované vybrané druhy bakterii.

Strukturdlné mizeme tyto biopolymery rozdélit do dvou zakladnich skupin, a to na
polysacharidy a proteiny. Vyznamnéjsi skupinou ve farmaceutické technologii jsou
polysacharidy. Polysacharidy vyuzivané v lékovych formach muzeme dle struktury délit
na klasické (necyklické), cyklické, vysoce viskdézni a glykosaminoglykany. Mezi klasické
(nejvice vyuzivané) polysacharidy patii alginat, chitosan, pektin, amyléza, inulin
a napf. arabinogalaktan. Cyklickym oligosacharidem vyuzivanym v lékovych formach je
cyklodextrin, vysoce viskozni polysacharid guar a glykosaminoglykany chondroitin sulfat
a kyselina hyaluronova (21). Mezi proteiny, které jsou méné vyuzivané predevSim

u 3D tisténych 1ékovych forem, patii kolagen a polyaspartamid (25).

1.4.2.1 Alginat

Alginat se ziskava z hnédych tfas rodu Phacophyceae, u nichz je soucasti jejich bunécné
stény. Jedna se o linearni polysacharid, ktery je pfi neutrdlnim pH polyaniontovym fetézcem
sloZzenym ze dvou sacharidovych monomerit M a G. M monomer je kyselina B-D-manuronova
a G monomer kyselina a-L-guluronova. Spojenim monomert vznikaji homopolymerni (MM,
GG) a heteropolymerni (MG) bloky. Délka a mnozstvi jednotlivych blokt ovliviuje fyzikalni

vlastnosti daného polymeru. Pfi¢emZ podil G-monomeru ve struktuie alginatu piedstavuje
30-70 %. (26)

Alginat je nejpouzivangj$i polysacharid ve farmaceutické technologii kvili své nizké
toxicité, biokompatibilit€¢ a dobrému tuhnuti. Viskozita roztoku algindtu zavisi na koncentraci
algindtu v roztoku, relativni molekulové hmotnosti fetézce polymeru a teploté. Se zvySenou
teplotou se snizuje viskozita roztoku. Tato zavislost je patrnd pii zvySenych koncentracich

alginatu v roztoku, pfi kterych se pii zvysSené teploté zvyraznuje efekt snizeni viskozity.

Vyuziti alginatu z pohledu farmaceutické technologie je ve dvou hlavnich forméch. Prvni
formou je praskovy alginat sodny vyuzivany jako materidl 1€kové formy s prodlouzenym

uvoliiovanim. Druhd moznost farmaceutické aplikace je ve form¢e hydrogelt.
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V lékovych forméch s prodlouzenym uvoliiovanim alginat sodny modifikuje uvolnéni
ucinné latky. Jelikoz je alginat sodny acidorezistentni latka, tak odolava kyselému pH zaludku
a pienasi latku az do oblasti kolonu. Ptikladem materialu takové 1ékové formy muize byt alginat
v kombinaci s nosnym polymerem derivatem celulozy (HPMC) a dal§imi pomocnymi latkami
(PVA, xanthanové guma). Zminény praskovy material je zpracovan ,,hot melt* extruzi pfi teploté
100-120 °C a nasledné je vytisténa Iékova forma pomoci FDM 3D tisku v rozmezi teplot trysky
170-186 °C. (27)

Tvorba hydrogelu je zalozena na mechanismu reakce alginiatu jako polyaniontu
(v neutralnim pH) s kationty kovii alkalickych zemin, které jsou jediné dvojmocné netoxické
kationty, s kterymi proces tuhnuti (tvorby hydrogelu) probiha. Tuhnuti je vratnym déjem. Tuhost
hydrogelu zavisi na délce a mnozstvi tzv. G-blokl. Plati, Ze pevnost, stabilita a porozita
hydrogelu roste s rostoucim podilem G-monomert a délkou G bloki. Pruznost hydrogelu roste
se zvySujicim se zastoupenim koncentrace alginatu (26). Hydrogely se vyuzivaji kvuli svym
idealnim vlastnostem u fizeného uvoliiovani 1éciv. Piikladem mize byt cilena aplikace
chemoterapeutické latky (methotrexatu) do oblasti kolorekta pii 1é€bé kolorektalniho karcinomu
(28). Pro pacienta se jednd o 1é¢bu se snizenymi vedlejSimi Gi¢inky chemoterapeutika. Mezi dalsi

latky pfenaSené hydrogely patii lokalni anestetika napf. lidocain (29).

1.4.2.2 Kolagen

Kolagen je protein nejvice zastoupeny v extraceluldrni matrix (ECM) tkéani. Piedstavuje
u savell zhruba 30 % vSech proteinli v organismu. UdrZzuje mechanickou pevnost a bunécnou
soudrznost v tkanich. Kolagen je biokompatibilni, biodegradabilni, relativné dobfie tisknutelny

a neni toxicky ani imunogenni. (30)

Roztoky kolagenu maji nizkou viskozitu, a proto vytisténé objekty neudrzi staly tvar.
Kolageny se vyuzivaji 1 pii tvorbé hydrogeld, které se samotnym kolagenem maji nizkou

mechanickou pevnost.

Jak jiz bylo naznaceno, samotny kolagen neni vhodny pro 3D tisk kvuli své rychlé
degradaci, proménlivé viskozité a pruznosti, ktera je zpiisobena neustdlym sitovanim v prib&hu
3D tisku. Ideédlni koncentrace kolagenu pro 3D tisk je 30-50 mg/ml, dile se ke kolagenu

pfidavaji materidly o vys$i viskozité (polysacharidy — chitosan), které inhibuji rychlou degradaci.
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Dalsi moznosti je ptidavek sitovacich Cinidel (napt. genipin), které¢ zvysuji mechanickou pevnost

hydrogela. (30)

3D tisk kolagenu se ve vétsi mife vyuziva v tkanovém inzenyrstvi. Vytisténé hydrogely
maji vysokou podobnost se strukturou extracelularni matrix (ECM) tkané. Vyuziva se tak
ke kostni regeneraci, tisku chrupavkové tkan€ (napt. meniskus kolene) (31) nebo tisku stény cév.
Minoritnim ovSem farmaceuticky zajimavym vyuzitim je tisk 1ékovych forem s prodlouzenym

uvoliovanim.

U Iékovych forem se vyuZiva savciho kolagenu pro tisk tablet, pelet a vyrobu
transdermalnich filmt, které zlepSuji hojeni ran. Trendem posledni doby je vyroba lékovych
forem z rybiho (moiského) kolagenu, ktery je nositelem mnoha vyhod. Mezi vyhody patii zisk
vyssiho procentudlniho obsahu kolagenu ze tkani, vyssi absorpéni vlastnosti, niz§i molekulova
hmotnost, biokompatibilita a nizsi riziko pfenosu onemocnéni na cClovéka oproti savéimu
kolagenu. Motsky kolagen se vyuziva pii individualizaci farmakoterapie a u lékovych forem
s prodlouzenym uvoliiovanim. V téchto formach je motsky kolagen nosi¢em ucinnych latek.
Ve form¢ pH-sensitivniho hydrogelu je kolagen nosi¢ antibakterialnich, antimykotickych 1é¢iv
a naptiklad alopurinolu, u kterého zpomaluje 2—6krat dobu uvoliovani. Filmy vytvofené
z kolagenu motskych hub urychluji hojeni ran kvuli tomu, Ze se U¢innd latka L-cystein
hydrochlorid pomaleji uvolfiuje do mista rany a zaroven moisky kolagen absorbuje zanétlivy

extravaskularni vypotek. (32)
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Obrazek 6: Vyuziti materidlu na bazi kolagenu v tkanovém inzenyrstvi (rohovka, hojeni
ran, kosti, chrupavky, cévy a kize) a v systému podavani 1é€iv. Pfevzato a upraveno: (32)

1.4.2.3 Chitosan

Chitosan je linearni aminopolysacharidovy fetezec, ktery tvoii ndhodné uspoiadané dva
typy jednotek. Prvni jednotku tvofi D-glukosaminy a druhou N-acetyl-D-glukosaminové
jednotky. Jedna se o jediny pfirozené se vyskytujici kationtovy biopolymer, ktery diky svému
kladnému néboji ma schopnost interagovat se sliznici GIT, ¢ehoz se vyuziva v terapii. (33)

Chitosan je ziskdvan =z chitinu. Chitin je druhym svétové nejrozsifenéjSim
polysacharidem hned po celuléze. Je pfirozené obsaZzen ve schrankach korysh, krevet
a bunéénych sténach hub. Zisk chitosanu je zaloZen na deacetylaci chitinu, pfi které¢ dochazi
k odstranéni acetylovych skupin (navazanych na aminoskupindch) pomoci koncentrovaného
roztoku hydroxidu sodného. Praveé pfitomnost prvni deacetylované aminoskupiny ovliviiuje
specifické podavani 1éCiva do distalnich ¢asti GIT. V kyselém prostiedi jsou aminoskupiny

rotonovany na NH3" a pfisuzuji tak biopolymeru jiz zmin&ny kladny naboj.
p y p ]
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Chitosan je degradovan hydrolytickymi enzymy bakterii tlust¢ho stfeva (napf. chitinasa
rodu Bacteroides) (33), které Stépi glykosidické vazby spojujici polysacharidové jednotky
polymeru. Vlivem sporadického zastoupeni bakterialni mikrofléry v oblasti zaludku a proximalni
¢asti tenkého stfeva neni pravdépodobna degradace chitosanu v téchto oblastech. Této vlastnosti
se vyuziva pfi podavani ucinné latky prostiednictvim specifickych Iékovych forem do oblasti
kolonu. Na degradaci chitosanu ma také vliv stupen deacetylace. Pti vysokém stupni deacetylace

se zakonit¢ degradace chitosanu snizuje.

Chitosan se vyuziva jako biopolymer pro lékové formy s prodlouzenym a fizenym
uvoliovanim. Vyhodou chitosanu v 1ékovych formach s prodlouzenym uvoliiovanim je, ze diky
jeho zminénym vlastnostem nedochazi k nezddouci distribuci 1é€iva v téle, snizuje se celkova
davka Uc¢inné latky v 1ékové formé a 1é¢ivo se uvoliuje v zévislosti na misté urceni, kde ma
ucinna latka nejvyssi koncentraci. Oproti ostatnim polysacharidim disponuje kvili svému
kladnému néboji tzv. mukoadhezivnimi schopnostmi (34). Tato vlastnost umoznuje chitosanu
adhezi ke sliznici tlustého stfeva v misté poskozeni sliznice a poskytuje dlouhé plsobeni

(uvoliiovani) 1é¢iva napt. v misté chronickych zanéta stteva (33).

_ G - ~ OH
OH NH,
0 NH Chitin deacetylaza |HO 0 0

HCCJ} 0 O — _.{0 O HO

4 0 HO i NH
) 2

H 0]
i CcH; In . )
Chitin Chitosan

Obrazek 7: Zisk chitosanu z chitinu. Prevzato a upraveno: (33)

42




1.4.3 Zmékcovadla (plastifikatory)

Plastifikatory neboli zmékcovadla jsou prevazné syntetické polymery, které vytvareji
vazby s polymernimi fetézci napi. matrice 1€kové formy. Tyto vazby destabilizuji vzajemné
(sekundédrni) vazby mezi zdkladnimi polymernimi fetézci, které se tak vzdjemné od sebe
vzdaluji, coz zpusobuje vétsi flexibilitu, hladkost a meékkost materialu. Zmékcéovadla se
zabudovavaji do amorfni ¢asti polymeru a krystalickd c¢ast polymeru zistava nedotcena.
V krystalické Casti polymeru jsou vazby pfilis silné na to, aby zmékcovadla mohla proniknout do

této Casti polymeru. (35)

Zmé&kcovadla ovliviiuji chovani zakladnich (matricovych) polymert. Obecné sniZuji
jejich tvrdost, hustotu, viskozitu taveniny, teplotu skelného pifechodu a objemovy odpor
polymeru. Naopak zvySuji pruznost a stabilitu materialu a maji vyznamné lubrikacni vlastnosti

vyuzivané pii jejich farmaceutickém zpracovani.

Nékteré vlastnosti plastifikator se vyuzivaji pro zlepSeni pribéhu extruze filament
a 3D tisku navrzenych objektl. Predevsim koncentrace zmeékéovadla ve smési mé vliv na snizeni
teploty skelného piechodu (Tg) materidlu. Tento jev zavisi pfedevSim na pruznosti molekul
plastifikatoru. Cim vétsi pruznost molekuly plastifikitoru poskytuji, tim vétsi bude sniZeni
teploty skelného ptechodu pro dany plastifikator. Dale se vyuziva u extruze a 3D tisku dalSich
vlastnosti zmékcovadel, které usnadnuji proces vytlaceni filament nebo vldken. Jedna se
predev§im o lubrikacni vlastnosti, sniZeni viskozity taveniny a zvySeni pruznosti

vyextrudovanych filament.

Zmékcovadla mohou byt pii vysSich koncentracich faktory stabilizujici 1ékoveé formy,
které ochranuji ti¢innou latku pied nezddoucimi vlivy prostfedi GIT a mohou kontrolovat cyklus
léciva v organismu. Téchto vlastnosti se vyuzivd u lékovych forem s prodlouzenym
uvoliovanim. U téchto 1ékovych forem se bud’ zmékcovadlo ptidava do matrice k zédkladnimu
(nosnému) polymeru (fizeni matricové) nebo zmékéovadlo vytvaii souvislou membranu

pokryvajici tabletu s okamzZitym uvolfiovanim léciva (fizeni membranové). (35)
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1.4.3.1 Polyethylenglykol (PEG)

PEG je hydrofilni polymer, ktery ve farmaceutické technologii plni funkci zmékcovadla
nebo substance zvysSujici rozpustnost Spatné rozpustnych 1é¢iv. Obecné u PEG plati, ze s jeho
vysokou molekulovou hmotnosti se snizuje jeho tendence na vstiebavani v gastrointestinalnim
traktu. Obecny mechanismus uvolnéni ¢inné latky z matrice PEG je difuize, eroze 1ékové formy
nebo kombinace obou mechanismul vyvolana tepelnou, chemickou nebo enzymatickou stimulaci.
Podstatnou funkci PEG je zesitovani ostatnich polymert, které se tak stavaji nosi¢i ucinné latky.
Cim je vy3§i stupen zesifovani polymerti spojeny se silnymi sterickymi omezenimi, tim

pomalejsi je uvolnéni lé¢iva z matrice.

K ptipravé 3D tisténych tablet sloZzenych z urcitych typti PEG se vyuziva extruze, FDM
a DLP 3D tisk. Vytvotené Cisté PEG lékové formy se vyuzivaji pro 1€kové systémy s okamzitym
uvolnovanim. Mezi vyuzivané typy PEG liSici se molekulovou hmotnosti patii PEG 6000
s nizkou molekulovou hmotnosti a nizsi viskozitou, ¢imz se znacné rychleji uvoliluje ¢inna
latka z 3D 1€kové formy piipravené metodou FDM 3D tisku. Specidlnim piipadem je pouziti
PEG 4000, kdy 3D Iékova forma je piipravena tepelnou extruzi pifi nizké teploté 3D tisku
v rozmezi 54-57 °C. Této 1€ékové formy se vyuziva pii aplikaci léCiva puerazin. Jednd se
o pfirodni izoflavonoid se Spatnou rozpustnosti a nizkou biologickou dostupnosti pouzivany

k 1é¢bé kardiovaskuldrnich onemocnéni. (20)

Ptiprava lékovych forem metodou DLP 3D tisku se sebou nese nékteré vyhody jako jsou
zkracena doba piipravy, nizké teploty tisku a moznost prace s termolabilnimi t€¢innymi latkami.
Vyzvou této metody je fotopolymerace fotoreaktivnich modifikovanych polymeri PEGDA a
PEGDMA, které¢ umoziiuji zvySeni rozpustnosti theofylinu a zrychleni jeho uvolnéni z formy.

(20)

1.4.3.2 Polyethylenoxid (PEO)

Jedna se o neiontovy hydrofilni polymer vznikajici polymeraci ethylenoxidu. PEO ve
farmaceutické technologii piedstavuje potahovaci latku 1ékovych forem, dale miize byt pojivem
nebo zahust'ovadlem v 1ékovych systémech. Obecné u PEO plati, Ze se vzristajici molekulovou
hmotnosti dochédzi ke zvySeni viskozity systému, coz vede ke zpozdénému uvolhovani 1éciva

z 1ékové formy.
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PEO je termoplasticky polymer o molekulové hmotnosti v rozmezi 100 kDa az 7 MDa.
Ma silné hydrofilni vlastnosti, které zpiisobuji hydrataci matrice. Tento jev vede k vytvofeni

gelové vrstvy na povrchu matrice, coz usnadiiuje uvolnéni (difuzi) 1é¢iva z 1ékové formy.

K pfipravé lékovych forem mizeme vyuzit FDM metodu 3D tisku, kterd pracuje
pfevazné s polymery PEO o niz$i molekulové hmotnosti (200 kDa). Tyto 1ékové formy se
pouzivaji naptiklad pro ucinnéjsi a rychlejsi uvolnéni ibalginu nebo isoniazidu z 1ékové formy.
Specifickou modifikaci je piiprava l1ékovych forem v usporadéni gyroidni miizky metodou SLS
3D tisku s vyuzitim 1 MDa PEO. Této modifikace se vyuziva pro uplné a rychlé uvolnéni

paracetamolu z 1ékové formy (do 10 minut). (20)

1.4.3.3 Kollicoat SR

Kollicoat SR je polymerni latka slozena z polyvinylacetatu, povidonu a laurylsulfatu
sodného. V lékovych systémech zastava funkci zmeék&ovadla, které urcuje jedine¢né mechanické
a chemické vlastnosti 1ékovych forem. Mezi hlavni vlastnosti patii vysokd pruznost, ktera
umoziuje na formach vytvofit potahy, které odolaji zvySenym tlakim bez roztrzeni. Déle se
1é¢ivo uvoliuje z 1€kové formy nezavisle na hodnoté pH. Kollicoat SR ma nizkou viskozitu,
nizkou teplotu skelného ptechodu, nizkou minimalni teplotu tvorby filmu (18 °C) a je misitelny
s vodou. Vyuziti Kollicoatu SR je ptiprava pH nezéavislych lékovych forem s prodlouZzenym

uvoliiovanim s aplikaci do kolonu ve formé matrice nebo potahu. (20) (36)

1.4.3.4 Kollidony
Kollidony jsou pouZivanym obchodnim ndzvem pro syntetické polymery na bazi
polyvinylpyrrolidonu, které piedstavuji podstatnou skupinu pomocnych latek (excipientll) ve

farmaceutickém a kosmetickém primyslu.

Kollidony mtizeme d€lit do tfid na rozpustné (povidony), nerozpustné (CL), kopovidony
a tfidy SR. Povidony jsou rozpustné Kollidony, které se Casto vyuzivaji v systémech 1éCiv
s prodlouzenym uvoliiovanim. Nerozpustné Kollidony® CL vznikaji procesem fyzikalniho
zesitovani za vzniku ,,popcornovych®“ polymert slozenych z jednotek vinylpyrrolidond.
Kopovidony jsou ve vodé¢ rozpustné kopolymery vinylpyrrolidonu a vinylacetatu vyuzivané jako
pojivo v tabletach, granulich a v procesu potahovani 1ékovych forem. Kollidon® SR je smés
polyvinylacetatu a povidonu, ktera se pii poméru 8:2 vyuzivd v systémech s prodlouzenym

uvoliovanim léciva. (37)
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1.4.3.4.1 Rozpustné Kollidony (povidony)

Rozpustné Kollidony se ziskavaji procesem radikélové polymerace vinylpyrrolidonu
v prostfedi vody nebo 2—propanolu. Povidony délime do tzv. fady povidont, ktera se sklada
z podtiid Kollidonu® 12 PF, 17 PF, 25, 30 a 90 F. Jednotlivé podtiidy se lisi hodnotou
»K-value®, kterd predstavuje vyjadieni primérné molekulové hmotnosti pro 1ékopisy platné
v EU, USA a Japonsku (37). Oznaceni PF za , K-hodnotou* v nédzvu ptredstavuje zkratku
»pyrogen free“ — bez bakteridlnich endotoxini. Kollidony jsou bilé nebo zlutobilé¢ prasky
s ruznou velikosti ¢astic (s vySsi molekulovou hmotnosti roste procentudlni zastoupeni castic
s vét§im primérem ve smési). U Kollidonu® 25 a 30 je patrny &pavkovy zapach. Cpavek se pfi
vyrobé Kollidonu® 25 a 30 vyuziva jako neutraliza¢ni ¢inidlo. Jak jiz bylo naznaceno, tak pii
ptipravé Kollidonil se vyuzivaji voda a 2—propanol jako prostfedi polymerace. Se snizujicim se
Cislem tfidy polymeru (klesajici molekulovou hmotnosti) se vyuzivda k polymeraci vice
2—-propanol, ktery s sebou nese vys§i riziko vzniku necistot — radikdlovych adukta

2—propanol—vinylpyrrolidonu.

K-value vyjadiuje primérnou molekulovou hmotnost, ktera je vzdy obsazena v nazvu
podtiid rozpustnych Kollidonid. Zavislost mezi primérnou molekulovou hmotnosti a K-value je

linedrni (pfimo timé&rnd). K-value zavisi u kazdé podtiidy na jeji relativni viskozité ve vodé (z).

Povidony disponuji Sirokym vyctem fyzikalné-chemickych vlastnosti, které 1ze vyuZit pro
ptipravu vSech druhii 1€kovych forem. Jak jiz napovidd nazev, tak rozpustné Kollidony jsou
univerzalng rozpustné ve vSech bézné vyuzivanych rozpoustédlech ve farmaceutickém primyslu
tzv. od extrémné hydrofilnich (voda) aZ po extrémné hydrofobni (butanol). Této vlastnosti se
vyuziva pii pfipravé sirupd, injekénich a perordlnich roztokl, pifi vyrobé tablet a potaht

na tablety. (37)

vvvvvv

adhezivni a vazebna sila povidonii. Primarné je stabilizdtorem a pojivem v materidlech pro
vyrobu pevnych 1ékovych forem. Dale se vyuziva pro zajiSténi vyssi celistvosti potahti 1ékovych

forem, pro snazsi lisovani tablet (tabletovani) a pfipravu adhezivnich gela.

Povidony poskytuji soubor vlastnosti, které jsou zavislé pouze na primérné molekulove
hmotnosti dostupné podtiidy rozpustného Kollidonu. Se zvySujici se pramérnou molekulovou

hmotnosti Kollidonu (se zvySujici se ,,K-value®) se zvysSuje adhezivni sila, viskozita a schopnost
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tvofit ve vod¢ rozpustné komplexy jednotlivé podtiidy. Naopak se zpomaluje rychlost

rozpousténi v rozpoustédlech.

Rozpustné Kollidony maji filmotvorné vlastnosti, které brzdi uvolnéni uc¢inné latky
z lékové formy. Vyuzivaji se tedy pro potahy pevnych 1ékovych forem, ale i pro ptipravu

oftalmologickych sprejt, které vyuzivaji zvlh¢ovacich a lubrikacnich schopnosti Kollidonti.

Mezi dalsi vlastnosti patii zahuStovaci vlastnosti, které se vyuzivaji predevSim pro
ptipravu peroralnich nebo lokalnich tekutych 1ékovych forem (sirupy, suspenze). Dalsi vlastnosti
je afinita k hydrofilnim a hydrofobnim povrchiim, ktera se vyuziva k ochrané Gc¢inné latky
v jadru tablety. Dals$i vlastnosti je tvorba ve vodé rozpustnych komplexti, kterd se vyuziva pro
zvyseni biologické dostupnosti 1é¢iva, snizeni lokalni toxicity 1€kt a stabilizaci enzymi/proteint.
Stabilni komplexy se tvoii pouze v kyselém prosttedi (médiu), cehoz se vyuziva u aplikace 1é¢iv

do distalnich casti GIT. (37)

Vyuziti pro 3D tisk a extruzi vlaken jsou zalozeny na snizeni teploty skelného ptechodu,
viskozity a tim lepsi tisknutelnosti nez u smési bez ptidavku Kollidonu (38). Teplota skelného
pfechodu (Tg) se u Kollidonii pohybuje v rozmezi 90-189 °C v zavislosti na molekulové
hmotnosti a obsahu vlhkosti pfitomného Kollidonu. Z takto vyrobenych filament je vyrobena
pevna lékova forma, ve které Kollidon zastava funkci pojiva a tim prodluzuje dobu uvolnéni
lé¢iva z 1ékové formy. Pro tyto zminéné ticely se vyuziva predevsim Kollidon® 25 a 30, které
poskytuji zminéné vlastnosti pti koncentraci mezi 2-5 %. Kollidon® 90F je siln&jsim pojivem
vyuzivany k vyrob¢ tvrdsich tablet, a proto se koncentrace ve smési sniZzuje na polovi¢ni hodnotu
oproti Kollidonu® 25 a 30 (okolo 1-3 %). Kollidony® 25 a 30 poskytuji svymi fyzikalnimi
vlastnostmi vysokou stabilitu a pruZnost materialu, zamezuji vzniku prasklin a zlepSuji

homogenni rozloZeni dispergovanych ¢astic ve smésich, filamentech a 1ékovych formach. (37)

1.4.3.4.2 Nerozpustné Kollidony (tridy CL)

Nerozpustné Kollidony zndmé pod farmaceutickym nazvem ,krospovidony* vznikaji
polymeraci monomernich jednotek polyvinylpyrrolidonu v prostiedi bez organickych
rozpoustédel. V jejich struktufe dochazi k fyzikadlnimu zesitovani polyvinylpyrrolidonu
do formy ,,popcornového* nerozpustného polymeru. Popcornova (porovitd) struktura zvysSuje

bobtnavost a hydrata¢ni schopnosti polymeru. K fyzikalnimu zesitovani dochazi reakci
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polyvinylpyrrolidonu s alkalickym hydroxidem za vzniku bifunkéniho monomeru, ktery iniciuje

zesitovani polymeru.

Krospovidony jsou bil¢ prasky s raznymi velikostmi Castic, porézni strukturou a jsou
nerozpustné ve vSech farmaceutickych rozpoustédlech. Rozdilné velikost ¢astic ovliviiuje tokové
a bobtnaci vlastnosti polymeru, které se vyuZivaji pro piipravu pevnych lékovych forem. Cim

mensi prameér ¢astic, tim nastdvaji mensi zmény na povrchu Iékové formy.

Krospovidony se déli na dva zakladni typy — A, B. Dé&leni probiha na zakladé rozdilné
velikosti ¢astic obsazenych v jednotlivych typech Kollidonu® CL. Typ A zahrnuje Kollidon® CL
(standard), jehoz castice jsou hrubé v priméru 90-130 pm. Typ B pfedstavuje skupinu
s jemnymi Casticemi, do které patfi Kollidon® CL-F (&astice 2040 pm), Kollidon® CL-FS
(1030 pm) a Kollidon® CL-M (3—10 um). Jednotlivé typy Kollidoni CL se lisi fyzikalnimi
vlastnostmi, velikosti ¢astic, strukturou ¢astic, hustotou a bobtnavosti, coz ovliviiuji polymeraéni

®

modifikace pfi jejich vyrobé. Jemnost castic Kollidonu® CL-M je dosaZena procesem

mikronizace (mleti) a u ostatnich typti Kollidoni CL nedochdazi k postsyntetické upravé. (37)

Krospovidony se vyuzivaji ve farmacii jako pomocné latky mnoha funkei. Maji majoritni
funkci jako dezintegrant v pevnych lékovych formach s okamzitym uvolfiovanim a zvySuji
biologickou dostupnost U¢inné latky procesem bobtnani. Vytvareji komplexy s nerozpustnymi
ucinnymi latkami, ¢imz zvySuji jejich rozpustnost a biologickou dostupnost. Dal§im vyuzitim je
ochrana vitamint, antibiotik a antacid proti nezddouci hydrolyze adsorpci vody (vysouseci
funkce). Kollidon® CL-M se miiZze vyuzivat jako &inna latka proti priijmovym onemocnénim

(komplexotvorna schopnost).

Vyuziti Kollidoni CL se pro pevné lékové formy s prodlouZenym uvolfiovanim
nedoporucuje. Jak jiz bylo zminéno, plsobi v lékovych formach jako dezintegrant, ktery
zpusobuje zrychleny rozpad materidlu 1€ékové formy. Ve smési pro extruzi filament a néasledny
3D tisk se vyuziva u tablet s rychlym profilem rozpadu (bukélni tablety, tablety pro aplikaci
do proximalniho GIT). (37)
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Obrazek 8: Popcornovéd struktura Kollidonu CL sledovana pomoci skenovaciho
elektronového mikroskopu (SEM) (37)

1.4.3.4.3 Kopovidony (Kollidon® VA 64)

Kollidon® VA 64 vznika volnou radikalovou polymeraci $esti dili N-vinylpyrrolidonu
a Gtyf dila vinylacetitu v prostiedi 2—propanolu. Cislo 64 predstavuje hmotnostni pomér
N-vinylpyrrolidonu a vinylacetatu bez souvislosti s ,,K-hodnotou* povidonti. Nicméné K-value
1 zde je méfitkem molekulové hmotnosti a jeji primérna hodnota se pohybuje okolo 28.

Farmaceutické oznaceni Kollidoni® VA 64 jsou ,.kopovidony* nebo ,,kopolyvidony*.

Kopovidony jsou bilé az zlutobilé jemné prasky s relativné malou velikosti castic
a typickym zapachem. Primérn4 velikost ¢astic méiené laserovou difrakci déli Kollidony® VA
64 na dva typy. Kollidon® VA 64 (standard) s primérnou velikosti ¢astic mezi 50-65 pm

a Kollidon® VA 64 Fine s mensi primérnou velikosti ¢astic 10-20 pm.

Casto jsou srovnavany vlastnosti povidonii a kopovidont, a to predeviim kvili podobné
»K-hodnoté*“ a témét stejné univerzalni rozpustnosti. Nejbéznéji srovnavanym piedstavitelem
povidont s kopovidony je v zavislosti na ,,K-hodnoté* Kollidon® 30. Ob¢ latky se pouzivaji pro

piipravu pevnych lékovych forem. Vyhody Kollidonu® VA 64 oproti Kollidonu® 30 v pevnych
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lékovych formach jsou niz$i hygroskopi¢nost, zvySend vazebnd schopnost, lep$i pruznost
a plasticita (zmé&kceni).

Vyuziti Kollidonu®

VA 64 je zalozeno na dobrych vazebnych a filmotvornych
vlastnostech. Diky dobrym vazebnym vlastnostem zastava v pevnych Iékovych formach funkci
pojiva (granula, tablety). Pokud je filmotvornym cinidlem, tak je vyuzivan pii vyrobé

potahovanych tablet nebo ochranné vrstvy jadra tablety. (37)

Teplota skelného piechodu pro Kollidon® VA 64 je 103 °C a je tedy niz$i nez
u Kollidonu® 30. Vyuziti kopovidonli pii ,hot melt“ extruzi zlepSuje vytlaGovani tuhého
filamentu, zvySuje jeho pruznost a snizuje teplotu extruze. Praktické vyuziti je v extruzni smési
s ucinnou latkou o Spatné rozpustnosti, kdy kombinace této latky s kopovidonem zlepSuje jeji
rozpustnost (plati napf. pro indometacin, estradiolové tablety). Amorfni (vyextrudované)
kopovidony nejsou pH-dependentni. Zminéné vlastnosti pro extruzi se daji aplikovat na metodu

FDM 3D tisku. FDM 3D tisk Iékovych forem probiha v teplotnim rozmezi 150-250 °C (39).

Mezi dalsi vyhodné vlastnosti kopovidond patii zvySena komplexotvornost se Spatné
biologicky dostupnymi uCinnymi latkami, u kterych zvySuji rychlost rozpousténi
(napft. diklofenak, karbamazepin a kys. nikotinovd). Této vlastnosti se vyuZziva u lékovych forem

s okamzitym uvoliovanim. (37)

Kopovidony se v kombinaci s ,hot melt extruzi hojné¢ vyuZivaji v lékovych formach
s fizenym nebo prodlouZenym uvolfiovanim. Principem u Iékovych forem s prodlouZzenym
uvoliiovanim je, Ze roztavenim kopovidonu klesa jeho rozpustnost. Stava se tak ochrannym
materidlem, ktery zapouzdii Gc¢innou latku, a tim oddaluje jeji uvolnéni. Jejich porotvorné
a hydrofilni vlastnosti upravuji uvolnéni ucinné latky z lékovych forem s kontrolovanym
uvoltiovanim. Avsak téchto vlastnosti Ize dosahnout pouze v kombinaci Kollidonu® VA 64
s béznymi pH zavislymi polymery. Napiiklad s derivaty celulozy (ethylcelul6za) nebo PVA, kdy
se takto sloZzend Iékova forma tiskne metodou 3D tisku pro kontrolovanou aplikaci

napf. antihypertenziv pro konkrétni pacienty (40).

50



1.4.3.4.4 Kollidon® SR

Kollidon® SR se sklada ze smési polyvinylacetatu (80 %), rozpustného sprejové suseného
povidonu (19 %, Kollidon® 30) a stabiliza¢nich slozek. Tyto slozky tvofi laurylsiran sodny
(0,6 %) a oxid kremicity (0,4 %), které kromé stabilizatort zastavaji funkci ¢inidel zlepsujici
tekutost Kollidonu® SR. K vyrob& Kollidonu® SR je pouzit piedevsim Kollicoat SR 30D
a Kollidon® 30.

Jedna se o bily nebo nazloutly sypky prasek, ktery je nerozpustny ve vodé, ale dobie
rozpustny v N-methylpyrrolidonu. Tento jev je zpusoben tim, ze polyvinylacetat je ve vodé
nerozpustny, ale povidon je rozpustny. ,,K-hodnota® se pohybuje v rozmezi 60—65. Primérna
velikost sférickych ¢astic Kollidonu® SR je 80-100 um zplsobujici vyborné tokové vlastnosti,

které zlepsSuji tekutost ostatnich slozek. (37)

Kollidon® SR je hojné vyuzivan v metod& ,hot melt extruze. Diky své nizké teploté
skelného pfechodu (35 °C) zlepSuje extruzni vlastnosti smési (41). VyuZzivany je predevSim
v tabletach jako plastifikdtor nebo jako matrice spolecné s pH-sensitivnim polymerem pro
nékteré¢ ucinné latky (napt. theofylin) u lékovych forem s prodlouzenym uvolfiovanim (42).
Takto vyrobené Ilékové formy funguji na principu odliSného procentudlniho zastoupeni
Kollidonu® SR v lékové formé&. Cim vice je matrice tvofena Kollidonem® SR, tim vice bude
prodlouzeno uvoliiovani u¢inné latky. Cehoz se vyuziva u u¢innych latek s jemnymi &asticemi,
které¢ jsou dobie rozpustné. U dobie rozpustnych latek se ptidava do tablet s prodlouzenym
uvoltiovanim az 40-55 % Kollidonu® SR, ktery modifikuje rozpustnost u¢inné latky. Tyto
lékové formy s prodlouzenym uvoliiovanim jsou vhodné pro aplikaci lé¢iva nebo

mikroorganismi do oblasti tlustého stieva.

Ovlivnéni uvoliiovani uc¢innych latek z 1ékovych forem s prodlouzenym uvoliiovanim
zalozenych na Kollidonu® SR nezavisi na pH, iontové sile média a tvrdosti 1ékové formy.
Naopak modifikace prodlouZené¢ho uvoliiovadni miiZe nastat pfi Spatném skladovani lékovych
forem s vysokym obsahem Kollidonu® SR. Modifikace zpiisobuje vysoka teplota a vlhkost
ovzdusi, proto se tyto 1ékové formy skladuji pti teplote¢ 20-25 °C a ve vzduchotésnych obalech.

(37)
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Obrazek 9: Strukturni vzorec Kollidonu® SR (X — polyvinylacetat; Y — povidon) (37)

1.5 Metody vyuZivané pri experimentalni ¢asti

1.5.1 Hot melt extruze (HME)
Hot melt extruze (HME), ve volném piekladu vytlacovani taveniny za tepla, se poprvé
uplatnila v poloviné 19.stoleti pii vyrobé plasti. V soucasné dobé se tato metoda rozsifila

do desitek odvétvi veetné farmaceutické technologie.

Fyzikélni smés polymerti, pomocnych latek nebo 1é¢iv je pievedena do extrudéru.
Teplota uvniti extrudéru je vyssi nez teplota skelného prechodu (Tg) nosného polymeru nebo je
dokonce vys$i nez jeho teplota tani (Tm). V téle extrudéru dochazi k taveni, mleti, hnéteni,
odvzdusiiovani a promichani materidlu na molekuldrni Grovni. Materidl je nésledné vytlacen
ve form¢ tuhého extrudatu o vysoké kvalité s vynikajicim obsahovym rozmisténim jednotlivych

slozek. (43)

Vytlaovaci zafizeni tzv. extrudér se skladd ze samotného extrudéru, ve kterém se
pfedevSim material tavi a michd, dale z pomocnych zafizeni a kontrolnich nastrojii. Pomocna
zafizeni jsou obecné urcena pro zlepSeni zpracovani materidlu a néslednou Upravu po jeho
vytlaCeni. Patii mezi n¢ ohfivaci nebo chladici systém, Cerpadlo pro rozpoustédlo s chladici
tekutinou a fezaci nebo tvarovaci zafizeni. Kontrolni nastroje hodnoti kvalitu extrudatu
(produktu). Mezi tato zafizeni miizeme zatadit ¢idla pro kontrolu teploty extruze, indikator tlaku
nebo regulator otacek Sneku. Hodnocené parametry pribéhu extruze jsou teplota a tlak
v extrudéru, rychlost posunu taveniny, rychlost otd¢ek Sneku a zatizeni motoru, které je
ovlivnéno rychlosti podavani smési do ndsypky (nejlépe pro hladky priibéh konstantni rychlosti).

(43)
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Postup HME se sklada z n€kolika krokii: 1) zavedeni fyzikalni smési do vstupni nasypky;
2) posun materidlu do sméSovaciho prostoru s jedno— nebo dvousnekovou htideli (zde dochazi
k michani, taveni a hnéteni materidlu); 3) vytlaCovani materidlu pies matrici v pozadované

formé¢; 4) zpracovani vytlaceného extrudatu (43).

Obecné muzeme rozdélit extrudéry na radidlni sita, valcové nebo Snekové a beranidla.
Pro aplikaci ve farmaceutické technologii se vyuzivaji pfevazné Snekové extrudéry. Ty mizeme
délit podle poctu $nekl v extrudéru na jednoSnekové (SSE), dvousnekova (DSE) a viceSnekové
(MSE). Jednosnekovy extrudér je vyuzivany piredevs§im kvili své jednoduché konstrukci
a nizkym nékladim, naopak negativem SSE je omezend michaci schopnost, kterou maji DSE
a MSE podstatné ucinnéjsi. Mezi dileZzité vlastnosti jednoSnekového extrudéru patii kratkd doba
setrvani materidlu v extrudéru, vysoka kontrola teploty taveniny, snizena tendence k ptehiivani
a samocistici schopnost. Dvousnekové a viceSnekové (nejcastéji Ctyfi Sneky) extrudéry redukuji
nedostatek SSE v podobé vysoce kvalitni michaci schopnosti. Sneky jsou vyrobeny z nerezové
oceli s povrchovou ochranou, kterd snizuje tfeni a nezddouci chemické interakce. Podle sméru
otaceni Snekovych hiideli délime Srouby otacejici Sneky na Srouby s prolinanim (ve sméru
otaceni vice $nekil) a neprolinajici se, kdy $Snekové hiidele jsou otdceny v protisméru. Michani
taveniny prostiednictvim S$nek délime na distributivni a disperzni. Distributivni michani
zajiStuje vysokou obsahovou stejnomérnost produktu, ale nedochazi u n¢j ke zménam velikosti
Castice materidlu. Podstatou disperzniho michéni je predev§im zmenSeni velikosti Castic

materialu. (43) (44)

S vytlacovacimi zafizenimi jsou €asto spojené metody vhodné pro praktickou aplikaci.
Dochézi tak k propojeni extrudéru s napt. 3D tiskdrnou, vysokotlakym homogenizatorem,
peletizérem nebo Ramanovou infracervenou spektrometrii, kterou je mozné sledovat kvalitu

extrudatu v redlném Case (43).

Farmaceutické materiadly vyuzivané k HME se za idedlnich podminek uvniti extrudéru
deformuji a po vytlaceni dochazi k jejich tuhnuti. Sledovanym parametrem u téchto materialt je
doba setrvani materialu v extrudéru, ktera se pohybuje mezi 10 sekundami az 10 minutami. Delsi
doba setrvani taveniny v HME vede k vyS$imu riziku degradace materidlu. Latky aplikujici se
do nasypky jsou smési nosice, pomocnych latek a dle vyuziti i 1é¢iva. Nosi¢ je polymerni nebo

nepolymerni latkou, ktera spole¢né s aditivy vytvaii nosny systém pro zabudovani 1éciva
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do jejich struktury. Mezi nepolymerni nosi¢e patii vosky a lipidy, u kterych se testuje
kompatibilita s API (napt. karnaubsky vosk, glycerylmonostearat). Pomocné latky ulehcuji
vytlaCovani taveniny, zlepSuji homogenizaci materialu a funkéné mezi n€ patii pojiva, mazadla
a aditiva. Do nasypky jsou aplikovany lécivé latky v krystalické forme, které se vlivem
tepelného procesu stavaji amorfnimi produkty. Jednd se o proces, pfi kterém se zvySuje
rozpustnost Spatné rozpustné¢ API ve vod€. Bezproblémovy prubéh extruze zavisi na volbé
vhodného nosice, teploté skelného prechodu, viskozité taveniny, tepelné stabilité¢ a biologické
rozlozitelnosti polymeru. Teplota extruze je o 20-30 °C vyssi nez teplota skelného prechodu
(Tg) nosného materialu, kvili plynulému toku taveniny. Teplota extruze vSak nesmi piesahnout
teplotu rozkladu nosného materidlu. Mezi nejpouzivanéjSi pomocné latky patii plastifikatory
snizujici teplotu zpracovani materidlu, modifikujici fyzikdlni vlastnosti taveniny, zmékcujici
polymery a sniZujici viskozitu taveniny. Faktory pro vhodnou aplikaci API do extruzni fyzikalni
smési jsou tepelna stabilita, misitelnost s nosnymi materidly a rozpustnost v organickych
rozpoustédlech. Mezi zastupce jednotlivych komponent mizeme ftadit napt. HPMC, HPC,
ethylcelulézu a Eudragity® jako nosné polymery. VyuZzivanymi plastifikatory jsou estery
mastnych kyselin, PEO, PEG, Kollidony a napf. i n¢ktera 1é¢iva jako ibuprofen a hydrokortizon.
Procesem HME lze zpracovat i termosenzitivni nebo tepelné nestabilni latky napft. 1é¢iva, AMK

nebo proteiny. (43) (44)

Uspéchy HME ve farmaceutické technologii jsou zalozeny na jednotném procesu,
nizkych nakladech, vysoké reprodukovatelnosti, kontinualni vyrobé produktu v porovnani
s konven¢nimi technikami, moZnosti automatizace a prumyslové proveditelnosti. Nevyhody

vrwe

energie a nedostupnosti potfebnych pomocnych latek. (43)

Ve farmaceutické technologii je extruze vyuzivana predevSim pro vyrobu 3D tisténych
lékovych forem vhodnych pro Spatn€ rozpustnd léCiva, s nizkou biologickou dostupnosti, se
silnymi terapeutickymi uc€inky, pfi maskovani chuti nebo s odpuzujicimi ucinky jako je
napt. neptijemny zapach z Gst. HME se aplikuje dale v nanotechnologiich, chronoterapii nebo pti

vyrob¢ veterinarnich 1€kovych forem pro personalizovanou 1€¢bu zvitat. (43)
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Obrazek 10: Schématické znazornéni dvousnekového extrudéru: (1) motor;
(2) nasypka; (3) Sneky; (4) port; (5) télo extrudéru; (6) topna télesa; (7) odvzdusinovaci
otvor; (8) extruzni forma. Pfevzato a upraveno: (44)

1.5.2 Metoda FDM 3D tisku

Pocatkem 90. let minulého stoleti se zacala rozvijet nova inovativni technologie
tzv. 3D tisku. Od pivodniho zdméru vyrabét rychle a levné prototypové modely, se 3D tisk
posunul do tady primyslovych oblasti a mj. také do modernich metod ve farmaceutické
technologii. Uplatnéni 3 DP ve farmaceutické technologii je ve vyrobé lékovych forem
v personalizované terapii, v modifikaci profili uvolnovani 1é¢iv pomoci tisku specidlnich

1ékovych forem a v aplikaci vice 1€€iv v jedné specialni 1€kové formé. (45)

Nejvyuzivangjsi technikou 3 DP ve farmacii je metoda FDM (fused deposition modeling)
neboli FFF (fused filament fabrication). Obé& zkratky jsou si navzajem synonymy. FDM 3 DP se
vyuziva predevS§im diky své jednoduché a malo nakladné konstrukci, ptfesnosti vytvareni
slozitych tvarl, snadné vyrobé lékovych forem a rozmanitému vybéru pomocnych latek.

Nevyhodou je vyuzivani vysoké teploty tisku u filament s API, kdy mize dochdzet k nezadouci
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degradaci 1éciva (po dvojnasobné extruzi — HME, FDM 3 DP). Naptiklad u kyseliny
4—aminosalicylové doslo k degradaci 50 % léc¢iva po FDM tisku. (45)

Zakladni stavebni komponenty FDM 3D tiskarny jsou extrudér (tiskova hlava), tiskova
deska, ram, krokové motory a fidici jednotka. Hlavni funkci tiskové hlavy je nanaseni
jednotlivych vrstev vldkna na tiskovou desku. Do tiskové hlavy se aplikuje tuhy filament
(napt. vyextrudovany pomoci HME), ktery prochéazi teflonovou trubiCkou do extrudéru.
Teflonova trubicka tuhy filament provazi castmi tiskové hlavy jako jsou heat sink, heat break
a heater block. Heat sink (chladi¢) odvadi pfebyte¢né teplo z oblasti heat break, ¢imz zmensSuje
pfechodovou oblast mezi tuhym a roztavenym filamentem. Pro zvySeni U¢innosti dané Casti se
zavadi k chladi¢i ventildtor. Heat break je nejuzsi ¢asti trubicky, kde dochédzi k roztaveni
filamentu. Heater block je sloZzeny z materidlu dobfe vedouciho teplo (napf. hlinik). V heater
blocku jsou ulozena topna télesa urcujici teplotu extruze a termistor, ktery zaznamenava aktualni
teplotu a poskytuje informaci o ni fidici jednotce. Posledni slozkou tiskové hlavy je extruzni
tryska, kterou je roztavené vladkno vytlateno na tiskovou desku. Tryska o rizném priméru

ovliviiuje dobu a kvalitu tisku. (46)

Tiskova deska s vyhfivanim ptispiva k lepsi adhezi tiSt€éného objektu a zabranuje
deformaci objektll z materidl o vétSi teplotni roztaznosti. Ram zvySuje kvalitu tisku svoji
vysokou pevnosti, kterd zabrafiuje neZzadoucim vibracim pii tisku. Krokové motory fidi
mechanické pohyby tiskové hlavy a desky v prostoru (dle kartézskych soufadnic). Ridici
jednotka zabezpecCuje veSkeré zékladni funkce tiskarny. Analyzuje a zpracovava tzv. G-code,

ktery tiskarné poskytuje informace o pohybu krokovych motori a nahifivani trysky a desky. (46)

Principem FDM 3 DP je extruzni depozice termoplastickych materiali. Proces probiha
v nékolika krocich. V prvnim kroku se termoplastické vldkno zavadi do tiskové hlavy. Tuhé
vldkno se pomoci ozubenych kolecek tiskové hlavy posouva do oblasti okolo topnych téles, kde
se roztavi. Roztavené vlakno je extruzni tryskou vytlac¢eno a nanaSeno pohybujici se tiskovou
hlavou na tiskovou desku po vrstvach do formy vysledného objektu. V moment¢ naneseni vrstvy
vldkna do své cilové pozice dochazi k tuhnuti dané vrstvy a po ochlazeni vytisténého vysledného

objektu dochazi k jeho stabilizaci. (38)

Materidly vyuzivané pro 3 DP se pohybuji v oblasti extruzni teploty od 150 °C

do 230 °C. Nejpouzivanéjsimi jsou HPC, Eudragity, PVA a PLA, pfi¢emz PLA a PVA nejsou
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vhodné pro farmaceutickou aplikaci. U téchto zndmych polymert 1ze oc¢ekavat dobré tiskoveé
a vytlacovaci vlastnosti. Specidlnimi polymernimi vladkny jsou pfipravené filamenty s API
pomoci HME, n¢kdy nazyvané jako ASD (amorfni pevna disperze) vlakna. U téchto filament je

problémova jiz zminéna vysoka teplota, kterd ma vliv na tcinnost 1éCiva. (38)

Vldkno

Ozubena
@ kolecka

—

\ / Extruzni tryska

Topna télesa

@o

Vytisténa tobolka

/

: | Tiskova deska

Obrazek 11: Schématické znazornéni pribéhu FDM 3D tisku. Pievzato a upraveno: (38)

1.5.3 Disolu¢ni zkouska

Disoluc¢ni zkouskou se stanovuje mnoZzstvi uvolnéné latky z pevné 1€ékové formy (tablety,
tobolky, ¢ipky) v pfedepsanych ¢asovych intervalech a v predepsanych kapalnych disolu¢nich
médiich. Jednd se o Iékopisnou metodu testovani pevnych Ilékovych forem. Pfistroje,
tzv. disolu¢ni aparatury, mizeme rozdé€lit do Ctyf typl, a to na pfistroj s michadly nebo kosicky,

ptistroj s pritokovou celou nebo s vratnym valcem. (47)

Podminky k provedeni disolu¢ni Zkouéky se urCuji individudlné pro kazdou lékovou
vhodného typu pftistroje. Dale se nastavuje vhodné slozeni, objem a teplota disolu¢nich médii,
pocet otacek nebo priatokova rychlost média celou. Pro stanoveni obsahu uc¢inné latky z 1ékové

formy se definuje Cas, zplsob a mnozstvi odebraného kapalného vzorku z aparatury. Nedilnou
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soucasti disolu¢ni zkousky je vhodnd metoda stanoveni obsahu uvolnéné API (napi. UV-VIS

spektrofotometrie). (47)

Casti disoluéni aparatury jsou obecné vyrobeny z inertnich materialé,, které neadsorbuji,
nereaguji a neinterferuji s méfenym vzorkem. Kovové soucasti jsou vyrobeny z nerezové oceli,
kterd je oSetfena inertnim materidlem. Disolu¢ni aparatura s michadly se skladd z valcovité
nadoby z borosilikatového skla, které je inertni a pruhledné o objemu 1000 ml. Dalsi soucasti je
viko nad sklenénou nadobou se tiemi otvory zamezujici vypafovani disolu¢niho média. Otvory
vika jsou ur€eny pro hnaci htidel, teplomér a odbér/ptidavani média. Michadlo je slozeno z hnaci
htidele a dvou lopatek umisténych na spodnim konci michadla (25 mm ode dna nadoby). Hnaci
htidel je pohdnéna motorovou jednotkou, kterd reguluje rychlost otacek htidele. Sklenéné
nadoby jsou ulozeny ve vodni lazni, kterd udrzuje stilou teplotu disolucnich médii o teploté
37 °C. Piistroj s kosSicky mé& obdobnou konstrukci, pouze hnaci hiidel je zakon¢ena misto
michadel valcovitym koSickem, do kterého se vklada testovana 1ékova forma. Pfistroj
s prutokovou celou je sestaven ze zasobni nadoby na disolu¢ni média, pumpy vytlacujici média
pfes pritokovou celu a ze samotné pritokové cely s filtratnim zafizenim, které zabranuje
prachodu nerozpusténych ¢astic do cely. Vyuzitim modifikace s pritokovou celou je testovani

lipofilnich lékovych forem (Cipky, m&kké zelatinové tobolky). (47)

Disolué¢ni zkouska za¢ind odmétrenim médii o pfedepsaném objemu do nadoby. Nasledné
se média vytemperuji na 37 °C a vyjme se z disolucni aparatury teplomér. Nasledné se sestavi
vhodny typ pfistroje a aplikuje se 1ékova forma do pfistroje. Zpisob aplikace zalezi na typu
pfistroje. U pfistroje s michadly se méfend forma vlozi na dno nadoby pred zacatkem testu.
U pristroje s kosicky se 1€kova forma vklada do suchého kosicku, ten se upevni na hnaci hiidel
a nasledné¢ je ponofen do nadoby s disolu¢nimi médii. Néasledné se nastavi otaCky htidele a spusti
se zkouska. V prabéhu zkousky je odebiran vzorek v piedepsanych casovych intervalech
o pfedepsaném mnozstvi kapalného vzorku z nddoby. Odbér kapalného vzorku je proveden
ve stfedu naddoby (min. 10 mm od stény nadoby), mezi hladinou média a horni hranou lopatky
michadla/ko$icku. Vzorek je nasledné zfiltrovan a hodnocen. Vysledkem disolu¢ni zkousky je

zéavislost mnozstvi uvolnéné API na Case. (47)
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2 EXPERIMENTALNI CAST
2.1 Cile prace

Hlavnim cilem bakalaiské prace byla piiprava silnosténnych tobolek slozenych z nosného
polymeru Affinisolu™ a zmékéovadel Kollidonu® 12 PF, Kollidonu® 17 PF a Kollidonu® 25
metodou FDM 3D tisku. Tobolky maji spliiovat podminky pro transport G¢inné latky do tlustého
stteva. M¢ly by tak byt odolné vici kyselému pH zaludku a uvolnéni ucinné latky by mélo nastat
mezi 6. az 48. hodinou po peroralnim podani. Dalsim cilem bakalaiské prace bylo zjistit vliv
rtiznych typi KollidonG® jako materialu 1ékové formy na extruzi, 3D tisk a uvolnéni u¢inné latky
z tobolky. Klinickym vyuzitim experimentu je vyvoj novych lékovych forem pro aplikaci
vybranych roda lyofilizovanych bakterii v rdmci procesu fekdlni mikrobidlni transplantace

(FMT) do oblasti kolonu.

Bakalai'skd prace zahrnovala studie, které jsou na zikladé Ceského 1ékopisu vhodné
k potencialnimu uvedeni lékové formy na trh. Primarni provedenou studii je stanoveni
disoluéniho profilu danych lékovych forem, jehoz vysledkem je zjiSténi stability a moznosti
aplikace 1ékové formy. Mezi dalsi studie patii rozmerova analyza tobolek, ktera slouzi ke zjisténi

rozmérovych odchylek samostatnych tisténych kusti a vhodné reprodukovatelnosti tisku.
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2.2 Pouzité chemikalie

2.2.1 Chemikalie na pripravu filament

. Affinisol™ HPMC HME 15 LV (The Dow Chemical Company, Michigan, USA)
. Kollidon® 12 PF (BASF, Ludwigshafen, Némecko)

. Kollidon® 17 PF (BASF, Ludwigshafen, Némecko)

. Kollidon® 25 (BASF, Ludwigshafen, Némecko)

2.2.2 Chemikalie pro pIlnéni tobolek
. kofein (Sigma-Aldrich, Co., St. Louis, USA / product of Germany)

. lakt6za monohydrat (Dr. Kulich Pharma, s. r. 0., Hradec Kralové CR)

2.2.3 Chemikalie pro pripravu disolu¢nich médii

. chlorid sodny p. a. (Lach-Ner, s. r. 0., Neratovice, CR)

. kyselina chlorovodikova 35 % p. a. (PENTA s. r. 0., Praha, CR)

. dihydrogenfosfore¢nan draselny p. a. (Lach-Ner, s. r. 0., Neratovice, CR)
. hydroxid sodny p. a. (Lach-Ner, s. r. 0., Neratovice, CR)
. redestilovand voda

2.3 Pouzité pristroje a pomiicky

. laboratorni véha Sartorius H 120D (Sartalex s.r.0, Usti nad Labem)

. extrudér Noztek Touch (Noztek, Shoreham, UK)

. Homogenizator: V-mixér (Filtra Vibracion, Barcelona, Spanélsko)

. FDM 3D tiskarna Original Prusa i3 MK3S+ (Prusa Research a.s., Praha, CR)

. analytické vahy KERN ALT 310-4AM (KERN & Sohn GimbH, Balingen,

Némecko)
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. homogenizator Mixer Mill MM200 (Retsch GmbH, Haan, Némecko)

a homogeniza¢ni nadoba (komirka mleci 10 ml, nerez. ocel) pro MM200

. disoluéni aparatura Sotax AT 7 Smart (Solution for Pharmaceutical Testing

— Sotax AG, Allschwill, Svycarsko) a kogi¢ky pro aparaturu Sotax AT 7 smart

. UV-Vis spektrometr Aligent 8453 (Aligent Technologies Deutschland GmbH &
Co. KG, Waldbronn, Némecko) a kyveta z kiemenného skla 5 mm

. bézn¢ pouzivané laboratorni sklo a pomucky

digitalni posuvné métitko 0—150 mm/0,01 mm (Extrol® Premium)

2.4 Pouzity software
. Autodesk Fusion 360 — navrh 3D tobolek (Autodesk, Inc., San Rafael, USA)

. Prusa slicer — optimalizace podminek 3DP, export g-koédu (Prusa Research a.s.,

Praha, CR)

. GraphPad Prism — statistické vyhodnoceni dat (GraphPad Software, San Diego,
USA)

Obrazek 12: Disolu¢ni aparatura SOTAX AT 7 Smart
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2.5 Experimentalni postupy

2.5.1 Priprava filament

Praskové polymery, které byly popsany v kapitole 2.2.1, byly navazeny na laboratorni
vaze Sartorius a nasledné¢ smichany dle formulaci. Formulace FO byla slozena ze 100 %
Affinisolu™. Formulace F1 — F3 byly sloZeny z 5 % riiznych typti Kollidont® (dle formulace)
a 95 % nosného polymeru, kterym byl Affinisol™. Odlisné typy rozpustnych Kollidont® byly
vybrany v rostouci fadé jejich ,,K-value* — Kollidon®12 PF, Kollidon® 17 PF, Kollidon® 25.
Na jeden cyklus homogenizace a nasledné extruze bylo pfipraveno 20 gramti smeési na kazdou

formulaci.

Tabulka 1: Zastoupeni slozek ve smési pro konkrétni formulace FO — F3 (v gramech na cyklus)

F1 19 1 — —
F2 19 — 1 —
F3 19 — — 1

Po smichani jednotlivych komponent byly fyzikdlni smési homogenizovany s vyuzitim

V-mixéru po dobu 5 minut pfi 20 otackach za minutu.

Obrazek 13: Vyuzité praskové smési polymeri (vlevo — Affinisol™; vpravo — Kollidon® 12 PF)
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Obrazek 14: V-mixér (Filtra Vibracion, Barcelona, Spanélsko)

2.5.2 Extruze filament

Homogenizované smési byly vsypany do nasypky extrudéru (Noztec Touch, UK).
Testovana oblast teplot extruze byla mezi 150-180 °C. Byly pouZity dva profily extruznich
trysek — kuzelova a valcovda — o stejném priméru 1,75 mm. Optimalizovand (na zakladé¢
predchozich experimentil) finalni teplota extruze pro vSechny formulace byla 170 °C. Pii vyssi
teplot¢ dochazelo k ptepalovani polymernich ¢astic filamentu a vlakno mélo nahnédlou barvu.
Pti extruzi filamentu pomoci kuZelového profilu extruzni trysky dochdzelo k castému kolisani

primé&ru vlakna, které nasledné€ nebylo kompatibilni s 3D tiskem.

Optimalizaci extruze: teplota — 170 °C; extruzni tryska — valcova. Optimalizovana vldkna
byla bilo—zlutd, hladka, pruznd a kompatibilni pro 3D tisk. VIdkna F1-F3 s ptfidavkem
Kollidont® byla vice nazloutld nez formulace FO slozena z &istého Affinisolu™. Vizualni

porovnani vyextrudovanych vlédken je popsano a prodiskutovano v kapitole 3.1.

Jednotlivé filamenty byly zabaleny do vzduchotésnych obald a byly uloZeny do prostor

bez ptimého slune¢niho svitu.
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Tabulka 2: Rozmérové parametry vyextrudovanych filament pii teploté extruze 170 °C a vyuziti
valcového profilu extruzni trysky.

FO 1,66
F1 1,65
F2 1,59
F3 1,71

Obrazek 15: Extrudér Noztec Touch (UK)

2.5.3 Navrh tobolek pro 3D tisk

V programu Autodesk Fusion 360 byla navrZena silnosténnd tobolka nejvétSich
povolenych rozmért dle Ceského lékopisu (velikost 000). Rozméry této tobolky &ini v priméru
2,6 cm na vysku, 8,75 cm na $itku. V programu Prusa Slicer byly nasledn¢ upraveny parametry

tobolky pro 3D tisk bottomu (dno — mensi ¢ast) a topu (vrchol — téla tobolky).
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Obrazek 16: Ilustracni obrazek tobolky o velikosti 000 v programu Prusa Slicer

2.5.4 Priabéh FDM 3D tisku
Vlakna vyextrudovana metodou hot melt extruze byla zavedena do 3D tiskarny. Z tuhého
filamentu pomoci extruzni trysky o priméru 0,4 mm bylo vytlaceno vldkno, které bylo nandseno

po vrstvach na tiskovou desku do formy vysledného objektu (tobolky).

Pti 3D tisku byla optimalizovéna teplota trysky, teplota tiskové desky, nasobice extruze
a vysky vrstvy. Pii vys$§i zvolené teploté doslo k pfepalovani materidlu a jeho usazovani v misté
trysky, coz zplsobilo jeji ucpani. Pfi sniZzené teploté tiskové desky dochédzelo ke Spatnému
uchyceni prvni vrstvy tisku a ndslednému odtrZzeni nedotisknuté tobolky z tiskové desky. Pii

vyuziti vyss$iho nasobice extruze, doslo k pretékani materidlu v jednotlivych vrstvach tobolky.

Optimalizované podminky 3D tisku pro formulaci FO: teplota trysky — 210 °C;

teplota tiskoveé desky — 90 °C; vyska vrstvy — 0,1 mm a néasobi¢ extruze — 1,0.

Optimalizované podminky 3D tisku pro formulace FI1-F3: teplota trysky — 200 °C;

teplota tiskové desky — 90 °C; vyska vrstvy — 0,1 mm a nasobi¢ extruze — 1,0.

V porovnani s extruzi filament miiZzeme sledovat vliv Kollidon na teplotu tisku tobolek,
kdy doSlo v radmci optimalizace procesu k poklesu teploty o 10 °C. Dalsi odliSnosti

a charakteristiky jsou popsany v kapitole 3.2.
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Obrazek 17: FDM 3D tiskarna Obrazek 18: Vytisténa tobolka formulace FO
Original Prusa i3 MK3S+ z Cistého Aftinisolu™

2.5.5 Plnéni tobolek (pfiprava na disolu¢ni test)

Na disolu¢ni test bylo potieba 6 tobolek pro kazdou formulaci, u kterych bylo sledovano
uvolnéni modelové ucinné latky v zavislosti na case. Kontrolni tobolka, tzv. blank, neobsahovala
modelovou ucinnou latku. Do kazdé testované tobolky bylo na analytickych vahach navazeno
50 mg kofeinu (modelova ucinna latka) a 250 mg laktézy (plnivo). Blankova tobolka obsahovala
300 mg laktézy. Obsah tobolek byl homogenizovan na vibraénim mlynku (bez kuli¢ky) po dobu
3 minut a pii frekvenci 15 kmith za sekundu.

Tabulka 3: PInéni analyzovanych tobolek

F0 - F3 50 16,67 250 83,33 300
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Obrazek 19: Vibra¢ni mlynek bez kulicky (Retsch GmbH, Haan, Némecko)

2.5.6 Priprava disolu¢nich médii
Pro prichod tobolek Zaludkem a lumen stieva jsou dle Ceského lékopisu definovana
média a jejich postup piipravy. Médium o pH 1,2 simuluje prostiedi zaludku a médium o pH 6,8

prostiedi stiev.

Médium o pH 1,2 se ptfipravuje do dvoulitrové sklenéné banky smichanim 850 ml
kyseliny chlorovodikové (0,2 mol/l), 500 ml chloridu sodného (0,2 mol/l) a redestilované vody,

kterou je doplnén objem dvoulitrové odmérné baiiky po rysku.

Médium o pH 6,8 se ptfipravuje do dvoulitrové sklenéné banky smichanim 500 ml
dihydrogenfosfore¢nanu draselného (0,2 mol/l), 224 ml hydroxidu sodné¢ho (0,2 mol/l) a

redestilované vody, kterou je doplnén objem dvoulitrové odmérné baniky po rysku.

2.5.7 Disolucni test

Disolu¢ni test byl proveden na disolu¢ni aparatufe Sotax AT 7 Smart. Pomoci
disolu¢niho testu bylo stanovovdno mnozstvi uvolnéné¢ho kofeinu (modelova Uc¢innd latka)
z tobolky (material dle formulace FO — F3) ve dvou disolu¢nich médiich, kdy v pfedepsanych
casovych intervalech byl z disolu¢ni aparatury odebiran kapalny vzorek o konstantnim objemu
(3 ml). Kofein v odebraném vzorku disoluéniho média byl stanovovan pomoci UV-VIS

spektrofotometrie (kapitola. 2.5.9).
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Zvolené parametry disolu¢niho testu: disolu¢ni metoda — kosickova (100 ot./min); objem

disolu¢niho média v nadob¢ — 900 ml; teplota médii (prostiedi) — 37 £ 0.5 °C.

Program disoluce byl nastaven podle cile prace, a to pfipravit tobolku pro enteralni
aplikaci (kap. 2.1). Pocet tobolek pro disoluéni test byl 6+1 (norma dle Ceského lékopisu).
Frekvence predepsanych odbérit vzorku byla délena do dvou fazi. Prvni fazi tvofilo 7 odbért,
kdy byl kapalny vzorek odebiran v 60—ti minutovych intervalech. Druha faze byla zalozena na
22 odbérech po 30 minutach. Celkova doba trvani jedné disoluce (pro jednu formulaci) byla
18 hodin. U tobolek byl simulovan prichod GIT nejen v ramci pieddefinovaného prostiedi
(média), ale i v ramci doby prichodu tobolky GIT. Tobolka tak zistdva 2 hodiny v pH 1,2
simulujici prichod zaludkem, a zbylych 16 hodin v pH 6,8 simulujici prichod stiev.
Z praktického hlediska to znamend, ze po dvou hodinach disoluce doslo k vyméné disolu¢nich

médii v aparature.

2.5.8 Rozmérova analyza

Dodatkovy test reprodukovatelnosti tisku, tzv. rozmérovd analyza, byla provedena
u vSech formulacich (FO — F3). Byly analyzovany obé¢ casti tobolky, z kazdé formulace 10 ks.
Vsech 10 zminénych tobolek pro kazdou formulaci bylo prométeno pro kazdy rozmér pétkrat

pomoci digitalniho posuvného méftitka.

Métené rozméry: Cela tobolka — vyska (A); Bottom (dno) — vySka (B), Sifka vnitini ¢asti
(C), sitka vngjsi casti (D), tlouStka stény (E); Top (vrsek) — vyska (F), Sitka (G), tlouStka stény

(H). Dané rozméry znazoriuje Obrazek 21.

Obrazek 20: Analyza vysky topu tobolky pomoci digitdlniho posuvného méftitka

68



/}11/1{11/1111’1/1/1)1};,

%

tloust’ka stény

tloust’ka stény

N

OO AN NI NN ot

S Y

N

7
/4

§
%\\\\

Obrazek 21: Métfené rozméry tobolky

2.5.9 Stanoveni uvolnéného mnozstvi kofeinu pomoci UV-VIS spektrometrie
Vsechny vzorky disolu¢niho média odebrané v piedepsanych cCasech (kap. 2.5.7) byly
proméfeny na UV-VIS spektrofotometru Aligent 8453. Vzorky byly pfeneseny do kyvety
o délce optické drahy 5 mm. Pouzitd vinova délka odpovidala absorpénimu maximu kofeinu
(273 nm). Uvolnéné mnozstvi kofeinu bylo stanovovano proti slepému vzorku (bez kofeinu),
ktery byl spolecné¢ s méfenymi vzorky odebirdn ve stejném casovém intervalu. Hodnota
absorbance byla odecitdna s tfibodovou korekci pozadi v rozmezi 245-359 nm a nasledné

piepoctena na koncentraci na zakladé Lambert — Beerova zékona.

Kalibracni krivka:

Pro stanoveni kalibra¢ni kiivky byla pfipravena kalibra¢ni fada roztoki o koncentraci
1,25;2,5; 5,10 a 20 mg/100 ml pro disolu¢ni média o pH 1,2 a 6,8. Vzorky kalibra¢ni fady byly
prométeny na UV-Vis spektrofotometru. Z naméfenych absorbanci pro kazdy kalibraéni roztok
byl sestaven graf zavislosti absorbance na koncentraci kofeinu. Vysledné body byly prolozeny
pfimkou. Regresni rovnice (Rovnice 1;Rovnice 2) byla déle vyuZivana pro pfepocet naméiené

absorbance na koncentraci uvolnéného kofeinu v mg/1.
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Rovnice kalibrace pro pH 1,2 2 6,8: ¢ [mg/1]

Rovnice 1: Kalibra¢ni rovnice pro pH 1,2

pH 1,2 A=190574-10"%-¢c—1,21875-1073

Rovnice 2: Kalibra¢ni rovnice pro pH 6,8

pH 6,8 A=1,47285-10"%-¢c—2,22417-1073
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

3.1 Extruze filament

Jak jiz bylo popsdno v Kkapitole 2.5.2, pomoci metody hot melt extruze byly
vyextrudovany filamenty pro 4 rizné formulace (FO—F3). Filamenty byly vytlacovany za teploty
170 °C valcovym profilem trysky.

Filament formulace FO slozeny z ¢istého Affinisolu™ je pruzny, hladky, kompatibilni
s 3D tiskem a ma bilou barvou. Dale mizeme pozorovat na filamentu hnédé skvrny, které jsou
zpusobeny patrné prepalovanim polymernich ¢astic vlivem vyssi teploty extruze (Obrazek 22).
V porovnani s filamenty s ptidavkem Kollidon® se li§i formulace FO piedev§im barvou a stalym

pramérem vldkna (Obréazek 22).

Obrazek 22: Vyextrudovana filamenta formulace F0 z gistého Affinisolu™ (vlevo)
a srovnani se zastupcem formulace (F1) s piidavkem Kollidonu® (vpravo).
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Formulace F1-F3 s pfidavkem Kollidonu jsou stejné pruzné, hladké a kompatibilni
s 3D tiskem. Filamenty zminénych formulaci maji typickou nazloutlou barvu bez disperze
pfepalovanych castic polymeru. Pokud by mélo dojit ke srovnani téchto formulaci, tak mizeme
pozorovat, Ze se vzrustajici ,,K-value® urcitého typu Kollidonu se zvySuje sytost Zluté barvy
filamentu (Obrazek 23).

Obrazek 23: Vyextrudované filamenty s piidavkem Kollidonu® 12 PF (vlevo),
Kollidonu® 17 PF (uprostied) a Kollidonu® 25 (vpravo).

3.2 3D tisk tobolek

Jak jiZ bylo zminéno v kapitole 2.5.4, pomoci FDM 3D tisku byly vytiStény tobolky
vSech zminénych formulaci. V procesu optimalizace tisku se projevila ptitomnost Kollidond®,
a to snizenim teploty tisku o 10 °C u formulaci F1-F3. V ramci optimalizace doslo k upravé
parametru nasobice extruze, ktery byl snizen z hodnoty 1,1 na hodnotu 1,0 u vSech formulaci. Pti

hodnoté 1,1 nasobice extruze dochazelo k pretékani materidlu z vrstev objektu Obrazek 24.

Mezi dalsi problémy, které se objevily az po optimalizaci tisku, patfil nestabilni primeér
vyextrudovaného vlakna metodou HME a kompatibilita top / bottom. Vlivem kuzelového profilu
trysky dochéazelo k drobnym odchylkdm v priméru vldkna a jeho ¢etnym zahybiim, které branily

zavedeni filamentu do tiskdrny. Vlivem vyssi roztékavosti Kollidonii dochéazelo v pfechodu mezi
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uzsi a Sirsi ¢asti bottomu k rozmérovym odlisSnostem, které znemoznily zkompletovani tobolky

jako celku (top + bottom) (kapitola 3.3).

Obrazek 24: Vytisténa tobolka se Spatné zvolenym nasobic¢em extruze o hodnoté 1,1.

Tobolky formulace FO slozené z Cistého Affinisolu jsou barevné hnédé a na dotyk maji
hrubsi povrch. V porovnani s tobolkou formulace F1 je patrna ptfedevSim odliSna barva
(Obrazek 25).

Tobolky s pridavkem Kollidont (F1-F3) se od sebe 1i$i v drobnych detailech. Jedna se o
zluto — hnédé, hladké a mechanicky odolné tobolky velikosti 000. Jak jiz bylo zminéno u extruze
filament, je patrny trend, Ze se zvySujicim se ¢islem typu Kollidonu® dochézi k tmavnuti tobolek

od zluté po hnédou (Obrazek 26), patrné vlivem strukturnich zmén polymerd.

Obrazek 25: Vizualni porovnani tobolek formulace FO (vlevo) a F1 (vpravo).

73



Obrazek 26: Porovnani vizualni stranky tobolek s piidavkem Kollidonu® 12 PF (vlevo nahote),
Kollidonu® 17 PF (vpravo nahoie) a Kollidonu® 25 (uprostfed dole). Efekt tmavnuti tobolek se
vzristajici ,,K—value* Kollidont®.

3.3 Rozmérova analyza

Data zaznamenand v Tabulka 4; Tabulka 5; Tabulka 6 a Tabulka 7 pfedstavuji jednotlivé
méfené rozméry u vybranych deseti tobolek z kazdé formulace. Métfené rozmeéry tobolky jsou
znazornény na Obrazek 21. V kazdé tabulce pro danou formulaci je vypocten primeér
konkrétniho rozméru a smérodatnd odchylka méteni, z které 1ze vyhodnotit reprodukovatelnost
tisku malé Sarze tobolek. Odchylky jednotlivych méfeni jsou v fadech setin milimetru, Ze na

zékladé teéchto vysledkii miizeme potvrdit dobrou reprodukovatelnost tisku.
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Tabulka 4: Primérné hodnoty métenych rozmért tobolek formulace FO

O 0NN AN - =]

[y
[—]

Primér
Smérodatna odchylka

Tabulka 5: Primérné hodnoty méfenych rozméra tobolek formulace F1

i

R NN AW -

=)

10
Primér
Smérodatna odchylka

A
26,07
26,14
26,10
26,06
26,12
26,18
26,07
26,09
25,95
26,10
26,09

0,06

F1 - Affinisol (95%) + Kollidon 12 (5 %)

A
26,11
26,02
26,22
26,13
26,17
26,05
26,02
26,12
26,21
25,95
26,10

0,08

FO0 - Affinisol 100%
Priimérné rozméry (mm)

B
10,36
10,31
10,33
10,32
10,35
10,30
10,37
10,32
10,29
10,27
10,32
0,03

B
10,33
10,34
10,40
10,42
10,31
10,35
10,39
10,33
10,41
10,36
10,36
0,04

C
5,56
5,67
5,71
5,63
5,52
5,45
5,59
5,53
5,62
5,51
5,58
0,08

D
9,11
9,16
9,12
9,24
9,19
9,22
9,13
9,18
9,25
9,17
9,18
0,05

E
1,80
1,74
1,75
1,83
1,79
1,81
1,71
1,74
1,78
1,80
1,78
0,04

F
19,36
19,46
19,41
19,38
19,43
19,52
19,34
19,42
19,31
19,49
19,41
0,06

Primérné rozméry (mm)

C
5,49
5,77
6,14
5,75
5,34
5,47
5,88
5,75
6,05
5,64
5,73
0,24

75

D
8,85
8,95
9,06
8,97
9,02
8,89
8,94
9,03
8,91
8,88
8,95
0,07

E
1,84
1,54
1,52
1,75
1,63
1,58
1,69
1,73
1,75
1,58
1,66
0,10

F
18,99
19,06
19,11
19,25
19,15
19,06
19,17
19,09
19,16
19,22
19,13
0,08

G
9,36
9,39
9,33
9,20
9,37
9,29
9,34
9,30
9,24
9,41
9,32
0,06

9,06
9,11
9,09
9,03
9,06
9,08
8,93
9,04
9,09
8,99
9,05
0,05

H
2,11
2,04
2,13
1,95
1,97
2,01
1,97
2,12
2,04
1,93
2,03
0,07

1,64
1,57
1,59
1,63
1,68
1,64
1,7
1,63
1,59
1,61
1,63
0,04



Tabulka 6: Primérné hodnoty métenych rozmért tobolek formulace F2

F2 - Affinisol (95%) + Kollidon 17 PF (5 %)

F Priimérné rozméry (mm)
A B C D E F G H

1 26,15 10,27 545 891 1,55 19,06 8,79 1,44
2 26,12 10,45 5,53 8,86 1,58 19,04 8,86 1,46
3 26,21 10,54 5,55 8,89 1,47 19,11 891 1,38
4 26,02 10,31 5,66 884 145 19,01 8,75 1,48
5 26,01 10,28 5,62 8,92 1,49 19,07 8,87 1,52
6 25,97 10,25 5,71 8,85 1,51 19,14 8,92 1,44
7 26,11 10,38 5,62 8,96 1,43 19,15 8,77 1,42
8 2592 10,28 5,68 884 1,59 19,08 891 1,49
9 26,07 10,31 559 894 1,54 19,02 8,85 1,51
10 26,12 10,44 5,61 8,88 1,61 18,98 8,87 1,47

Primér 26,07 10,35 5,60 8,89 1,52 19,07 8,85 1,46
Smérodatna odchylka 0,08 0,09 0,07 0,04 0,06 0,05 0,06 0,04

Tabulka 7: Primérné hodnoty métenych rozméra tobolek formulace F3

F3 - Affinisol 95% + Kollidon 25 (5 %)

F Priimérné rozméry (mm)
A B C D E F G H

1 26,02 10,29 6,12 931 1,75 19,34 931 2,15
2 25,88 10,32 6,23 9,26 1,83 19,29 9,34 2,03
3 26,09 10,39 6,08 9,24 1,81 19,25 9,28 2,16
4 26,07 10,37 597 9,13 1,78 19,33 9,35 1,98
5 26,01 1042 6,21 9,2 1,74 19,22 93 1,94
6 2591 10,39 6,07 9,16 1,8 19,19 9,37 2,04
7 2593 10,27 6,14 9,27 1,73 19,28 9,39 1,95
8 26,06 10,35 599 9,16 1,79 1933 937 2,07
9 26,02 104 6,04 9,19 1,73 19,25 9,32 1,99
10 2597 10,33 6,18 9,25 1,81 19,27 9,29 2,04

Primér 26,00 10,35 6,10 9,22 1,78 19,28 9,33 2,04
Smérodatna odchylka 0,07 0,05 0,08 0,05 0,03 0,05 0,04 0,07

S ohledem na slozeni formulaci je zfejmé, Ze mensi odchylky u jednotlivych méfenych
rozmérd muzeme pozorovat u formulace z Ccistého Affinisolu™ (F0). Formulace FI1-F3
s ptidavkem Kollidoni maji v urcitych ¢astech tobolek naznaky drobnych nestabilit rozméra.
Tyto odchylky jsou pravdépodobné zpisobeny vlivem piidavkli zmeékcovadel, které zpusobuji

vétsi roztékavost materidlu, a tak nizsi tvarovou stalost tiSteného objektu.
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Z pohledu jednotlivych ¢asti tobolky je ziejmé, ze problémovou oblasti tobolek je
predevsim tisk mensi ¢asti tzv. bottomu. Bottom je slozeny z SirSi nosné Casti a uzsi Casti, ktera
slouzi k zasunuti a spojeni bottomu s topem tobolky. Tento proces muze byt casto
nekompatibilni, a to vlivem rtizného priméru uzsi a SirSi ¢asti bottomu vuci topu a pretékani
pfechodu mezi uzsi a $irsi ¢asti bottomu. Konkrétné u formulace F2 je nejvyssi odchylka u vysky
bottomu a u F1 a F3 je nejvyssi odchylka u primeéru uzsi ¢asti bottomu. U formulace F2 si
muzeme také vSimnout odliSnosti u primérné tloustky stény topu oproti ostatnim formulacim.
Tato zména parametru byla vytvofena cilené jako feSeni nekompatibility spojeni bottomu a topu
tobolky. Rozmér celkové vysky tobolky je casto ovlivnén rliznou mirou tésnosti spojeni
bottom/top, a proto se mize u tohoto rozméru vyskytovat také vyssi odchylka dané¢ho parametru

(uF1akF2).

3.4 Disoluéni studie pripravenych tobolek
Vysledny disoluéni profil jednotlivych formulaci pfedstavuje mnoZstvi uvolnéného
kofeinu z tobolek (%) v zavislosti na ¢ase. Pro statistické vyhodnoceni dat z disolucni studie byl

pouzit software GraphPad Prism.

Ditlezité sledované parametry u kazdé formulace jsou zalozeny na jiZ zminénych cilech
prace (kap. 2.1). Pro zhodnoceni, zda li je tobolka vhodna pro enteralni aplikaci, pozorujeme
odolnost tobolky v kyselém prostfedi Zaludku (disoluéni médium o pH 1,2) a pocatecni Cas
uvolnéni modelové ucinné latky (kofeinu) z tobolky. Kritérium pfijatelnosti dle
Ceského lékopisu (47) je, ze pii poétu zkouSenych jednotek 6 Zadna jednotliva hodnota
neptesahuje limit 10 % uvolnéné latky. Pocatecni Cas uvolnéni kofeinu z tobolky se stanovuje
proto, ze u enteralnich lékovych forem dochazi k uvolnéni uc¢inné latky v Casovém rozmezi

6—48 hodin po peroralni aplikaci (po zac¢atku disolu¢niho testu).

Druhym cilem prace bylo ur¢it vliv riznych typt Kollidonil na extruzi filament, 3D tisk

tobolek a pfedevsim stabilitu tobolek pfi disolu¢nim testu se zménou pH.

Predpokladany obecny pribéh disolu¢niho testu pro enterdlni tobolky je nasledujici.
V pH 1,2 jsou odolné po dobu 2 hodin. MliZe dochazet k ¢astecnému naruSeni jejich povrchu
a nezéadouci difuzi 1é¢iva max. do 10 % celkového mnozstvi (47). Po zméné pH na hodnotu 6,8
(po 2 hodindch od zacéatku disoluce) by nemélo dochédzet k zaddnému nezaddoucimu uvolnéni

kofeinu z tobolky. Po vice nez Sesti hodinach by mélo dojit k rozpadu tobolky a uvolnéni kofeinu
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z tobolky. Disolu¢ni profil by mél ptedstavovat esovitou kiivku s tzv. lag timem minimalné

6 hod., coz je hodnota zohlediujici dobu prichodu zaludkem a tenkym stievem.

U vSech sledovanych formulaci probé&hla disolu¢ni zkouska bez problémi. Tobolky se

po 18 hodinach disoluce dle Cistych kosickl uplné rozpadly a rozpustily (Obrazek 27).

Obrazek 27: Kosicky po 18-ti hodinove disoluci.
Uplné rozpusteéni dané formulace.
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3.4.1 FO0 - Affinisol™ (100 %)

V prvnich dvou hodinach, kdy byla tobolka vystavena kyselému pH, nedoslo k uvolnéni
zadného mnozstvi modelové ucinné latky. Tobolka byla stabilni i pii vyméné disolucnich médii.
Tento stav trval zhruba do 570. minuty (lag time) od zacéatku testovani. Nasledné se mnozstvi
uvolnéného kofeinu v disolu¢nim médiu o pH 6,8 rapidné zvedlo a béhem 120 minut v médiu
o pH 6,8 byl veskery kofein uvolnén. Tim padem byl po 690 minutdch od zacatku disoluce

uvolnén veskery kofein do disolu¢niho média.

Affinisol HPMC HME 15LV
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Obrazek 28: Disolu¢ni profil formulace FO (¢isty Affinisol )

Tobolka slozend pouze z €istého Affinisolu je vhodnéa pro enteralni aplikaci, jelikoZ je
odolna vici kyselému pH Zaludku a zaroven k pocatku uvolnéni kofeinu z tobolky doslo az
po 9 hodinach a 30 minutach od zacatku testu. Modelové 1é¢ivo se uvolitovalo z tobolky po dobu

dvou hodin.
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3.4.2 F1 — Affinisol (95 %) + Kollidon® 12 PF (5 %)

U formulace F1 s piidavkem Kollidonu® 12 PF nedoslo k uvolnéni kofeinu z tobolky
béhem prvnich dvou hodin v médiu o hodnoté¢ pH 1,2 a ani pfi vymeéné disolu¢nich médii.
Lékova forma byla stabilni az do 660. minuty, po niz doslo k rychlému nardstu uvolnéného
kofeinu v disolu¢nim médiu. Doba, po kterou byla modelova uc¢inna latka uvoliiovana z tobolky,

¢ini 180 minut. Po 840. minut¢ je veskeré mnozstvi kofeinu uvolnéno v médiu.

Kollidon 12 PF
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Obréazek 29: Disoluéni profil formulace F1 s piidavkem Kollidonu® 12 PF

Tobolka s 5% ptidavkem Kollidonu® 12 PF je vhodna jako enterdlni lékova forma.
Nedochézi u ni k Z4dnému vyznamnému uvolnéni modelové u¢inné latky v Zalude¢nim pH
a prvotni uvolnéni ucinné latky z tobolky nastavd po 11 hodinach od zacatku disoluce.
Ve srovnani s tobolkou z Cistého Affinisolu tak doSlo k pocate¢ni degradaci materidlu (a tim
uvolnéni vét§tho mnozstvi kofeinu do média) az o hodinu a pll pozdéji. Doba degradace

materidlu tobolky je del$i nez u formulace FO o celou hodinu (celkové 3 hodiny).

Tobolky jsou velmi odolné a G¢innd latka se z nich uvoliuje pfili§ pozdé. V takovém
pfipad¢ by se nemusela 1ékova forma udrzet po celou dobu ve stfevé. Nicméné v podminkach
in vivo lze ptedpokladat, ze by se celkovd doba patrné zkratila (napf. vlivem enzymi
a surfaktantl), coz Ize predikovat na zaklad¢ disolu¢niho testu s pouzitim biorelevantnich médii

simulujicich GIT.
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3.4.3 F2 — Affinisol (95 %) + Kollidon® 17 PF (5 %)

U formulace F2 v prvnich dvou hodinéch disoluce v zalude¢nim prostfedi nedochazi
k uvolnéni kofeinu z tobolky. Tobolka je stabilni i po zméné pH, kofein se zacina uvoliiovat az
po 500 minutach od pocatku disoluéniho testu. Uvolnovani kofeinu trvalo ptiblizné¢ 190 minut

a veskery kofein byl uvolnén z tobolky po 690. minutach od zacatku disoluce.

Kollidon 17 PF
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Obrazek 30: Disolu¢ni profil formulace F2 s piidavkem Kollidonu® 17 PF

Tobolka s 5% piidavkem Kollidonu® 17 PF je vhodna pro aplikaci 1é¢iva do tlustého
stteva. Tobolka je odolnd vuci kyselému pH a uvolnéni ucinné latky z ni nastalo az
po 8 hodinach a 20 minutach (lag time). Ve srovnani s ptedem popsanymi formulacemi dochazi
u tobolky F2 k nejrychlej§imu pocatku degradace 1ékové formy. Cisty Affinisol je odoIngjsi nez
materidl tobolky F2. OvSem doba uvoliovani modelové Ucinné latky z tobolky byla delsi

(ptes 3 hodiny). Tento idaj je srovnatelny s tobolkou s pfidavkem Kollidonu® 12 PF.
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3.4.4 F3 — Affinisol™ (95 %) + Kollidon® 25 (5 %)

U formulace F3 s ptidavkem Kollidonu® 25 nedoslo k Zadnému uvolnéni kofeinu
v prubé¢hu prvnich dvou hodin disolu¢niho testu v kyselém prostiedi. Zanedbatelné nebo zadné
mnozstvi kofeinu bylo uvolnéno z tobolky do disolu¢éniho média do 570. minuty, poté doslo
k rychlému nartistu mnozstvi kofeinu v médiu. Degradace tobolky trvala 180 minut.

Po 750 minutach bylo uvolnéno veskeré mnozstvi kofeinu.

Kollidon 25
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Obrazek 31: Disolu¢ni profil formulace F3 s piidavkem Kollidonu® 25

Tobolka s 5% ptidavkem Kollidonu® 25 spliiuje viechny podminky pro aplikaci 1é¢iva do
oblasti kolonu. Pocatecni uvolnéni u¢inné latky z tobolky nastava ve stejny Cas jako u cCistého
Affinisolu™ (F0). Oviem doba degradace tobolky byla v porovnani s ¢istym Affinisolem (F0)

o hodinu delsi a ve srovnani s ostatnimi Kollidony je totozna (180 minut).
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3.4.5 Srovnani disolu¢nich profili jednotlivych formulaci

Pti souhrnném grafickém znazornéni disoluc¢nich profili vSech testovanych formulaci
(Obrazek 32) mizeme srovnavat rozdily mezi jednotlivymi formulacemi. U vSech formulaci
byly splnény podminky pro enterosolventni Iékovou formu. Vsechny formulace jsou odolné vici
pH o hodnoté 1,2 po dobu dvou hodin a pocatek uvolnéni ucinné latky z tobolky nastava po
devaté hodin¢€ od zacatku testu. Dosazend hodnota tzv. lag timu (9 hod) u vSech testovanych
tobolek je dostacujici pro enterosolventni l€ékovou formu (Iékopisné pozadovano 6 hod.) i pro
nasledné testovani v biorelevantnich médiich, kde lze ocekéavat zkraceni lag timu vlivem

ptitomnosti enzymi a surfaktantd.

Nejstabilngjsi a vici zmeéné pH nejodolnéjsi formulaci byla tobolka F1 s 5% ptfidavkem
Kollidonu® 12 PF. U formulace F1 doslo k uvolnéni kofeinu z tobolky nejpozdéji ze vsech
sledovanych formulaci az po 11 hodinach od zacatku testu. V porovnani s ostatnimi formulacemi
pocatek uvolnéni kofeinu z (i poc¢atek degradace) tobolky nastal o 1 hodinu a 30 minut pozdé&ji
a oproti nejméné stabilni formulaci F2 s 5% pridavkem Kollidonu® 17 PF dokonce o 2 hodiny

a 40 minut.

Doba degradace tobolek vyjadiuje stabilitu lékové formy. Méfenym Usekem je interval
mezi pocatecnim uvolnénim kofeinu z tobolky az po uvolnéni veskerého kofeinu do média.
Doba degradace u tobolek s pfidavkem Kollidoni se vzajemné neli§i. OvSem formulace
s pridavkem 5 % Kollidonid (F1-F3) jsou v tomto ohledu stabilnéjsi nez formulace FO z ¢istého
Affinisolu™. Doba degradace tobolky u formulaci F1-F3 je oproti formulaci FO o 1 hodinu delsi.
Z toho lze usuzovat, ze Kollidony zlepsuji stabilitu studovanych 1ékovych forem a pro podavani

1é¢iv do oblasti kolonu ma nejlepsi predpoklady formulace F1 s pfidavkem Kollidonu® 12 PF.
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Tabulka 8: Souhrn ¢asovych udaji disolu¢nich profilt

Formulace SloZeni formulace Lz('liitli:)ne Tu (min) Twm (min)
FO Affinisol™ 570 120 690
F1 Affinisol™ + Kollidon® 12 PF 660 180 840
F2 Affinisol™ + Kollidon® 17 PF 500 190 690
F3 Affinisol™ + Kollidon® 25 570 180 750
Legenda:

Lag time — pocatecni €as uvolnéni G¢inné latky z tobolky (od zacatku disolu¢niho testu)
Tu — doba, po kterou je ucinna latka uvoliiovana z tobolky
Twm — Cas, ve kterém dojde k uvolnéni veskerého mnozstvi uc¢inné latky do disolu¢niho

média (od zacatku disoluce)
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Obrazek 32: Schématické znazornéni disoluénich profil vSech formulaci FO—F3

84



4 ZAVER
Tato prace byla zaméfena na piipravu silnosténnych tobolek na bazi hypromeldzy
metodou FDM 3D tisku. Cilem prace byla pfiprava a testovani tobolek vhodnych pro peroralni

transplantaci fekalni mikrobioty nebo ptivod Ié¢iva do oblasti kolonu.

Metodou hot melt extruze byly ptipraveny Ctyfi formulace vldken (FO—F3) pro nésledny
3D tisk silnosténnych tobolek na bazi Affinisolu™ s pfidavkem Kollidond® 12 PF, 17 PF a 25.
U vsech formulaci byla pouZita teplota extruze 170 °C. Kollidony byly k Affinisolu™ pfidavany
kvili moznému sniZeni teploty extruze a zlepSeni mechanickych a fyzikdlné-chemickych
vlastnosti vldkna s ohledem na 3D tisk. VIiv na teplotu extruze nebyl prokazan.
Z pohledu stability priméru vlakna byla nejstabilngjsi formulace FO (bez Kollidonu®). V1akna
s ptidavkem Kollidont byla Zluté a liSila se barvou od formulace z ¢isté hypromelozy (F0), ktera

méla bilou barvu.

Vlékna vSech formulaci byla zavedena do FDM 3D tiskarny. Nésledné byla provedena
optimalizace 3D tisku, kdy u vSech formulaci byla stejnd teplota tiskové desky
(90 °C); vyska vrstvy 0,1 mm a ndsobi¢ extruze 1,0. Teplota pfi 3D tisku byla odliSna
u formulace FO (210 °C) a u formulaci F1-F3 (200 °C). Vlivem Kollidont byla snizena teplota
tisku o 10 °C. Vizualn¢ se lisily tobolky formulace FO od tobolek s ptidavkem Kollidonl
(F1-F3). Tobolky FO byly tmavé hnédé a formulace F1-F3 mély Zlutou barvu. Tobolky
s pfidavkem Kollidonl se barevné liSily v zavislosti na K—value. S rostouci hodnotou K—value
prechazela barva od svétle zluté na oranzovo-hnédou, coz by mohlo byt zpisobeno zménou

struktury polymeru.

Pomoci disolucnich testti byl simulovan prichod tobolek GIT a bylo sledovéano jejich
chovani se zménou pH, rozdily ve stabilit¢ a uvolnovani modelové uc¢inné latky (kofein).
Vsechny formulace spliiovaly podminky pro enterosolventni 1¢kovou formu. VSechny formulace
byly odolné vi¢i pH o hodnoté 1,2 po dobu dvou hodin a pocatek uvolnéni ucinné latky
z jednotlivych druhti tobolek nastal po devaté hodin€ od zacatku testu. Nejodolngjsi formulaci
byly tobolky F1 s 5% ptidavkem Kollidonu® 12 PF, u kterych doslo k uvolnéni kofeinu
nejpozdéji ze vSech sledovanych formulaci (az po 11 hodindch od zacatku testu). Doba
degradace tobolky vyjadiujici stabilitu 1ékové formy byla stejnd u formulaci F1-F3 (s pfidavkem

Kollidontl), z toho mizeme vyvodit, Ze Kollidony zlepsuji stabilitu 1ékovych forem.
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U vybranych tobolek vsech formulaci byla provedena rozmérova analyza, z které lze
vyhodnotit reprodukovatelnost tisku tobolek. U formulace FO byly naméfeny statisticky
nevyznamné odchylky u vSech sledovanych rozméri. U formulace F1-F3 byly naméiené
odchylky vétsi pravdépodobné vlivem piidavkt zmékcovadel, které zptsobily vétsi roztékavost
materialu, a tak nizsi tvarovou stélost tiStenych objekt. Nicmén¢ odchylky jednotlivych méfeni
byly natolik malé (v fadech setin mm), ze na zéklad¢ téchto vysledkli bylo mozno potvrdit

dobrou reprodukovatelnost tisku.

Pfipravené enterosolventni tobolky jsou vhodné pro aplikaci mikroorganismili do oblasti
tlustého stfeva v ramci procesu fekalni mikrobialni transplantace. Tobolky jsou odolné vici
pH 1,2 a uvolnéni mikroorganismu z tobolky nastdva az po devaté hodiné€ po peroralnim podani.
Jedna se o Zadouci vlastnosti, které ochraniuji pacienty pied nezadoucimi infekcemi zplisobenymi
mikroorganismy (v tobolce) v horni ¢asti GIT a zarucuji cilené uvolnéni mikroorganismui
v oblasti tlustého stieva. Pii FMT se piedpoklada velka spotieba tobolek, ktera mtize zptisobovat
nezadouci tzv. stfevni uzdvéru. Moznosti, jak tomuto jevu piedejit, je redukce syntetickych
polymerti (napf. Kollidonu) za biodegradabilni polymery, které by zvySily odbouratelnost
tobolek v tlustém stfeveé. V ramci dal$itho vyzkumu bude tedy pozornost zaméfena na vyvoj
enterosolventnich tobolek se stejné stabilnimi vlastnostmi jako poskytuji Kollidony

s hypromeldzou, ale s vyssi biodegradabilitou.
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