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Anotace

ANOTACE

Nizka rozpustnost farmakologicky ucinnych latek (API) je jednim z nejvétSich
problémti, kterym v soucasnosti Celi farmaceuticky primysl. Témér 40 % API uvedenych na
tth a 90 % API nachazejicich se ve vyzkumu je téméf nerozpustnych ve vodé.
Mnohonasobného zvySeni rozpustnosti je mozno dosahnout pfevedenim krystalické API na
amorfni formu. Toto zvySeni mlze az 1000krat prevySovat termodynamickou rozpustnost
zkoumané API. Béhem PhD studia bylo feSeno chovani n¢kolika amorfnich API. Pfedlozena
disertani prace se zabyva chovanim amorfniho enzalutamidu, ktery byl zde pouzit jako
modelové 1é¢ivo. Kapitola Vysledky a Diskuse je rozdélena do dvou kapitol. V prvni kapitole
je feSena ptiprava amorfniho enzalutamidu a jeho pevnofazova stabilita. Predmétem uvedené
kapitoly je kineticky popis krystalizace pomoci diferenéni skenovaci kalorimetrie.
Predikované krystalizacni chovani pfipraveného amorfniho materialu bylo korelovano
disertacni prace je optimalizace predik¢énich vypoctl a posléze moznost velmi presné predikce
krystalizace vybrané API. Nemén¢ dtilezité je chovani amorfni API béhem jejiho rozpousténi,
proto druhd podkapitola kapitoly Vysledky a Diskuze se vénuje disoluénimu chovani
amorfniho enzalutamidu a moznostmi udrZeni jeho pfesyceného stavu. Amorfni enzalutamid
byl shledan jako velmi rychle krystalizujici API, a to jak v pevné fazi, tak béhem disoluce.
V této disertacni praci byly identifikovany vlivy, které nejvice ovliviiuji krystalizaéni chovani

amorfniho enzalutamidu, a moZnosti jakymi se jeho krystalizaci vyhnout ¢i ji zpomalit.

KLICOVA SLOVA

amorfni enzalutamid, fyzikalni stabilita amorfni API, predikce krystalizace, disolu¢ni chovani

enzalutamidu



Annotation

TITLE

Study of behaviour of amorphous drugs

ANNOTATION

Nowadays, the low water solubility of active pharmaceutical ingredients (API) is one of
the biggest challenges of the pharmaceutical industry. Almost 40 % of the marketed APIs and
90 % of the APIs being developed are nearly insoluble in water. A multifold increase in
solubility might be achieved by the conversion of crystalline API to amorphous form. The
increase can be up to 1000 times higher than the thermodynamic solubility of the API. The
behaviour of several amorphous drugs was investigated during my PhD study. Presented
dissertation theses deal with the behaviour of amorphous enzalutamide, which was used as the
model drug. The chapter of Results and Discussion is divided into two subchapters. The first
subchapter deal with the preparation of the amorphous form and its solid-state stability. The
subject matter of this subchapter is a kinetic description using differential scanning
calorimetry. The crystallization behaviour has been correlated with the results of short-term
and long-term stability testing. The big benefit of the dissertation for the future is the
optimization of the prediction crystallization and the possibility to accurately predict
crystallization. Equally important is the behaviour of the amorphous API during its
dissolution; therefore, the second subchapter of chapter Results and Discussion is devoted to
the dissolution behaviour of the amorphous enzalutamide and its ability to maintain
oversaturated state. Amorphous enzalutamide was found to crystallize very rapidly, both in
solid-state and during dissolution. This dissertation identifies the most important factors
influencing the crystallization of amorphous enzalutamide and possibilities to avoid or slow

down its crystallization.

KEYWORDS

amorphous enzalutamide, the physical stability of amorphous API, prediction of the

crystallization, dissolution behaviour of enzalutamide
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Uvod

UvVoD

Limitujicim faktorem fady farmakologicky ucinnych latek je jejich velmi nizka
rozpustnost. Tento problém se tyka az 90 % léCiv ve vyzkumu a 40 % léCiv na trhu.
Rozpustnost 1éCiv lze do jisté miry zvysSit napiiklad zmensenim velikosti Céstic nebo
pirevedenim na sul, ale zvySeni rozpustnosti neni u téchto zpisobl ve vétSin¢ pripadl nijak
prevratné. V uplynulych letech byla znacnd ¢ast vyzkuml zaméfena na amorfni u¢inné latky a
vyvoj amorfnich forem. Amorfni latky jsou latky majici uspofdddni atoml pouze na kratsi
vzdalenost. V pribéhu rozpousténi takové latky neni potfeba dodavat energii na rozbiti
krystalové miizky, proto dojde ke zvySeni zdanlivé rozpustnosti a vznikne piesyceny stav
(angl. supersaturation). Tento stav je metastabilni, takze mize dojit ke krystalizaci, nebo pfi
velkém stupni presyceni k fazové separaci. Fazova separace je stav, kdy dojde k precipitaci
amorfniho 1é¢iva, a tyto koncentrované shluky o velikosti nanometrii funguji jako rezervoary
léciva dostupné pro absorpci 1é¢iva do systémového obéhu. Piesyceny stav lze udrzet

pouzitim surfaktantt ¢i polymert.

Amorfni faze je charakterizovana vyss$i Gibbsovou energii, proto vykazuje zna¢nou
nestabilitu. Riziko krystalizace hrozi béhem piipravy lé¢iva, skladovani ¢i nasledné beéhem
disoluce. Z tohoto diivodu je velmi dilezité studium krystalizace amorfnich latek a faktord,
jez jejich fyzikalni stabilitu ovliviiuji. V poslednich letech stoupl zajem o vyzkum chovani
amorfnich API 1 pfesto, Ze jsou jak v pevné fazi, tak v roztoku nestabilni. Nicméné benefit

ziskany zvySenou rozpustnosti je daleko vyssi.

Vramci mého doktorského studia byla feSena nasledujici témata zabyvajici se

chovanim amortfnich 1éCiv:

1. Kineticky popis makroskopicky sledovaného krystalizaéniho chovani amorfniho
enzalutamidu, dabigatran etexilat mesylatu a ivakaftoru. Predmétem studia byla
krystalizace téchto amorfnich API a pokus o korelaci termického chovani pfipravené API
(nezatizené) s chovanim amorfni API po vystaveni zvySené teplot¢ a vlhkosti béhem
stabilitnich testi. Cilem byla predikce krystalizace amorfni API na zékladé DSC dat, na
zaklad¢ kinetiky krystalizace. Predikce krystalizace na zaklad¢ neizotermnich dat je velmi
dilezitou disciplinou, nebot’ izotermni experimenty jsou Casto velmi zdlouhavé a predikce
na zaklad¢ neizotermnich dat by uSetfila Cas i ndklady spojené s vyvojem stabilnich

amorfnich forem.
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2. Disolu¢ni chovani amorfniho a krystalického enzalutamidu - pfevedenim enzalutamidu do

amorfni formy je mozné vyrazné zvysit jeho rozpustnost.

3. Krystaliza¢ni chovani amorfniho ketokonazolu ve vodé a vroztocich polymert. Na
zaklad¢ téchto experimenti bylo mozné predpoveédét, ktery polymer bude vhodny
k udrzeni ptesycené¢ho stavu, a to bylo rovnéz dokazéno na zakladé disoluc¢niho testu.

Studie byla provadéna béhem 11mésicni zahrani¢ni stdze v institutu NIMS (Japonsko)

4. Studium interakci kyseliny salicylové s Kollidonem® SR. Konkrétné byla ovéfovana
moznost samovolného prevedeni kyseliny salicylové do amorfni formy a udrzeni API
v amorfni formé pomoci interakci s polyvinylpyrrolidonem v pevné fazi. Studie byla
iniciovana na zakladé spoluprace s Farmaceutickou fakultou Univerzity Karlovy v Hradci

Kralové.

Jelikoz se v souhrnu jednd o velmi rozsdhlé mnozstvi experimentalnich vysledkl a
z nich plynoucich zavért, byla do disertac¢ni prace predkladané k obhajobé vybrana jen prvni
dvé témata, kde navic studovanou latkou je pouze enzalutamid. Ostatni témata jsou
v predkladané disertacni praci reflektovdna pouze formou zavérl. RozSifeny soubor
komentovanych vysledki (375 stran vcetné pftiloh) je k disertacni praci piilozen na nosici
jako zdroj informaci pro ptipadné zajemce z fad studentl i akademikti o dalsi vySe uvedena

témata, jez nebyla do disertacni prace zahrnuta.

Osnova predlozené prace ma klasické clenéni: Teoreticka Cast, Experimentalni ¢ést,
Vysledky a diskuse, Zavér. Teoreticka cast byla zpracovana jako piehled zékladni
problematiky souvisejici s piedlozenou disertacni praci - pojedndva predevSim o amorfnich
API a jejich biodostupnosti, pfiprave a stabilité. Konkrétnéji se pak vénuje studované API,
Experimentalni ¢ast a Vysledky a Diskuze jsou pro ptehlednost vzdy rozdéleny do dvou
podkapitol odpovidajicich dvéma prezentovanym tématim: pevnofizova stabilita
enzalutamidu, disolu¢ni chovani enzalutamidu. Kazda z obou podkapitol v Casti Vysledky a
Diskuze je zakoncena dil¢im zavérem shrnujicim danou podkapitolu. Kapitola Zavér taktéz
obsahuje dvé podkapitoly — prvni shrnuje a propojuje zavéry obou témat diskutovanych
v predkladané praci, druhd pak predstavuje hlavni zavéry dalSich témat studovanych v ramci

doktorského studia.
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1. TEORETICKA CAST

1.1.  Léciva a lékové formy

Lécivo nebo léCivy pripravek je definovan zakonem (odstavec 2 §2 Zakon
¢. 378/2007 Sb. - Zékon o lécivech) jako latka nebo kombinace latek podavané clovéku
(humanni 1é¢ivé ptipravky) nebo zvifeti (veterindrni 1é¢ivé piipravky) k profylaxi, diagnoze,

ovlivnéni fyziologickych funkci &i 1é&eni’.

Lécivem rozumime samotnou lécivou latku (API) mineralniho, zivocisného, rostlinného
nebo syntetického ptivodu disponujici farmakologickym ¢i imunologickym uc¢inkem. Léciva
se mohou podavat v ufinné form¢ anebo jako tzv. proléfiva neboli prekurzory. Tyto
prekurzory vznikaji malymi zménami ve struktufe 1é¢iva, naptiklad ochranénim (pfeména
hydroxylu v esterovou skupinu atd.) vybranych funkénich skupin. Zminéné zmény struktury
jsou nasledné¢ pfemeénény metabolickymi pochody v organismu na aktivni metabolit.
Proléc¢ivo muze byt vytvoreno za ucelem upravy rozpustnosti, permeability, specifického
ucinku, stability ¢i z ddvodu zapachu nebo nepfijemné chuti pivodniho lé¢iva. Lécivy
pripravek je jiz léCivo v kombinaci s pomocnymi latkami upravené do urcité 1ékové formy
(tablety, tobolky, drazé atd.). Terminem 1ék se oznacuji 1é¢iva a 1é¢ivé piipravky upravené do
formy, ktera se aplikuje pacientovi. Je zde zahrnuto i vhodné baleni a oznadeni 1é¢iva®. Lé¢ivo
¢1 1éciva latka bude v této disertacni praci dale oznaCovana jako API (Active Pharmaceutical

Ingredient).

Lékovou formou se oznacuje forma/specificky tvar, do které je upravena smés API
s pomocnymi latkami. V této Iékoveé formé se pak API podavéa pacientovi. Pomocné latky
nemaji zpravidla zadny farmakologicky ucinek. RozliSujeme pomocné latky (excipienty)
technické a farmaceutické. Technické excipienty jsou napiiklad rozpoustédla, ktera
napomahaji vytvofit 1ékovou formu, avSak nejsou pfitomna (mohou byt pfitomna pouze
v povolené koncentraci dle ¢eského nebo evropského 1€kopisu) v koneéné formé, ktera se
podava pacientovi. Farmaceutické excipienty ovliviiuji vlastnosti API nebo 1€¢kové formy a
zUstavaji ve finalni podobé& 1é¢ivého piipravku. Lékové formy jsou rozliSovany dle zptisobu

podani, konsistence ¢&i rychlosti uvoliiovani API z 1ékové formy?>?.
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1.2.  Biodostupnost API

Biodostupnost oznacuje procentudlni podil podané davky, ktera dosahla systémového
obéhu. Témér 100% biodostupnosti je mozno dosdhnout intravendéznim podanim, tj.
vpravenim API piimo do systémového obchu. VétSina ostatnich typd podani vede k nizsi
biodostupnosti, ktera zavisi zejména na typu membrany, pies kterou dochdzi k absorpci
(stievni sliznice, o¢ni sliznice, sténa krevnich kapildr v kiizi atd.), na rychlosti metabolické
premény atd. Navic zde vyznamnou roli hraje tzv. FIRST PASS EFFECT, kdy pfi prichodu
pfes vybrany orgén (napt. jatra, plice) dochazi k metabolizaci API diive, nez dosahne
systémového obéhu, ¢imz dojde ke snizeni jeji biodostupnosti. Biodostupnost se samoziejme
1isi u rdznych API*°. SniZzen4 biodostupnost miize byt spojena s nedostateénou rozpustnosti

ucinné latky ¢i s nizkou permeabilitou u¢inné latky pii prichodu specifickou membranou.

1.2.1. Rozpustnost

Rozpustnost u¢inné latky rozhoduje o mnozstvi API, kterd bude nasledn¢ v kontaktu
s biologickou membranou, ptfes kterou dochdzi k absorpci do systémového ob¢hu.
Rozpustnost API je dilezita také béhem jeji ptipravy, pfi volbé vhodnych excipienti ¢i tvorbé

1ékové formy. B&hem vyse zminénych jsou rozhodujici zejména tyto vlastnosti API>®:
. rozpustnost API ve vode — v zavislosti na pH a teploté (zpravidla pti 25 a 37 °C)

. disociacni konstanta API— je zavisla na stupni disociace (vétSina API jsou slabé

zasady a slabé kyseliny).

. rozpustnost API v tucich —je dileZitd pro prichod API pfes membrany. Pomoci
rozdelovaciho koeficientu APl mezi polarnim (voda) a nepoldrnim rozpoustédlem se

predikuje prichod API pfes biomembrany.

. rozpustnost ucinné latky v nevodnych rozpoustédlech — nevodna rozpoustédla mohou
byt pouzita pfimo v lékové formé (ethanol, glycerin, propylenglykol, parafin atd.) nebo

behem jeji vyroby ¢i piipravy API (isopropylalkohol, benzylalkohol, polyethylenglykol atd.).

Rozpustnost API ve vod¢ limituje mnozstvi API jez mize byt uvolnéno z 1ékové formy
a nasledn¢ absorbovano. Nicméné samotna rychlost uvoliiovani je ovlivilovana excipienty
pouzitymi v lékové forme. S rozvojem novych technologii a poznatkli v oblasti organické
syntézy bylo pfipraveno mnoho novych API s nizkou rozpustnosti ve vodném prostiedi. Je

tedy pochopitelné, Ze se kritéria rozpustnosti rozliSujici rozpustné a nerozpustné API
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v pribéhu ¢asu zménila. Zatimco v minulosti se nizka rozpustnost pohybovala v jednotkach
miligramii na mililitr, v nyn&j$i dobé jsou to stovky mikrogram@ na mililitr”®. Tabulka 1
uvadi klasifikaci API dle kritérii rozpustnosti z roku 2015 a rozd€luje je do nékolika skupin.

Problémy s rozpustnosti nastavaji u API, které maji rozpustnost niz$i nez 10 mg-ml' 7.

Naproti tomu kritéria uvefejnéna v roce 2011 uvadéla jako mezni hodnotu 20 mg-ml™" ¢t &,

Tabulka 1. Klasifikace rozpustnosti AP1”

Klasifikace Rozpustnost (mg-ml™)
velmi snadno rozpustné > 1000
snadno rozpustné 100 — 1000
dobi‘e rozpustné 33-100
mirné rozpustné 10-33
téZce rozpustné 1-10
velmi téZce rozpustné 0,1-1
prakticky nerozpustné <0,1

Rozpustnost API se miize vyrazné ménit vlivem pH ¢i obsahem Zlu€ovych kyselin
v zaludku. Hodnota pH zaludecnich ¢i stfevnich §tdv hraje vyznamnou roli, zejména
v ptipad¢ slabé zasaditych API. Tyto se rozpousti v kyselém prostiedi zaludku a ¢ast, ktera se
nestihne vstfebat Zalude¢ni sliznici, se miiZze vysraZet v neutralnim prostiedi stfevniho traktu.
Vliv téchto faktort je mozno ovéfit pouZzitim simulovanych Zaludec¢nich ¢i stfevnich §t'av jako

disolu¢niho média>?.

Stanoveni termodynamické rozpustnosti

Termodynamickou rovnovaznou rozpustnost API miiZeme stanovit dvéma zpisoby.
Nejpouzivangjsi je tzv. shake-flask metoda'®. Do piipravené baiiky je predlozeno mnoZstvi
API n¢kolikrat prevySujici jeji teoretickou rozpustnost. Poté je pfidan pfedem ureny objem
rozpoustédla a nadobka je umisténa do rotacniho zatizeni umisténého v temperované komote
¢i susarné. Roztok se nechd michat pii konstantni teploté po dobu minimalné 24 hodin. Poté
se pomoci odstiedivky oddé€li roztok od pevného podilu. Roztok se odebere stiikackou a
ptefiltruje ptes filtr o velikosti port 45 pm. Stiikackovy filtr mize byt z riznych materiald,

jako je nylon, teflon, celuldza, acetat celulozy. Jeho material se vybira cilené¢ pro danou
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ucinnou latku, aby nedochazelo k prednostni afinit¢ API k materidlu filtru a naslednému

zkresleni vysledkil. K analyze koncentrace se pouziva az druhy prefiltrovany mililitr'®,

Druhym zpiisobem stanoveni rozpustnosti je rozpusténi API v daném rozpoustédle pii
vyssi teploté. Poté je roztok za stalého michani chlazen na teplotu, pii které potiebujeme
stanovit rozpustnost. Dojde ke krystalizaci pfebytecného podilu API a stanovi se koncentrace

API ve zbylém roztoku'.

Stanoveni Kinetické rozpustnosti neboli zdanlivé rozpustnosti

Kineticka rozpustnost je obecné vyssi nez termodynamickd, nevyhodou je velmi nizka
reprodukovatelnost, kdy jen mald zména experimentdlnich podminek vede k rozdilné
hodnoté. Hodnotu kinetické rozpustnosti je mozno stanovit na zakladé jednoduchého
experimentu, kdy API rozpustime v malém mnoZstvi organického rozpoustédla, ve kterém je
vSak velmi dobfe rozpustna. Nasledné¢ roztok pievedeme do vodného roztoku, kde je
rozpustnost API daleko niz$i. Dojde k precipitaci API, ale rozpusténé mnozstvi API bude
odpovidat kinetické rozpustnosti. Kinetickou rozpustnost lze zaznamenat i1 v piipadé
amorfnich API, které nepotiebuji tolik energie na rozpusténi jako krystalické API. Kineticka
rozpustnost vSak neni stabilni a vede k nésledné krystalizaci, kterou Ize inhibovat pfitomnosti

polymeri!°.

1.2.2. Permeabilita

Permeabilita je schopnost API prochazet pfes membrany a tento transport muize byt
pasivni (difuzi) nebo aktivni (prostfednictvim pifenasecll). Permeabilita zavisi na rozpustnosti
API, rozdélovacim koeficientu, difuznim koeficientu a vlastnostech membrany. API mlze byt
absorbovana pouze v nedisociované formé (na rozhrani membrany vznikd rovnovéha mezi

disociovanou a nedisociovanou formou API).

Permeabilita mize byt stanovena na zakladé¢ meéfeni koncentrace API proslé pies
umélou membranu ¢i monovrstvu bunék Caco-2 za konstantni teploty. Na jedné stran¢ je
roztok API a na strané¢ druhé je dCisty fyziologicky roztok. Mnozstvi API pros§lé pies

membranu se méii v nékolika ¢asovych intervalech™%”,

Mimo to se permeabilita ¢i mira absorpce stanovuje na zaklad€ pokusi na zvitratech.

Nejcastéji se tyto pokusy provadéji na psech plemena bigl®.
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Nejjednodussim zplisobem jak odhadnout permeabilitu je rozdélovaci koeficient API
v nedisociovaném stavu mezi oktanolem a vodou. Na zakladé hodnoty logP (P je oznaceni
pro rozd€lovaci koeficient) pro danou API je mozno odhadnout jeji permeabilitu. Hodnota
logP dané¢ API se porovnava s hodnotou 1,72; coz je hodnota logP pro referencni material.
Referen¢nim materidlem je metoprolol. Je-li hodnota logP dané API vyssi nez 1,72; pak je
API povazovana za vysoce permeabilni, nebot’ je znamo, ze 95 % metoprololu je absorbovano

v gastrointestinalnim traktu?®.

V piipadé oralnich 1€kovych forem s fizenym uvoliiovanim dochézi k absorpci vétSinou
ve stievnim traktu. Nejvetsi plochu k absorpcei poskytuji jejunum (Cesky oznaCovany jako
la¢nik) a illeum (Cesky oznacovany jako kycelnik), které jsou soucasti tenkého stieva. Zde by
potenciondlné¢ mélo dochazet k nejrychlejsi absorpci API, pficemz se rychlost absorpce

s postupem stievnim traktem zpravidla snizuje®%!!.

1.2.3. Biofarmaceuticky klasifika¢ni systém (BCS)

Dle BCS systému se API rozd€luji do ctyf skupin (viz Tabulka 2) na zdkladé¢ jejich
rozpustnosti ve vod¢é a permeability. Rozpustnost a permeabilita API je hodnocena jako
vysoka ¢i nizkd. Na zékladé téchto vlastnosti je predikovano chovani API in vivo. Odhad
chovani in vivo umoziuje volit spravnou lékovou formu, kterd bude zajistovat spolehlivé

dosazeni biodostupnosti dané API'*~13,

Tabulka 2. Biofarmaceuticky klasifika¢ni systém (angl. Biopharmaceutics Classification System).

BCS tfida  Rozpustnost  permeabilita priklady API
metoprolol, propranolol, acetylsalicylova
L vysoka vysoka ‘
kyselina
nifedipin, dabigatran etexilat mesylat,
II. nizka vysoka
ketokonazol, enzalutamid
I1I. vysoka nizka cimetidin, ranitidin
V. nizka nizka furosemid

Mira rozpustnosti/permeability se hodnoti na zdkladé metodiky deklarované FDA!*!6,

20



Teoreticka cast

Hodnoceni rozpustnosti

API je hodnocena jako vysoce rozpustna, rozpusti-li se nejvyssi davka API, jez miize
byt obsaZena v 1é¢ivém piipravku pro okamzité uvolnéni (85 hm. % API se uvolni nejpozdéji
do 30 minut), ve 250 ml vodného roztoku v rozmezi pH 1.0-6.8 pii teploté¢ 37+0,5 °C.
V opacném piipad¢ se jednd o API s nizkou rozpustnosti. Objem kapaliny pro stanoveni
rozpustnosti odpovida standartnimu mnozstvi tekutiny slouzici k zapiti 1€ku. Rozpoustéci
experimenty v podminkach in vitro se provadéji v disolucni aparatufe za Iékopisné

definovanych podminek!'”"°.

Hodnoceni permeability

Prostupnost pies biomembrany se stanovuje nepiimo (rozdélovaci koeficient) nebo
pfimo prostfednictvim pfestupu hmoty pies lidskou intestindlni (stfevni) membranu.
Alternativné se pouzivaji udaje ziskané z pokust na zviratech nebo z in vitro experimentl na

buiikach epitelialni tkdné. Vysoce permeabilni API je ta, kterd dosdhne pfestupu z vice nez

85 hm. %!,

1.2.4. Zvyseni rozpustnosti API

Farmaceuticky primysl a vyzkum se neustale potyka s limitovanou rozpustnosti API
ve vodnych roztocich. Tato skute¢nost znesnadiuje pouziti fady API (témét 40 % API na trhu
a 70-90 % API ve vyvoji je malo rozpustnych ve vodé?!??). Vyvinout nové API s lepsimi
vlastnostmi je velmi obtizné, proto byl v poslednich dekadach kladen velky diraz na vyvoj
novych lékovych forem ¢i fyzikalné-chemické modifikace API scilem zvysit jejich

rozpustnost®2!,

Rozpustnost API miiZeme zvySit nasledujicimi zpiisoby:

. zmenSenim velikosti castic — Rozpustnost API velmi Casto souvisi s velikosti ¢astic.
ZmenSenim velikosti ¢astic se dosdhne zvySeni specifického povrchu materidlu, coz zlepsi
rozpoustéci vlastnosti API, nebot’ se zvysi plocha omyvanéd disolu¢nim médiem. ZmenSeni
velikosti ¢astic se nejcastéji provadi mletim, ale i tato metoda ma své limity. Vlivem velkého
mnozstvi mechanické energie mize dojit k naruSeni krystalové miizky a ke vzniku
neuspofadané struktury (amorfni struktury), coZ nasledné zplsobuje problémy s fyzikalni
stabilitou a naptiklad zmény v rozpustnosti jednotlivych Sarzi API?*. I pies tento problém

patii mleti stadle mezi jednu z nejpopuldrnéjSich metod zvySeni specifického povrchu.
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Chu a kol. publikovali ¢lanek zaméfeny na posouzeni vlivu velikosti ¢astic na rozpustnost.
Dokéazali, ze velikost Castic md vliv na rychlost rozpousténi ibuprofenu, cyklofenaku a

hydrochlorothiazidu?*.

. tvorbou amorfni formy — Pfevedenim API na formu s vysokou hodnotou Gibbsovy
energie muzeme docilit az 1000nasobného zvySeni rozpustnosti. Amorfni forma je vSak
z fyzikalniho hlediska nestabilni, a proto se Casto pfipravuji tuhé disperze amorfni API
s vhodnym polymerem, které zajisti stabilitu API v amorfni fazi a zachovaji vyhodu vyssi

rozpustnosti amorfni API oproti API krystalické®>?*. Vice informaci viz kapitola 1.3 a 1.7.2.6.

. tvorbou soli (téméf 50 % API se podavéa ve formé jejich soli) — Je to jedna
z nejpouzivangjSich metod zvyseni rozpustnosti malo rozpustné API. Tento pfistup vSak neni
vhodny pro API neobsahujici ionizovatelné skupiny nebo ionizovatelné latky, u kterych

existuje riziko rozkladu ¢i racemizace®®?’,

o zmenou polymorfni formy — Rozpustnost polymorfnich forem se lisi v disledku
rozdilné energie krystalové miizky. Je téméf pravidlem, ze méné stabilni polymorfni forma,
forma s vys$si hodnotou Gibbsovy energie, dosahuje vyssi rozpustnosti. Ve vétSiné pripadi
zmeénou polymorfni formy dosdhneme maximalné dvojnésobného zvyseni rozpustnosti oproti
rozpustnosti nejméné rozpustné polymorfni formy. Plati to naptiklad u nifedipinu, piroxikamu

a dalgich?®.

. tvorbou kokrystalu — Kokrystal je homogenni krystalicka faze dvou latek, malo
rozpustné API a dobfe rozpustné latky oznaCované jako koformer, v definovaném
stechiometrickém poméru. Obé komponenty jsou v pevném stavu. Tyto latky jsou mezi sebou
propojeny mezimolekularnimi interakcemi (zpravidla vodikovymi vazbami). Béhem disoluce
kokrystalu dochézi k disociaci téchto komponent a nasledné precipitaci hydrofobni API, ktera
tvofi klastry ndhodné uspotadanych molekul jako v ptipadé amorfni faze. Dochazi tedy ke
vzniku pfesyceného stavu, stejné jako v ptipad¢ amorfni latky. Doba trvani pfesyceného stavu
je zavisla na schopnosti API krystalizovat z pfesyceného stavu, pfipadné piitomnosti latek
udrzujicich API v rozpus§téném stavu (polymery, surfaktanty). Behem rozpousténi kokrystalu
vSak miize namisto vzniku pfesyceného stavu dojit ke vzniku krystalickych Castic o velikosti
nanometrli, ale ty budou stile diky své malé velikosti vykazovat vys§i rozpustnost nez
plvodni krystalickd API®?*%*. Perlovich a kol. se zabyvali vyhodami plynoucimi z tvorby

kokrystalu malo rozpustné API, pficemz analyzovali soubor 80 kokrystalti. Porovnavali
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rozpustnost kokrystali a k nim ekvivalentnich malo rozpustnych APIL. Zjistili, Ze pomér
rozpustnosti kokrystalu a samotné API je ve 40 % v rozmezi 1-5, v dalSich 40 % nad 5,
ze 31 % nad 10, pro 8 % kokrystali je pomér vyssi nez 100 a u 4 % kokrystali (z vyse
uvedeného souboru) nad 630°°. Konkrétné v pfipadé agomelatinu je mozné dosahnout tvorbou

kokrystalu s isonikotinamidem aZ 8-nasobného zvyseni rozpustnosti oproti samotné API>!.

o pridavkem vhodnych excipientit — surfaktanty, cyklodextriny atd. Chu a kol. prokazali
vzrastajici rozpustnost ibuprofenu a aceklofenacu se vzrastajicim mnozstvim surfaktantu
(TWEEN® 80, sodium dodecylsulfit — SLS). Pouzitim SLS jako surfaktantu doslo
u ibuprofenu ke zvysSeni rozpustnosti 84krat a u aceklofenacu 33krat oproti rozpustnosti API

ve vod&**,

1.3.  Amorfni systémy

Tato kapitola se zabyva amorfnimi API, jejichz piiprava a popis krystalizacniho
chovani je primarnim cilem ptfedlozené disertacni prace. Amorfni API mohou byt soucasti
lIékovych forem oznaCovanych jako SDDS (z angl. Supersaturation Drug Delivery Systems).
Krom¢ amorfnich API sem patii lipidové formulace. V obou piipadech je API obsazena
v SDDS v pevnofazovém usporadani, které vykazuje rysy pravidelnosti pouze na kratkou
vzdalenost. Rozpousténi takové API je pak spojeno s tvorbou piesyceného stavu, z kterého
ma API vysokou pravdépodobnost absorpce do systémového obéhu. Mira absorpce zévisi na

permeabilité¢ APL

API maze byt vamorfni form¢ samotna ¢i ve formé tuhé disperze s polymerem.
Vyhodou amorfniho systému je zvySeni rozpustnosti (v disledku absence krystalové mtizky)
a rychlosti rozpousténi (diky vyssi Gibbsoveé energii). Nevyhodou amorfnich API je jejich

nizka fyzikalni stabilita'®.

1.3.1. Amorfni API

Amorfni API se vyznacuji absenci krystalové miizky (vykazuji uspotadanost pouze na
kratkou vzdalenost) a piebytkem volné energie v porovnani s krystalickou formou.
Neobsahuje-li API krystalickou ¢ast, neni potifeba energie na rozbiti krystalové miizky a
rozpustnost API je nékolikanasobné vyssi. Pievedeni API do amorfniho stavu je vyhodné
zejména pro ty latky, jez fadime do II. &i IV. tiidy BCS systému®?=’. Amorfni API mohou byt

pfipravené roztavenim krystalické faze s naslednym ochlazenim, tzv. quench-cooling, které
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muze byt provedeno v malém méfitku ptimo v diferenénim skenovacim kalorimetru (DSC)
nebo ve vétSim meéfitku s pouzitim extrudéru. Dal$im moznym zplsobem piipravy amorfni
API je rychlé odstranéni rozpoustédla z roztoku API, napiiklad lyofilizaci ¢i sprejovym

susenim??. Tyto metody budou detailngji popsany v kapitole 1.3.2.

Pokud ma byt krystalicka API prevedena na amorfni a jako amorfni je pouZita v 1ékové

formg, je dilezité stanovit>®:
1. schopnost API vytvofit amorfni latku,
2. stabilitu pfipravené amorfni latky béhem zpracovani, baleni, transportu a skladovani,

3. stabilitu amorfni latky v pfesyceném stavu béhem disoluce.

Rozpustnost amorfnich API
Ackoli je rozpustnost amorfni API vyssi nez u API krystalické, skutecnou vyzvou je
urcit jeji presnou hodnotu. Zavisi totiz na mnoha faktorech. Rozpustnosti amorfni formy se
rozumi nejvyssi koncentrace API, jez je zpravidla zaznamendna béhem 10-15 minut
disolu¢niho experimentu, nasledné mize dochazet k precipitaci (tvorba amorfnich shlukt ¢i
krystalizace) API*’. Namisto pfesné koncentrace se urluje stupefl zvySeni rozpustnosti
oznacovany jako Rs, tedy pomér rozpustnosti amorfni a krystalické API. Tento pomér se
urcuje experimentalné pomoci disoluce, ale také teoreticky. Existuji dva zplsoby. Prvnim je
ur¢eni na zéklad€ rozdilu Gibbsovy energie mezi amorfni a krystalickou API viz. rovnice (1),
druhym zptsobem je modelovani fazovych interakci mezi API a rozpoustédlem pomoci
statistické asocia¢ni teorie tekutin. Zde bude nastinén pouze prvni zpiisob*’. Parcks a kol.
v roce 1928 publikovali metodu stanoveni poméru Rs na zéklad¢ znalosti rozdilu Gibbsovy
energie mezi amorfni a krystalickou fazi AG.—.*'":
AG,, = —RTln% (1)
Rozdil Gibbsovy energie mezi amorfni a krystalickou fazi AG.—. je pfimo umérny
poméru Rs a tedy poméru aktivit amorfni a krystalické faze. Pokud je roztok dostatecné
zfedény mohou se aktivity nahradit latkovymi koncentracemi, které odpovidaji rozpustnosti
danych fazi. Hancock a Parks v roce 2000 vyuzili zminény vztah a ur€ili AGc—, na zakladé
méfeni termickych vlastnosti amorfnich a krystalickych forem API. K ur€eni rozdilu
Gibbsovy energie je potifeba znalost rozdilu tepelné kapacity mezi amorfni a krystalickou fazi

(Acp,c—a), teploty tani (7) a teploty skelného pfechodu (7). Hancock a Parks pouzili rizna

24



Teoreticka cast

zjednoduSeni pro hodnotu Acyc—q: 1. Pfedpokladali, Ze se jeji hodnota blizi nule, 2. Odpovida
zmén¢ tepelné kapacity v oblasti skelného piechodu, 3. Je rovna zméné entropie rozpusténé
krystalické latky. Ani jedno z téchto zjednoduSeni nevede ke zcela presnym hodnotdm.
Presnéjsi je zmcéfit hodnotu Ac, za pomoci napf. modulované diferencni skenovaci

kalorimetrie (MDSC)*°.

Vypoctem hodnoty Rs (stupeii zvySeni rozpustnosti amorfni formy v porovnani
s krystalickou formou) se zabyvala fada autora a bylo zjisténo, Ze presny vypocet se sklada ze

3 ¢lent vyjadrenych v rovnici (2).

Prvni ¢len popisuje nartist rozpustnosti diky volné AGc—,, druhy ¢len odpovida snizeni
aktivity amorfni rozpusténé latky vlivem adsorpce vody na povrchu amorfniho materidlu
a tieti ¢len odpovida sniZeni stupné disociace v koncentrovanéj$im roztoku vzniklym vlivem

vy§§i rozpustnosti amorfni latky. Vypodet poméru Rs je nasledujici***":

AGesqa l_ac
Rs = el rrT ] 'ag,a1=1 . — (2)

\ A A J
! | f

I.¢len 2.¢len 3.¢len

K uréeni druhého ¢lenu je potfeba zméfit adsorpcni izotermu za pozadované teploty.
Amorfni vzorek je vystavovan béhem méteni relativni vlhkosti ve dvou krocich. Nejdfive je
vlhkost zvySovana po 2 % v intervalu 0-10 % RH a poté je vlhkost zvySovana po 5 %
v intervalu 10-95 % RH. Poté je hodnota snizeni aktivity amorfni latky diky adsorbované
vlhkosti vypocitand na zékladé Gibbs-Duhemovy rovnice a extrapolovana na hodnotu
odpovidajici 100 % RH. Tento postup byl publikovan Murdandem a kol. v roce 20103, Tteti
¢len odpovida sniZeni stupné disociace a je potfeba stanovit ionizované mnozstvi v roztoku
vzniklém rozpusténim krystalické a amorfni API. Stupenn disociace je niZ§i v nasyceném
roztoku vrovnovaze samorfni latkou neZ v rovnovaze s krystalickou latkou, pficemz

vvvvv

urcuje teoreticky.
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Disociovana frakce v roztoku vzniklém rozpusténim krystalické API se ur¢i z rovnice

3):

C _fa (3)

(1-a)  cr

kde « je disociovanad frakce dané latky, cr je celkova koncentrace rozpusténé latky

(zahrnujici ionizovanou i neionizovanou ¢ast) a K, je disociaéni konstanta v ptipad¢ kyseliny.

Pro tento ucel je potfeba stanovit disociacni konstantu. Nejdiive se tedy urci rozpustnost

API pti rizném pH. Z téchto hodnot se nasledné stanovi pK, dle rovnice (4):

S, = S,(1 + 10PH-PKa) “4)

kde S; je rozpustnost latky pfi daném pH, pK, je zaporny dekadicky logaritmus disociacni
konstanty a Sy je rozpustnost neionizované kyseliny.

Ionizovana frakce amorfni API nemiize byt uréena pomoci vztahu (3), nebot’ celkova
koncentrace rozpusténé amorfni latky je hledana pii vypoctu Rs. Je ji mozno vsak urcit
pomoci vztahii (5) a (6):

Ka
a _ ¢t B
@ = )

C.
5B

kde a? je disociovana frakce amorfni API, K, je disocia¢ni konstanta kyselin, cf.je celkova

koncentrace krystalické API a B je hodnota vypocitana na zéklad¢ vztahu (6):

AGcoa

B=elrrl-a;,., (1-af) (6)
kde prvni ¢len rovnice (6) odpovida zvySeni rozpustnosti, druhy ¢len snizeni aktivity
hydratované ¢asti amorfni API a tieti ¢len odpovida redukei aktivity v diisledku disociace™.

vvvvvv

vySe. Cilem vySe uvedeného textu bylo poukdzat na fadu parametri, které ovliviiyji a limituji
mozné zvySeni rozpustnosti amorfni API. Nasledujici Tabulka 3, publikovana Murdandem
a kol. uvadi, jak se 1ii hodnoty poméru Rs pfi zohlednéni/nezohlednéni zminénych tii ¢lenti

rovnice (2).
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Tabulka 3. Experimentalné a teoreticky stanoveny pomér Rs pro indometacin. Data pievzata z:34.

Parametry amorfni a krystalické latky zahrnuty do vypoctu dle rovnice (15) Pomér Rs
VSechny ¢leny 7.0
Zvy3eni rozpustnosti (1. ¢len — pfesné urceni Ac;,”%) 29.0
ZvySeni rozpustnosti, sorpce vody (1. a 2. ¢len) 20.8
ZvySeni rozpustnosti, stupeii ionizace (1. a 3. ¢len) 9.9
Experimentilné stanoveny pomér Rs 4.9

1.3.2. Pfiprava amorfnich systémi

Amorfni API lze pfipravit rGznymi zplisoby a kazdd z metod ma svéa tuskali. Tyto
metody lze rozdélit na dvé skupiny - termodynamické a kinetické metody ptipravy. U
termodynamickych metod piipravy vychazime z latky v neuspofddaném stavu, napft. taveniny,
ktera je stabilizovana dostate¢nou rychlosti chlazeni, ¢imz se vyhneme krystalizaci a vznikne
amorfni faze. Kinetickd metoda piipravy vychdzi z krystalického podilu, ktery je jiz stabilni.
Mechanickou aktivaci se indukuji defekty v krystalové mfizce, dojde k nardstu entropie,
dokud nevznikne amorfni faze*?.

Obvykle metody amorfizace rozdélujeme na zakladé fyzikadlni formy vychoziho

materialu. Vychozim materidlem miiZe byt roztok, tavenina ¢&i krystalicka faze??.

1.3.2.1. Ptiprava amorfnich systémi: Termodynamicky pohled

Jak jiz bylo zminéno, amorfni latky se nejCastéji piipravuji chlazenim taveniny
(podchlazené kapaliny). Krystalicky material se nejdiive zahteje par stupiiii nad teplotu téni,
vznikne tavenina. Tato ,,kapalina“ se pod teplotou tani (7,,) stavd metastabilni diky existenci
termodynamické sily vedouci k nukleaci, tvorbé kritickych nuklei (nuklea o kritické velikosti,
ktera se jiz nerozpousti) a rustu krystald. Tento proces je zobrazen na Obrazku 1A, ktery
predstavuje tzv. TTT diagram (z angl. Time-Temperature-Transformation). Tato kiivka
(tzv. ,nosova kiivka®“) je vysledkem kompetice mezi termodynamickou hnaci silou
transformace (ktera s klesajici teplotou roste) a molekuldrni mobilitou (kterd s klesajici
teplotou klesa). Vzniku skla lze dosahnout kineticky, tj. zvySenim rychlosti chlazeni a
vyhnutim se krystalizaci. Dostate¢né rychlym chlazenim dojde ke skokové zméné vlastnosti a
vzniku amorfni latky. To se projevi na DSC kiivce poklesem tepelné kapacity. Atomy jsou

tzv. zmrazeny na svych pozicich vychazejicich  zneuspofddané  struktury
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taveniny/podchlazené kapaliny. Pod teplotou skelného pfechodu vykazuje material viskozitu
vy$$i nez 10'? Pas. Skelnd fize je charakteristickd tuhosti pevné latky a strukturou
pfipominajici kapalinu, tedy latku postradajici uspoiadani na dlouhou vzdalenost. Z pohledu
fyzikélni stability je dilezity Obrazek 1B zobrazujici zavislost Gibbsovy energie na teploté
pro krystalickou, kapalnou a amorfni latku. Sipka oznagena &islem 1 znazoriiuje klasickou
metodu ptipravy amorfniho materidlu vychazejici z kapaliny/taveniny. Vzniku amorfni latky
lze dosdhnout pouzitim optimalni rychlosti chlazeni, kterou se vyhneme rychlé krystalizaci
v maximu ,,nosové kiivky“. Rychlosti chlazeni ovlivnime molekuldrni strukturu amorfni
latky, hodnotu teploty skelné transformace a relaxacni Cas, ktery je dulezity pro stabilitu
materidlu. Krystalizace se projevi v zdznamu DSC jako exotermni pik, zatimco teplota
skelného ptrechodu jako schod v tepelné kapacité. Na Obrazku 1B je navic zobrazena druha
cesta pripravy amorfni API, a to transformaci z termodynamicky stabilni krystalické faze. Je
znazornéna Sipkou oznacenou cCislem 2. K této transformaci dochazi naptiklad mletim, kdy za

pomoci kinetické energie dojde k naruseni krystalové miizky latky a vzniku amorfni faze®.

A. T

)

m
e

B. Instability

Crystal |\
1 Liquid

Tg ™ T

Obrazek 1. A. (horni obrazek) TTT diagram tvorby amorfni latky chlazenim taveniny (podchlazené kapaliny), B.
(spodni obrazek) Gibbsova energie a jeji zavislost na teploté pro krystalickou, kapalnou (stabilni i metastabilni),
amorfni fazi pfi termodynamické (obvykla metoda, tj. chlazeni taveniny) ¢i kinetické (vychazejici z krystalické

faze, tj. mleti) tvorbé amorfni latky. Pfevzato z cit.: a3,
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1.3.2.2. Ptiprava amorfnich systémua: Metody vychazejici z taveniny

Principem je roztaveni krystalického materidlu za vzniku taveniny, kterd je poté
chlazena dostatecnou rychlosti s cilem zamezit krystalizaci a dosdhnout vzniku amorfni latky.
Diulezitym parametrem je kritickd rychlost chlazeni, coz je minimalni rychlost chlazeni
pottebnd pro ptipravu konkrétni amorfni API. V menSim méfitku miize byt amorfni material
ptipraven v diferenénim skenovacim kalorimetru, ale v ptipad¢ pripravy vétsiho mnozstvi
je pouzivan extrudér. Uskalim téchto metod je teplota, nebot’ API je potfeba vétsinou zahiat
nad jeji teplotu tani. V nékterych piipadech hrozi dekompozice, jak bylo ukazano naptiklad u

abendazolu??*>*4,

Extruze taveniny

Jednim ze zplsobu piipravy amorfni API je extruze taveniny oznacovana jako HME
(z angl. Hot Melt Extrusion), kde je material ve vyhiivanych zénach extrudéru (s moznosti
regulovatelné teploty) postupné roztaven a po vytlaceni pies trysku extrudéru muize byt
chlazen rGznymi zpisoby. Rychlost chlazeni vyznamné ovliviiuje kvalitu pfipraveného
materidlu. U nékterych API je potieba zvolit rychlejsi chlazeni, aby nedoslo k rekrystalizaci.
Vhodnou volbou rychlosti otacek a teploty v jednotlivych zonach extrudéru ziskdme amorfni
material ve form¢ dlouhého vlakna o pozadovaném priméru (daném primérem trysky).
Takovy materidl se zpravidla rozdrti do formy prasku ¢i pouzije k 3D tisku. Proces extruze
nékterych API se usnadiiuje pfidavkem polymeru, ktery stabilizuje API v amorfni formé.
Vysledkem je poté amorfni tuha disperze ¢i tuhy roztok. Nejcastéji se HME vyuziva
k ptipravé rtiznych 1€kovych forem (naptiklad pelety atd.) a k tvorbé disperzi s polymery,
jejichZ telem je fizené uvolnovani. Mimo to se HME pouZiva pro ptipravu vldken vhodnych
k 3D tisku, které se vyuzivaji pro ptipravu formulaci s cilem fizeného ¢i okamZitého
uvolfiovani. Polymerem vhodnym k extruzi ztaveniny je napiiklad Kollidon® VA64.
Celul6zové polymery kvili své vysoké viskozit¢ vhodné nejsou, vyjimku tvoii upravené
celulézové polymery (amorfni snizkou 7y ~ 98-108 °C) firmy Dow Chemical Co.

ozna¢ované jako Affinisol™ HPMC HME® %,
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Obrazek 2 znazornuje schéma extrudéru s dvéma ko-rotujicimu Srouby. Toto usporadani
neni jediné mozné (miZze byt jiny pocet Sroubi, proti rotujici Srouby atd.), ale extrudér s timto
usporadanim byl pouzit v této disertatni praci, proto zde bude vysvétlen jeho princip.
Nasypkou je pfivadén materidl, ktery je vtomto pfipadé za pomoci otacejicich se
ko-rotujicich Sroubl roztaven ve vyhiivanych zonach extrudéru. Vinuti Sroubl neni po celé
délce stejné, je koncipovano tak, aby na pocatku doslo k rovhomérnému a dokonalému
roztaveni komponent, poté k jejich smichani, pficemz v posledni zon¢ dostaneme dokonale
homogenizovany materidl, ktery je ochlazovan a vytlaCovan z extrudéru. V nékterych
ptipadech neni zatfazena chladici zona a material je v okamziku vytlaceni samovolné¢ ochlazen

na laboratorni teplotu®>*°,

Extruze taveniny

Plnéni polymerem a API

1_#;#5 "#'F ”-i,,TF'"'

= B S fon S

Tavenl $michinl, Homogsnnl
e Vznix
p-am.amrmmpuaax

Obrazek 2. Schéma extrudéru. Pievzato z cit.: 2

Stabilita pfipravenych amorfnich API ¢i tuhych disperzi mize vyrazné zéviset na
procesnich podminkach béhem extruze. Mechanické namahani a procesni teplota béhem
extruze ma velky vliv na vysledny material, nebot’ rozhoduje o kvalité promiseni obou sloZzek
tuhého roztoku. Mechanické namahani je ovlivnéno rychlosti ota¢ek Sroubil a rychlosti plnéni
materialem, naopak zanedbatelny vliv ma design Sroubii. Vyssiho mechanického namahani se
docili zvySenim otaek a sniZenim rychlosti plnéni’'. Ma a kol’'. se zabyvali vlivem
mechanického namédhani a teploty bchem extruze taveniny na stabilitu amorfni tuhé
disperze/tuhého roztoku nifedipinu s vybranymi polymery. Ve zminéném piipadé vyssi
teplota a vysSi mechanické namahéani vedlo k dobrému promiseni obou komponent a Vy§§i

stabilit¢ nez u materidlu pfipraveného pii niz$i teploté a niz§im mechanickém namahani (nizs
otacky). Nicméng, existuje kriticka teplota i kritické namahani, kde uz efekt neni piiznivy"!
Vyhodou extruze taveniny je nulové pouziti rozpoustédel, coz je pravdépodobné
v nékterych piipadech vysvétlenim vyssi stability latek pfipravenych HME ve srovnani se
sprejovym suSenim. Mahmad a kol. pfipravili tuhy roztok felodipinu s HPMC AS LF a

PVPK30 dvojim zplsobem, extruzi z taveniny a sprejovym susenim. Extruze taveniny vedla v
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tomto pripad¢ k vyssi stabilit¢ vzniklého materidlu béhem skladovani, ale sprejové suseni

vedlo zase k rychlej$imu uvolnéni API béhem disoluce’2.

1.3.2.3. Ptiprava amorfnich systémui: Metody vychazejici z roztoku

Krystalicky material je nejdiive rozpustén ve vhodném rozpoustédle a nésledné je
rozpoustédlo rychle a efektivné odstranéno. V tomto ptipadé odpada vysoka teplota, ale diky
vzristajici viskozit¢ v prubéhu odpatovani miize rozpoustédlo zlstat uzavieno v amorfnim
materidlu. Pro termolabilni latky je tento zplsob piipravy amorfni formy vhodné&jsi nez

piiprava extruzi z taveniny>>**.

Sprejové suseni

Sprejové suSeni je proces, pii kterém je roztok API nebo roztok polymeru s aktivni
latkou ve vhodném organickém rozpoustédle rozsttikovan do proudu horkého susiciho plynu
(vzduch nebo dusik). Timto procesem vznikaji kulaté duté castice o velikosti nano- az
mikrometrt s izkou distribuci velikosti ¢astic. Jedna se o velmi rychly proces. Velikost ¢astic
je fizena koncentraci (viskozitou) vstupniho roztoku, rychlosti rozstfikovani, teplotou nebo
typem rozstfikovaciho systému. Velmi dulezitd je teplota vzduchu na vystupu ze suSici
komory do cyklonu. Je-1i hodnota teploty vzduchu vyssi neZ teplota skelného prechodu (7%)
vznikajiciho materialu, pak vétSinou obdrzime krystalicky materidl. V ptfipadé, Ze je teplota
vzduchu blizko T, obdrzime smés krystalické a amorfni faze. V pfipad¢, ze je T, vySsi nez
teplota vzduchu na vystupu, ziskdme pln¢ amorfni materidl. VySe uvedena souvislost teploty
vzduchu a T, se vznikem amorfni latky je obecny piedpoklad, ktery v nekterych piipadech
neplati a vysledek mize byt ovlivnén také pouzitym rozpoustédlem. Schéma procesu je

znazornéno na Obrazku 322383,

Pumpa
- typ pumpy (peristalticka)
- rychlost plnéni

Zasobnik roztoku ._. Nastiik
- teplota - typ vstiikovani

- podminky michani

- energie vlozena pro atomizaci

Unos malych éastic na filtr

{

Susici komora
- velikost
- rychlost pratoku plynu

. Cyklén
- teplota suSeni y

- velikost
- rozdil tlakd

Kolektor
- teplota
Obrazek 3. Schéma sprejového suseni a diilezitych parametrii. Pfevzato z cit.: 22,
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1.3.2.4. Ptiprava amorfnich systéma: Metody vychazejici z krystalického materialu
Mleti, drceni ¢i michani krystalické API s excipienty mize vést k Gplné ¢i Casteéné
amorfizaci latky. Je-li amorfizace zddana, pak musi byt dodrzeny pfesné mleci podminky a
zajisténa kontrolovana teplota pii mleti. Amorfizace mechanickou aktivaci je nejCastéji
provadéna mletim (ddlezity je minimalni ¢as mleti, typ mleciho zafizeni, frekvence mleti,
nejvyssi teplota dosazend pii mleti atd.) ¢i opakovanou kompresi krystalické API
v tabletovacim lisu (pocet stlaceni 100-200, lisovaci tlak: 15-300 MPa). Amorfizace miize
byt také nezadouci jev, ktery se mize projevit okamzit¢ anebo az v pribehu skladovani, kdy
se méni vlastnosti 1é¢ivého piipravku v disledku rekrystalizace. Casteéna amorfizace vlivem
mechanického opracovani vedouci k nasledné nestabilité¢ pfipravku byla pozorovana u

piroxicamu, budesonidu, sachardzy a trehaldzy atd.?>4>43->4,

1.4.  Fyzikalni stabilita amorfnich latek

Mluvime-li o fyzikalni stabilité v souvislosti s amorfnimi API, jedna se piedevsim o
tendenci krystalizovat, kdy API ztraci vlastnosti amorfni latky, tj. vySSi rozpustnost,
schopnost tvorby pfesycené¢ho stavu atd. Modelovani krystalizaéniho chovéni je obvyklé u
anorganickych latek (anorganickych skel), ale organické latky jsou v krystalizacnim chovéni
zcela odlisné. Divodem je existence slabych mezimolekulovych interakei. Je proto
pochopitelné, Ze stabilitni kritéria, jez se hodi pro posuzovani anorganickych skel, jsou mén¢
pouzitelna v piipadé€ organickych skel, tj. amorfnich API. Naptiklad kritérium Hrubého K (7)
siln& koreluje se stabilitou anorganickych skel, to vSak neplati u organickych skel®>>,

Te—T,
KH = =4
Ty—T¢

(7
kde T. je teplota krystalizace, T je teplota skelného pfechodu a 7, je teplota tani.

Piiblizné do roku 2010 byla znalost krystalizacni tendence ve vztahu k dlouhodobé
stabilit¢ amorfnich API spiSe okrajova. Poté se pozornost upfela na vétsi celky molekul a byl
statisticky hodnocen vliv fyzikalné-chemickych charakteristik latek na sklotvornost a stabilitu
skel. Toto se tyka sklotvornosti a stability skel ve vztahu k amorfnim API, nebot’ tyto terminy
a kritéria byly historicky nejdiive zavedeny u anorganickych skel. Mluvime-li o sklotvornosti
¢i stabilité skel, pak mluvime o schopnosti tvofit amorfni latku a o jeji stabilité. Baird a kol.”’
zkoumali chovani 52 API pomoci diferen¢ni skenovaci kalorimetrie (DSC). Kazda krystalicka

API byla podrobena cyklu ohfevu (10 °C-min~')/chlazeni (20 °C-min~!)/ohfevu (10 °C-min~')

32



Teoreticka cast

a na zakladé vysledkd byly API rozdéleny do tii tfid (uvedenych niZe) dle tendence
krystalizovat v jednotlivych fazich tohoto cyklu. Hlavnim cilem Baird a kol. bylo urceni
kritérii sklotvornosti GFA (z angl. Glass Forming Ability), stability skla GS (z angl. Glass
Stability) a jejich korelace s dlouhodobou stabilitou. GFA souvisi s minimalni rychlosti
chlazeni nutnou pro tvorbu skla (amorfni API). Tato minimalni rychlost chlazeni se oznacuje
jako Rcqir a pfimo se urCuje velmi slozité. K nepfimému urceni potifebujeme teplotu
krystalizace API pfi chlazeni taveniny ziskanou rtiznymi rychlostmi chlazeni. Naslednou
linedrni regresi ziskame Rc... Tento nepiimy zplsob je mozny pouze u API, které jsou
schopny krystalizovat béhem chlazeni, a téch je omezené mnozstvi. Avsak i pfi aplikaci této
metody na vhodné API byla shleddna nevhodnost pouzivanych modeld. Divodem je
stochastickd a heterogenni nukleace amorfnich API (organickych skel). Baird a kol. se proto
rozhodli charakterizovat GFA a GS jinymi parametry (hojné pouZivanymi u anorganickych
skel): redukovana teplota skelné¢ho ptechodu 7,,. Hrubého kritérium Ky, kritérium Lu a Lia
K1z, kritérium Saada a Poulaina Ksp, redukovana teplota 7.q, fragilita atd. Silna korelace mezi

sklotvornosti a témito parametry nebyla nalezena u zadného z nich®%>’.

Proto byla hleddna korelace mezi GFA, GS a vlastnostmi API (teplota tani, teplota
skelného ptechodu, entalpie tani, entropie a Gibbsova energie pfechodu mezi krystalickou a
amorfni fazi, molekulovd hmotnost, pocet rotacnich vazeb) pomoci statistické analyzy
hlavnich komponent (PCA). Bylo nalezeno, ze nejvétsi vliv na GFA, GS méa molekulova
hmotnost API, pocet rotacnich vazeb a hodnota rozdilu Gibbsovy energie mezi krystalickou a

amorfni fazi>’.

API byly na zakladé DSC méfeni (urCené na zakladé chlazeni taveniny a nasledného
ohfevu v DSC) rozdéleny do tii tfid dle GFA, kazda tato tfida API je spojena s vlastnostmi
ovlivitujici GFA. Tyto vlastnosti byly zminény v pfedchozim odstavci. API tedy rozdélujeme
dle GFA do 3 ttid specifikovanych nize’®>’. Stejné faktory, které maji vliv na schopnost

vytvéaiet amorfni latku, maji vliv i na jeji stabilitu’®.

ROZDELENI API DLE GFA:

API L. tridy

Tato skupina API se vyznaCuje nizkou schopnosti tvofit sklo a nizkou stabilitou
v amorfnim stavu. Molekuly patfici do této skupiny maji maly pocet rotacnich vazeb a nizkou
molekulovou hmotnost. Molekulova hmotnost latek, které velmi téZko tvofi sklo, se pohybuje

kolem 200 g/mol a mén¢. Tyto API krystalizuji béhem chlazeni a déli se na dvé podskupiny:
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LA a I.B. API spadajici do LA tiidy krystalizuji béhem pomalého chlazeni (v DSC pii
chlazeni rychlosti 20 °C-min~'), ale i b&hem rychlého chlazeni (chlazeni kapalnym dusikem).
API tiidy 1B krystalizuji pouze, jsou-li pfipravovany nizkou rychlosti chlazeni (20 °C-min™"),
tzn. Ze rychlym chlazenim—je mozno pfipravit amorfni API z této tfidy. Nevyhodou je, zZe
nasleduje rychla rekrystalizace i pfi skladovani pod teplotou skelné¢ho ptrechodu. Naptiklad
indoprofen (I.B tfida, 7, = 50 °C) zacina krystalizovat pti 30 °C jiz po 5 minutach. Béhem
chlazeni téchto API, vSak nemusi dojit ke krystalizaci ze 100 %, ale cast API miiZze zUstat
v amorfni form¢, kterd rekrystalizuje béhem druhého ohifevu. Mezi API 1. tiidy patii
4-bifenylkarboxylova kyselina, 4-bifenylmethanol, antranilovd kyselina, benzamid,
benzokain, kofein, chlorpropamid, griseofulvin, haloperidol, indoprofen, theofylin, tolbutamid

a tolfenamova kyselina atd>®>’.

API I1. tiidy

Tyto API vykazuji vyssi sklotvornost a vyssi stabilitu nez API 1. tfidy, ale jsou stale
povazovany spiSe za nestabilni. Patii sem API, které lze amorfni pfipravit i nizkou rychlosti
chlazeni (1 °C.min") a krystalizuji az pfi druhém ohfevu. Tyto API maji vy3§i molekulovou
hmotnost a vétsi pocdet rotaénich vazeb nez API 1. t¥idy. Baird a kol.>’ testovali stabilitu
nifedipinu (7, = 45 °C) a felodipinu (7, = 45 °C) pfi teploté 30 °C, tedy nizsi, nez je jejich
skelny piechod. Nifedipin zacal krystalizovat na okrajich jiz po 1 dni a felodipin po
3 mésicich, coZ jen dokazuje, Ze latky majici stejnou hodnotu skelného prechodu, nemusi
nutné vykazovat stejnou stabilitu. Do této skupiny patii nifedipin, felodipin, acetaminofen,

bifonazol, celekoxib, cinnarizin, droperidol, flurbiprofen, D-salicin, tolazamid ad>®*’.

API III. tFidy

API pattici do III. tiidy dle Bairda a kol.’” by méla byt nejstabilngjsi, nicméné i zde
existuji vyjimky (napiiklad celekoxib). Tyto API nekrystalizuji ani béhem chlazeni taveniny
ani béhem sekundarniho ohfevu. Vyznacuji se nejvétsi molekulovou hmotnosti s nejvysSim
poctem rotacnich vazeb. Molekulova hmotnost API vykazujicich vysokou sklotvornost je
zpravidla vyssi nez 300 g/mol. Nicméné, podobna struktura dvou API nezarucuje, Ze budou
vykazovat stejnou stabilitu v amorfni fazi. Svou roli hraje i mechanické namahani. Napitiklad
indometacin patti do III. tfidy, ale jakmile je jeho povrch mechanicky naruSen, vzniknou
nuklea, kterda se projevi tzv. studenou krystalizaci na DSC kiivce (studend
krystalizace = krystalizace na DSC kiivce béhem ohfevu). Mezi API této tfidy patii

indometacin, itrakonazol, celekoxib, ketokonazol, ketoprofen, pimozin a ritonavir’®>"->,
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Baird a kol.”” vroce 2010 navrhli vySe zminéné rozdéleni na zékladé chovani API

béhem cyklu ohfevu/chlazeni/ohievu v DSC’7 a v dalsi publikaci®®

se pokusili podobnou
klasifikaci pouzit na stejné latky pfipravené pomoci spin-coatingu. Spin-coating je zcela
odlisna metoda v porovnani s chlazenim taveniny. Vychozim materialem je roztok API ve
vhodném organickém rozpoustédle, stejné¢ jako u sprejového suseni Ci lyofilizace, které je
velmi rychle odpafeno za vzniku amorfni latky. Obdobné jako v piipad¢€ piipravy amorfnich
latek v DSC, Baird. a kol.>®, rozdélili latky piipravené pomoci spin-coatingu dle GFA pomoci
statistické analyzy do tfech skupin. Prvni skupina latek krystalizovala jiz béhem pftipravy.
DSC kiivka ptipravenych latek (spin-coating) obsahovala pouze tani (zcela krystalické
vzorky) nebo skelny pfechod nasledovany rychlou krystalizaci zbytku amorfni API (byla to
tedy smé&s amorfni API s krystalickou). Druhd skupina latek se vyznacovala stiedné rychlou
krystalizaci (zacaly krystalizovat do 7 dnl po pfiprav€) a tfeti skupina latek krystalizovala
pomalu (latky byly dlouhou dobu amorfni). Rozd¢leni latek ptipravenych spin-coatingem do
L. II. a III. tfidy dle GFA bylo s vyjimkou ctyf latek totozné s rozdélenim latek piipravenych
chlazenim taveniny v DSC, a to i pfesto, Ze u spin-coatingu byla pouZita 3 rizna rozpoustédla.
Druh rozpoustédla nema vliv na tendenci krystalizovat, pokud dojde k jeho velmi rychlému
odpaieni (jako v ptipadé sprejového suseni)’®. Edueng a kol.*® (2019) otestovali klasifika¢ni
systém na latkach pfimo pfipravenych sprejovym susenim. Vybrali 26 latek, které nejdiive
v amorfni formé pfipravili v DSC. Na zaklad¢ chovani latek v DSC byly tyto latky zatazeny
do II. (10 API) a IIL. tfidy (16 API) dle GFA. Ty samé latky (26 API) byly pfipraveny
sprejovym susSenim. Pouze jedna API (Indapamid) zustala podle vySe zminéné klasifikace
v III tfid€ a byla stabilni po dobu 6 mésict v 25 °C/5 %RH a 25 °C/75% RH. Naopak ostatni
latky pivodné zatazené do III tfidy (dle ptipravy v DSC) a pfipravené sprejovym suSenim
odpovidaly svym chovanim II. tfidé dle GFA nebo byly krystalické ihned po pfipravé.
Krystalizace béhem piipravy byla vétSinou zplsobena tim, Ze teplota na vystupu ze sprejové
suSarny byla vyssi nez T, danych latek, takZe doslo k rekrystalizaci. Fyzikalni stabilita latek
zatazenych do II. tfidy zavisela na hydrofilicité, hodnoté 7. (teplota krystalizace) a interakcich
s vodou. Ve vétSin€ piipadl doslo k rekrystalizaci v 75% vlhkosti béhem 6 mésici. V ptipadé
5% vlhkosti rozhodovala teplota krystalizace, pokud byla vyssi nez 120 °C, pak API zistala
amorfni po dobu 6 mésict v 5% vlhkosti. Mira sorpce vody a citlivost na vlhkost je velmi
dalezita v ptipadé amorfnich API, pokud je API hydrofobni a nedochazi k hydroplastifikaci,
pak se da oSekavat vy33i stabilita v amorfni formé*®. PredloZené studie poukazuji na to, Ze ne
kazda technika je vhodna k pifipravé konkrétni API a je tfeba zohlednit predevS§im jeji

1'60

vlastnosti (hygroskopicitu, vliv plastifikace). Pozdéji (2016) se Blaajabjerg a kol.”™ pokusili o
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upiesnéni klasifikacniho systému pro pfipravu chlazenim taveniny. Podle téchto autorti, API
nalezici do I. tfidy nemohou byt pfevedeny na amorfni ani s pouZzitim rychlosti chlazeni vyssi
nez 750 °C-min~!. Naopak amorfni API II. tiidy mohou byt pfipraveny rychlosti

10-20 °C-min~!, zatimco k pfipravé amorfnich API IIL tfidy posta&i rychlost

-1 cit.60

chlazeni <2 °C-min . Toto tvrzeni bylo potvrzeno v jejich dal§im clanku (2017)

zaméteném na vliv metody pfipravy na sklotvornost vybranych API.

Blaajabjerg a kol.®® (2016) navic poukazali na spojitost mezi termodynamickou a
kinetickou metodou piipravy amorfni API. Testovali 18 API, které byly pfipraveny dvojim
zpusobem. Prvnim zplisobem piipravy byla metoda rychlého zchlazeni taveniny v DSC a
druhym mleti. Na zaklad¢ piipravy v DSC byly API zafazeny do jedné ze tii tiid dle
klasifikaéniho systému amorfnich latek (dle Bairda a kol.’”). Zajimavym zji§ténim bylo, Ze
latky patfici dle ptipravy v DSC do I. tfidy nebylo mozné ptevést do amorfni podoby pomoci
mleti bez ohledu na hodnotu teploty skelného piechodu dané API. API II. tfidy klasifikovany
dle ptipravy v DSC byly pomoci mleti amorfizovany po 270 minutach, pokud byla jejich
obvykla teplota skelného prechodu vyssi nez teplota pii mleti. Stejny zavér byl obdrzen
v ptipadé API III. tiidy, kterym stacila niz$i mleci doba, tj. 90 minut*>. Nutnost zaji$téni nizsi
teploty pifi mleti, nez je predikovand teplota skelné transformace, byla potvrzena i dalSimi
autory“.

Amorfni API produkované metodami zalozenymi na odliSném postupu mohou
vykazovat odli$ny stupen amorfnosti (stupeil neuspofadanosti). Amorfni sloucenina v riznych
stavech neuspofadanosti mize vykazovat riznou fyzikalni stabilitu, 7, 7¢ ¢i tvar halo efektu

v zdznamu z pra§kové rentgenové difrakci (XRPD)*.

Blaajabjerg a kol.*?

(2017) dokazali, Ze API pfipravené chlazenim taveniny (extruzi
z taveniny) a mletim maji odliSné molekularni uspofddani, a ztoho vyplyvajici rliznou
stabilitu. Stabilita amorfni faze je ddna mobilitou molekul, kterd stoupé nad teplotou skelného
prechodu a hrozi rekrystalizace. Blaajabjerg a kol.* dokézali, e amorfni API piipravené
chlazenim taveniny (termodynamickou metodou) jsou i1 v pfitomnosti vlhkosti a vyssi teploty
stabilngj$i nez API pripravené mletim (kinetickou metodou)*’. Ke stejnému zavéru dospél
v minulosti (2008) Graeser a kol.®?, kteii se zabyvali amorfnim simvastatinem pfipravenym
chlazenim taveniny a kryomletim. Pfipravené vzorky se liSily ve fyzikdlni stabilité, kdy

vzorek ziskany kryomletim byl vyrazn€ nestabilni. Rozdilnost mezi obéma vzorky byla

identifikovana pomoci Ramanovy spektroskopie. HIlubSi analyza termodynamickych
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parametril naznacila, Zze vzorek pfipraveny kryomletim vykazuje vys$§i uspotfaddanost nez
vzorek ziskany chlazenim taveniny. Mletim ziistava nebo je formovano vétsi mnozstvi nuklet,

které maji za nasledek rychlejsi rekrystalizaci®?.

Co se tyce stability amorfnich API v souvislosti s klasifikacnim systémem amorfnich
latek (rozdéleni dle GFA), existuji zde dali zobecnéni. Alhalaweh a kol.?* (2015) testovali
18 API pfipravenych chlazenim taveniny a vztah mezi jejich teplotou skelného pfechodu a
fyzikalni stabilitou. Dle jejich ndzoru fyzikalni stabilita nezavisi na 7, ale nad touto teplotou
dochazi k rychlejsi rekrystalizaci. Patti-li API do II. tfidy dle GFA, pak je stabilni pfi teploté
20 °C pod skelnym ptrechodem, ale 20 °C nad Ty rekrystalizuje. API II1. tfidy jsou stabilni nad
i pod skelnym pfechodem. Zavérem bylo, Ze GFA (charakteristické pro jednotlivé tfidy) mize
byt pouzito k predikci fyzikalni stability®. V souvislosti s GFA existuje obecné pravidlo,

které ¥ika, ze API vykazujici molekulovou hmotnost (M,) vy$si nez 300 g-mol~!, jsou snadngji

transformovatelné do amorfni formy. Tato myslenka byla ovéfena Bairdem a kol.>” (2010),
Mahlinem a kol*® (2013) a dalsimi autory>’-*. Mahlin a kol.>® studovali fyzikalni stabilitu API
ve vztahu k jejich rGznym vlastnostem (7, T¢, M; atd.). Studovali pestrou skalu API, které
byly dle termického chovani zastoupeny ve vsech tfi tiidach a vyznacovaly se teplotou tani
vy$si nez 140 °C. API byly pfipraveny dvojim zplsobem, pfi¢emz ke stabilitnimu testovani
byly vybrany pouze API, u kterych riiznd ptiprava vedla ke stejnému zatfazeni dle GFA.
Stabilita API ptipravenych sprejovym suSenim byla zkoumana po dobu 1 mésice pii teploté
niz8i nez jejich Tg, tj. pfi 22 °C. Krystalinita API byla stanovena pomoci DSC a vynesena
v zavislosti na jejich vlastnostech (7,, 7c, My), vSechny zavislosti vedly k sigmoidalnimu
pribéhu a byl navrzen predikéni model na zdkladé T, a M,. Ze zminénych zéavislosti vSak
bylo opét potvrzeno, Ze API s teplotou krystalizace nad 120 °C a molekulovou hmotnosti nad

300 g-mol~! jsou stabilng&jsi>®>°.
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1.5.  Pozice amorfnich API na trhu

I pies nizsi stabilitu amorfnich API ve srovnani s API krystalickymi jsou tyto soucasti
mnohych 1€kt uvedenych na trh. V roce 2017 bylo celosvétové evidovano 16 ptipravka
obsahujicich API ve formé tuhé disperze a 5 pfipravkli obsahujicich amorfni API v Cisté
form¢. API byly pfevazné soucasti tablet, ale 1 kapsli. V ptipad¢ tuhych disperzi byla termicka
povaha API riizna. Nejmén¢ 9 API odpovidalo III. tfidé dle GFA, tedy té nejstabilné;jsi. Dalsi
dvé API patiily mezi API schopné tvofit sklo, ale spadaly do méné stabilni II. tfidy. Jeden
ptipravek, uvedeny na trh firmou Roche, obsahoval API, kterda velmi obtizné tvoii sklo
(API L tridy). Za pouziti vhodnych excipientl je tedy mozno vytvofit stabilni formulaci i

s API, ktera ma nizkou schopnost tvoiit amorfni fazi®.

API pouzité v komercnich ptipravcich jako Cisté amorfni API (ne tuhé disperze) byly
cefuroxim axetil, nelfinavir mesylat, chinapril hydrochlorid, rosuvastatin vapenaty a
zafirkulast. Pouze u dvou ztéchto API byla stanovena III. tfida dle GFA. U zbylych API
zafazeni pomoci piipravy v DSC nebylo mozné, nebot” béhem tani dochazi k dekompozici.
Z uvedeného a z ptedeslych kapitol je tedy zfejmé, ze pouzitim vhodnych excipientli, vhodné
metody amorfizace, typu lékové formy a volbou vhodného baleni ¢i skladovaci podminek,

muzeme dosahnout stabilni amorfni formulace®.
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1.6.  Enzalutamid - API studovana v ramci disertacni prace

Enzalutamid (Obrazek 4) je soucasti tzv. hormonalni antiandrogenni deprivacéni terapie,
coz je jedna z moznosti 1é¢by metastatického kastraéné-rezistentniho karcinomu prostaty
(mCRPC)®. Jedna se o nesteroidni antiandrogen, jenZ je aplikovan pied i po chemoterapii.
Lécba je zalozena na principu inhibice vazby androgenu (testosterenu) na specifické misto
(receptor), kde se misto n¢j navaze API. Enzalutamid plsobi v n¢kolika stadiich signalni
drahy. Je schopen jak inhibice vazby androgenu na receptor, tak inhibice jaderné translokace
androgenniho receptoru a nésledné interakce s DNA. Dojde ke snizeni rychlosti rlstu

rakovinotvornych bunék, nésledné apoptéze (fizend bunéfna smrt) a snizeni velikosti

nadoru®®¢’.
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Obrazek 4. Chemicka struktura enzalutamidu

BIODOSTUPNOST

Enzalutamid patii do druhé tfidy BCS, vykazuje nizkou rozpustnost a vysokou
permeabilitu. Farmakokinetika enzalutamidu (S-enzalutamid) je fizend linedrnim
dvou-kompartmentovym modelem (disoluce a jednokrokova absorpce). Limitujici krokem je
disoluce diky nizké rozpustnosti enzalutamidu. Doporucené davkovani enzalutamidu je
160 mg jako jednorazova denni davka. Stale Castéji se objevuji vedlejsi Gcinky spojené s vyssi
davkou enzalutamidu, proto je vtakovém piipadé denni davka snizena na 80 mg®®7!.
Enzalutamid je uc¢innou latkou piipravku XTANDI (Astellas Pharma) komeréné dostupného
od roku 2012. XTANDI je dostupny ve formé mekkych Zelatinovych tobolek (40 mg
enzalutamidu) nebo potahovanych tablet (40 a 80 mg enzalutamidu)®®. Biodostupnost
enzalutamidu lze zvysit pfevedenim na rozpustnéjsi formu (amorfni, tuh4 disperze)’>.
FYZIKALNE-CHEMICKE VLASTNOSTI ENZALUTAMIDU

Enzalutamid je hydrofobni API s molekulovou hmotnosti 464,4 g-mol'. Wilson a kol.”

stanovili rozpustnost amorfniho enzalutamidu ve fosfatovém pufru (pH = 6.5) pfi teploté

37 °C na 42 pg-ml! a krystalické formy na 2,9 ug-ml~!. Volkova a kol.” stanovili rozpustnost
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krystalického enzalutamidu pfi teploté 25 °C ve fosfatovém pufru (pH = 7.4) a ziedéném
roztoku kyseliny chlorovodikové (pH = 1.7) na 1,6 pg/ml. Rozpustnost enzalutamidu neni
zavisla na pH, ale linedarn¢ stoupd s koncentraci polyethylenglykolu nebo cyklodextrint
v roztoku. Nejstabilnéjsi forma enzalutamidu je forma R1 s onsetem teploty tani na 196 °C.
Teplota skelného prechodu amorfniho enzalutamidu se pohybuje kolem 89 °C. Amorfni
forma je schopna absorbovat 0,5 molii vody na 1 mol enzalutamidu pfi 100 % RH, pficemz T,
muze klesnout pfiblizn€ o 10 °C. Amorfni enzalutamid pomérné rychle rekrystalizuje, proto

se fada publikaci zabyva tvorbou tuhych disperzi’>">.

Wilson a kol.”? pfipravili tuhé disperze enzalutamidu s hydrofilnimi polymery
(hydroxypropylmethyl celul6za, kopovidon) a zdiiraznili dalezitost tvorby amorfnich agregath
béhem rozpousténi namisto jednoduchého rozpusténi a tvorby piesyceného roztoku.
Vznikne-li pfesyceny roztok spolu s amorfnimi agregaty (amorfni nanocastice), pak tyto
funguji jako rezervoary API, kterda muze byt snadno absorbovana. K tvorbé amorfnich
agregatll dochazelo b&hem disoluce tuhé disperze obsahujici 10 % enzalutamidu a 90 %
kopovidonu (Kollidon® VA64). HPMC AS vede k tvorbé piesyceného roztoku s minimalnim
mnozstvim amorfnich shluki, tedy k jednoduchému rozpusténi a udrzeni API v pfesyceném

stavu’?.

Aoki a kol.”™ a Everett a kol.” uvedli patenty souvisejici s udrzenim ptesyceného stavu
enzalutamidu pomoci polymerti. K udrzeni pfesyceného stavu byl pouzit Kollidon VA64,
Kollidon® 30, polyvinylalkohol, hydroxylpropylmethylceluléza acetylsukcinat atd. Rovnéz
v téchto ptipadech byly ptipraveny tuhé roztoky enzalutamidu s uvedenymi polymery. Navic,
za Ucelem dosaZeni co nejrychlejSiho rozpadu formulaci, bylo v nékterych ptipadech pouZito
2 % rozvoliiovadla’’>. Polymery velmi ¢asto vytvaieji s API struktury za pomoci interakci
ionizovatelnych skupin, napt. tvorba micel. V nékterych ptipadech nedoSlo tedy pouze

k jednoduchému rozpusténi enzalutamidu, ale k vytvoreni agregatii s polymerem”.

POLYMORFNI FORMY ENZALUTAMIDU

V nehydratované¢ formé je znaméd pouze jedna polymorfni forma enzalutamidu
oznacovana jako R1 a dvé hydratované formy R2, R3 (oznaCovana také jako forma B). Vyse
uvedeny strukturni vzorec (Obrazek 4) je tzv S-enzalutamid, nebot’ obsahuje siru. Pokud
dojde k zdméné siry (sulfanylové skupiny) v poloze 2 imidazolového kruhu za karbonylovou
skupinu, vznika necistota tzv. O-enzalutamid. Tato necistota vznikd b&hem syntézy

enzalutamidu. O-enzalutamid tvoifi dvé nehydratované formy, formu I a II. VSechny
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polymorfni formy maji monoklinickou zékladni buniku krystalové miizky, li§i se hlavné jejimi

rozméry a nékteré prostorovou grupou’®.

S-enzalutamid, zadouci ucinna forma API, vytvari nejstabilnéjsi polymorfni formu R1
s onsetem tani u 196 °C a entalpii kolem 73 J-g~!. Ostatni dvé polymorfni formy (hydraty),

uvoliuji nejdiive rozpoustédlo a poté endotermné piechazeji na stabilnéjsi krystalickou formu

(ccau 170 °C) 6.
V této disertacni praci byl pouzit S-enzalutamid nejstabilnéjsi polymorfni formy R1.

1.7.  Experimentalni metody pouzité k charakterizaci API

V této kapitole budou wuvedeny =zékladni informace ke dvéma nejdulezitéjSim
experimentalnim metodikdm pouzitym v disertacni praci — meéfeni kinetiky krystalizace
pomoci diferencni skenovaci kalorimetrie a métfeni disolucni kinetiky metodou disolu¢niho
testu. Ostatni techniky pouzité v této praci (praskova rentgenova difrakce, pevnofazova
nukledrni magnetickd rezonance, infracervend spektroskopie, Ramanova spektroskopie,
skenovaci elektronova mikroskopie, vysokoucinna kapalinova chromatografie a UV-VIS

spektroskopie) byly vyuzity bud’ k pevnofazové charakterizaci nebo ke stanoveni koncentrace

API uvolnéné béhem disolu¢niho testovani.

1.7.1. Diferen¢ni skenovaci kalorimetrie

Diferen¢ni skenovaci kalorimetrie je zaloZzena na analyze rozdilu tepelného toku mezi
referenci (R;) a zkoumanym materidlem (S;) v zavislosti na c¢ase nebo na teploté.
V predkladané praci byl pouzit tepelné vodivostni typ DSC (Heat Flux). Princip tohoto
piistroje je zaloZen na pfimém méfeni rozdilu teploty mezi referenci a vzorkem, ktery je
pfimo umérny rozdilu teplotniho toku. Signdl mize byt sbirdn ze dna kelimku se vzorkem
prostfednictvim disku s teplotnimi sensory (diskovy systém, modifikovany diskovy systém)
nebo ze stran prostiednictvim termoclankt (cylindricky systém tzv. Calvetiv systém). DSC je
jednou s nejpouzivanéjSich technik k charakterizaci farmaceutickych latek a ma Sirokou
aplikaci. Pouziva se k identifikaci pevnofdzové formy vzorku (amorfni, polymorfni atd.).
Mimo to se pouzivé ke kvantifikaci obsahu krystalické a amorfni faze, charakterizaci tuhych

disperzi, stanoveni jejich stability atd”’.
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Analyza DSC zaznamu

Béhem analyzy krystalickych API mizeme ocekavat tani krystalické formy. U
nekterych API miizeme narazit na nestabilni polymorfni formu rekrystalizujici do stabilné;si
formy, ktera nésledné taje. Béhem analyzy DSC kiivky se tedy mizeme setkat s tanim nebo
reverzibilnim ¢i nereverzibilnim pfechodem do stabilngj$i formy. U amorfnich API se
muzeme setkat se skelnym prechodem, krystalizaci a naslednym tanim. Jsou-li amorfni API
pripravovany v DSC, dle standardni metody pouziti cyklu ohfevu/chlazeni/ohfevu rychlosti
10 °C-min™! nebo 20 °C-min~!, miizeme se setkat se tfemi typy chovani popsanymi v kapitole
1.4°7. Mohou byt pouzity rtizné navazky vzorku, rizné typy kelimk® (oteviené, hermeticky
uzaviené, pin-hole kelimky), rtizna atmosféra v cele DSC (nejCastéji dusik, ale muze byt
pouzit kyslik, vzduch atd.), riizné rychlosti chlazeni ¢i ohievu, a to v§e ma vliv na vysledny

zaznam z DSC’8.

Teplota skelného prechodu T, charakterizuje reverzibilni pfechod mezi sklovitym
stavem a podchlazenou kapalinou. Béhem rychlého chlazeni podchlazené kapaliny/taveniny
dochdzi v urcitém okamziku k odchyleni od rovnovézné kiivky podchlazené kapaliny a
vzniku skla/amorfni latky. Toto odchyleni ¢ili skelny pfechod, je charakterizované zménou
smérnice zavislosti sledované vlastnosti na teploté¢ a v DSC zdznamu se projevi jako schod
v tepelné kapacité. 7, mize byt vyhodnocovano jako inflex, vyska v poloviné schodu ¢i onset.
Ke snizeni teploty skelného ptfechodu dochdzi v ptfitomnosti plastifikatort, coz mtze byt

vlhkost ¢i jiné malé molekuly (nap¥. ibuprofen)’®,

Oblast nad teplotou skelného prechodu je charakterizovana zna¢nou pohyblivosti atomi
a se zvySovanim teploty dochazi k jejich preuspofadani a ke krystalizaci. Krystalizace je
ireverzibilni exotermni pfechod, charakterizovany v DSC zaznamu exotermnim pikem. U
krystalizace vyhodnocujeme entalpii krystalizace, teplotu maxima krystalizacniho piku a
pocatek (onset) krystalizace. U krystalizace, ale 1 u tani, je dileZité pfi integraci plochy piku

(entalpie krystalizace) zvolit vhodnou zakladni linii (linearni, sigmoidni)’s.

Tani je reverzibilnim pfechodem, ktery se v DSC zaznamu projevuje jako endotermni
pik. Nejcastéji se vyhodnocuje extrapolovany onset nebo maximum teploty tani. Tani ma

obvykle ostry nabéh, ale v ptipadé piitomnosti necistot miize mit jiny tvar a byt §irsi’®.
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Kineticka analyza krystalizace amorfnich latek

Predikce krystalizace je velmi obtiznou disciplinou, nebot’ zavisi na podminkach
prostiedi urcen¢ho ke skladovani API (teplota, vlhkost, mechanicky stres), metod¢ ptipravy
(odpatfovani rozpoustédla, chlazeni taveniny ¢i mleti) a v neposledni fad€ na vlastnostech API
(molekulova hmotnost, pocet rotacnich vazeb, teplota skelného ptechodu, teplota krystalizace,
pocet heterogennich atomil). Sledovani krystalizace pomoci diferen¢ni skenovaci kalorimetrie
(DSC) je zaloZeno na méfeni uvolnéného tepla béhem krystalizaéniho procesu®. Nasledujici
postup je vyuzivan zejména u anorganickych skel, v naSem piipadé¢ bude ovéfena jeho
aplikace na API IL. tfidy dle GFA. Krystalizaci 1ze popsat na zéklad¢ vy¢isleni jednotlivych
¢lent zakladni DSC rovnice (8):

dQ _E
¢ =—-=A0H-As e ®T: f(a) ()

kde ¢ je tepelny tok v J-s~! g~!, AH je entalpie procesu v J-g™!, 4rje frekvenéni faktor v s~
J y g J g A4r)

E je aktivaéni energie daného procesu v J-mol™!, R je univerzalni plynova konstanta

v J-mol1-K~!, T je teplota v K a f{a) je kineticky model popisujici probihajici proces.

Entalpie procesu se ziska integraci plochy krystaliza¢niho piku, pficemz jeji hodnota je
zavisla na zvoleném typu zdkladni linie (linearni, B-spline atd.). Déle je potfeba stanovit

aktivacni energii a kineticky model:

1) Stanoveni aktivaéni energie

Aktivaéni energii je mozno urcit riznymi zpisoby v zavislosti na podminkéch procesu
(izotermni, neizotermni). Velkou nevyhodou izotermnich experimentl je teplotni rozsah. U
nizkych teplot miZe byt obtizné zachytit cely proces v rozumném ¢ase, zatimco u vysokych
teplot miize proces probéhnout diive, neZ dosahneme izotermniho reZimu. Nasledujici
neizotermni metody také oznacujeme jako ,,Model free* metody, nebot’ nepotiebujeme znat
kineticky model pro ureni aktivaéni energie. Ke stanoveni aktivacni energie krystalizace je
nutné aplikovat nékolik rtznych rychlosti ohfevu ¢ béhem DSC méfeni. Obvyklym
principem nasledujicich metod je posun maxima krystalizacniho piku nebo teploty
odpovidajici ur¢itému stupni konverze s rychlosti ohfevu. Nasledujici metody se dé€li na dvé
skupiny. Prvni ptedpoklddaji, Ze se mechanismus krystalizace béhem procesu neméni a

stupent konverze dosazeny v maximu krystalizacniho piku je pro vSechny rychlosti ohfevu
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stejny. Princip druhé skupiny metod je ve stanoveni aktivacni energie jednotlivé pro riizné

stupn¢ konverze a vyneseni zavislosti aktivacni energie na konverzi.

la) Metody predpokladajici stejnou hodnotu konverze v maximu Krystaliza¢niho

piku p¥i riznych rychlostech ohievu

Tyto metody predpokladaji, ze se v prubéhu teplotniho ¢i Casového rozmezi
mechanismus krystalizace neméni. Experimentéalni data se ziskaji aplikaci riznych linearnich
rychlosti ohfevu ¢* na krystalizaéni proces daného materialu’®®. Jednim ze zastupct téchto

metod je Kissingerova metoda (9).

v . r NIRRT R . ; y . 1
Aktivaéni energie se ziska ve smérnici pfimkové zavislosti levého €lenu rovnice na = nebo
p

1000

Tp

Kissingerova metoda’

+

4 =-Z 4K 9)

In -
T3 R'Ty

kde T, je teplota v maximu krystaliza¢niho piku (v Kelvinech), K je konstanta.

1b) Metody umoZiujici stanovit aktivaéni energii pro urcity stupein konverze
tzv. izokonverzni metody

I vtomto ptipad¢ je zapotiebi ziskat sadu krystalizacnich kiivek rGznymi linearnimi
rychlostmi ohfevu. Na tomto misté je zapotiebi definovat konverzi a. Konverze piedstavuje
mnozstvi zakrystalizovaného materidlu. V tomto ptipadé se jedna o konverzi dosazenou
béhem neizotermniho experimentu. Celkova plocha krystaliza¢niho piku pfedstavuje 100 % a
je potieba urcit teploty T, pti které dochéazi ke zvolené konverzi @ a to pro kazdou rychlost

ohtevu 8!, Zastupcem téchto metod je metoda Kissinger—Akahira—Sunose (10).

Kissinger-Akahira-Sunose®! (tzv. zobecnén4 Kissingerova metoda, zkracené KAS)

+
In (Tq—g) — ~1,0008 - 2% 4 g (10)

pe RT,

kde E, je aktivaéni energie krystalizace pro zvoleny stupen konverze.
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2) Urceni modelu krystalizace

DalSim krokem kinetické analyzy je stanoveni kinetického modelu a jeho parametri.
Vhodny kineticky model pro popis experimentalnich dat muze byt vybran na zéklad¢ tvaru a
hodnoty maxima charakteristickych funkci z(a) a y(a), které jsou ziskdny vhodnou
transformaci experimentalnich DSC dat. Funkce z(a) ma nasledujici tvar pro neizotermni

méieni (11) a pro izotermni méfeni (12)%:
z(a) = ¢.T? (11)
z(a) = .t (12)

kde ¢ je tepelny tok v J-g'!, T je teplota v Kelvinech a 7 je ¢as v sekundach. Maximum
funkce z(®)max 0dpovida maximalni rychlosti déje. Déle se zavadi funkce y(e), jez je pfi
pouziti izotermnich podminek (13) srovnatelnd stepelnym tokem a za neizotermnich

podminek (14) je zavisla na aktivacni energii procesu (krystalizace):
y(@)=¢ (13)

y(@) = ¢. e (14)

kde ¢ je tepelny tok v J-g'!, E je aktivaéni energie v J-moll. R je univerzalni plynova
konstanta v J-mol-K™!' a T je teplota v Kelvinech.

Oba parametry (z, y) mohou byt normovany, aby nabyvaly hodnot v intervalu od 0-1.
Tvary téchto funkci jsou charakteristické pro dany kineticky model. Maximum z(¢) v ptipadé
JMA modelu je 0,632%2. V této disertaéni praci byl pouzit Johnson-Mehl-Avrami (JMA)
model, Sestak-Berggreniv (AC) model a model n-tého #adu, proto budou popsany pouze tyto
kinetické modely. V nasledujicich rovnicich « oznacuje stupenn konverze.

Sestdk-Berggreniiv (AC) model je univerzilni dvouparametrovy model, formulovany

rovnici (15). Parametry tohoto modelu (M, N) nemaji fyzikalni smysl, ale 1 pfesto patii tento

vvvvvv

Specialnim piipadem tohoto modelu je IMA model®*.

fl@=a"-1-a)" (15)
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Johnson-Mehl-Avrami je jednoparametrovy model, ktery je hojné pouZzivany pro popis
kinetiky krystalizace ve sklotvornych materialech. Rovnice (16) uvadi matematickou

formulaci JMA modelu.

fl@)=m-1-a)-[-In(1- )™ (16)

Je znamy také jako Johnson-Mehl-Avrami-Kolmogoriv model. Parametr m je
charakteristicky pro urcity mechanismus nukleace a rastu krystalti. Sklada se ze dvou ¢lend,

jednoho pro nukleaci a druhého pro rist krystalti dle nasledujici rovnice (17)%.
m=p+q (17)

p = 0 pro homogenni nukleaci, p = 1 pro heterogenni nukleaci

g charakterizuje dimenzionalitu krystald, ¢ = 3 pro 3D sférické Castice, ¢ =2 pro desticky

nebo ploché disky, g = 1 pro ty¢inky.

Poslednim pouZzitym kinetickym modelem v této praci byl model n—tého tadu (18).

Stejné jako v piipadé Sestak—Berggrenova modelu se jedna o autokatalyticky model®’.
fl@=0-a)" (1 +Ka) (18)

kde n, K jsou kinetické exponenty/parametry kinetického autokatalytického modelu n-

tého tadu.
1.7.2. Disolucni testy

Disolu¢ni testovani je mnoho let nedilnou souc¢ésti farmaceutického vyvoje i kontroly
kvality. Provedeni disoluénich testd je dano platnym lékopisem (CL — Cesky Lékopis's,
Ph. Eur. — European Pharmacopeia'®, USP — The United States Pharmacopeia®®) a
ptislusnymi regulaénimi autoritami (SUKL —Stdtni Ustav pro Kontrolu Léciv Ceskd
Republika®’, EMA — European Medicines Agency®®, FDA — Food and Drug
Administration®). Z disoluéniho profilu lze ur¢it typ uvoliiovani API (okamzité, fizené), typ
fizeného uvolnovani (prodlouzené, zpozdéné a pulzni) nebo mechanismus uvoliovani
(bobtnani, difuze atd.). Z vizualnich zmén (desintegrace, bobtnani, plovani tablety) béhem
disoluce je mozno objasnit nékteré jevy v pribéhu disolucniho profilu. Desintegrace a
disolu¢ni chovani dané formulace jsou faktory, které vyznamné ovliviiuji biodostupnost API,

nebot’ definuji mnoZstvi API dostupné pro absorpci.
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1.7.2.1. Historicky vyvoj disolu¢niho testovani

Historie disoluci sahd zhruba do doby pted 120 lety, avsak jejich intenzivni vyvoj zacal
az kolem roku 1950. Zhruba od zminéného roku se zacalo uvolnéné mnozstvi APl béhem
disoluci spojovat s mnozstvim API, jeZ mize byt fyziologicky dostupné v lidském organismu
pro vyvolani pozadovaného tc¢inku. V poloving€ 60.let vzrostl zdjem o disoluce jako reakce na
zjisténi, ze 1éky riznych vyrobcli obsahujici stejnou ucinnou latku vykazuji velké rozdily
v biodostupnosti, v nastupu, intenzité ¢i trvani u¢inku. Nejznaméj$imi ptipady, u kterych byly
odhaleny rozdily v biodostupnosti, byl napiiklad digoxin (antiarytmikum) v Australii 1971%°
nebo fenytoin (antiepileptikum) na Novém Zélandé 1968°!. V roce 1970 byly disoluéni testy
oficialn¢ zatazeny do Amerického 1€kopisu, kde byla jako prvni popsana kosickovd metoda
USP 1. V 80. letech 20 stol. se disoluce stala dileZitym nastrojem pii vyvoji a kontrole

lékovych forem s ¥izenym uvoliiovanim®?.

1.7.2.2. Experimentalni podminky disoluce

Disoluc¢ni testovani se nejcastéji provadi ve sklenénych nadobach opattenych
michadlem/koSickem, ze kterych se v prib&hu disolucniho testu odebira urcity objem
disoluéniho média v danych casovych intervalech. V odebranych vzorcich se stanovuje
mnozstvi uvolnéné/rozpusténé API. Piikladem takového pfistroje je disolucni piistroj firmy
Sotax uvedeny na Obrazku 5. Odebrané mnozstvi disoluéniho média mize byt nahrazovano
cerstvym disolu¢nim médiem, pak se jednd o otevieny systém anebo se odebrané mnoZzstvi
nenahrazuje (uzavieny systém), ale je nutné uplatnit korekci objemu béhem disoluéni
vypocti. Specialnim uspotfadanim disoluéniho testu je pak pratocny systém, kdy se uvolnéné

mnozstvi stanovuje in situ'’.

Obrazek 5. Disolu¢ni aparatura firmy Sotax pouzivana na katedfe fyzikalni chemie.
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Americky lékopis udava 7 disoluénich metod®®%3=%:

1. Kosickova metoda — USP |
Péadelkovéa metoda — USP II

Metoda vratného valce — USP III
Prttoc¢nd cela — USP IV

Péadelkova metoda s diskem — USP V
Metoda rotujiciho valce — USP VI

7. Metoda vratného disku — USP VII

A O

V této praci byla nejcastéji pouzivand padelkova metoda, proto zde bude blize popsana.
Dalsi metodou, ktera zde byla pouzita byla padelkova metoda s diskem, a to v ramci pravé

disoluce. Prava disoluce bude vysvétlena nize.

Padelkova metoda — USP II.

Padelkova metoda je obvykle prvni volbou béhem disolu¢niho testovani. Pfistroj
obsahuje sklenéné (borosilikatové sklo) valcovité nadoby s kulatym dnem o objemu 1litr.
Viko nadoby zamezuje vypafovani média. Ve viku je umisténa hiidel. Na konci htidele je
nasazeno padlo (Obrézek 6). V ptipadé€ plovani tablet na hladin€ ¢i lepeni na stény nadoby je
zapotiebi pouzit tzv. sinkery. Sinkery predstavuji drzaky, do kterych se vlozi tableta (tobolka)

a sinker se pak umisti na dno disolu¢ni nadoby. Disolu¢ni naddoby jsou

umistény v temperované lazni (voda), ktera zajiStuje vyhtati média na

teplotu 37+0,5 °C. Nevyhodou padelkové metody je tvorba konického
kuZelu v ose michani vlivem hydrodynamickych parametri. Disolucni test

v padelkovém uspotadani se pouziva pro formulace s okamzitym 1

fizenym uvoltiovanim, potahované tablety atd'*.

Obrazek 6. Schéma padelkové disolu¢éni metody. Pievzato z:232.

Prava disoluce

Béhem tzv. pravé disoluce (angl. apparent intrinsic dissolution) je cilem stanovit
rychlost rozpousténi tzv. intrinsic dissolution rate. Touto disolu¢ni rychlosti se rozumi
rychlost uvoliovani Cist¢ API z konstantniho povrchu, kdy vysledna rychlost mtze byt

vyjadiena jako mnozstvi API rozpus§téné za &as s definovaného povrchu (mg.cm?2-s™).

Praskova API je zpracovana pottebnou lisovaci silou do formy disku s hladkym povrchem o
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ptesné definované velikosti. Divodem zpracovani API do formy disku je eliminace zavislosti
rychlosti rozpousténi na velikosti povrchu APIL. Prava disoluce podléha dle USP disolu¢ni
metod¢ VI. Mize byt realizovana jako metoda s rotujicim diskem ¢i se stacionarnim diskem.
Experimentalni podminky musi byt zvoleny tak, aby byly dodrzeny ,,sink podminky*, coz je
mozné volbou vhodného disoluéniho média. Teplota béhem disolu¢niho experimentu je stejné
jako v ptedchozim ptipadé dana fyziologickymi podminkami, tj. 37+£0,5 °C. V piipadé¢ této
disertacni prace byla pouzivana metoda se stacionarnim diskem, kdy je disk s API umistén do
disolu¢ni nadoby a michani média je zajisténo padelkem nad nim. Mnozstvi rozpusténého
1é¢iva je stanovovano v definovanych casovych intervalech. Vysledkem je zavislost
kumulativniho mnozstvi rozpusténé API na Case. Linearni regrese je aplikovana na pocatecni
linearni usek disolucni kiivky. Smérnice piimky pak odpovidé disolu¢ni rychlosti (mnozstvi
uvolnéné API-¢as™!). Zavislost kumulativniho mnoZstvi na ¢ase nemusi byt linearni v celkém
rozsahu, proto je disolu¢ni rychlost vyhodnocovéna pouze z pocatecniho useku. To, ze poté
neni disoluéni kiivka linedrni muze byt signdl nékolika jevi. Pokud je zakiiveni
pozitivni (smérem nahoru) — zvySeni rozpuSténého mnozstvi API, pak se miize jednat o
fyzikalni degradaci disku API (prasklina na povrchu, odlupovani vrstev, desintegrace).
V ptipad¢, ze je zakiiveni negativni (smérem dold) — pokles rozpusténého mnozstvi API, pak
tento disolucni profil indikuje pevnofazovou transformaci API (pfechod jedné krystalické
formy na stabilnéjsi, ptechod z amorfni formy na krystalickou, ptfechod z anhydratu na hydrat
atd.) nebo dosazeni nasyceného stavu. Proto je dilleZité po provedeni experimentu sledovat

zmény disku a analyzovat formu API po provedeni disolu¢niho testu®.

1.7.2.3. Analyza a kvantitativni popis disolu¢nich profiltt API

Vysledkem disolucniho testu je zdvislost uvolnéného/rozpusténého mnozstvi 1é¢iva na
Case, kterd umozZiluje kvantitativné popsat mechanismus uvolfiovani l1é¢iva z Iékové formy.
V soucasnosti existuje fada matematickych modeli pouzivanych k popisu disolu¢nich profili.
Neékteré jsou odvozeny na kinetickém zakladé (model kinetiky 0. fddu, model kinetiky I. fadu)
nebo na zadklad¢ popisu déje fidiciho uvolnéni 1éciva (napf. model Higuchi), dalsi jsou
empirické, resp. statistické (model Weibull atd.). V nésledujicim textu budou blize popsany

modely pouzité v této praci.

Kinetika 0. Fadu

API se uvoliuje z 1ékové formy konstantni rychlosti nezavisle na pocate¢nim mnoZstvi

API vl1ékové formé. Kinetika 0. tadu je idedlni piipad chovéani Iékovych forem
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s prodlouzenym uvoliiovanim vedouci ke stabilni plazmatické koncentraci (potfebna napft.

v piipadé 1ékii na tlak ¢i antibiotik). Kinetika 0.fddu se fidi rovnici (19)°7:
At = kot (19)

kde A;je mnozstvi API uvolnéné v Case ¢, ko je rychlostni konstanta 0. fadu s rozmérem

mnozstvi API - ¢as™! a ¢ je ¢as.

Kinetika I. Fadu

U kinetického modelu prvniho tadu je rychlost uvoliiovani API zavisld na mnozstvi API
v 1ékové form¢ a klesd v pribehu casu. Nejvyssi rychlosti uvoliovani API je dosazeno
bezprostfedné po aplikaci 1€civého pripravku a poté uvolnéné mnozstvi API s ¢asem klesa.
Tento typ uvolilovani je ve srovnani s kinetickym modelem 0. fadu méné vhodny pro 1éciva
s prodlouzenym uvoliiovanim, kdy pozadujeme stalou koncentraci API v plazmé¢. Kinetika 1.
fadu se fidi rovnici (20)°7%%:

Ar = A (1 — exp(—k;yt)) (20)

kde A; je mnozstvi API uvolnéné v Case ¢, A je maximalni uvolnitelné mnozstvi API, k;

je rychlostni konstanta 1. fadu s rozmérem &as™".

Model Weibull

Jedna se o statisticky model, jehoZ parametry &, a fnemaji fyzikdlni smysl. Tento model
Ize vyjadtit rovnici (21)°7%°:
Ay = Ay (1= exp(—ky (t = T))) 1)

kde A4; je mnozZstvi API uvolnéné v Case ¢, A» je maximalni uvolnitelné mnozstvi API, &,
je konstanta s rozmérem &as™®, T; je prodleva (,,]lag time*) v uvolnéni API na pocatku disoluce

a f§ charakterizuje tvar exponencialni kiivky.

Pokud je ,,lag time* roven 0 a parametr f roven 1, pak model Weibull pfechazi formalné

na kineticky model I. fadu.
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Model Korsmeyer-Peppas
Model umoznuje uréeni mechanismu uvoliovani z polymernich systémt rizné
geometrie. Model vyjadiuje rovnice (22), ktera plati v uvedeném tvaru v piipadé, ze uvolnéné

mnozstvi API nepfesdhne 60 %!%:

2L = Jeypt kP (22)

V rovnici (22) 4; vyjadiuje mnozstvi API uvolnéné v Case ¢, 4» je maximalni uvolnitelné
mnozstvi API, kkp je konstanta srozmérem cCas™ a ngp je tzv. release exponent, ktery

charakterizuje mechanismus transportu API z 1ékové formy, zejména z polymernich nosica'%.

Na zaklad¢ hodnoty parametru n je mozno urcit, zda se uvolnovani API fidi difuznim
mechanismem na zaklad¢ Fickova zdkona nebo zda se jedna o jiné transportni mechanismy
(Case II transport ¢i Super Case II transport). Je-li parametr ngp roven 1 (polymerni filmy),
resp. 0,89 a 0,85 u cylindrické a kulové geometrie, je rychlost uvoliiovani nezavisla na Case a
API se uvolnuje kinetikou 0. fadu. V polymerni chemii se tento druh transportu oznacuje jako
tzv. Case-Il transport. Tento mechanismus je charakterizovany bobtnanim polymeru a
relaxaci jeho fetézcl. Je-li parametr nxp roven 0,5 (v ptfipadé tenké vrstvy 0,5; cylindrické
geometrie 0,45 a kulové geometrie 0,43) je uvoliiovani fizeno Cist€ difuzi. Rychlost transportu
rozpoustédla ¢i difuze je vtomto ptipad¢ daleko vyssi nez proces relaxace polymernich
feté¢zct. Pokud je hodnota parametru nxp v rozmezi 0,5 — 1,0; pak se jedna o superpozici
téchto dvou d&ji'?. Existuje navic jesté jeden extrémni piipad, tzv. Super Case II transport,
kdy parametr ngp je vyssi nez hodnota 1. V takovém piipad¢ dochdzi k absorpci extrémniho
mnozstvi rozpoustédla, ke vzniku velké tenze uvniti jadra, kterd zamezi bobtnani v axialnim
sméru. S posunem rozhrani polymerniho gelu a suchého jadra dochézi k narGistu tenze a

k rozpadu jadra'®!.

1.7.2.4. Dalsi kritéria pouzivana pro vyhodnocovani disolu¢nich profilti

V této kapitole budou vysvétlena dalsi kritéria pouZivand k hodnoceni disolu¢nich
profild.
Faktor podobnosti (f2)

Faktor podobnosti f> je zékladni kritérium pro hodnoceni podobnosti disolu¢nich
profilt, deklarovany FDA (z angl. Food and Drug Administration) a EMA (z angl. European
Medicine Agency). Faktor podobnosti piedstavuje logaritmickou transformaci ptevracené

hodnoty sumy ¢tverci odchylek reference a vzorku aplikovanou ptres vSechny disolu¢ni body.
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Matematicky jej lze vyjadtit rovnici (23)°7192;

f, =50 xlog {[1 + ()[R - T,-|2]_0'5 x 100} 23)

kde n je pocet disolu¢nich bodii, R; je uvolnéné mnozstvi API z referen¢niho ptipravku

a Tj je uvolnéné mnozsvi API z testovaného ptipravku v disolu¢nim médiu.

Blizili se vysledek hodnoté¢ 100, pak jsou disolu¢ni profily reference a vzorku identické.

vvvvvv

EMA shledava disolu¢ni profily byti podobnymi, pokud je hodnota f> v intervalu <50; 100>.

Disolu¢ni u¢innost (D.E.)

Pojem disolu¢ni uc¢innost byl zaveden vroce 1972 Khanem a Rhodesem. Tento
parametr piedstavuje pomér mezi plochou pod experimentalni disolu¢ni kiivkou porovnanou
s plochou ¢&tverce odpovidajiciho 100 % disoluéniho ¢asu. D.E. je vyjadiena rovnici (24)!%:

t
D.E.= 2% 100% (24)

Y100

kde y predstavuje procento uvolnéného mnozstvi API za ¢as ¢ a y;p je popsan jako

100 % disoluce ve stejném case.

1.7.2.5. Ovlivnéni disolu¢ni rychlosti
Rychlost disoluce ovliviiuje biodostupnost malo rozpustnych API. Zpiisoby pro zvySeni

disoluéni rychlosti vyplyvaji z Nerst-Brunnerovy rovnice (25)*':

d D
2 = 2 5(cs - o) (25)

kde Sje povrch Castice/tablety; 7 je objem disoluéniho média; 4 je tloustka difuzni
vrstvy (nemichaného disoluéniho média kolem Castice/tablety); cs je rozpustnost API; ¢/ je

koncentrace API obsazené v disolu¢nim médiu v ¢ase ¢.

Zpisoby zvySeni rozpustnosti jsou nasledujici:

. zvétieni povrchu zkoumaného materialu'®

. snizeni koncentrace API rozpusténé v objemu?!
. zvyseni zdanlivé rozpustnosti?!

. snizeni tloustky difuzni vrstvy?!

. zvyseni difuzniho koeficientu?!
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1.7.2.6. Disoluce amorfnich API

Amorfni API vykazuji daleko vyssi rozpustnost nez latky krystalické, a to z diivodu
vysoké volné energie (AG.—c), vysoké entropie (S), vétsiho povrchu, vyssi smacivosti atd.
Zpravidla do 10—15 minut disolu¢niho in vitro experimentu s amorfni API vzroste skokové
koncentrace API v disoluénim médiu. Okamzity nardst koncentrace se oznacuje jako
tzv.,Spring effect“. Pot¢é muze dojit kpoklesu koncentrace az k hodnoté
termodynamické rozpustnosti krystalické formy. Druhou moznosti je, ze dojde k udrzeni
vys$si koncentrace, ktera je oznaCovana jako ,,Parachute effect™. Tento jev je odrazem vzniku
metastabilniho polymorfu, jenz vykazuje vyssi rozpustnost nebo jsou klastry amorfni faze
stabilizovany aditivy, tj. polymery, surfaktanty atd®??. Disoluéni kiivky odpovidajici

zmiflovanym jevim jsou zobrazeny na Obrazku 7.

1. disoluce krystalického materialu
2. disoluce amorfniho materialu - "spring efekt”
3. disoluce amorfniho materialu - "spring a parachute efekt (metastabilni zéna)"

B m"m
i
metastabiini zéna

LY

Koncentrace uvolnéného léciva

1 Cas
Obrazek 7. ,,Spring™ a ,,Parachute” effect vznikajici po rozpusténi amorfni latky ¢i kokrystalu. Prevzato a

upraveno z: 5.

Disolu¢ni chovani amorfnich API ¢i tuhych disperzi se testuje riznymi zpusoby

s ohledem na rozpustnost, chovani pouzitych latek a polymert, a hlavné cil studie.
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2. EXPERIMENTALNI CAST

2.1. Materidly

2.1.1. API

API enzalutamid (Polymorfni forma R1) byla pouzita ze zdroja spole¢nosti Zentiva, k.s.

2.1.2. Polymery a dalsi excipienty
HPMC AS-MG byla zakoupena od firmy Shin-Etsu AQOAR® (Japonsko).

Kroskarmeldza sodna byla pouzita ze zdroji Zentivy k.s.

2.1.3. Rozpousteédla a soli

Acetonitril p.a., HPLC Grade byl zakoupen od firmy Sigma-Aldrich Co. (USA).
Methanol p.a a methanol gradient grade for liquid chromatography LiChrosolv® Reag. Ph Eur
byl zakoupen od Sigma Aldrich (USA). Acetat amonny p.a. byl zakoupen od firmy POCH
Professional Chemicals (Polsko). Dihydrogenfosforecnan amonny (Bio Ultra >99 %) byl
zakoupen od firmy Fischer Scientific (USA). Dimethylsulfoxid, TWEEN® 20, konc. kyselina
fosforecnd byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich Co. (USA). Hydroxid sodny,
dihydrogenfosforeénan sodny dihydrat p.a. byly zakoupen od firmy Penta s.r.o. (Ceska
republika). VSechny vodné roztoky a disoluéni médium byly pfipraveny s pouzitim

redestilované vody.

2.2. Metody pouzité pfi studiu pevnofazové stability amorfnich API

Stézejnim tématem této disertacni prace jsou amorfni APIL. V této kapitole je popsdna
ptiprava amorfniho enzalutamidu, ktery byl nésledné podroben stabilitnim studiim ve
zvolenych podminkach (teplota, vlhkost, obalovy materidl). Tato kapitola zaroven uvadi
vSechny metody, kterymi byl materidl pfed a po stabilitnich zat€Zzovych testech

charakterizovan.

2.2.1. Ptiprava amorfniho enzalutamidu

2.2.1.1. Ptiprava amorfniho enzalutamidu: Extruzi taveniny (HME)

Extruze taveniny byla provedena pomoci extrudéru (Three-Tec, GmbH, Svycarsko) se
dvéma ko-rotujicimi Srouby. Vychozim materidlem byl krystalicky enzalutamid polymorfni
formy R1, ktery byl nejdiive presitovan a k extruzi byla pouzita frakce s velikosti ¢astic nizsi
nez 500 um. Extrudér obsahuje 4 teplotni zony, pficemz vstup do téla extrudéru byl chlazen

vodou. Zminované teplotni zony jsou oznacovany jako F1, F2, F3, F4. Sypky material byl
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pfivadén automatickou nasypkou a rychlost plnéni extrudéru materidlem byla nastavena na
hodnotu 20 g-hod™!. Material vstupoval chlazenym otvorem do té&la extrudéru a poté prochazel
segmenty F1, F2, F3 a F4, pfic¢emZ rychlost ota¢eni Sroubti byla 100 min~!. Extruze materialu
byla provadéna pii maximalni teplot¢ 230 °C. Nastavena a skutecnd teplota v jednotlivych
teplotnich segmentech je uvedena v Tabulce 4. Za uvedenych podminek byl torzni moment

v rozmezi 0,68—0,8 N-m.

Jelikoz se jednalo o extruzi samotné U¢inné latky, kterda ma v porovnani s polymery
nizkou viskozitu, dochazelo na vystupu z extrudéru spise k vytékani latky nez ke tvorbé
pevného vldkna. Material byl chlazen dvéma zpusoby:

1. Samovolné chlazeni — na teplotu okoli (20 °C) — sarze HME A1, HME A2
2. Chlazeni na desce chlazené kapalnym dusikem (=196 °C) — Sarze HME B1, HME B2

Materidl chlazeny dusikem byl opakni a material chlazeny na teplotu okoli byl ¢iry.

Tabulka 4. Nastavena a skutecna teplota v jednotlivych segmentech extrudéru Three-Tec pii extruzi taveniny

enzalutamidu.

Zo6na Nastavena teplota (°C) Skute¢na teplota (°C)
F1 150 151,0
F2 230 2289
F3 230 231,6
F4 230 228,4
2.2.1.2. Ptiprava amorfniho enzalutamidu: Pfiprava na vakuové odparce (TE)

Do kulaté varné banky byl pfedloZen 1 gram polymorfni formy R1 a rozpustén v 50 ml
acetonu p.a. Rozpoustédlo bylo odpafeno na vakuové odparce (Hei-VAP, Heildoph,
Schwabach, Némecko) pti 40 °C a sniZeném tlaku na 1000 Pa. Produkt byl homogenizovéan a
presitovan pomoci sita o velikosti ok 500 um. Material byl dale susen ve vakuové suSarné pti

40 °C tlaku 20000 Pa po dobu 2 dni. Takto pfipraveny material je v této praci oznaCovan TE.

2.2.1.3. Ptiprava amorfniho enzalutamidu: Sprejové suSeni (SD)

Piiblizné 15 mg vstupniho materidlu (krystalickd forma R1, d<500 um) bylo navaZeno
do Erlenmayerovy baiiky a rozpusténo za stdlého michani (1200 otacek-min~') pii 40 °C
v 500 ml methanolu p.a. Sprejové suSeni bylo realizovano na zafizeni Buchi-Mini Spray
Dryer B-290 (Flawil, Svycarsko). Atomizace byla nastavena na 100 % a pritok dusiku byl

40 m>-hod! (Cistota dusiku 99,5 %). Davkovani materialu peristaltickou pumpou odpovidalo

800 ml-hod!. Teplota nésttiku byla 85 °C. Za uvedenych podminek byla vystupni teplota ze

55



Experimentalni cast

susici komory tésné pied vstupem do cyklonu 54 °C. Vysledny odsprejovany material byl
nasledné suSen po dobu 5 dni ve vakuové susarné€ pti 40 °C a tlaku 20000 Pa. Vysusen byl jiz
po 24 hodinach a poté se obsah rozpoustédel ménil jen nepatrné. Sprejoveé suseny material
pied dosusenim ve vakuové susarn¢ je oznacovan jako SD A, a sprejové suseny material po

dosuseni je oznacovan jako SD B.

2.2.2. Zrychlené stabilitni testy

Zrychlené stabilitni testy byly provedeny u extrudovaného enzalutamidu HME A2
(pfiprava extruzi se samovolnym chlazenim na teplotu okoli) a HME B2 (pfiprava extruzi
s chlazenim kapalnym dusikem). Pfiblizné 250 mg amorfni API bylo vystaveno jedné
kombinaci podminek (teplota a vlhkost) v otevienych sklenénych vialkach se Sirokym dnem.

Podminky zatéZzového testu byly nasledujici:

. 40 °C/11 % RH po dobu 14, 30 dni
. 40 °C/75 % RH po dobu 14, 30 dni
. 60 °C/11 % RH po dobu 7, 14 dni
. 60 °C/75 % RH po dobu 7, 14 dni

Niz8i relativni vlhkost, tj. 11 % RH byla realizovana prostfednictvim piesyceného
roztoku LiCl (hodnota RH byla ovéfena vlhkomérem vlozenym do eksikatorti). Tento roztok
byl umistén do exsikatoru, kde byly nasledné vlozeny vzorky. Relativni vlhkost 75 % byla

zprostfedkovand vlhkostnimi komorami s moznosti pfednastavené vlhkosti.

2.2.3. Dlouhodobé¢ stabilitni testy

Dlouhodobé stabilitni testy byly provedeny u extrudovaného enzalutamidu HME A2
(samovolné chlazeni na teplotu okoli) a HME B2 (chlazeni kapalnym dusikem). Pfiblizné
400 mg amorfni API zabalené v konkrétnim obalovém materidlu (popséno nize) bylo
vystaveno jedné kombinaci podminek (teplota a vlhkost). Vzorky byly uloZeny v komorach

s kontrolovanou vlhkosti i teplotou, pficemz podminky zatézového testu byly nasledujici:

. 25 °C/60 %RH ve dvou polyethylenovych saccich (oznacovano jako PE-PE) po dobu
1, 3, 6 mésict

. 25°C/60 %RH v polyethylenovém sacku, jenz byl nésledné zataven v hlinikovém
obalu (oznacovano jako Al-PE-Al) po dobu 1, 3, 6 mésict

. 40 °C/75 %RH ve dvou polyethylenovych saécich (oznacovano jako PE-PE) po dobu

1, 3, 6 mésict
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. 40 °C/75 %RH v polyethylenovém sacku, jenz byl nasledné zataven v hlinikovém

obalu (oznacovano jako Al-PE-Al) po dobu 1, 3, 6 mésici

2.2.4. Stabilita amorfniho materialu v pribé&hu starnuti

Starnuti materidlu byla pomocna studie zalozena zejména na diferen¢ni skenovaci
kalorimetrii. Tato studie byla aplikovéana na sprejove suseny enzalutamid, kdy bylo zkouméno
krystaliza¢ni chovani nedosuSené¢ho a dosuseného vzorku skladované¢ho v 5 °C (lednice).
Vzorky byly skladovany ve sklenénych vialkach obalenych Parafilmem® (Sigma-Aldrich,
USA). Vzorky nedosusené¢ho (SD A) a dosuseného enzalutamidu (SD B) se liSily obsahem
zbytkovych rozpoustédel (voda, org. rozpoustédlo), které v nich zbyly po sprejovém suseni.

DSC sken byl méfen po uplynuti ur¢itého casového intervalu (napf. 0, 7, 16, 42 a 124 dni).

2.2.5. Diferencni skenovaci kalorimetrie (DSC)

Krystalizacni chovéani amorfnich latek ¢i stresovanych materidli bylo studovano
teplotné-vodivostnim diferenénim skenovacim kalorimetrem DSC Q2000 (TA Instruments,
USA) se zabudovanym chladicim zatizenim. Pfistroj byl kalibrovan pouZitim standardf india
a zinku. DSC méfici celou prochézel dusik (Cistota 99,999 %) konstantni rychlosti 30
ml-min~!, jehoZ i¢elem bylo zajistit konstantni teplotni gradient v méfici cele. Méfené vzorky
(kolem 1-2 mg) byly hermeticky uzavieny v DSC ,low-mass“ T-Zero aluminiovych
kelimcich. Zakladnim teplotnim programem byl ohfev riznymi rychlostmi ohtevu (tj. 0,5; 1;
2;5; 10 a 20 °C-min~") v rozmezi teplot zasahujicich minimaln& 50 °C pod skelny prechod a

10 °C nad teplotu tani enzalutamidu.

2.2.6. Modulovana diferen¢ni skenovaci kalorimetrie

Modulace rychlosti ohfevu byla vyuzita k méfeni vybranych vzorkd za G¢elem ovéteni
identity zkoumanych efekti. K méfeni byl pouZzit diferenéni skenovaci kalorimetr
DISCOVERY DSC1-0125 (TA Instruments, USA). Line4rni rychlost 5 °C'min~! byla
modulovana sinusoidou odpovidajici amplitudé 0,8 °C a period¢ 60 sekund. Méfené vzorky
(2-5 mg) byly hermeticky uzavieny a méfeny v rozmezi teplot 0-300 °C. DSC celou protékal
dusik (&istota 99,999 %) konstantni rychlosti 50 ml-min~!.

2.2.7. Opticka mikroskopie
Snimky z optického mikroskopu byly potfizeny na mikroskopu Olympus BXS51
(Olympus, USA) s kamerou DP72.
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2.2.8. Skenovaci elektronova mikroskopie (SEM)

Snimky materiald byly pofizeny skenovacim elektronovym  mikroskopem
Tescan Lyra 3 (Tescan, Ceska republika). Vzorky byly pfed méfenim pokryty vrstvou uhliku
o velikosti 18 nm. Snimky byly pofizeny pii urychlovacim napéti 5 kV a velikosti strany

snimaného pole 5, 20 a 100 pm.

2.2.9. Termogravimetricka analyza (TGA)

Termogravimetrickd analyza byla pouzita zejména ke stanoveni zbytkového mnozstvi
rozpoustédla ¢i vody ve vzorcich po sprejovém suSeni. TGA kiivky byly pofizeny pouzitim
pfistroje Perkin-Elmer TGA 4000 (100-240 V/50-60 Hz). Vzorky (15-20 mg) byly zahtivany

1

v keramickych kelimeich rychlosti 10 °C-min~" v teplotnim intervalu 15-300 °C. Méfeni bylo

realizovano za inertni atmosféry, tj. konstantniho pritoku dusiku.

2.2.10. Praskova rentgenova difrakce (XRPD)

Zaznamy z praskové rentgenové difrakce byly pofizeny na zafizeni PANalytical
X°’PERT PRO MPD X-ray difraktometr (Malvern PANalytical, Velk4 Britanie) se zdrojem
rentgenového zaieni CuKo (A = 1,542 A), excitaénim napétim 45 kV a anodickym proudem
40 mA. Méfeni bylo provedeno v rozsahu 2-40° 28 s krokem 0,02° 20, ktery trval 200
sekund. Soucasti primarni optiky byly programovatelné divergen¢ni clonky s ozafenou
plochou 10 mm?, Sollerovy clonky 0,02 rad a protirozptylové clonka Y4°. Byl pouzit detektor
X'Celerator s aktivni délkou 2,122° a sekundarni optikou se Sollerovymi clonkami 0,02 rad a
protirozptylovou clonkou 5,0 mm. Mé&feni probihalo na plochém praskovém vzorku

umisténém na Si desticCce.

2.2.11. Pevnofazova nuklearni magnetické rezonance (ss-NMR)
NMR spektra v pevné fazi byla zmétena na zatizeni Bruker Avance III 400WB (Bruker,
Némecko). Vzorky byly umistény do rotoru o velikosti 2,5 mm, rychlost otd¢eni béhem

méfeni byla 30 kHz. Byla mé&fena '°F spektra.

2.2.12. Infradervena spektroskopie (IC)
Vzorky byly méfeny spektrometrem Nicolet 6700 (Thermo Scientific, USA) s ZnSe
ATR krystalem. Rozsah méfeni byl 4000—-600 cm™' pii poctu skenti 64 s rozlienim 2 cm™.

Vysledné spektrum je primérem nejméné tii mefeni.
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2.2.13. Ramanova spektroskopie
Vzorky byly méfeny na spektrometru RFS 100/S (Bruker, Némecko) s laserem
Nd-YAG s excitaéni délkoul064 nm. Kazdé méfeni bylo provedeno s rozlienim 2 cm™

a 64 skeny.

2.2.14. Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Kapalinova chromatografie byla pouzita ke stanoveni Cistoty pfipravenych a
stresovanych materialti. Méfeni bylo provedeno u vybranych vzorkt s cilem ovéfit €1 vyvratit
mozny rozklad béhem stabilitnich studii. Stanoveni Cistoty vzorku na zakladé HPLC dat se
provadi metodou vnitini normalizace (27). Vnitini normalizace je zalozena na znalosti ploch
jednotlivych eluénich pika charakterizovanych retenénimi ¢i relativnimi retencnimi Casy.
Procentudlni zastoupeni Cisté nerozlozené latky se vypocitd dle vztahu (27), jako pomér

plochy piku cisté latky a celkové plochy vSech pikii.

% (gisté latky) = “EE=2 (26)

celk

kde Arrr=1 je plocha piku pfisluSejiciho Cisté latce, Acen je celkova plocha vsech pikd,

vcetné Cisté latky, nachazejicich se v chromatogramu a nepatticich k Sumu.

2.2.14.1. Metoda HPLC pro stanoveni Cistoty enzalutamidu

HPLC méfteni bylo provedeno na Gradient HPLC systému Agilent 1200 Series (Agilent,
USA). Priistroj byl vybaven Ctyfmi bindrnimi gradientnimi pumpami INFINITY bin pump
DE92900430 se zabudovanou odplynovaci jednotkou, komorou s termostatem na
chromatografické kolony TCC DE93000484, detektorem INFINITY DAD EE93000416,
automatickym podavacem vzorki INFINITY SAMPLER DE930000398 s termostatem
FC/ALS Therm DE84969629. VSechny soucasti jsou od firmy Agilent (USA).

Vzorky byly rozpustény ve smeési acetonitrilu a vody (1:1), pficemz pozadovana
koncentrace byla piiblizné 0,8 mgml?. U&nné separace bylo dosazeno pomoci
chromatografické kolony Kinetex Phenyl-Hexyl (100 x 2,1 mm, 2,6 um, Phenomenex, USA)
a binarni mobilni faze s gradientovou eluci: 0 min — 10 % B, 3,0 min - 60 % B, 10,0 min — 90
% B, 12,0 min — 90 % B, 12,5 min — 10 % B, 14,0 min — 10 % B. Zbytek mobilni faze byl
tvofen rozpoustédlem A. Jako rozpoustédlo A byl oznacen 10mM roztok acetatu amonného o
pH 4,2. Rozpoustédlem B byl methanol. Priitok mobilni fize byl 0,3 ml-min~!, pfi¢emZ objem
nastfiku vzorku byl 0,3 pL. Teplota chromatografické kolony byla udrzovana na 50 °C a
teplota vzorkii na 20 °C. Detekce byla provadéna spektrofotometricky pfi 270 nm.
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2.3. Metody pouzité pii studiu disolu¢ni kinetiky amorfni a krystalické API

V této kapitole je popsano disolucni testovani amorfniho a krystalického enzalutamidu
slisovaného do formy disku (prava disoluce), v praskové form¢, ve formé granulatu a
tablety.V této kapitole jsou pifedstaveny rizné disoluéni metody, které byly pouzity

k porovnani disolu¢niho chovani amorfniho a krystalického enzalutamidu.

2.3.1. API testovana v této studii
Zkoumanymi vzorky byl krystalicky enzalutamid formy R1 a amorfni enzalutamid
pfipraveny extruzi s pomalym chlazenim (viz kapitola 2.2.1.1, chlazeni na teplotu vzduchu).

Tyto materidly byly pfesitovany a byla pouzita frakce s velikosti ¢astic niz§i nez 250 pm.

2.3.2. Ptiprava granulatu

Za ucelem objasnéni mechanismu rozpousténi amorfni API a vlivu polymeru na
udrzitelnost pfesyceného stavu byl pfipraven ,,granulat” slozeny z API, polymeru (HPMC
ASMF) a 2 hm. % rozvolnovadla (kroskarmeléza sodnd). Formulace byly pfipraveny
s pouzitim amorfniho enzalutamidu (F1-F5) pfipraveného extruzi (HME) a krystalického
enzalutamidu (F6-F10) formy R1. SloZeni jednotlivych formulaci je uvedeno v Tabulce 5.
Jednotlivé komponenty byly navazeny, michany na Turbule® (Glen Mills Inc., USA) po dobu
10 minut rychlosti 49 min~! a stla¢eny lisovaci silou 5 kN na ru¢nim lisu Trystom (Olomouc).
Takto pfipravené tablety byly jemné rozetfeny a vystaveny disolu¢nimu testu (pH 6.8

fosfatovy pufr bez surfaktantu, padelkova metoda, 37+0.5 °C, 100 min~!).

Tabulka 5. SloZeni granulati (v mg)

pomeér amorfni krystalicky HPMC AS kroskarmeloza
formulace  enzalutamid:HPMC enzalutamid enzalutamid MF sodna et
AS MF (mg) (mg) (mg) mg "
F1 1:2 40 - 80 2,45 122,5
F2 1:3 40 - 120 3,27 163,3
F3 1:4 40 - 160 4,08 204,1
F4 1:5 40 - 200 4,9 2449
F5 1:6 40 - 240 5,7 285,7
F6 1:2 - 40 80 2,45 122,5
F7 1:3 - 40 120 3,27 163,3
F8 1:4 - 40 160 4,08 204,1
F9 1:5 - 40 200 4,9 2449
F10 1:6 - 40 240 5,7 285,7
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2.3.3. Ptiprava tablet

Tablety byly ptipraveny dle sloZzeni uvedeného v Tabulce 6. VSechny komponenty byly
michany na Turbule® (Glen Mills Inc., USA) rychlosti otaéek 49 min~! po dobu 10 minut.
Ptipravena tabletovina byla slisovana rdzem pomoci ru¢niho lisu Trystom (Olomouc) lisovaci
silou 5 kN. Byly piipraveny dva druhy tablet stejného slozeni. V prvnim piipadé byly pouzity
polymery s velikosti ¢astic deklarovanou vyrobcem. V druhém piipad¢ byly polymery predem
slisovany lisovaci silou 10 kN a poté nastrouhdny s pouzitim sita o velikosti ok 500 um.

Tento laboratorni proces simuloval suchou granulaci.

Tabulka 6. SloZeni tablet (v mg) pfipravenych s pouzitim granulované a negranulované HPMC AS MF.

krystalicky HPMC AS MF
amorfni HPMC AS MF
) enzalutamid (dodana Shin- kroskarmeloza
formulace  enzalutamid (granulovana)
(polymorfni forma  Etsu AQOAR®) sodna
(HME)
R1)
F11 40 - 240 - 5,7
F12 - 40 240 - 5,7
F13 40 - - 240 5,7
F14 - 40 - 240 5,7

2.3.4. Ptiprava disolu¢niho média

2.3.4.1. Ptiprava fosfatového pufru s pridavkem SLS (0,2 %)

Bylo navaZzeno pfiblizné 0,9g NaOH (pecky), 7,8 g NaH:PO42H,O a 2g
dodecylsulfatu sodného (SLS) a rozpusténo v 1 litru destilované vody. Hodnota pH byla
upravena na hodnotu 6.8 — 6.84 pomoci konc. H3POs.

2.34.2. Ptiprava fosfatového pufru s prfidavkem TWEEN®20 (0,005 %)

Bylo navéazeno pfiblizné¢ 0,9 g NaOH (pecky), 7,8 g NaH;PO4-2H>O a 0,06 g
TWEEN® 20 a rozpusténo v 1 litru destilované vody. Hodnota pH byla upravena pomoci
konc. H3POs.

2.3.4.3. Ptiprava kalibra¢niho roztoku pro metodu UV-VIS u pravé disoluce

Ke kalibraci byl pouzit 12,92 mM roztok enzalutamidu v dimethylsulfoxidu p.a. Bylo
navazeno 120,01 mg enzalutamidu, pifevedeno do 20ml odmérné banky, rozpusténo
v uvedeném rozpoustédle a doplnéno po rysku. Tento zasobni roztok byl pfidan ve tiech 20ul
ptidavcich do 40 ml 72,4 mM fosfatového pufru s 0,2 w/V % SLS. Po kazdém ptidavku byl

roztok po dobu 10 sekund promichavan, poté byla zméfena absorbance a byl pfidan dalsi dil
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zasobniho roztoku enzalutamidu (120 mg v 20 ml dimethylsulfoxidu). Na zdklad¢ této
kalibra¢ni fady byl softwarem vypocten moldrni absorpéni koeficient, jenz byl nasledné

pouzit k vypoctu koncentrace uvolnéného mnozstvi enzalutamidu béhem pravé disoluce.

2.3.4.4. Ptiprava kalibrac¢nich roztokl pro metodu UV-VIS u disoluce API v praskové

formé

Byly pfipraveny kalibra¢ni roztoky odpovidajici rozpusténi 100 %, 75 %, 50 %, 32,5 %,
20 % a 2 % ze 40mg davky enzalutamidu v 900 ml disolu¢niho média. Nejdiive byly
piipraveny zasobni roztoky enzalutamidu v acetonitrilu, tj. 446 mg-1-' a 168,3 mg-1-!. Tyto
roztoky byly 10x a 20x nafedény disolu¢nim médiem. Vysledkem byly roztoky o koncentraci
44,6 (100 % davky); 33,66 (75 % davky); 22,3 (50 % davky) a 16,83 mg-1"! (32,5 % davky).
Za ucelem pokryti potiebného rozsahu absorbanci byly pfipraveny dal§i dva roztoky ze

zasobniho roztoku se 446 mg-1-! acetonitrilu, a to zfedénim 50x a 500x. Vysledné roztoky
obsahovaly 8,92 mg-I"! (20 % davky) a 0,0892 mg-I"! (2 % davky). Pfipravené kalibra¢ni

roztoky byly promé&feny ttikrat na UV-VIS pfi vinové délce 270 nm.

2.3.5. Prava disoluce (Apparent intrinsic dissolution)

Rychlost rozpousténi amorfni a krystalické u¢inné latky byla sledovana prostfednictvim
pravé disoluce. Praskovy materidl byl lisovan silou 110 N po dobu 2 minut do formy disku
o priméru 8 mm. Cilem bylo vytvofit dokonale hladky povrch bez jakéhokoliv naruSeni.
Rozpousténi bylo provddéno z presné definované plochy disku (50,24 mm?). Na opacnou
stranu disku bylo umisténo tésnéni, jez zajistilo rozpousténi pouze z jedné strany. Z kazdého
vzorku byly pfipraveny 3 disky. Takto pfipravené vzorky byly testovany na disolu¢nim
pfistroji/automatickém titratoru Sirius typ in Form v.¢. 1501013 (Sirius Analytical
Instruments Ltd., Velkd Britdnie). Hmotnosti jednotlivych diskii ucinné latky spolu
s pfesnymi lisovacimi tlaky jsou uvedeny v Tabulce 7. Disolu¢nim médiem byl 72,4 mM
fosfatovy pufr o pH = 6,8 s 0,2 w/V % SLS o objemu 40 ml. Teplota disolu¢niho média byla
37+0,5 °C. Disoluéni experiment byly proveden pii rotaci michadla rychlosti
100 otadek-min~!, p¥i¢emz doba trvani experimentu byla 40 minut. Detekce G¢inné latky byla
realizovana online UV-VIS sondou pifi 270 nm v 30-ti sekundovém intervalu. K sestrojeni
kalibraéni ktivky byl pouzit 12,920 mM zdsobni roztok enzalutamidu v DMSO
(dimethylsulfoxid). Tento roztok byl davkovan ve ctyfech 20ul ptidavcich do disolu¢niho

média, kdy po kazdém piidavku byla zaznamendna jeho koncentrace.
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Tabulka 7. Hmotnosti vzorki a podminky lisovani vzorkl do formy disku s pouzitim ru¢niho lisu.

forma vzorku pokus navazka API (mg) lisovaci tlak (N) doba lisovani (min)
1 119,85 110,4 2
Krystalicka forma R1 2 103,41 110,2 2
3 96,58 110,5 2
1 89,23 110,4 2
Amorfni forma, HME 2 93,33 110,4 2
3 95,91 110,7 2

2.3.6. Disoluce API v praskové formé

Rychlost rozpousténi praskové amorfni a krystalick¢é API byla sledovéana na disolu¢nim
pfistroji DS-11 SOTAX (SOTAX Pharmaceutical Testing s.r.o., Ceska republika) s online
UV-VIS detekci na piistroji SPECORD® 200 Plus (Analytik Jena GmbH, Némecko).
Ptiblizné¢ 40 mg API bylo dispergovano v 900 ml 72,4mM fosfatového pufru o pH 6,8
$0,005w/V % surfaktantu TWEEN® 20. Pfesné navazky API jsou uvedeny
v Tabulkach 8 a 9. Byla pouzita padelkova metoda (USP II) s rychlosti otaéek 50 a 100 min™!
po dobu 45 minut a poté bylo aplikovano vymichani API, tj. 150 min~' po dobu 15 minut.
Detekce API byla provedena pfi vinové délce 270 nm, kdy byla absorbance API méfena proti
fosfatovému pufru o pH 6.8. Byly provedeny dva experimenty, ddle oznafovany jako
disolu¢ni metoda 1 a disoluéni metoda 2, liSici se rychlosti ota¢ek michadla a velikosti
optické drahy kyvet pouzitych k UV-VIS detekci. V piipadé disolu¢ni metody 1 byla pouzita
rychlost otacek 50 min~! a detekce byla provedena v kiemennych kyvetach s velikosti optické
drahy 5 mm. Disolu¢ni metoda 2 byla provedena s rychlosti ota¢ek 100 min~!, kdy byla
citlivost detekce zvySena pouzitim kiemennych kyvet s vétsi optickou dréhou, tj. 10 mm.
Absorbance byla métena po 2, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 45, 50 a 60 minutdch disolu¢niho
experimentu.

Tabulka 8. Pfesné navazky vzorku pii aplikaci disolu¢ni metody 1 (50 min~' po dobu 45 minut, 150 min™!

po dobu 15 minut)

Forma vzorku Pokus Navazka praskové API (mg)

1 40,08
40,06
40,06
40,04
40,02
40,02

Krystalicka forma R1

Amorfni forma, HME

W N = W N
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Tabulka 9. Piesné navazky vzorku pii aplikaci disoluéni metody 2 (100 min~! po dobu 45 minut, 150 min™'

po dobu 15 minut)

Forma vzorku Pokus Navazka praskové API (mg)
1 40,04
Krystalicka forma R1 2 40,06
3 40,04
1 39,97
Amorfni forma, HME 2 40,04
3 39,83

2.3.7. Klasicka disoluce

Rychlost uvoliiovani API z granulatu ¢i tablety byla sledovana na disolu¢nim pfistroji
DS-11 SOTAX (SOTAX Pharmaceutical Testing s.r.0., Ceska republika) s online UV-VIS
detekci na piistroji SPECORD® 200 Plus (Analytik Jena GmbH, Némecko). Binarni
matricové tablety obsahovaly pfiblizn€ 40 mg enzalutamidu. Pfesné sloZzeni granulatt a tablet
je uvedeno v Tabulkach 5 a 6. Disoluce byla provedena v 900 ml 72,4 mM fosfatového pufru
o pH 6,8 bez pouziti surfaktantu. Byla pouzita padelkova metoda (USP IIL.) s rychlosti
100 min~!. Doba trvani disolu¢niho experimentu byla maximaln& 220 minut, kdy byly odbéry
realizovany lkrat po 2 minutach, lkrat po 3 minutach, 31krat po 5 minutach a 6krat po
10 minutach. Detekce API byla provedena pii 270 nm s pouzitim kiemennych kyvet

s optickou drahou 10 mm.

2.3.8. SEM

Snimky ze skenovaciho elektronového mikroskopu byly pofizeny skenovacim
elektronovym mikroskopem Tescan MiraTC (Tescan, Ceska republika). Material byl
rozprostten na karbonové pasce a pokryt uhlikem (tloustka pokryti nebyla méfena).

Urychlovaci napéti bylo 7 kV a velikost strany zobrazeného pole byla 1,08 mm.

2.3.9. Infrafervena spektroskopie
Vzorky byly méteny spektrometrem Nicolet 6700 (Thermo Scientific, USA) s ZnSe
ATR krystalem. Rozsah méfeni byl 4000-600 cm™ pii poctu skenii 64 s rozlisenim 2 cm™.

Vysledné spektrum je primérem nejméné tii méfeni.

2.3.10. Ramanova spektroskopie
Vzorky byly méfeny na spektrometru RFS 100/S (Bruker, Némecko) s laserem Nd-
YAG s excitaéni délkoul064 nm. Kazdé meéfeni bylo provedeno s rozlienim 2 cm™' a 64

skeny.
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2.3.11. Praskova rentgenova difrakce

Zaznamy z praSkové rentgenové difrakce byly pofizeny na zafizeni PANalytical
X’PERT PRO MPD X-ray difraktometr (Malvern PANalytical, Velka Britanie) se zdrojem
rentgenového zafeni CuKo (A = 1,542 A), excitaénim nap&tim 45 kV a anodickym proudem
40 mA. Méfeni bylo provedeno v rozsahu 2-40°20 s krokem 0,02°26, ktery trval
200 sekund. Soucasti primarni optiky byly programovatelné divergen¢ni clonky s ozafenou
plochou 10 mm?, Sollerovy clonky 0,02 rad a protirozptylové clonka '4°. Byl pouzit detektor
X'Celerator s aktivni délkou 2,122° a sekundarni optikou se Sollerovymi clonkami 0,02 rad a
protirozptylovou clonkou 5,0 mm. Mé¢éfeni probihalo na plochém praskovém vzorku

umisténém na Si desti¢ce.

2.3.12. Diferen¢ni skenovaci kalorimetrie

K potvrzeni fyzikalni formy vzorkl ptfed a po disoluci byl pouZit teplotné-vodivostni
diferen¢ni skenovaci kalorimetr DISCOVERY DSC1-0125 (TA Instruments, USA) se
zabudovanym chladicim zafizenim. DSC méfici celou prochazel dusik (Cistota 99,999 %)
konstantni rychlosti 50 ml-min~!, jehoZ Gicelem je zajistit konstantni teplotni gradient teploty.
Me¢tené vzorky (kolem 2-5 mg) byly hermeticky uzavieny v DSC T-Zero aluminiovych
kelimcich. Vzorky byly méfeny klasicky, tj. linearni rychlosti ohfevu (5 a 10 °C-min™"), ale i

-1

modulovang (5 °C-min—", A=0,8 °C, f = 60 s). Vzorky byly méfeny v teplotnim intervalu

0-250 °C.
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3. VYSLEDKY A DISKUSE

V této kapitole jsou uvedeny a diskutovany vysledky spojené s dvéma hlavnimi tématy
této disertacni prace. Prvni podkapitola je vénovana vztahu mezi pfipravou a stabilitou
amorfniho enzalutamidu. Testované a diskutované zptisoby ptipravy zahrnuji pfipravu v DSC,
piipravu na vakuové odparce, pfipravu extruzi a pfipravu sprejovym susenim. Zpusoby
pfipravy jsou primdrné diskutovany sohledem na kinetiku krystalizacniho procesu
studovanou na DSC datech cerstvé pfipravenych vzorkll enzalutamidu. Dale jsou zde
prezentovana kineticka data vzorkl enzalutamidu vystavenych kratkodobym a dlouhodobym
stabilitnim testiim — zde je hlavnim aspektem studie obalovych materilii a jejich zhodnoceni
vzhledem kudrzeni nizké urovné vlhkosti. Jednotlivé aspekty skladovani amorfniho
enzalutamidu, teplota a vlhkost, jsou zde diskutovany spolu s vlivem zpisobu piipravy;
rovnéz je zde doporucen optimalni zplisob zpracovani a nakladéani s touto APL

Druha podkapitola je vénovana srovnani disolu¢nich charakteristik krystalického a
amorfniho enzalutamidu. Je zde prokéazan rozdil v rozpustnosti amorfni a krystalické faze a
diskutovan vliv precipitace krystalické faze podpotené ptitomnosti disoluéniho média. Jako
feSeni je zde ptedstaven ptidavek vhodného excipientu, konkrétné dobie rozpustného
polymeru, za ucelem udrzeni piesycen¢ho stavu pivodné amorfniho enzalutamidu. Dale je
zde diskutovan navrh nejvhodnéjsi Iékové formy pro amorfni enzalutamid, a to jak z pohledu

technologického tak z pohledu fyzikaln¢-chemického.
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3.1. Pevnofazova stabilita amorfniho enzalutamidu

V této kapitole je diskutovano chovani amorfniho enzalutamidu v pevné fazi. Kapitoly
3.1.1-3.1.5 se zabyvaji amorfnimi formami enzalutamidu pfipravenymi v DSC, na vakuové
odparce, extruzi a sprejovym susenim. Kapitoly 3.1.6 a 3.1.7 shrnuji zavéry z publikovanych
¢lankd zabyvajicich se kinetikou krystalizace amorfniho enzalutamidu. Kapitola 3.1.8 se
zabyva kinetikou krystalizace materiald, které byly vystaveny kratkodobym a dlouhodobym
stabilitnim testiim. Kapitola 3.1.9 uvadi vysledky stabilitnich testd amorfniho enzalutamidu

pripraven¢ho extruzi.

3.1.1. Ptiprava amorfniho enzalutamidu pomoci DSC

Schopnost sklotvornosti enzalutamidu byla ovéfena diferencni skenovaci kalorimetrii.
Enzalutamid patii do III. tfidy dle GFA, coz dokazuje DSC kiivka uvedend na Obrazku 8.
Obrazek 8 zobrazuje DSC kiivku obdrzenou na zakladé¢ metodiky pouzivané ke klasifikaci
1é¢iv dle GFA, tj. ohfev/chlazeni/ohtfev. Uvedena kiivka potvrzuje schopnost enzalutamidu
tvoftit sklo, zaroven je zde ukazéano, Ze nekrystalizuje ani pfi ohfevu amorfni faze, ¢imz by se
mohlo zdat, Ze je velmi stabilni. Obrazek 9 vSak popird tento zdanlivy fakt. Obrazek 9A
zobrazuje materidl pfipraveny v DSC, ktery nebyl mechanicky narusen, naproti tomu
Obrazek 9B zobrazuje amorfni material, ktery byl okamzité¢ po pfipravé rozetfen v achatové
misce. Znamena to tedy, Zze amorfni enzalutamid je velmi stabilni, pokud neni mechanicky
naruSen. Pokud vSak amorfni material pfipraveny v DSC rozetfeme v achatové misce, pak
mechanicky vygenerujeme krystaliza¢ni centra. Toto se projevi béhem méteni DSC, kdy

dojde ke krystalizaci reprezentované exotermnim efektem.

exo ?

chlazeni
e s

2. ohfev

—_—

] 0,001
1. ohiev \

Tepelny tok(W/g)

T T T T T T[T T [T T[T T [T T [T T[T T T r T[T orT

25 50 75 100 125 150 175 200 225 250
Teplota (°C)
Obrazek 8. Ptiprava amorfniho enzalutamidu v DSC. Pivodné krystalicky enzalutamid byl zahfivan rychlosti

30 °C-min"! pies teplotu tani, poté chlazen rychlosti 30 °C-min™! a znovu zahtivan rychlosti 30 °C °C-min™.
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>

Tepelny tok {W/g)

40 60 80 ’IE)O 1é0 1;10 1E|30 1E|}0 200 220
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exo T
L L B L L B NLNLL N L B LR LR
40 60 80 100 120 140 160 180 200 220

Teplota (°C)
Obrazek 9. DSC kiivky amorfniho enzalutamidu: A. amorfni enzalutamid pfipraveny v DSC, tedy bez
jakéhokoliv mechanického opracovani; B. amorfni enzalutamid pfipraveny v DSC, ktery byl po pfipravé

rozetien v achatové misce.

Pfi méfeni rozetieného materidlu byly pouzity rizné rychlosti ohfevu. Vysledné DSC
kiivky jsou zobrazeny v Obrazku 10. U nizSich rychlosti ohfevu je krystaliza¢ni pik
jednoduchy a s rychlosti ohfevu se jeho sloZitost zvySuje (pravdépodobné vice krystaliza¢nich
procestl). Obrazek 11 zobrazuje hodnoty vyhodnocenych parametrii ptfipravené amorfni
formy, tj. teploty skelného prechodu, onsetu teploty krystalizace, maxima teploty krystalizace
a entalpie krystalizace. Efekt krystalizace a teplota skelné transformace se se zvySujici
rychlosti ohfevu posouva k vyS$im teplotdm. Nasledujici hodnoty jsou priaméry hodnot

stanovenych z DSC kiivek jednotlivych rychlosti ohfevu.
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Primérna teplota skelného prechodu tohoto materidlu je 86,2+3 J-g'!, onset teploty
krystalizace je 104,846 °C a maximum teploty krystalizace je 125,15 °C. Jak je vidét
z obrazku 11, praimérné hodnoty souvisejici s teplotou krystalizace nejsou vypovidajicim
parametrem pro porovnavani material, nebot’ teplota krystalizace prokazatelné zavisi na
rychlosti ohfevu. Pfesnéjsi je porovnavat hodnoty ziskané stejnou rychlosti ohfevu. V ptipad¢,
ze se v dané sadé parametrii ziskanych riznou rychlosti ohfevu nachazeji odlehlé body a
reprodukovatelnost dat je spise horsi, je spolehlivéjsi pracovat s primérem téchto hodnot. Co
se tyCe entalpie krystalizace tohoto materidlu, entalpie krystalizace stoupa se zvysujici se
rychlosti ohfevu v rozmezi 0,5az 5 °C-min’!, pfi dal$im zvySeni rychlosti ohievu se jeji
hodnota p#ili§ neméni. Priimérnd hodnota entalpie krystalizace toho materialu je 35,13 J-g.
Z vySe uvedeného (ptedevsim z Obr.10) vyplyva, ze v ptipadé krystalizace enzalutamidu se

jedné o vyrazné komplexni proces, jehoz kinetika zavisi na rychlosti ohfevu. Tento poznatek

bude zcela zasadni pro pozd¢jsi popis tohoto procesu a predikci jeho kinetiky.

Tepelny tok (W/qg)

80 90 100 110 120 130 140 150 160 170
T(°C)

Obrazek 10. DSC kiivky amorfniho enzalutamidu pfipraveného v DSC, ktery byl po pfipravé rozdrcen. DSC
kiivky byly ziskany nésledujicimi rychlostmi ohievu: 0,5; 1; 2; 3; 5; 7; 10; 15; 20 a 30 °C-min"".
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Obrazek 11. Termické charakteristiky amorfniho enzalutamidu pfipraveného v DSC, ktery byl po pfipraveé
rozdrcen. Hodnota entalpie krystalizace AH. (¢erné poloprazdné body), onsetu teploty krystalizace Tt onser (modré
proskrtnuté body), maxima teploty krystalizace T¢ma (Cervené plné body) a teploty skelného prechodu (zelené

prazdné body) v zavislosti na rychlosti ohtevu.

3.1.2. Pevnofazova forma enzalutamidu pfipravena na vakuové odparce

Amorfni enzalutamid byl pfipraven v malém mnozstvi na vakuové odparce pro potieby
screeningu. XRPD ani ss-NMR nebylo vtomto piipadé méteno. Materidl piipraveny na
odparce bude dale oznaovan jako TE. Chovani této formy bylo studovano pomoci diferencni
skenovaci kalorimetrie. Zarovenn jsou v této kapitole uvedeny SEM snimky materidlu po
piipravé (Obrazek 12) a po rekrystalizaci v DSC (Obrazek 15). Obrazek 12 zobrazuje
enzalutamid TE po pfipravé, rozdrceni a presitovani pies sito o velikosti ok 500 pm.
Enzalutamid TE je ve form¢ tenkych platkid (Obrazek 12A), které jsou na povrchu pokryty
tenkymi desti¢kami a jehlickami. Jak bude ukézano v dalSich kapitolach, zejména v kapitole
3.1.9.2, krystalizace enzalutamidu na povrchu je provazena pravé vznikem téchto
jehlicovitych a destickovych krystalti. Takze pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu
1ze urcit, ktery material je pln¢ amorfni a ktery obsahuje krystaly na povrchu jiZ po ptipravé.

Pritomnost krystali vtomto materidlu byla prokdzana pomoci DSC. Krystalinita
pfipraven¢ho materidlu byla vypoctena na zakladé rovnic (27) a (28) za predpokladu, ze
rozdil v tepelné kapacité mezi amorfni a krystalickou latkou je roven zméné tepelné kapacity

v oblasti skelného pfechodu. Zmeéna v tepelné kapacité v oblasti skelného prechodu Ac, byla
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stanovena u pln¢ amorfniho materidlu (HME A2 a HME B2, viz kapitola 3.1.3) na
0,4 J.g7'.°C!. Kvypottu mnozstvi krystalické faze byla pouzita entalpie tani plné
krystalického materialu, ktera odpovidd 74 J-g'!. Toto zjednoduseni pouzili také Hancock a
Parks pti vypoctu AGe-a (viz kapitola 1.3.1). Vypocet slouzici ke stanoveni mnozstvi krystal
v amorfni fazi je pouze orientacni a slouzi pouze k odhadu mnozstvi krystalické¢ faze.
Krystalinita bude dale oznaCovana jako stupen piemény «. Néasleduji rovnice (27) a (28)
slouzi pro vypocet 100%-ni entalpie krystalizace a mnozstvi krystalické faze v amorfnim

materialu:

AHC,lOO % — AHm,lOO % — Acp ) (Tm,max - Tc,max) (27)

kde AH. 000 je entalpie odpovidajici krystalizaci amorfniho materidlu ze 100 %,
AHy, 1002 odpovida entalpii tani plné krystalického materialu, Ac, je zména tepelné kapacity v
oblasti skelného pfechodu stanovend u pln¢ amorfniho materidlu, T, max je teplota tani

stanovend v maximu piku tani, 7¢me je teplota krystalizace stanovena v maximu piku

krystalizace.

AHm,i AHc,i

a (%) = ( ) 100 (28)

AMHm100%  AHe100%
kde AH,,: je entalpie tani méfeného materidlu, AHy 1002 je entalpie tani plné krystalického
materialu, AH.; je entalpie krystalizace méfené¢ho materidlu a AH, ;002 je entalpie krystalizace
odpovidajici krystalizaci amorfniho materidlu ze 100 %, pfi¢emZ je stanovena na zaklad¢
rovnice (27).

Primérnd (primér hodnot z DSC kiivek méfenych riznou rychlosti ohfevu) hodnota
entalpie krystalizace materialu TE byla 34,2+8,1 J.g'!, primérn4 hodnota onsetu krystalizace
byla 100,3£13,1 °C a primérnd hodnota maxima krystalizace byla 116,1+14,1 °C. Uz
z prumérnych hodnot a zejména z obrazku 14 je vidét, ze teplota krystalizace vyrazné zavisi
na rychlosti ohfevu. Hodnota krystalinity byla vypoctena dle rovnic (27) a (28) pro jednotlivé
rychlosti ohfevu a primér t€chto hodnot je 19,2+3,7 % krystalické faze. Pokud by byla
krystalinita vypoctena jen na zakladé¢ porovnani entalpie krystalizace pln¢ amorfniho
enzalutamidu a vzorku TE pro kazdou rychlost ohfevu, pak by hodnota krystalinity
(vypoctend jako primér krystalinit stanovenych pro kaZdou rychlost ohfevu zvlast) méla
odpovidat 34,4+5,6 %. Krystalinita byla stanovena na zaklad¢ hodnot ziskanych z DSC kiivek
(Obrazek 13) métenych nasledujicimi rychlostmi ohfevu: 0,5; 1; 2; 3; 5; 7; 10; 15; 20; 30;
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50 °C-min”'. Pfitomnost krystali v materidlu TE byla potvrzena rovnéz infradervenou a
Ramanovou spektroskopii, jejichz vysledky jsou uvedeny v kapitole 3.1.5. V piedchozi
kapitole byl studovan material pripraveny v DSC. Jeho entalpie krystalizace pii rychlosti
ohfevu 10 °C-min’! byla 36,4 J.g'!, onset krystalizace byl 107,9 °C a maximum krystalizace
125,4 °C. Uvedené hodnoty jsou velmi podobné materidlu pfipravenému na vakuové odparce
(DSC kiivka ziskana rychlosti ohfevu 10°C-min': entalpie krystalizace 38,3 J-g”!, onset
krystalizace 103,7 °C, maximum krystalizace 118,5 °C), z ¢ehoz plyne, Ze i tento material
obsahuje urcité mnozstvi krystalické faze. Krystalinita materidlu piipravené¢ho v DSC
s naslednym rozdrcenim v achatové misce odpovidd dle rovnice (27) a (28) 25,9+4,6 %,
pficemz tento primér odpovidd priiméru hodnot krystalinity stanovenych u jednotlivych
rychlosti ohfevu. Pokud je krystalinita vypoctena prostym porovnanim entalpie plné
amorfniho materidlu (material pfipraveny extruzi srychlym chlazenim, entalpie plné
amorfniho materialu odpovidd 51,9£8,9 J.g!) a vzorku piipraveného v DSC, pak vzorek
pripraveny v DSC obsahuje 24,2+7,8 % krystalické faze. I kdyz by se na prvni pohled mohlo
zdat, ze mnoZstvi krystalické fdze v materidlu ptfipraveném v DSC je nespravné, existuje
rozumné vysvétleni. Pfiprava materidlu v DSC byla provedena nésledujicim zplisobem:
20-22 mg polymorfni formy R1 bylo navazeno do DSC kelimku o vétSim objemu, nasledné
byl vzorek ohfivan rychlosti ohfevu 30 °C-min"' vrozmezi teplot 70-220 °C, poté byl

ochlazen stejnou rychlosti na teplotu 150 °C a znovu ohiat na 220 °C, nasledné byl vzorek
ochlazen stejnou rychlosti na 0 °C. Vétsi mnozstvi materidlu k ptiprave tj. 20 mg bylo pouzito
za Ucelem ziskani dostatecného mnozstvi vzorku k experimentiim riiznymi rychlostmi ohievu.
Takto ptipraveny materidl byl po vyjmuti z kelimku rozdrcen v achatové misce a pouzit
k experimentim. Jednim zvysvétleni velkého mnoZstvi krystalické faze v materidlu
piipraveném v DSC je, Ze vlivem vySSi navaZzky nedoSlo k uplnému roztaveni materialu.
Zpétnou analyzou DSC kiivky bylo potvrzeno, Ze pti prvnim cyklu ohfevu, bylo dosazeno
maxima tani, avSak ne endsetu tani. Pfi druhém ohtevu jiZ tani nebylo zaznamenano. Druhou
moznosti je, Ze v materidlu zlstalo residudlni mnoZstvi krystalické faze. Pti podrceni
v achatové misce doslo k nukleaci v amorfnim materidlu a vlivem pfitomnosti krystalickych
zarodkl doSlo béhem stani vzorku v DSC ke krystalizaci. Nicméné existence vice nez 20 %
krystalick¢ faze ve vzorku pfipraveném v DSC je velmi pravdépodobné zplisobena
nedokonalym pfetavenim krystalického materidlu pfi ptiprave.

S ohledem na stanoveni mnozstvi krystalické faze v amorfnim vzorku je nutné

diskutovat spolehlivost metody zalozené na rovnicich (27) a (28). Tato metoda byla pouzita
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namisto prostého podéleni entalpie krystalizace vzorku a entalpie plné amorfniho materialu.
Spolehlivost metody s ohledem na vSechny materialy bude diskutovana v kapitole 3.1.10.

Z primérnych hodnot uvedenych vyse je patrné, Ze dochazi ke znacnym odchylkam ve
vysledcich s pouzitim rizné rychlosti ohfevu. Rychlost ohfevu mé prokazatelné vliv na
kinetiku krystalizace, coz bude dolozeno v nasledujicich kapitolach. Pokud je potieba
posoudit dva amorfni materidly, je nutné porovndvat hodnoty ziskané¢ stejnou rychlosti
ohfevu. Na tomto misté¢ budou srovnany termické charakteristiky ziskané rychlosti ohfevu

5°C-min"!. Materidl TE za¢ind krystalizovat u 98,5 °C (onset krystalizace) s maximem
krystalizace u 114,4 °C a entalpii krystalizace 31,0 J-g'!. Na zaklad& vypo&tu (rovnice 27, 28)

bylo stanoveno, Ze materidl pravdépodobné obsahuje pfiblizné¢ 24,6 % krystalické faze.

1

Materidl piipraveny v DSC rychlosti chlazeni 30 °C-min~ s naslednym drcenim zacina

krystalizovat u 104,5 °C s maximem krystalizace u 128,9 °C s entalpii krystalizace 37,5 J.g".

Na zaklad¢ téchto hodnot bylo vypocteno, ze material obsahuje priblizné 18 % krystalické
faze. Z téchto hodnot opét vyplyva, ze material TE je vice zakrystalizovany, coz se odrazi
v posunu teploty krystalizace k niz§im teplotdm a ve sniZeni entalpie krystalizace. Jak bude
ukdzano v nasledujicich kapitolach, pln€ amorfni vzorek je moZné pfipravit extruzi ¢i
sprejovym suSenim, coz bude potvrzeno i dalSimi charakterizacnimi technikami. V tomto
odstavci bylo také ukdzano, ze v primérné vysledné hodnoté jsou zna¢né odchylky plynouci
z pouZiti riznych rychlosti ohfevu.

o 5 /W -gt%;;

e 1 ain ~ - v ¥
MIRAX, TESCANSEM HV: 7.00 kv WD: 9.728 mm MIRAWTESCAN
Viewfleld: 729.3um  Detl: BSE View fleld: 43.26 ym  Det: BSE /
SEM MAG: 297 x Date(m/dfy): 04/27/18 Zentiva Bl SEM MAG: 5.01 kx Date(m/dfy): 04/27/18 Zenlmau

Obrazek 12. SEM snimky pevnofazové formy enzalutamidu pfipravené na vakuové odparce:

A. snimek s velikosti métitka 200 pm, B. snimek s velikosti méfitka 10 pm.

Ptipraveny Enzalutamid TE byl vystaven nasledujicim podminkam: 25 °C 100 % RH a
40°C 75% RH po dobu 14 dni. Tyto materidly byly méfeny stejné¢ jako v piipadé
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pfipraveného materialu nasledujicimi rychlostmi ohfevu: 0,5; 1; 2; 3; 5; 7; 10; 15; 20; 30;
50 °C-min’!. Krystalinita amorfniho materidlu TE vystaveného 25 °C 100 % RH po dobu 14
dni byla stanovena na 27,3+5 % a u materidlu vystaveného 60 °C 75 % RH 14 dni na
29,948 %. Krystalizacni piky téchto materidlu ziskané nckolika rychlostmi ohievu jsou
zobrazeny na Obrazku 13. Z Obrazku 13 je patrné, ze dochazi k posunu krystalizacnich pikt
smérem k vySSim teplotdm s nariistajicim mnozstvim krystalické faze, coz znamena, ze je
kdy je povrch ¢&astic jiz zcela pokryt krystalickou fazi, zbyva pouze kompaktni amorfni objem
vzorku s minimem internich defekti a krystalizace postupuje pouze z rozhrani obou fazi
smérem dovnitt jednotlivych zrn. Zavislost 7t max, Tc,onset, AHe na rychlosti ohfevu pro vSechny
tyto materidly je zobrazena na Obrazku 14. I zde je vidét, Ze dochazi k posunu teploty
krystalizace smérem k vy$Sim teplotdm s vétSim podilem krystall ve vzorku a zaroven
dochdzi ke snizovani entalpie krystalizace. Vzhledem k velkému rozptylu stanoveni
krystalinity pomoci rovnic (27) a (28) je pravdépodobné nejspolehlivéj§im prostiedkem
interpretace téchto vysledkli pfimé srovnani dat z obrazk 13 a 14. Data pro nizsi rychlosti
ohfevu jsou obecné méné spolehlivé, nebot’ ke krystalizaci doch4dzi dominantné z energeticky
preferovanych krystaliza¢nich center a celkovy proces je tak zdanlivé prekryvem fady
nezavislych sub-procesii. Pii vyssich rychlostech ohfevu, cca. od 5 °C-min™! a vys se jiz, ale
diky nadbytku energie, krystalizace uskutecniuje v ramci celého povrchu a krystaliza¢ni piky
jsou tak vice reprezentativni a reprodukovatelné. Z téchto dat ziskanych pro vyssi rychlosti
ohfevu jasné vyplyva vySe zminény kontra-intuitivni pokles krystaliza¢ni rychlosti pro
enzalutamid s vy$§im obsahem krystalické faze zformované v disledku vystaveni vysoké
vlhkosti a teploté. Zaroven je ziejmé, Ze teplota hraje pro iniciaci krystalizace vyznamné;jsi
roli v porovnani s urovni vlhkosti. Pokud jde o krystaliza¢ni entalpii, hor$i reprodukovatelnost
procesu ma za nasledek spiSe nejasny zaver, lze se vSak pftiklonit spiSe ke snizujicim se
hodnotdm AH. se vzrlstajici teplotou. V kapitole 3.1.9.2 je prokdzano, Ze u enzalutamidu
dochazi ke krystalizaci na povrchu a z povrchu smérem dovnitt. Vzhledem k tomu, Ze je
materidl TE ve formé tenkych platkli, je zde krystalizace do hloubky materidlu znaéné
omezena, a muze dochazet k dalsi krystalizaci pouze na povrchu. Obrazek 15 zobrazuje
materidl TE, ktery byl zakrystalizovany v DSC. Z obrazku je vidét, Ze dochazi pouze k riistu

krystalii na povrchu.
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Obrazek 13. DSC kiivky enzalutamidu TE po piipravé (Cerné kiivky), vystavenému podminkam
25 °C 100 % RH po dobu 14 dni (modré kiivky), vystavenému podminkam 40 °C 75 % RH po dobu
14 dni. DSC kiivky byly ziskany rychlosti ohievu 0,5; 1; 2; 5; 10; 20 a 50 °C-min-'.
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Obrazek 14. Termické charakteristiky amorfniho enzalutamidu ptipraveného na vakuové odparce — material
TE. Hodnota entalpie krystalizace AH. (Cerné body), onsetu teploty krystalizace Tt onse: (modré body) a maxima
teploty krystalizace Tcmax (Cervené body) v zavislosti na rychlosti ohfevu. Plné body odpovidaji enzalutamidu
TE méfenému po ptipravé, poloprazdné body odpovidaji enzalutamidu TE vystavenému 25 °C 100 % RH po

dobu 14 dni, prazdné body odpovidaji enzalutamidu TE vystavenému 40 °C 75 % RH po dobu 14 dni.

- - .

SEM HV: 6,0 kV WD: 8.00 mm LYRAS TESCAN  SEM HV: 5.0 kV WD: 8.00 mm
View field: 6.07 um Det: SE View field: 20.0 um Det: SE
SEM MAG: 68.3 kx CEMNAT SEM MAG: 17.3 kx
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2
v

SEM HV: 5.0 kV WD: 8,01 mm 1 11 LYRA3 TESCAN  SEM HV: 5.0 kV WD: 8.00 mm TN | LYRA3 TESCAN|
View field: 20.0 ym Det: SE View field: 20.0 ym Det: SE §pm
SEM MAG: 17.3 kx GEMNAT SEM MAG: 17.3 kx CEMNAT

Obrazek 15. SEM snimky enzalutamidu TE zakrystalizovaného v DSC:
A. snimek s velikosti méfitka 1 pm, B. snimek s velikosti méfitka 5 um, C. snimek s velikosti méftitka 5 um,

D. snimek s velikosti méfitka 5 pm.
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3.1.3. Pevnofazova forma enzalutamidu pfipravena extruzi

Amorfni enzalutamid byl pfipraven extruzi krystalické formy R1 za pouziti rtizné
rychlosti chlazeni, tj. chlazenim na teplotu vzduchu (material bude oznacovan jako HME A) a
chlazenim na teplotu kapalného dusiku (material bude ozna¢ovan jako HME B). Prvni vétsi
Sarze (desitky grami) pfipravenych materidlt (HME Al, HME B1) byly pouzity ke
kinetickym vypoctim aplikovanym na jejich krystalizaci. Tyto Sarze byly rozsitovany na
jednotlivé frakce velikosti Castic, pro které byla na zéklad¢ vypoctl predikovana krystalizace.
Poté byl navrhnut vypocet, jakym zplsobem vypocitat predikci krystalizace vstupniho
materidlu (amorfni enzalutamid s velikosti ¢astic pod 500 um) u n¢hoz budeme znat
distribucni kiivku velikosti Castic. Toto téma je popsano v kapitole 3.1.7. Poté byla pfipravena
druhd vétsi Sarze (HME A2, HME B2) téchto materidll, kterd byla vystavena zrychlenym
(kratkodobym) a pfirozenym (dlouhodobym) stabilitnim testim (kapitola 3.1.9). Popis
kinetiky krystalizace nezatizenych materialdi HME A2 a HME B2 je uveden v kapitole 3.1.8.
U amorfnich latek je totiz dilezité predikovat krystalizaci aktudlni SarZe, nebot’ témét kazda
zména podminek pfipravy ma vliv na jejich stabilitu.

Vzorky vSech materidla (HME Al, HME A2, HME Bl1, HME B2) byly
charakterizovany hned po pfipravé. Dle praskové rentgenové difrakce byly pfipravené
materialy zcela amorfni. Difraktogramy téchto latek jsou uvedeny v Obrazku 16. Rovnéz byla
méfena '°F ss-NMR spektra viech piipravenych materidldi (viz Obrazek 17). Amorfni latky
maji v ss-NMR S$ir$i signaly, naproti tomu signaly krystalické formy jsou uZsi a ostré. Byl
sledovan signal CF; skupiny s chemickym posunem cca 60 ppm, ktery je nejintenzivnéjsi. Byl
porovnavan tvar piku vzorku s tvarem piku smési obsahujici 1 % krystalické faze. Bylo
potvrzeno, ze druhé Sarze materiali HME A, HME B (tedy HME A2, HME B2) jsou zcela
amorfni. AvSak co se ty€e prvnich Sarzi, HME A1 obsahoval pravdépodobné¢ méné nez 1 %
krystalické faze a HME B1 byl amorfni dle ss—NMR. V piipadé enzalutamidu je méfeni '°F
ss-NMR  citlivéjsi nez XRPD, je mozné takto identifikovat pfitomnost malého mnozstvi
krystalii v amorfni fazi. Tento poznatek byl stanoven experimentalné, jak bylo vyse uvedeno,
nebot’ v literatufe byl k hodnoceni amorfnosti enzalutamidu vyhradné pouZzivan rentgen, ktery
je v pripad¢ enzalutamidu nedostacujici ke stanoveni minoritniho mnozstvi krystalické faze
v amorfnim enzalutamidu. Obrazek 16 zobrazuje difraktogramy vSech materidld (HME Al,
HME A2, HME B1, HME B2) a na zakladé téchto vysledka jsou vSechny vzorky amorfni.
Ale, jak jiz bylo uvedeno, ss—NMR odhalilo méné nez 1 % krystalické faze v amorfnim

vzorku HME A1l (Obrazek 17). Samoziejmé¢ se jednd o vyssi citlivost ss—NMR a neni
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zaruceno, ze v pln¢ amorfnich vzorcich nejsou minoritni zarodky krystalické faze, které
neodhali ani tato technika. Rozdilnost v krystalinit¢ pfipravenych HME Al a HME A2
stanovend na zdkladé¢ ss—NMR mulze signalizovat to, Ze pomald rychlost chlazeni je
nedostatecna pro tvorbu amorfniho enzalutamidu a vysledek je proto nereprodukovatelny;
HME techniku lze tedy oznacit jako hrani¢ni vzhledem k jejim moznostem produkovat
amorfni materidl. V ptipad¢ druhé Sarze vSak byly piipraveny pln¢ amorfni materidly obéma
rychlostmi chlazeni, proto byly oba tyto materialy pouzity pro studium stability v amorfni fazi
(kapitola 3.1.8 a 3.1.9). K potvrzeni amorfnosti vzorka byly pouzity vzdy i dalsi techniky,
jejichz vysledky budou nasledovat.

Amorfnost obou vzorki byla ovéfena také infratervenou a Ramanovou spektroskopii. U
vSech materidlti pfipravenych extruzi (HME Al. HME A2, HME B1, HME B2) nebyla
identifikovana piitomnost krystalické faze. IC a Ramanova spektra jsou uvedena v kapitole

3.1.5.

U amorfnich 1é€iv dochazi primarné ke krystalizaci na povrchu, proto byla pouzita
skenovaci elektronova mikroskopie ke zmapovani struktury povrchu, piipadné fezi materialu
za ucelem odhaleni byt malého mnozstvi krystalické faze ¢i potvrzeni amorfnosti
zkoumanych materiali. Na Obrazcich 18 a 19 jsou zobrazeny snimky vySe zminénych
materiald. SEM snimky materiald HME A2, HME B2 byly méfeny ihned po ptipravé. SEM
snimky materiali HME A1, HME B1 byly méfeny az po 4 mésicich. Obrazek 18 zobrazuje
snimky plné amorfnich materiali HME A2 a HME B2, zobrazuji ¢tvercovy vytez o velikosti
1 —5 um. Extrudovany materidl méa vétSinou nepravidelny tvar, zédlezi na technice mleti.
Amorfni materidl 1ze rozeznat tak, Ze po drceni miiZeme nalézt lasturovy lom. U obou
materiald (HME A2 a HME B2) nebyla pomoci SEM nalezena krystalicka faze. Obrazek 19
zobrazuje materidll HME Al a HME Bl po 4 mésicich skladovani v 5 °C, material byl
skladovan ve sklenénych 1ékovkich obalenych Parafilmem®. Obrazek 19 zobrazuje fezy
materidlem, kdy tmavé €asti obrazku pochazeji z hloubky materidlu a svétlé ¢asti zobrazuji
povrch. Na povrchu jsou evidentné krystaly. Po 4 mésicich doSlo ke krystalizaci v 5 °C, 1
kdyZ byly vzorky chranény pied vlhkosti a vizudlné nebyla pozorovana zména formy vzorku
(lepeni, rozteCeni do skelné faze). To miize byt zplisobeno ptitomnosti nuklei z pfipravy, které
byly generovany mechanicky. Ztoho plyne, Zze v pfipadé amorfniho enzalutamidu
pravdépodobné probihd krystalizace 1 hluboko pod teplotou skelného piechodu a to bez

ohledu na vlhkost. Krystalizace je disledkem naruSeni povrchu materialu.
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Obrazek 16. Vysledky praskové rentgenové difrakce nasledujicich forem enzalutamidu: polymorfni formy R1,

HME Al, HME A2, HME B1 a HME B2.
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Obrazek 17. 'F ss-NMR spektra amorfniho vzorku s pfimési 1 % krystalické faze Rl

T T
-150 -155

, amorfniho vzorku

s piimési 5 % krystalické faze R1, materiald HME A1, HME A2, HME B1, HME B2. Spektra byla posunuta.
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SEM HV: 5.0 kV WD: 7.05 mm LYRAI TESCAN  SEM HV: 5.0kV WD: 7.05 mm
View fieic: 5.00 m Det: SE View field: 200 jam Det: SE
SEN MAG: 9.2 kx CEMNAT SEM MAG: 17.3 kx

&>
_ )v
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SEM HV: 5.0V WD 7.00 mm Lol LYRAI TESCAN  SEM HV: 6.0 kV WO: 7.00 mm
View field: 5.00 pm Det: SE 1 pm View field: 20.0 pm Det: SE 5pm
SEM MAG: 69.2 kx CEMNAT SEM MAG: 17.3 kx

Obrazek 18. SEM snimky cerstvé ptipravenych materiala HME A2 a HME B2: A. snimek HME A2 (méfitko
1 um), B. snimek HME A2 (méfitko 5 pm), C. snimek HME B2 (méfitko 1 pm), D. snimek HME B2 (méfitko

5 um).

SEM HV: 5.0 kv WD: 8.20 mm LYRAITESCAN  SEMHV: S0k LYRAS TESCAN
View field: 5.00 pm Det: SE 1 View freld: 20.0 pm
s 2 GEMNAT SEM MAG: 17.3 kx CEMNAT
—~ ~ 3

LYRAITESCAN  SEMMV: 80KV WD: 7.95 mm
View field: 20.0 pm Det: SE
CEMNAT SEM MAG: 17.3 kx

Obrazek 19. SEM snimky materiali HME Al a HME BI, které byly méfeny po 4 mésicich od pfipravy:
A. snimek HME A1 (mé&fitko 1 pm), B. snimek HME A1 (meftitko 5 um), C. snimek HME B1 (méfitko 1 um),
D. snimek HME B1 (méfitko 5 pm).
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VSechny ctyfi Sarze pfipravené¢ho enzalutamidu byly méfeny pomoci DSC a ani u
jednoho materidlu nebyly po pfipravé prokdzany krystaly na zékladé rovnic (27) a (28)
(kapitola 3.1.2). Obrazek 20 zobrazuje DSC kiivky materidlu HME A1 obsahujiciho ¢astice o
velikosti nizs§i nez 500 um, HME A1 s velikosti ¢astic v rozmezi 125 — 50 um, HME A2
s velikosti ¢astic pod 250 um, HME B1 s velikosti ¢astic v rozemezi 125 —50 um, HME Bl
s velikosti ¢astic pod 250 pm.

Obecné poznatky jsou shrnuty v nasledujicim odstavci. Posun pozice krystalizacniho
piku (T¢onser; Temax) sSmérem k nizSim teplotdm muize znamenat sniZeni stability. Pokud by
doslo ke snizeni hodnoty entalpie u stejného materidlu (stejné rozmezi velikosti ¢astic), pak to
znamend, ze je materidl pred méfenim CasteCné zakrystalizovany. VSechny DSC kiivky
zobrazené na Obrazku 20 byly ziskany jednou rychlosti ohievu, tj. 10 °C-min’'. Z tohoto
Obréazku jsou zjevné tfi véci: 1) ¢im nizsi (toto bude specifikovano blize v kapitole 3.1.7)
hodnota velikosti €astic, tim je nizsi teplota onsetu krystalizace, popf. maxima krystalizace a
zarovenl se snizuje entalpie krystalizace; 2) krystaliza¢ni pik materidlu pripraveného vyssi
rychlosti chlazeni (HME B1, HME B2) je posunut k vy$§im teplotdm v porovnani
s materidlem piipravenym nizsi rychlosti ohfevu (HME Al, HME A2). Pokud porovnavame
materidly se stejnou velikosti ¢astic ¢i rozmezim velikosti ¢astic (HME B1 125 -50 pm
s HME A1l 125 - 50 um; HME B2 d <250 um s HME A1l d <250 pm); 3), u materiald HME
Al, HME A2 je tvar piku asymetricky, sledujici pravdépodobné kinetiku 0. fadu, to miiZze byt
zplsobeno tim, Ze jsou uz v materidlu pfitomny zarodky krystalické faze, coz bylo potvrzeno

ss—NMR.

Hodnoty T onset, Te,max @ AH, ziskané z DSC kiivek méfenych rychlosti 10 °C-min’! jsou
uvedeny v Tabulce 10. V piipadé téchto hodnot AH. byla pfi zpracovani dat pouZzita linearni
zakladni linie (baseline), v ptipadé kinetickych vypoctl dale byl pouzit kubicky spline pro
zptesnéni vysledkl. SniZzeni hodnoty AH. nemusi vzdy znamenat pfitomnost krystalické faze,
ale tato hodnota se snizuje s velikosti Castic a miiZze byt rlizna pro materialy pfipravené jinym

zpusobem.
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Tabulka 10. Hodnoty (Tc.onset, Temax, AHc) ziskané z DSC kiivky vzorki pfipravenych extruzi, tj. HME A1, HME A2, HME
B1, HME B2. DSC ktivka byla méfena rychlosti ohfevu 10 °C-min-'.

Material frakce ¢astic (mm) Te,onset °C) Te,max (°C) AH: (J-g")

HME A1 <500 pm 123,5 124,9 56,7

HME A1 125 - 50 um 118.4 135,0 42,1

HME A2 <250 pm 120,8 1394 49,6

HME B1 125 - 50 pm 119,5 138,5 43,5

HME B2 <250 pm 121,7 141,8 51,9
exo T

]0,5
HME A1 - d < 500 um
HMEA1—d=125—50M

HME A2 - d < 250 pm /L \
HME B1 —d=125—50ud\
HME B2 - d < 250 ym /!

40 60 80 100 120 140 160 180 200 220
T(°C)

Obrazek 20. DSC ktivky nasledujicich materiald: nerozsitovaného materiallu HME Al s velikosti pod

Tepelny tok (W/g)

500 um, materialu HME A1 s velikosti ¢astic v rozmezi 125 — 50 pm, materialu HME A2 s velikosti ¢astic
v rozmezi pod 250 pm, materiallu HME B1 s velikosti Castic v rozmezi 125 — 50 pm, materialu HME B2
s velikosti ¢astic v rozmezi pod 250 um. DSC kiivky byly posunuty. DSC kiivky byly zméfeny rychlosti

ohfevu 10 °C-min’".

VSechny uvedené materidly byly ve stejném teplotnim rozsahu (0 — 220 °C) méteny
sadou riznych rychlosti ohevu tj. 0,5; 1; 2; 5; 10; 20; 50 °C-min’!. Priimérna hodnota teploty
skelné transformace (vypoctené jako priimér hodnot stanovenych z DSC kiivek métfenych
ruznou rychlosti ohfevu) u materialh HME A1 s velikosti ¢astic pod 500 um byla stanovena
na 85,3+1,8 °C, HME Al s velikosti ¢astic vrozmezi 125-50 pum byla stanovena na
80,4+2,3 °C, HME A2 s velikosti ¢astic pod 250 um byla stanovena na 87,0+5,0 °C, HME B1

s velikosti ¢astic v rozmezi 125 — 50 um byla stanovena na 83,5+5,4 °C a HME B2 s velikosti
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¢astic pod 250 pm byla 86,2+4.4 °C. Teplota skelné transformace tedy neni ovlivnéna

velikosti ¢astic, rozdily v hodnotach jsou dany subjektivni povahou vyhodnoceni.

Primérnd hodnota entalpie krystalizace (vypoctena jako primér hodnot stanovenych
z DSC kiivek métenych riznou rychlosti ohfevu) u materialdt HME Al s velikosti ¢astic pod
500 um byla stanovena na 56,7+4,6 J.g'!, HME A1 s velikosti ¢astic v rozmezi 125 — 50 pm
byla stanovena na 35,2+2.6 J.g”!, HME A2 s velikosti ¢astic pod 250 pm byla stanovena na
48,0+7,8 J.g'; HME Bl svelikosti &astic vrozmezi 125—50 um byla stanovena na
50,5+6,8 J-.g! a HME B2 s velikosti ¢astic pod 250 um byla stanovena na 51,9+89 J.gl.
Z téchto hodnot plyne, Ze entalpie krystalizace materialti pfipravenych riznou rychlosti
chlazeni je srovnatelnd, ale jeji hodnota je silné¢ zavisld na velikosti Castic. Jednim
z vysvétleni je, ze Castice o vyrazné odliSné velikosti ¢astic krystalizuji jinym krystalizaénim

mechanismem.

Primérna hodnota onsetu teploty krystalizace (vypocdtena jako prumér ze vSech
rychlosti ohfevu) u materidlt HME Al s velikosti ¢astic pod 500 um byla stanovena na
118,3£8,4 °C, HME Al svelikosti ¢astic vrozmezi 125—-50 um byla stanovena na
111,2£8,7 °C, HME A2 s velikosti ¢astic pod 250 um byla stanovena na 119,5+12,7 °C;
HME B1 s velikosti ¢astic v rozmezi 125 — 50 um byla stanovena na 117,549,2 °C a HME B2
s velikosti ¢astic pod 250 um byla stanovena na 116,9+10,3 °C. Priimérnd pozice onsetil

krystalizace HME A2 a HME B2 neni vyznamné odli$na.

Primérnd hodnota maxima teploty krystalizace (vypoctena jako primér ze vSech
rychlosti ohfevu) u materialt HME Al s velikosti ¢astic pod 500 um byla stanovena na
138,7£10,7 °C, HME Al s velikosti castic vrozmezi 125—50 um byla stanovena na
126,9£10,2 °C, HME A2 s velikosti ¢astic pod 250 um byla stanovena na 134,8+13,2 °C;
HME BI1 s velikosti castic vrozmezi 125 —50 um byla stanovena na 129,1+12,6 °C a
HME B2 s velikosti ¢astic pod 250 um byla stanovena na 136,0+13,4 °C. Z uvedenych
vysledkl vyplyva, Ze maximum krystalizace HME B2 je oprotit HME A2 posunuto k vy$§im
teplotdm, zdalo by se tedy, Ze je tento material vice stabilni, ale to bude vice objasnéno
v kapitole 3.1.6 a 3.1.7. I pfesto, Ze se krystalizace se vzriistajici rychlosti ohfevu posouva
k vy$§im teplotdm, jsou z primérnych hodnot patrné stejné trendy, které byly popsany na
predchézejici strance v bodech 1) a 2). Jasné je, ze v tomto piipadé, kdy se jednd o plné
amorfni vzorky, je posun piku k nizSim teplotdm dan niz$i stabilitou, ale ne pfitomnosti

krystalické faze. Nebot’, v pfedchozi kapitole na materidlu TE bylo ukdzéno, Ze ptitomnost
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krystalické faze posouva krystalizaci k vy$$im teplotdm, nebot’ se nejdiive pokryva povrch
materialu a poté mize krystalizace probihat v objemu a tam je bud’ nepravdépodobna anebo

energeticky narocna.

3.1.4. Pevnofazova forma pfipravena sprejovym susenim

Sprejovym susenim byl pfipraven pln€ amorfni vzorek, coz je potvrzeno tvarem signalu
skupiny CF3 v '°F ss-NMR spektru (viz Obrazek 21). Amorfni vzorek pfipraveny sprejovym
sufenim bude dale oznadovan jako SD. Amorfni povaha vzorku byla také potvrzena IC a
Ramanovymi spektry, ktera jsou uvedena v kapitole 3.1.5. SD vzorek byl po pfipraveé
rozdelen na dvé frakce, jedna frakce byla ponechdna bez dosuseni a druha frakce byla susena
ve vakuové suSarné. NedosuSeny vzorek (dale oznaCovano jako SD A) obsahoval 0,44 %
zbytkového rozpoustédla a dosuSeny vzorek (dale oznacovéano jako SD B) 0,18 hm. %. Oba
vzorky byly skladovany po dobu 7, 14, 21, 42, 102 a 156 dnt v5 °C (ve sklenénych
lahvickach utésnénych proti vlhkosti). Po kazdém odbéru vzorku byly vzorky podrobeny
analyze diferen¢ni skenovaci kalorimetrii. Mezi vzorky nebyl pozorovan rozdil. NedoSlo ani
ke zméné vzhledu vzorku (viz Ptiloha obrazek P 1). SD vzorek je po pfipravé ve formé
kulatych hladkych castic o velikosti v jednotkach pm, a to se nezménilo ani po 156 dnech
skladovani (viz Pfiloha obrazek P 1). Pomoci SEM nebyly nalezeny zadné znamky
krystalické faze (viz Ptiloha obrazek P 1). Primérna hodnota entalpie (primér hodnot
ziskanych z DSC kiivek méfenych riiznou rychlosti ohfevu) krystalizace materialu SD A
(vzorek po ptipravé) byla 49,4+5,7 J-g'! a materialu SD B (vzorek po dosuSeni ve vakuové
susarng) 52,4+3.5 J.g’l. Materidl SD B ma mirné vyssi hodnotu entalpie krystalizace, coZ
muze byt zplisobeno tim, ze béhem odpafovani byla vygenerovana dalsi nuklea. V ptipadé
sprejové suSené¢ho materidlu neni pouzivand zadna technika slouzici k mechanickému
opracovani vzorku, tedy technika, kterd by generovala nuklea a nasledné by doSlo k jejich
krystalizaci béhem ohfevu v DSC (kapitola 3.1.1). Krystalizace je tim padem pravdépodobné
dasledek zpusobu pfipravy. Nuklea na povrchu mohla byt generovana kontaktem susSiciho
plynu a kapky roztoku, kdy po odpafeni vznika pevna amorfni Castice. Dalsi termické
charakteristiky vzorkl jsou uvedeny v Tabulce 11. Pozice krystalizace a entalpie krystalizace
je na urovni extrudovaného materidlu (viz Tabulka 10) i piesto, Ze je velikost Castic
mnohonéasobné nizs$i. Toto je velmi dilezity vysledek, ktery jen doklada to, ze hlavni

faktorem ovlivitujicim krystalizaci je mechanicky stres, coz bude dokazano v kapitole 3.1.7.
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Tabulka 11.Primérné hodnoty termickych charakteristik (Tg, Tc onsets Temax, AHe) ziskané z DSC kiivek vzorkl

SD A a SD B. Hodnoty jsou primérem hodnot ziskanych z DSC kiivek méfenych rtiznou rychlosti ohievu.

material Tg (OC) Tc,onset °C) Tc,max (°C) AH. (J 'g'l)
SD A 84,4+4,1 128,9+14,9 144,9+15,2 49,4+5,7
SDB 84,1+4.,4 124,2+13,5 137,7£15,8 52,443,5

amorfni vzorek + 1 % krystalické faze

SD

T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
52 .53 54 55 .56 57 .58 .59 .60 -61 -62 63 -64 65 -66 67 -68 69 -0 -7l
1 (ppm)

Obrazek 21. '°F ss-NMR spektra vzorku ptipraveného sprejovym susenim (SD) a amorfni vzorek s ptimési 1 %

krystalické faze.

3.1.5. Dalsi vysledky charakterizacnich technik ptipravenych forem enzalutamidu

V predchézejicich kapitolach (3.1.1-3.1.4) byly ptedloZeny vysledky charakterizacnich
technik jako XRPD, ss-NMR, SEM pro kazdy vzorek zvlast. V této kapitole budou kviili
nazornosti uvedeny vysledky spektroskopickych technik pro vSechny pfipravené vzorky.
Nejdiive vSak zde budou struén€ shrnuty vysledky DSC vSech plné amorfnich vzorkd.
Nejvyssi hodnoty onsetu ¢ili pocatku krystalizace bylo dosazeno u vzorkl pfipravenych
sprejovym suSenim. Hodnota entalpie krystalizace byla nejvyssi u sprejovanych vzorka a
vzorku HME A1 s velikosti ¢astic mensi nez 500 um. Rozdil v téchto hodnotach byl fadové
jednotky J.g'!. Dle polohy krystaliza¢niho piku by mél byt sprejové suSeny material
nejstabilnéjsi.

Spektroskopické techniky byly pouzity jako dal$i metodika k potvrzeni ¢i vyvréaceni
pfitomnosti krystalické faze v amorfnich vzorcich. Obrazek 22 zobrazuje IC spektra

krystalické formy R1, amorfni formy s pfimési 5 % krystalické faze, pevnofazové formy
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pfipravené¢ na vakuové odparce (oznaceno jako TE, dalsi informace viz kapitola 3.1.2),
pevnofazové formy pfipravené extruzi s pomalym chlazenim (oznaceno HME Al, HME A2,
dalsi informace viz kapitola 3.1.3), pevnofazové formy pfipravené extruzi s rychlym
chlazenim (oznaceno HME B1, HME B2, dalsi informace viz kapitola 3.1.3), pevnofazové
formy pfipravené sprejovym susenim (oznaceno SD, viz kapitola 3.1.4).

Absorpéni pasy amorfniho enzalutamidu jsou spiSe S§irSi, zatimco pasy krystalické
formy jsou uzsi. Krystalickd forma R1 je charakterizovand polohou nasledujicich pasa: 3429
(w), 1764 (m); 1662 (s); dublet s maximy pii 1620 (m) a 1611 (m); 1528 (m);1497 (s); triplet
s maximy pii 1445 (s), 1426 (m) a 1411(s); 1382 (s); 1370 (m); 1311 (s); 1281 (s); 1264 (m),
1215 (s), 1174 (s), 1141 (s), 1116 (s), 1108 (s5), 1054 (s), 1009 (w), 975 (w); 919 (m); 919 (m);
891 (m); 876 (m); 861 (m); 848 (s); 827 (m); 808 (m); 774 (w); 746 (m); 732 (w); 716 (w); 676
(m); 666 (w); 648 (m) a 636 (m) cm™'. Amorfni forma je charakteristickd polohou
nasledujicich absorpénich pasi: 1756 (m); 1659 (m); 1620 (m); 1537 (m); 1498 (m); dublet
s maximy pii 1440 (m) a 1408 (s); 1368 (w); dublet s maximy pti 1309 (s) a 1283 (m); 1218
(m); 1176 (m); 1130 (s); 1054 (m); 1000 (w); 959 (w); 922 (w); 894 (w); 861 (w); 841 (w); 824
(w); 806 (w); 773 (w); 848 (w); 733 (w); 712 (w); 677 (w); 659 (w) a 634 (w).

U vzorkd s malym mnoZstvim krystalické faze je tuto pfimés mozno identifikovat pouze
pasem s maximem 3429 cm! (Obrazek 22A). Tento pas pravdépodobné ndlezi valenénim
vibracim v (N-H). Ostatni pasy u vzorkl s pfevazujicim mnozstvim amorfni faze zistaly
nezménéné (Obrazek 22B). P¥imés krystali byla pomoci IC potvrzena u smési s5 %
krystalické faze a vzorku TE. V ptedchozi kapitole 3.1.3 bylo potvrzeno 1 % krystalické faze
i u vzorku HME A1, tento vzorek je viak dle IC pIn& amorfni. 1 % krystalické faze je tedy
v tomto piipadé jiz pod detekénim limitem IC.

Pfipravené materidly byly méfeny také Ramanovou spektroskopii (Obrazek 23) a
pritomnost malého mnozstvi krystali byla potvrzena pouze u vzorku TE. Pfitomnost krystalt
byla vidét pouze na vznikajicim ostrém pasu u vlno¢tu 3081 cm™ a u slabého pasu pri

2924 cm™!. Tyto pésy piislusi pravdépodobné valenénim vibracim v (C—H).
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krystalicka forma R1

w+ 5 % krystalicke faze
M material TE
o~ Materidl HME Af
M material HME A2
Materiél HME B1
M material HME B2

 —— e —~—— material SD

[]
TTTTTTT T
L
o
N

Absorbance (-)

T
3600 3400 3200 3000 2800 2600

vinoget (cm™)

A

g ] 0,1
f_krystalické forma R1

- amorfni forma
+ 2 % krystalické faz,

material TE
L

material HME A1 ] W UiVl

N

F material HME A2 ! i vv
— R\
r  material HME B1 '
o,

material HME B2

Absorbance (-)

E_A

material SD

N

ap T T

T K T
2000 1500
vinoget (cm™)

Obrazek 22. Infracervena absorpéni spektra enzalutamidu: polymorfni formy R1, amorfni formy s ptimési 5 %
krystalické faze, pevnofazové formy pripravené na vakuové odparce (oznaceno TE), pevnofazové formy
pfipravené extruzi s pomalym chlazenim (oznaceno HME A1, HME A2, dalsi informace viz kapitola 3.1.3),
pevnofazové formy piipravené extruzi s rychlym chlazenim (ozna¢eno HME B1, HME B2, dalsi informace viz
kapitola 3.1.3), pevnofazové formy piipravené sprejovym susenim (oznaceno SD, viz kapitola 3.1.4). A. oblast

vinoéti 3600—2685 cm™', B. oblast vinoéti 2300—600 cm™.
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krystalicka forma R1

material TE
material HME A1

material HME A2
material HME B1
material HME B2

Intenzita (-)

L B 0 L B L B S S B
3500 3400 3300 3200 3100 3000 2900 2800 2700 2600
Ramandv posun (cm™)

Obrazek 23. Ramanova spektra enzalutamidu: polymorfni formy R1, pevnofazové formy pfipravené na
vakuové odparce (oznaceni TE), pevnofazové formy pfipravené extruzi s pomalym chlazenim (oznaceno
HME Al, HME A2, dalsi informace viz kaptola 3.1.3), pevnofadzové formy pfipravené extruzi s rychlym
chlazenim (oznaceno HME B1, HME B2, dalsi informace viz kapitola 3.1.3), pevnofazové formy pfipravené

sprejovym susenim (oznaceno SD, viz kapitola 3.1.4).

Na zavér této kapitoly bude zhodnocena metoda stanoveni krystalinity z DSC dat u
vSech ptipravenych material. Krystalinita vzorkli byla stanovena na zéklad€ rovnice (27) a
(28) uvedené v kapitole 3.1.1. K vypoctu krystalinity je potfeba entalpie tdni a maximum tani
plné& krystalického materidlu, které ¢inily: AHm 100% = 74,1£1,2 J-g”!, Tmmax = 200,6+0,5 °C.
Déle entalpie krystalizace pln¢ amorfniho materialu a zména tepelné kapacity u plné
amorfniho materialu. Zména v tepelné kapacité ¢inila 0,4+0,07 J-g-K!, ale co se tyce entalpie
krystalizace, byla vzdy pouzita hodnota odpovidajici rychlosti ohfevu, pro kterou byla
krystalinita stanovovana. Termické charakteristiky materialu HME B2 pro jednotlivé rychlosti
ohfevu jsou uvedeny v Tabulce 12. Z tabulky opét vyplyva, ze teplota krystalizace a entalpie
krystalizace siln¢ zdvisi na rychlosti ohfevu. Na zakladé téchto uvedenych hodnot byla
stanovena krystalinita méfenych vzorkli. V Tabulkdch 13-17 jsou uvedeny hodnoty
dalezitych termickych parametri vzorki HME A2, HME Al, TE, vzorku enzalutamidu

ptipravené¢ho v DSC (s naslednym rozdrcenim v achitové misce) a materidlu SD. V téchto
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tabulkach jsou uvedené rovnéz hodnoty vypoctené krystalinity na zdkladé rovnic (27) a (28).
Jako srovnavaci plné¢ amorfni vzorek byl pouzit HME B2, ktery byl dle vSech
charakterizacnich technik plné¢ amorfni. DalSim pIné amorfnim vzorkem byl material HME
Al, jehoz krystalinita byla na zaklad¢ uvedenych rovnic stanovena na 1,2+7,9 % krystalické
faze. Dalsim plné¢ amorfnim vzorkem byl materidl SD, jehoz krystalinita byla stanovena
na —1,07£7,9 %. Zaporné hodnoty krystalinityv tabulkach (Tabulka 13 a Tabulka 17), které
nalezi témto materidlim jsou zplisobeny znacnou variabilitou v krystalizaci amorfniho
enzalutamidu. Minoritni mnozstvi krystalické faze obsahoval dle ostatnich charakterizac¢ich
technik material HME A1, konkrétné obsahoval méné nez 1 % krystali. Na zakladé DSC, dle
uvedenych rovnic byla krystalinita opét v zapornych hodnotach, z ¢ehoz plyne, ze rovnice
(27) a (28) nejsou tolik spolehlivé v piipadé nizké krystalinity, coz je zptisobeno znacnymi
odchylkami v krystalizaénim chovani amorfniho enzalutamidu ptipraveného rtiznymi
metodami. Naopak uvedené rovnice jsou spolehlivéjsi v pfipad€ existence vys§iho mnozstvi
krystalické faze, jak je patrno z relativné nizsich odchylek krystalinity materidlu TE a vzorku
ptipraveného pietavenim v DSC, viz Tabulky 14 a 18. Krystalinita vzorku TE byla stanovena
na 19,2+3,7 a vzorku ptipraveného v DSC na 25,9+4,7 %. Uvedené hodnoty jsou primérem

hodnot stanovenych z jednotlivych rychlosti ohievu.

Tabulka 12. Termické charakteristiky materialu HME B2

gecmiry  F A @gtey ™ L0 Al T (°C)  AHn (J-g')
(°C) (0) adgh

0,5 74,93 0,67 100,49 116,21 37,00 197,61 73,29

1 82,43 0,32 106,85 124,11 37,34 198,61 76,59

2 81,66 0,53 113,09 127,40 36,51 198,30 74,88

5 85,02 0,31 113,10 137,00 4943 198,66 74,88

10 88,76 0,35 121,35 141,84 51,86 199,10 74,12

20 91,73 0,47 128,74 148,10 60,72 199,97 72,34
pramér 84,09 0,39 113,94 132,44 49,63 198,71 74,35
odchylka 5,38 0,07 9,19 10,90 8,66 0,72 1,34

Tabulka 13. Termické charakteristiky materialu HME A2 a vypoctené hodnoty krystalinity

o . Tg Tc,onset Tc,max AHC Tm,max AHm AHC,IOO%
q"(°C-min™") Acy (J-g'-°C™) (%)
(°O) °C) o Jggh O  gghH Jdgh
0,5 103,38 118,08 39,43 198,22 78,07 41,58 5,17
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o (°Cmin) Acy (- 1-°C) Teonset  Temax AH, Tm,max AHm  AHc100% (%)
0 O  @gh O Jggh) Jdgh
1 106,03 121,83 39,34 198,23 78,52 43,06 8,04
2 82,05 0,59 110,26 126,70 40,89 198,23 78,61 44,98 9,09
5 85,20 0,37 116,14 134,53 49,55 197,97 76,01 48,07  -3,09
10 88,66 0,39 120,81 136,36 49,55 198,58 80,44 48,79  -1,56
20 89,51 0,28 126,24 147,89 59,24 198,98 72,61 53,33 11:08
primér 86,36 0,41 113,81 130,90 46,33 198,37 77,38 46,63 1,20
odchylka 2,96 0,12 8,07 9,97 7,23 0,33 2,49 3,93 7,19
Tabulka 14. Termické charakteristiky materialu TE a vypoc¢tené hodnoty krystalinity
qCCmin")  Teonset (°C)  Temax (°C) Tinmax (°C) Attn Atleto (%)
dgh (dgh (dgh
0,5 194,90 197,54 66,62 91,67 22,12 31,40 19,16
1 194,44 197,45 78,37 98,03 25,99 33,91 28,76
2 194,17 197,47 56,70 104,39 21,43 36,42 17,41
5 194,52 198,11 76,00 114,36 31,03 40,35 25,31
10 193,94 198,29 81,63 118,50 38,25 41,98 18,68
20 194,31 199,06 79,98 126,87 41,75 45,28 15,37
priamér 198,23 73,58 101,10 116,03 33,12 41,01 19,19
odchylka 0,57 9,96 7,55 8,09 7,78 3,19 3,73
Tabulka 15. Termické charakteristiky vzorku ptipraveného v DSC a vypoctené hodnoty krystalinity
AH Tin,max AHn(J-g
q'CC'min")  Teonset (°C)  Temax (°C) AHc100% (J-g™) (%)
Jgh °O D
0,5 92,85 113,99 28,86 198,31 64,87 40,20 15,46
1 99,73 118,16 28,92 198,29 72,58 41,85 28,51
2 102,2 122,41 33,96 198,48 77,78 43,52 26,58
5 104,49 128,92 37,45 198,72 74,19 46,09 18,53
10 107,9 125,43 36,37 199,08 83,81 44,71 31,38
20 108,98 129,76 36,78 199,58 79,12 46,42 27,18
priamér 105,89 126,63 36,14 198,97 78,73 45,18 25,92
odchylka 2,70 2,93 1,32 0,41 3,45 1,15 4,65
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Tabulka 16. Termické charakteristiky materialu HME A1 a vypoctené hodnoty krystalinity

FECTI Tame (O Tom0) o T O AHagh T )
dgh D
1 100,70 126,35 51,43 197,88 73,28 45,07 -15,54
2 109,11 131,18 61,59 198,42 76,91 46,98 -27,66
5 113,06 137,21 55,46 198,48 77,24 49,36 -8,48
10 119,55 142,86 58,11 199,82 80,20 51,58 -4,79
20 126,32 150,31 61,77 200,70 78,29 54,52 -8,00
primér 117,01 140,39 59,23 199,36 78,16 50,61 -12,23
odchylka 6,54 7,06 2,62 0,96 1,28 2,78 9,02
Tabulka 17. Termické charakteristiky materidlu SD a vypoctené hodnoty krystalinity
¢ (eComirr) Lo o () oo °C) AH, Tm.max AHn(J-g AHci00% (J- g %)
Jgh 0 D D
1 106,28 123,47 49,73 197,67 73,45 44,28 -13,51
2 110,81 131,01 47,9 198,39 74,56 47,22 -1,15
5 122,07 138,45 52,41 198,41 77,54 50,12 -0,27
20 139,5 152,39 58,09 199,71 74,73 55,56 -4,05
50 142,63 163,11 55,51 200,53 79,25 59,73 13,66
primér 124,26 141,69 52,73 198,94 75,91 51,38 -1,07
odchylka 14,69 14,35 3,71 1,03 2,15 5,59 6,85
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3.1.6. Porovnani kinetiky krystalizace amorfniho enzalutamidu piipraveného dvéma

metodami

K dnesnimu datu neexistuje metodologie, kterda by piesné predikovala krystalizaci
amorfnich 1€¢iv. Soucasti této disertacni prace bylo studium krystalizace amorfnich 1éCiv
pomoci neizotermnich experimentt, jejichz hlavnim benefitem je zna¢né urychleni vzhledem
k trvani klasickych izotermnich experimentii. Béhem mého doktorského studia byl studovan
vliv metody piipravy amorfni API na kinetiku krystalizace. Tomuto tématu se vénuje

nasledujici publikace:

Jana Romanovd, Roman Svoboda, Iva Obadalovad, Ludvik Benes, Tomas Pekarek, Lukas
Krejcik, Alena Komersova, Amorphous Enzalutamide — Non-isothermal recrystallization

kinetics and thermal stability, Thermochimica Acta, 665, 134-141, 2018.

Zminéna publikace se zabyva kinetikou krystalizace formy enzalutamidu pfipravené na
vakuové odparce (oznaceného jako TE, viz kapitola 3.1.2) a materidlu pfipraveného extruzi
s pomalym chlazenim (oznac¢eného jako HME A1, viz kapitola 3.1.3). Vzorek HME Al je ve
zminéné publikaci oznacovan jako plné¢ amorfni, coz dokladd difraktogram zobrazeny
v Obrazku 24A. Vsechny obrazky uvedené v této kapitole budou ptivodni obrazky z uvedené
publikace, a tedy v anglickém jazyce. Na zaklad¢ dalSiho zkoumani bylo odhaleno, ze HME
Al obsahuje krystalickou fazi, a to méné nez 1 hm. % (kapitola 3.1.3). Krystalick4 faze
v amorfnim vzorku byla stanovena pomoci ss-NMR. Vzorek TE (kapitola 3.1.2) obsahoval
dle XRPD krystalickou pfimés v pfevazné amorfnim vzorku, v publikaci byl obsah
krystalické faze v TE odhadnut na zakladé porovnéni entalpie krystalizace TE s entalpii
krystalizace zdanlivé pln€ amorfniho materidlu na ptiblizné 34 hm. %. V kapitole 3.1.2 je
obsah krystalické faze v TE upfesnén na cca 17 hm. %. Oba vstupni materidly tedy
obsahovaly krystalickou fazi, a to HME Al méné nez 1 hm. % a TE kolem 17 %. Obrazek
24A rovnéz zobrazuje difraktogramy vzorkli TE a HME Al zakrystalizovanych v DSC. Tyto
difraktogramy jsou zamérné zobrazeny pies sebe a potvrzuji, ze dochdzi ke krystalizaci do
stejné polymorfni formy, tj. polymorfni formy R1. Chemické identita enzalutamidu po
piipravé, a i po rekrystalizaci byla u obou vzorkl potvrzena pomoci infracervené a Ramanovy
spektroskopie.

Obrazek 24B zobrazuje DSC kiivky pfipravenych vzorki TE a HME Al méfené
rychlosti ohfevu 5 °C-min~!. Na zaklad& vyrazné rozdilnych hodnot T, byly pravdépodobné

riznou cestou pripravy pripraveny dvé rozdilné amorfni faze. Vzorek HME A1 mé T, 85 °C a
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vzorek TE 72 °C (obé T, byly vyhodnoceny v polovin¢ vysky schodu v oblasti skelného
pfechodu). Na zakladé TGA-GC bylo zjisténo, Ze material TE obsahuje ptiblizné 0,7 hm. %
acetonu. Pfitomnost acetonu mitize zpusobit plastifikaci (rozvolnéni molekularni struktury
diky inkluzi molekul rozpoustédla mezi fetézci API), jejimz diisledkem je snizeni To>2.

Na DSC ktivkéch je také vidét vyrazny rozdil v onsetu krystalizace vzorku TE a HME
Al. Onset krystalizace materidlu TE, ktery obsahuje vétsi mnozstvi krystalické faze je
posunut o 20 °C niZe nez onset krystalizace materialu HME A1. Tato skute¢nost naznacuje,
ze v ptipadé materialu TE existuje nizsi energeticka bariéra pro transformaci z amorfni do
krystalické faze nez v piipadé¢ materidlu HME Al, coz je pochopitelné z hlediska kvality
vstupniho materidlu (vyssi obsah krystalické faze v ptipad¢ TE). Tani krystalické faze v obou
pfipadech odpovidd tani 100 % krystalického materidlu (oba vzorky: entalpie tani
77,6£0,6 J.g”!, teplota tani 196+0,6 °C), coz znamena, ze béhem ohievu dochazi ke
krystalizaci ze 100 %. VloZeny obrazek v obrazku 24B znazoriiuje typickou
reprodukovatelnost métenych dat. Obé kiivky nélezici HME Al vzorku (Cerna a Cervena
kiivka) byly mé&feny rychlosti ohfevu 5 °C-min~!. Modra k¥ivka zobrazuje DSC kiivku HME
Al vzorku, ktery byl podroben tiikrokovému cyklu tj. ohfevu rychlosti 5 °C-min’' na 130 °C

(zndzornéno modrou ¢arkovanou €arou), naslednému okamzitému ochlazeni na teplotu 10 °C

a poté opét ohievu rychlosti 5 °C-min’!

az na 170 °C. Porovnanim entalpie ptivodniho
materidlu HME A1 obsahujiciho méné€ neZ 1 % krystalické faze s entalpii vzorku po ohtéti na
130 °C, bylo zjist€no, ze timto ohfevem doSlo k pfeméné 25 % amorfniho vzorku na
krystalickou fazi. Nicméné onset krystalizace zistal 1 po této zméné na stejné pozici jako u
cerstvé piipraven¢ho materidlu, pficemz kinetika krystalizace byla pouze jemné pozménéna.

Tato skute¢nost znamend, Ze takovy rozdil mezi TE a HME nemuze byt zplisoben pouze jen

ptitomnosti krystalické faze.

Kinetika krystalizace obou Sarzi enzalutamidu byla studovana riiznymi rychlostmi
ohfevu v DSC. Na Obrazcich 24C a D jsou uvedeny DSC kiivky zobrazujici krystalizaéni
chovani materidlu HME A1l a TE. Uvedené DSC kiivky byly méfeny nasledujicimi
rychlostmi ohfevu: 0,5; 1; 2; 3; 5; 7; 10; 15; 20; 30 a 50 °C-min"'. Na zminé&nych obrazcich je
prokazateln¢ vidét rozdil v pozici krystalizaéniho piku u HME Al a TE, pfi¢emz v obou
grafech mé x-ové osa stejny rozsah. U obou materiald (HME A1, TE) se tvar krystaliza¢niho
piku méni stejnym zplisobem, tj. pii vySSich rychlostech ohfevu je na DSC kiivkéach témér

symetricky krystalizaéni pik, avSak u nizkych rychlosti ohfevu vykazuje tento pik negativni
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asymetrii (pik je naklonény k vyS$im teplotdm). K popisu krystalizace byla pouzita DSC
rovnice (kapitola 1.7.1, rovnice 8). Prvnim krokem nutnym k vy¢isleni této rovnice je
stanoveni aktivacni energie krystalizace. Ke stanoveni aktivacni energie krystalizace byla
pouzita Kissingerova metoda (kapitola 1.7.1, rovnice 9) a metoda Kissinger-Akahira-Sunose
(kapitola 1.7.1, rovnice 10)3:1%5. Obrazek 25A zobrazuje vyhodnoceni Kissingerovy metody
(Serna Gast grafu) a vysledky obou metod (Eervena &ast grafu). Cerné body (pIné i prazdné)
zobrazuji Kissingerovu zévislost pro material TE (Cerné pIlné body) a material HME Al
(prazdné Cerné body). Ob¢ zavislosti jsou linedrni a vedou k relativné presnym hodnotam

energie (EM™F = 163+5 kJ-mol !, E™ = 115+4 kJ-mol ™), které jsou v Obrazku 25A znazornény
¢ervenou c¢arkovanou Carou. V Cervené Casti grafu jsou znadzornény vysledky obou metod, jak
jiz bylo uvedeno, Cervena ¢arkovand cara znazoriiuje hodnotu energie pro TE a HME Al
ziskanou z Kissingerovy metody. Cervené body uvadéji vysledky energii v zavislosti na
stupni konverze ziskané z izokonverzni metody Kissinger—Akahira—Sunose (KAS). Vysledky
KAS metody jsou ve shodé s vysledky Kissingerovy metody, rozdil je kolem 10 kJ-mol™.

Druhym parametrem DSC rovnice, ktery musi byt vycislen je entalpie krystalizace. Obrazek
25B zobrazuje hodnoty entalpii krystalizace v zévislosti na aplikované rychlosti ohievu.
Vyvoj entalpie s rychlosti ohfevu muze byt disledkem zéavislosti tepelné kapacity na teploté
v Kirchhoffové zdkon¢. Druhym moznym vysvétlenim pro masivné klesajici entalpii
s klesajici rychlosti ohfevu je existence dvou krystalizacnich procest, které jsou kompetitivni.
Avsak v takovém piipad¢é by se vyrazné ménila energie krystalizace s konverzi, coz nebylo
patrné ze zavislosti energie na stupni premény (Obrazek 25 A). Jinym vysvétlenim by mohla
byt také kompetice nukleacnich mechanismil, coZ by nezpiisobilo vyrazné zmény v aktivacni

energii.

Poslednim krokem kinetické analyzy je volba kinetického modelu a stanoveni jeho
parametr. Tato ¢ast byla provedena pomoci multivaria¢ni kinetické analyzy (MKA). Byly
pouzity dva kinetické modely, které jsou povazovany za velmi flexibilni. Tyto modely jsou
zaloZeny na autokatalyze a jsou to Sestdk—Berggrentiv (oznaceny jako AC, viz kapitola 1.7.1)

model a autokatalyticky model n-t¢ho fadu (oznaceny jako NC model, viz kapitola 1.7.1).

Jelikoz se uvedend data méni s rychlosti ohfevu, byla kazda DSC kiivka fitovana zvlast
s fixni hodnotou aktivacni energie procesu. Byla pouzita hodnota E stanovend na zakladé
Kissingerovy metody (energie stanovend pii maximalni rychlosti konverze). Stanovené

kinetické parametry obou modelll u obou materiali (index @ znamena amorfni a oznacuje
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material HME A1, index s znamend semi-krystalicky a oznacuje TE) jsou uvedeny v Obrazku
25C-D. Reakéni tad (oznaceny u AC modelu jako N a u NC modelu jako n) se u obou
modelll méni s rychlosti ohfevu stejnym zpisobem, tj. roste s rychlosti ohfevu. Stejné trendy
obdrZené u parametrii N a n jen potvrzuji vhodnost autokatalytickych modelt pro popis tohoto
typu kinetickych dat. Pro predikci krystalizace je vhodnéjsi AC model, nebot’ jak je vidét
z Obrazku 25C, autokatalyticky exponent M je nezavisly na rychlosti ohfevu. V takovém
piipad€ je nutna pouze extrapolace zavislosti N—q" na hodnotu pfi nulové rychlosti ohfevu,
kterd by méla odpovidat redlnym izotermnim podminkdm. Model NC je pro predikéni
vypocty spise nevhodny, nebot’ se oba parametry (n, K) méni v zavislosti na rychlosti ohfevu
a musela by se provést extrapolace obou parametrli, coz by mohlo do vypoctu zanést znacné
chyby.

Korelaéni koeficienty ziskané béhem multivariac¢ni kinetické analyzy jsou zobrazeny na
Obrazcich 25E a F jako zavislost na rychlosti ohfevu. Vyraz (1-1%) je pouzit s cilem zdfiraznit
rozdil ve vysokych hodnotach korela¢niho koeficientu r?. Pokles r* u niz§ich rychlosti ohfevu
je zplsoben znacnym rozptylem DSC dat. Data obdrZzena u niZSich rychlosti ohfevu jsou
blizkd kinetice 0. fadu, coz potvrzuji hodnoty fadu reakce (parametry n a N) zobrazené
v Obrazku 25C. Kinetika 0. fadu charakterizuje rust kontinudlni a jednotné vrstvy na povrchu
materialu, kterd roste smérem dovnitf. Takovy typ ristu krystall zdvisi zna¢né na kvalité
povrchu. Pfiprava amorfni formy odpafenim rozpoustédla je zndma tim, Ze vede ke znacné
rozvolnéné amorfni struktufe na rozdil od metody extruze!°®, coz bylo potvrzeno i

v predlozené studii chovani enzalutamidu. Takova rozvolnéné struktura je pak pfirozené vice

vvvvvv
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Obrazek 24. A. Difraktogramy pfipravenych vzorki HME (Cernd) a TE (Cervena) a stejnych vzorkd
zakrystalizovanych v DSC. Difraktoframy zakrystalizovanych vzorkll jsou zamérné piekryty, aby bylo vidét
jejich shodu.

B. Typické DSC kiivky obou Sarzi pfipravenych materiald (HME-Cerna, TE-Cervend). DSC kiivky byly méfeny
rychlosti ohfevu 5 °C-min’'. VloZeny obrizek zobrazuje dva reprodukovana méfeni vzorku HME realizovana
rychlosti ohfevu 5 °C-min! (Serna a Servena kfivka) a tfi-krokovy experiment, kdy byl vzorek HME zahfivan
rychlosti 5 °C-min’' (modra ¢arkovana kfivka) na 130 °C a poté byl okamzité ochlazen na 10 °C a opét zahiivan
5 °C-min’! na 170 °C (modra kfivka). Exotermni efekty jsou vyznaceny ve sméru nahoru v ose y.

C. Set kinetickych dat (DSC kitivky po odectu termokinetického pozadi, k odeétu byla pouzita tangencialni
plo$né—propor¢ni zakladni linie) pro materiall HME. Exotermni efekty jsou vyznaceny ve sméru nahoru v ose y.
D. Set kinetickych dat (DSC kiivky po odectu termokinetického pozadi, k odectu byla pouzita tangencialni

plo$né—proporéni zakladni linie) pro material TE. Exotermni efekty jsou vyznaceny ve sméru nahoru v ose y.
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Obrazek 25. A. Kissingerova zavislost pro enzalutamid $arze HME (Cerné prazdné body) a TE (Cerné plné body)
— data patfi k levé (y-ova) a spodni ose (x-ova). Cervené body (patiici k horni x-ové ose a pravé y-ové ose)
zobrazuji zavislost E—a. stanovené na zékladé KAS metody. Cervené ¢arkované linie zobrazuji hodnotu aktivaéni
energie stanovenou na zakladé Kissingerovy metody/zavislosti. U bodi, u kterych nejsou zobrazeny chybové
usecky, tam je jejich rozsah niz§i nez velikost bodu. B. Krystaliza¢ni entalpie odpovidajici dvou Sarzim
enzalutamidu (index a—amorfni ozna¢uje HME A1, index s—semikrystalicky oznacuje TE) zobrazené v zavislosti
na rychlosti ohfevu. Modré linie odpovidaji primérné hodnoté entalpii krystalizace. Chybové isecky jsou nizsi
nez velikost bodu. C. Kinetické exponenty AC (Sestak—Berggrenova) modelu odpovidajici dvou 3arzim
enzalutamidu (index a—amorfni oznacuje HME A1, index s—semikrystalicky oznaéuje TE), které byly stanoveny
multivariagni kinetickou analyzou s fixni hodnotou energie. Carkované linie odpovidaji hodnotam stanovenym
simultanni nelinearni optimalizaci parametri 11-sti DSC ktivek. Chybové usecky jsou mensi nez velikost bodu.
D. Kinetické exponenty NC modelu odpovidajici dvou Sarzim enzalutamidu (index ga—amorfni oznacuje HME
Al, index s—semikrystalicky oznacuje TE), které byly stanoveny multivariacni kinetickou analyzou s fixni
hodnotou energie. Carkované linie odpovidaji hodnotim stanovenym simultanni nelinearni optimalizaci
parametrti 11-sti DSC kiivek. Chybové tsecky jsou mensi nez velikost bodu. E a F. Korelacni koeficienty
obdrzené béhem MKA optimalizace kiivky po kiivce. Pouzitymi kinetickymi modely byl AC a NC model. Graf

F zobrazuje korelacni koeficient v upravené formé.
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Obrazek 26 uvadi vysledky kinetick¢é analyzy. Nicméné za ucCelem vypracovani

spolehlivé predikce je vSak nutno ovéfit flexibilnost obou modelt a uréit parametry pro

spravnou predikci. S cilem ovéfit vzdjemnou flexibilnost obou modela byly provedeny

teoretické simulace. Byly nasimulovany dvé sady dat, kazda z nich obsahovala 18 kinetickych
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pikti simulovanych pro rizné kombinace
kinetickych  parametri. Prvni sada dat
obsahovala piky nasimulované na zdkladé¢ AC
modelu, fixni hodnoty E = 163 kJ-mol’,
log(A/s') = 19 a kombinace nasledujicich
parametri — M: 0,05; 0,5 a 1; N: 0; 0,5; 1; 1,5;
2; 2,5; 3 a 5. Druh4 sada dat obsahovala piky
nasimulované na zakladé NC modelu,
E =163 kJ-mol™!, log(A/s)=19 a kombinace
nasledujicich parametrti — logK: 0,2; 1 a 5; n:
0; 0,5; 1; 1,5; 2; 2,5; 3 a 5. Data odpovidajici
hrani¢énim kombinacim uvedenych parametri
jsou zobrazeny v Obrazku 26A, B. Data pro
kazdou sadu zvlast' byla fitovana opacnym
kinetickym modelem nez pro ktery byla
nasimulovana. Vysledna kvalita fitd je
vyjadiena formou korelac¢nich koeficientl a je
zobrazena v Obrazku  26C.  Vysledky
potvrzujici, Ze oba kinetické modely jsou
jedinecné a nemohou byt volné zaménény.
Jinak by se kinetické predikce mohly liSit
s ohledem na volbu kinetického modelu, coz je

demonstrovano v Obrazku 27.

Obrazek 26. A. Teoreticky simulovana data pro E = 163 kJ-mol”!, log(A/s') = 19 a zobrazené parametry AC

modelu. B. Teoreticky simulovana data pro E = 163 kJ-mol!, log(A/s™") = 19 a zobrazené parametry NC modelu.

C. Korela¢ni koeficienty koeficienty obdzené na zaklad¢ fitu simulovanych dat opacnym modelem. Teoreticka

data odpovidajici AC modelu byly fitovany NC modelem a naopak.
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Obréazek 27 zobrazuje vyvoj krystalinity (v %) v zavislosti na Case. Predikce byly
simulovany pro TE a HME Al na zdklad¢ parametri ziskanych rychlosti ohfevu 0,5 a
50 °C-min~!. V Obrazku 27 jsou zobrazeny predikce na zakladé obou modeld, AC i NC a to
pro teplotu 35, 50 a 100 °C. Je vidét, ze se predikce lisi v zavislosti na pouzitém kinetickém
modelu, ale 1 na volb¢ experimentalnich podminek.

Z této studie vyplynuly nésledujici zasady pro spravnou predikci krystalizace:

l. Je dulezité znat pocatecni stav zkoumaného amorfniho materidlu (morfologii, kvalitu
amorfniho materilu), ktery mtize mit dopad az n€kolik fadt v predikované hodnot¢ a.

2. Je dilezité zvolit nejvhodnéjsi sadu parametrii pro simulaci, coz je vidét z rozdilt
predikci na zakladé parametri stanovenych z DSC kiivky méfené rychlosti ohievu

0,5 °C-min”! vs 50 °C-min’!. V tomto pfipadé je nejvhodné&jsi pouzit hodnoty ziskané na

cvwvr

izotermnich experimentd.

3. Tretim dileZzitym faktorem je volba kinetického modelu. Odchylky v krystalinité
predikované na zakladé¢ obou modeld se snizuji s rostouci krystalinitou. AvsSak v ptfipad¢
stability amorfnich 1€¢iv je velmi dilezity pocatek krystalizace, tedy prvni % krystalinity.

Spravna volba kinetického modelu je tedy klicova.

Vliv téchto faktorti na spravnou predikci klesa v nasledujicim poradi:
Vliv kvality amorfniho materialu (morfologie atd.)—>extrapolace parametrii na nejvhodné;si

experimentalni podminky—spravna volba kinetického modelu

Teoretické predikce byly ovéfeny na zaklad¢ izotermnich experimentd viz. publikovana

prace.
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Obrazek 27. Predikce krystaliza¢niho chovani eznalutamidu (vyjadfena jako stupen konverze v zavislosti na
Case) na zakladé kinetickych parametr ziskanych pro HME Al a TE z DSC kiivek zméfenych rychlosti
ohifevu 0,5 a 50 °C-min’'. Predikce byly provedeny s pouzitim modelt AC a NC. Kazdy fadek grafu
odpovida jedné izotermni teploté (35, 50 a 100 °C), v levém sloupci jsou uvedeny vysledky pro HME Al a
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3.1.7. Porovnani kinetiky krystalizace amorfniho enzalutamidu s rGznou velikosti
castic
Vramci této disertacni prace byl studovan vliv metody pfipravy amorfniho

enzalutamidu, i1 vliv velikosti ¢astic na kinetiku krystalizace. Tato problematika je popsana

v publikovaném ¢lanku:

Svoboda, R.; Romanova, J.; §lang, S.; Obadalova, I.; Komersovd, A. Influence of Particle
Size and Manufacturing Conditions on the Recrystallization of Amorphous Enzalutamide.
European Journal of  Pharmaceutical  Sciences, 2020, 153, 105468.
https://doi.org/10.1016/j.ejps.2020.105468.

Vramci uvedené publikace byla studovana kinetika krystalizace amorfniho
enzalutamidu pfipraveného extruzi s pomalym chlazenim (materidl oznacovany v této
disertacni praci jako HME Al a v publikaci jako air-cooled HME) a rychlym chlazenim
(material oznacovany v této disertani praci jako HME B1 a v publikaci jako LN>-cooled
HME) sohledem na velikost ¢astic. Extrudované materidly byly rozdéleny na frakce
obsahujici ¢astice v nésledujicim rozmezi velikosti: 20-50, 50—125, 300-500 pm. Kinetika
krystalizace téchto materiali byla porovnavéana s materidlem pfipravenym sprejovym suSenim
(SD) o velikosti ¢astic 0,1-1 pm. VSechny obrazky uvedené v této kapitole budou ptivodni
obrazky z publikace, a tedy v anglickém jazyce. Obrazek 28 zobrazuje piiklady DSC kiivek
zkoumanych materialti (viz vyse), které byly méfeny rychlosti ohfevu 10 °C-min.
Z uvedenych kiivek je patrné, Ze velikost ¢astic nema vliv na teplotu skelného prechodu,
nicméné¢ metoda pfipravy uréity vliv ma. Materidly pfipravené extruzi s niz§i rychlosti
chlazeni (chlazeni na teplotu vzduchu) maji Ty kolem 80 °C, zatimco materialy pfipravené
vy$si rychlosti chlazeni (chlazeni kapalnym dusikem) a sprejovym suSenim maji o néco vyssi
teplotu skelného ptfechodu tj. 85 °C. Vyssi hodnota 7, u HME Bl a SD je zplsobena
diivéj$§im odchylenim od rovnovéazné kiivky podchlazené kapaliny, tzn. material zlstal ve
vice neuspofadaném stavu nez v ptipadé¢ pomalého chlazeni, kdy maji atomy del$i ¢as na
preusporadani. Srovnatelnd hodnota 7, sprejové suSené¢ho materidlu s extrudovanym
materidlem je dikazem toho, Ze doSlo k uspéSnému odstranéni rozpoustédla a nedoslo
k plastifikaci (sniZzeni 7, materidlu vlivem inkluze molekul rozpoustédla mezi molekulami
materidlu). Druhym efektem na DSC kiivce po skelném prechodu je exotermni krystalizace,
ktera miZze byt ovlivnéna velikosti ¢astic a jejich morfologii. Obecné muze rast krystal zacit

ze tf typl krystaliza¢nich center: 1. nuklei vytvofenych béhem tvorby amorfni faze, 2. nuklei
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vzniklych na rovném povrchu vlivem ohfevu materidlu, 3. znuklei vytvofenych vlivem
ohfevu na defektech vytvofenych mikronizaci. Defekty jsou zde oznacena amorfni mista
s vyssi energii, jako jsou mikrotrhliny, ostré hrany, vnitini pnuti materialu atd. Z Obrazku 28
je videt, ze vétsi extrudované Castice maji jednoduchou krystalizaci charakterizovanou jednim
krystaliza¢nim pikem. S klesajici velikosti Castic se onset krystalizacniho piku posouva
k nizSim teplotdm a zvySuje se jeho slozitost. V pifipadé nejmenSich Castic je onset
krystalizace v bezprostfedni blizkosti skelného prechodu. Klicovou rolu v krystalizacnim
procesu hraji predev§im mechanické defekty, jak jiz bylo ukazano v kapitole 3.1.1. Zde
zminovana publikace dokladd vliv mechanického stresu na krystalizaci. Nejvyssi mnozstvi
mechanickych defekti se pravdépodobné nachézi na povrchu nejmenSich cCastic (frakce
20-50 pm). Tato skute¢nost vede k urychleni ristu krystalti a rovnéz vzniku krystalt rtizné
morfologie, jak bude ukédzano na SEM snimcich. V Obrazku 28 je zobrazena také DSC kiivka
sprejové susené¢ho materialu. I pfesto, Ze ma sprejové suseny material daleko mensi Castice
To pouze doklada, Ze v ptipadé krystalizace amorfniho enzalutamidu jsou mechanicky
vytvorené defekty dulezité pro iniciaci nukleace a rastu krystali. U tohoto sprejovaného
stresu, ktera do ngj byla vnesena sitovanim. Materidl byl stale zcela amorfni, ale jeho ptivodni
dokonale hladky povrch byl naruSen. Sprejové suseny materidl, ktery nebyl podroben
sitovani, vykazuje vzdy jednoduchy krystalizacni pik u teploty krystalizace blizké

extrudovanému materialu s nejvétsimi ¢asticemi. Toto je uvedeno v kapitole 3.1.4.

Amorfni charakter pfipravenych enzalutamidi byl studovan ss-NMR a bylo potvrzeno,
ze materidly SD a HME B1 jsou zcela amorfni, zatimco materidl HME A1 obsahuje méné nez
1 % krystalické faze. Spektra jsou zobrazena na Obrazcich 29A, B. Zaroven bylo
prostiednictvim XRPD potvrzeno, ze vSechny pfipravené SarZe krystalizuji do stejné
polymorfni formy, a to polymorfni formy R1. Difraktogramy pfipravenych vzorki a vzorkl
zakrystalizovanych v DSC jsou zobrazeny v Obrazku 30C. Amorfni enzalutamid krystalizuje
na povrchu, coz bylo doloZzeno SEM snimky. U menSich velikosti extrudovanych ¢astic byly
nalezeny krystaly ve form¢ desticek ¢i jehlicek. U vétSich extrudovanych ¢éstic byl nalezen
lamelarni rist krystali smérem z povrchu dovnitt. Céstice sprejové suseného materialu

krystalizuji ve formé kvadrii. Snimky téchto materidli jsou uvedeny v dané publikaci.
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jsou mechanické defekty. K demonstraci vlivu tohoto efektu byla provedena kinetické analyza

vSech frakci materialu.
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Obrazek 29. A., B. ss-NMR spektra
materiald HME A1, HME B1 a SD spolu se
spektry materiald  obsahujicich znamé
mnozstvi krystalické faze tj. 1, 5 %.
Spektra v obrazku B byla posunuta.
Obrazek C  obsahuje  difraktogramy
ptipravenych vzorki HME Al, HME BI a
SD a stejnych vzorkd zakrystalizovanych
v DSC. Difraktogramy potvrzuji, ze
dochazi ke krystalizaci do polymorfni
formy R1.
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V Obrazku 30 jsou zobrazeny DSC kiivky extrudovanych materidlli zméfené riznymi
rychlostmi ohievu. Krystaliza¢ni chovani (spojené s tvarem krystaliza¢niho piku) se vyrazné
méni s rychlosti ohfevu q°. Pro frakce 300-500 pm, klesajici rychlost ohievu vede
k prodlouzeni nab¢hové hrany krystalizace (prodlouzeni onsetu), pfi¢emz po dosazeni
maxima krystalizace dojde k ostrému poklesu krystaliza¢niho signalu. Toto jsou typické rysy
(autokatalyzované) kinetiky 0. fadu, kterd je obvykla pro organicka skla (amorfni API). Pti
vysSich rychlostech ohfevu prechdzi kinetika 0.fddu na tzv. nukleaéné—rlstovy kineticky
krystaliza¢ni pik odpovidd JMA (Johnson—Mehl-Avrami) kinetice (viz kapitola 1.7.1).
Klesajici rychlost ohfevu vede k separaci prvniho krystalizacniho piku, ktera se déje diky
rozdilu v aktivacnich energiich probihajicich subprocest. Tyto sady DSC kiivek byly

vyhodnocovany ve smyslu kinetické analyzy.
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Obrazek 30. DSC kiivky odpovidajici amorfnimu enzalutamidu HME Al (obrazek A, C, E) a HME B1

(obrazek B, D a F). Exotermni efekty na téchto DSC kiivkach probihaji smérem nahoru. Sipky a barvy

oznacuji DSC kiivky ve sméru rostouci rychlosti ohifevu. Obrazek A a B zobrazuje data pro frakce o velikosti

¢astic 20—50 um, obrazek C a D zobrazuje data pro frakce 50—-125 um, obrazek E a F zobrazuje data pro
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V Tabulce 18 jsou zobrazeny vysledky kinetické analyzy. Jsou zde uvedeny hodnoty
zdéanlivé aktivacni energie stanovené na zdkladé Kissingerovy metody a dalsi kinetické
parametry ziskané prolozenim DSC kiivky méfené rychlosti ohfevu 0,5 °C-min’'. Vice
informaci ze standardni kinetické analyzy je hodnota zdanlivé aktivacni energie. Vyrazné
nejvyssi aktivacni energii krystalizace ma amorfni enzalutamid pfipraveny sprejovym
suSenim. Tento amorfni enzalutamid se dd pokladat za nejstabilnéjsi, coz lze dovodit i
z polohy krystalizaéniho piku, ktery se nachdzi u vysSich teplot v porovnani s frakei
extrudovaného materidlu s velikosti ¢astic 20-50 um. Termicka stabilita skla je z kinetického
pohledu fizena zdanlivou aktivacni energii a preexponencialnim faktorem. Preexponencialni
faktor udava polohu krystaliza¢niho piku na méfené DSC kiivce. Z praktického hlediska je
pro stabilitu amorfni API dilezitd pozice krystalizaéniho piku na DSC kiivce pii nizké

rychlosti ohievu.

Tabulka 18. Vysledky kinetické analyzy. Zdanliva aktivacni energie byla stanovena na zéklad¢ klasické
Kissingerovy metody. Dalsi kinetické parametry byly ziskany na zaklad¢ fitovani DSC kiivky zmétené rychlosti
ohfevu 0,5 °C-min’!, pfi¢emz u frakce 20—-50 um byl vyhodnocovéan pouze prvni krystalizaéni pik. PouZzitym
kinetickym modelem byl Sestak—Berggrentiv model, jehoZ vhodnost byla ovéfena v &lanku uvedeném v kapitole

3.1.6.

Oznadeni HME Al HME B1 SD
d (um) 20-50 50-125  300-500 20-50 50-125  300-500 0,1-1
E (kJ/mol) 163,1 159,8 162,6 144,7 133,2 139,5 187,0
log(A/s) 22,28 19,06 19,26 19,21 15,87 16,13 24,26
M 0,612 0,538 0,757 0,530 0,791 0,701 0,568
N 0,727 0 0 0,797 0 0 1

Na zaklad¢ kinetickych parametrli stanovenych metodami multivaria¢ni kinetické
analyzy byla simulovéana izotermni krystalizace zkoumanych materiald. Jak jiz bylo uvedeno
v kapitole 3.1.6, pfesnost predikce (o—t) zavisi na spravné volbé kinetickych parametra, které
by zejména mély piesné popisovat pocatek (nadbeh) krystalizace. Jak bylo zjisténo, pfesna
nejvice blizi izotermnim podminkam. Obrazky 31A-D zobrazuji predikci krystalizace
zkoumanych materialii pfi teplot¢ 50 a 100 °C. V piipad¢ frakce 20—-50 um je predikce

stanovena pouze na zaklad€ kinetickych parametrii odpovidajicich prvnimu krystaliza¢nimu
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piku. Ze zobrazenych predikci vyplyva vyrazny vliv velikosti ¢astic a pfitomnosti ¢i absence
mechanicky indukovanych defektii na termickou stabilitu amorfniho enzalutamidu. Z predikei
vyplyva, ze nejméné stabilni jsou Castice o velikosti 20—50 um. Navic, material HME B1 je
zjevné méné stabiln€jsi nez material HME Al, coz je piekvapivy vysledek, nebot’ pfi
pomalém chlazeni taveniny zpravidla vznika vyss$i mnozstvi nuklei a zaroven HME Al po
ptipravé obsahoval jiz méné nez 1 % krystalické faze. Prekvapivy vysledek (vyssi stabilita
HME A1l vporovnani HME B1) miZze byt vysvétlen pfitomnosti objemovych krystaliti,
jejichz existence byla u vétSich Castic potvrzena na zékladé SEM snimkua (viz publikace).
DSC kiivky métené vyssi rychlosti ohfevu naznaCovaly opacny vysledek (vyssi stabilitu
HME B1), takze toto opét dokldda dilezitost spravné volby kinetickych parametri a
posuzovani stability na zakladé¢ DSC kiivek ziskanych nizkou rychlosti ohfevu. Tato studie
potvrdila nasledujici: krystaliza¢ni rychlost je primarné fizena mechanicky indukovanymi
defekty. Vyplyva to z faktu, Ze sprejové suSeny materidl o velikosti 0,1-1 pm je daleko

stabilnéjsi nez extrudovany material o velikosti ¢astic 20—50 um.

Krystalizacni kinetika zavisi na velikosti castic, jak bylo demonstrovano u
extrudovaného materialu. Z tohoto diivodu byla zkoumana mozZnost kombinace predikci
nalezici jednotlivym frakcim (Obrazek 31A-D) scilem popsat krystalizacni signél
nerozsitovaného materidlu. V prvni fadé¢ byl proveden izotermni experiment pii teploté
100 °C pro nerozsitovany material Sarze HME Al. DSC z4dznam je zobrazen jako vloZeny
Obrazek v Obrazku 31F, pfiCemz zavislost a—t pro tento experiment (Cerna kiivka) je
zobrazena v hlavnim Obrazku 31F. Cilem bylo popsat experimentalni data pouZitim predikci.
V prvni aproximaci (29) byly pouzity hodnoty zpredikci vypoctenych na zéklade
neizotermnich experimentii (pro frakce 20-50, 50-125, 300-500 um), proménnou veli¢inou

byl vahovy koeficient (zastoupeni jednotlivych frakci):
Aexp = > Wi * Qp; (29)
tw;=1 (30)

kde oexp pfedstavuje experimentalné stanovenou krystalinitu, opi jsou jednotlivé
teoretické predikce pro primérnou hodnotu velikosti ¢astic v dané frakci, wi je vahovy
koeficient. Vysledek nejlepsiho prolozeni je zobrazen v Obrazku 31F jako Cervend ¢arkovana
cara. Poté byla provedena druha aproximace (31), byly pfidany predikce pro dalsi frakce
velikosti Castic: 125-180, 180-250, 250-300 pm. Predikce byly vypocteny na zaklade
interpolace kinetickych parametrii obdrzenych pro hrani¢ni hodnoty (50—125 a 300—-500 pm):
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ki

P = il (P300-500 — Pso-125) + Pso—125 (31)

kde P; je hodnota kinetickych parametrt (E, A, M nebo N) pro kazdou frakei, P3oo-500 a
Ps0-125 jsou hodnoty parametrii pro frakce o velikosti ¢astic uvedené v dolnim indexu a k; je 1,
2 a 3 pro frakce 125—-180, 180-250 a 250—-300 um. Prolozeni odpovidajici zohlednéni i téchto
frakei je zobrazeno v Obrazku 31F jako modra cara. U Sarze HME Al bylo sitovou analyzou
stanoveno rozlozeni ¢astic v podobé frakci uvedené v Obrazku 31E (Cervené sloupce). Na
zaklad¢ prolozeni dat bylo teoreticky vypocteno rozlozeni castic, které je v Obrazku 31E
znazornéno v podob¢ modrych sloupcti. Experimentalni a teoretické hodnoty byly srovnany a
nejvetsi odchylky byly nalezeny u frakei snizsi velikosti Castic tj. 20-50, 50-125 a
125-180 pm. Hlavnim divodem téchto odchylek bylo, ze maji experimentalni data konkavni
tvar a jsou prokladany konvexnimi predikcemi. Konvexni tvar predikci vyplyva se surovych

experimentalnich DSC dat zobrazenych v Obrazku 31.

Uvedena studie dokazala, Ze ptitomnost mechanicky aktivovanych defektd hraje
klicovou rolu v termické stabilité¢ ucinnych API. Prevenci tohoto efektu mlize byt zahtivani
pfipraveného materidlu v bod¢ méknuti a ztoho plynouci redukce mnozstvi defektd.
Vhodnéjsi metodou pro piipravu termalné stabilnich API, které jsou citlivé na mechanické

stres, miiZe byt sprejove suseni.
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Obrazek 31. A. Predikce krystalizace (zavislost a—T) amorfniho enzalutamidu pii 50 °C. Predikce byla

stanovena na zaklad¢ kinetickych parametri ziskanych multivariacni kinetickou analyzou DSC kiivky zméfené
rychlosti 0,5 °C-min’'. B. Data z Obrazku A pfiblizené v x-ové ose. C. Predikce krystalizace amorfniho
enzalutamidu pfi 100 °C . Predikce byla stanovena na zakladé kinetickych parametrii ziskanych multivariacni
kinetickou analyzou DSC kiivky zméFené rychlosti 0,5 °C-min-!. D. Data z Obrazku C pfiblizené v x-ové ose.
E. Vysledky sitové analyzy velikosti castic materiallu HME Al (Cervené sloupce). Teoretické zastoupeni
velikosti ¢astic (modré sloupce) vypoctené na zakladé nelinedrnii regrese isotermnich dat pro nerozsitovany
materidl. K fitu byly pouzity kinetické predikce pro pruimérnou velikost ¢astic obsazenych ve zkoumanych
frakcich (modra &ara v Obrazku F). F. Cerna kfivka zobrazuje experimentélni vysledek isotermni krystalizace pfi
100 °C (detaily experimentu a DSC zdznam je zobrazen ve vloZzeném obrazku). Cervena Garkovana Gara
odpovida prolozeni experimentalnich dat tfemi zékladnimi kinetickymi predikcemi odpovidajicimi kinetickym
vysledkim pro frakce o wvelikosti castic 20-50, 50-125, 300-500 pm). Modrd c¢éra odpovida fitu
experimentalnich dat kinetickymi predikcemi odpovidajicimi tfem experimentalné obdrzenym kinetickym sadam
dat ( pro 20-50, 50—-125 a 300-500 pm) a tfem dal$im sadam dat, které byly teoreticky vypocteny pro frakce
o velikosti ¢astic 125-180, 180-250 a 250-300 pum).
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Ze zminéné studie plynou nasledujici zavéry:
c da, . SR . . , ¥ ;
1. Krystaliza¢ni rychlost (E) je primarné¢ fizena mechanickou aktivaci povrchu (béhem mleti,

drceni) nez velikosti ¢astic.

¢astic extrudovanych materiald.

3. Materidl pfipraveny rychlym chlazenim je méné¢ stabilni nez materidl pfipraveny pomalym
chlazenim, 1 kdyz maximum krystalizacniho piku HME B1 je posunuto k vys$im teplotdm
v porovnani s materidllem HME A1l (viz kapitola 3.1.3). Rozdil ve stabilit¢ byl uréen na
zaklad¢ porovndni aktivacnich energii. Fakt, Ze je stabiln&j$i materidl pfipraveny rychlejsi
rychlosti chlazeni mtize byt piekvapujici, nebot’ pomalejsim chlazenim by mélo dochézet ke
vzniku vétsiho mnozstvi nuklei. V tomto ptipadé, v oblasti, kde by mélo dochazet k nukleaci
je pravdépodobné dominantnéjsi rychlost rastu krystala.

Vyznamnym piinosem této publikace je ovéfeni, ze na zéklad€é znalosti predikce
krystalizace pro jednotlivé Sarze velikosti Castic jsme pomérné presné schopni predikovat
krystalizaci pfipraveného materidlu obsahujici Castice rizné velikosti. Fakticky lze tedy
pfedpokladat aditivitu krystalizacnim signalu sjen minimélnim vzijemnym ovlivnénim
efekty na rozhrani jednotlivych zrn (slinovani, ockovéni, ...). Zaroven je zfejmy i
zanedbatelny efekt lokalnich teplotnich vykyvi v dasledku diive probihajici exotermni

transformace v pripad¢ mensich castic.
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3.1.8. Amorfni enzalutamid pro stabilitni testovani

Stabilitni testy byly provadény pouze s amorfnim enzalutamidem bez prokazatelné¢ho
mnozstvi krystalické faze, tedy s materillem HME A2 a HME B2. Byly provadény zrychlené
stabilitni testy (tedy kratkodobé) a pfirozené stabilitni testy (tedy dlouhodobé). Cilem téchto
experimentll bylo ovéfit krystalizaci plné amorfnich materidld a ovéfit rozdily mezi
materidlem HME A2 a HME B2. U pfipravenych amorfnich materialii byla provedena také
standardni kineticka analyza. Byly vycisleny parametry DSC rovnice pro kazdou DSC kiivku
(Obrazek 32A-32D), viz rovnice (8) v kapitole 1.7.1. Zdanliva aktivacni energie krystalizace
byla stanovena na zaklad¢ metody Kissinger (kapitola 1.7.1, rovnice 9) a Kissinger-Akahira-
Sunose (KAS, kapitola 1.7.1, rovnice 10). V obou pfipadech je zdanliva aktivacni energie
vyhodnocovdna ze smérnice piimky, u obou materidli byly tyto zavislosti linearni. U
Kissingerovy metody byla ziskdna primérnd hodnota zdanlivé aktivacni energie (urena
v maximu stupné premény) a u KAS metody byla vysledkem zavislost zdanlivé aktivaéni
energie na stupni pfemény. Vysledky jsou uvedeny v Obrazku 32E. Entalpie krystalizace
(Obrazek 32F) byla urCend integraci plochy krystalizaéniho piku, pficemz k odectu
skute¢ného signéalu vzorku byl jako zdkladni linie pouzit kubicky spline. K popisu kinetiky
krystalizace byl pouzit Sestik-Berggrenitv model, jehoz vhodnost k popisu kinetiky
krystalizace enzalutamidu byla potvrzena v publikaci zminéné v kapitole 1.7.1.

Zdanliva aktivaéni energie materillu HME A2 (velikost ¢astic pod 250 pm)
je cca 17945 kJ-mol™!, coz je vice neZ u materialu HME Al (velikost ¢astic 500-300 pm),
jehoz zdanliva aktiva¢ni energie pro krystalizaci byla cca 160+2 kJ-mol™!. Tento rozdil je
zpusoben piitomnosti krystalti v materiallu HME A1, které funguji jako krystaliza¢ni zarodky
a snizuji energetickou bariéru. Zdanliva aktivacni energie materialu HME B2 (velikost ¢astic

pod 250 um) je nizsi neZ u materialu HME A1, tj. 14942 kJ-mol™'. Podobn4 hodnota zd4nlivé

aktivacni energie byla stanovena 1 u materialu HME B1 (velikost ¢astic 500-300 pum), viz
publikace uvedena v kapitole 3.1.7. V této publikaci bylo potvrzeno, Ze materiall HME Al je
stabilnéjsi nez HME B1. Uvedené hodnoty zddnlivé aktivacni energie jsou primérem hodnot
zdanlivé aktivacni energie vrozmezi stupné piemény 0,3-0,7 (aktivacni energie urcené
pomoci metody KAS). Znovu bylo potvrzeno, Ze material pfipraveny extruzi s niz$i rychlosti
chlazeni HME A2 je stabilnéjSi neZ material pfipraveny vyssi rychlosti chlazeni HME B2.
Stejného zavéru bylo dosazeno u materiala HME Al, HME BI, a to bez ohledu na to, ze
material HME A1 obsahoval téméf 1 % krystalické faze. Vysledky tykajici se materialu HME
Al a HME BI1 jsou uvedeny v publikované praci a v kapitole 3.1.7. Hodnoty zdanlivé
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aktivacni energie plné¢ amorfnich materiald HME A2 a HME B2 jsou uvedeny v zavislosti na
stupni ptemény v Obrazku 32E.

Entalpie krystalizace se v ptipad¢ HME A2, B2 vyrazné méni s rychlosti ohievu, coz by
mohlo naznacovat zménu mechanismu krystalizace. Na zaklad¢ tvaru piku miizeme usuzovat,
ze u nizSich rychlosti ohfevu se krystalizace fidi kinetikou 0. fadu, poté se krystalizacni pik
stava symetrickym. Vyjimkou je vsak krystalizace enzalutamidu HME A2 u rychlosti ohfevu

0,5 °C-min’!. Kinetika krystalizace je zde bliz§i JMA modelu, zatimco krystalizace materidlu

HME B2 odpovida 0. fddu. Na vSechny DSC ktivky, tedy na DSC kiivky ziskané riznou
rychlosti ohfevu, byl aplikovan pro popis krystalizaéni kinetiky Sestak-Berggrentiv model
(kapitola 1.7.1, rovnice 15). Hodnota parametru N materiallu HME A2 pii rychlosti ohfevu
0,5 °C-min! byla 1 a M 0,3. Hodnota parametru N materialu HME B2 pfi rychlosti ohfevu

0,5 °C-min"' byla 0,4 aM 0,4.
Na zékladé vyse zminénych parametri Sestak-Berggrenova modelu pro rychlost ohfevu

0,5-min™! a daldich parametrti DSC rovnice byla vypoétena predikce krystalizace pii teploté

25, 40 a 60 °C. Zavislosti stupné ptemény « (krystalinity vzorku) na case jsou uvedeny pro
materidly HME A2 a HME B2 v Obrazku 33. Tabulka 19 navic uvadi doby skladovani
pottebné k dosazeni urcitého stupné krystalinity pfi uvedenych teplotach, kterym byl material
vystaven béhem stabilitnich testd. Uvedené doby skladovani jsou spiSe orientacni, nebot’ zde
je pocitano s tim, Ze je material ve stejném stavu, v jakém byl na pocatku experimentu
(takovy materidl, ktery byl pouzit k DSC experimentim vedoucim k vypoctu predloZené
predikce). Neni zde pocitano napiiklad s vlhkosti. Nicméné pokud je material nestabilni za
téchto “suchych” podminek, stabilita se bude s vlhkosti spiSe déale snizovat, samoziejme
zavisi také na hygroskopicité dané¢ API.

Krystalizace materialt HME A2 a HME B2 pii teploté¢ 40 a 60 °C by méla byt témet
okamzita. Pfi teploté 25 °C je u materidlu HME A2 dosazeno 1 % krystalické faze béhem
13 dnti a u materidlu HME B2 béhem 3 dnid. Uz z téchto predikci vyplyva, ze krystalizace
neni pfili§ fizena teplotou, ale jinym faktorem (mechanicky stres). Tato predikce je velmi
spolehliva, nebot’ se dle vysledki stability piiblizné shoduje s realitou. V experimentech byly
pouzity klasické doby stabilitnich studii a neupravovali jsme jejich ¢as s ohledem na predikci.
Predikéni vypocty byly totiz stale jest¢ optimalizovany i v dobé, kdy uz stabilitni testy
probihaly.
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Obrazek 32. A. DSC kiivky enzalutamidu HME A2 ziskané rychlosti ohfevu 0,5; 1; 2 °C-min’!, B. DSC kiivky
enzalutamidu HME A2 ziskané rychlosti ohfevu 5, 10, 20 a 50 °C-min"!, C. DSC kiivky enzalutamidu HME B2

ziskané rychlosti ohfevu 0,5; 1; 2 °C-min"'; D. DSC kiivky enzalutamidu HME B2 ziskané rychlosti ohfevu 5;

10; 20 a 50 °C-min’!, E. Aktivaéni energie enzalutamidi HME A2 a HME B2 stanovenia pomoci metody

Kissinger-Akahira-Sunose vynesena v zavislosti na stupni pfemény « (¢arkované linie zobrazuji hodnotu energie

stanovenou pomoci klasické Kissingerovy metody), F. entalpie krystalizace (k odecteni Cistého signalu vzorku

byl pouzit kubicky spline) enzalutamidt HME A2 a HME B2 v zavislosti na rychlosti ohfevu.
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Obrazek 33. Predikce krystalizace enzalutamidu HME A2 a HME B2 pii teploté 25, 40 a 60 °C. Krystalizace

byla vypoéitana na zakladé parametrti Sestak-Berggrenova modelu stanovenych z DSC kiivky ziskané rychlosti

ohfevu 0,5 °C-min’.

Tabulka 19. Predikované hodnoty krystalinity enzalutamidu HME A2 a HME B2. Jsou zde uvedeny
vypocitané doby skladovani, pfi kterych dojde k dosazeni 1, 5, 10 ¢i 20 % krystalické faze v 25, 40, 60 °C.

Doba skladovani k dosaZeni uvedené krystalinity (dny)

HME A2 HME B2
o (%) 25 °C 40 °C 60 °C 25°C 40 °C 60 °C
1 13,0 0,6 0,01 3,3 0,2 0,01
5 42,8 1,9 0,04 8,5 0,6 0,02
10 71,2 3,2 0,08 12,8 0,9 0,04
20 121,4 5,4 0,10 19,5 1,3 0,06
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3.1.9. Vysledky kratkodobych a dlouhodobych stabilitnich testt amorfniho

enzalutamidu

V této kapitole jsou predstaveny vysledky kratkodobych a dlouhodobych stabilit
amorfniho enzalutamidu pfipraveného extruzi. K charakterizaci stresovanych vzork bylo
pouzito n¢kolik technik. Cilem bylo prokazat v jakych podminkach enzalutamid krystalizuje,

piipadné v jakych podminkach je stabilni.

Béhem kratkodobych stabilit byl amorfni vzorek vystaven teplotdim 40 a 60 °C
v kombinaci s 10 % RH ¢i 75 % RH. Doba stabilitniho testu byla 14 a 30 dni. V pfipadé
dlouhodobych stabilit byly vzorky vystaveny 25 °C s 60 % RH a 40 °C s 75 % RH, pti¢emz
bylo pouzito dvoji baleni. Jedna ¢ast vzorka byla zabalena ve dvou vrstvach polyethylenové
folie (oznaceno dale PE-PE) a druha ¢ast vzorkl byla nejdiive zabalena v polyethylenové
folii, ktera byla poté vlozena do hlinikové folie a ta byla posléze zatavena (oznaceno dale Al-
PE-Al). V kapitole 3.1.9.1 jsou strucné shrnuty vysledky diferencni skenovaci kalorimetrie,
kdy na zdkladé¢ DSC dat bylo vypocteno pfiblizné mnoZstvi krystalické faze v amorfnim
vzorku. V kapitole 3.1.9.2 jsou piedloZeny snimky vzorkt ze SEM, kdy bylo moZné stanovit 1
malé mnozstvi krystalické faze. Pritomnost krystali v amorfnim vzorku byla potvrzena
pomoci XRPD (kapitola 3.1.9.3) a ss-NMR (kapitola 3.1.9.4), kdy méfeni '°F ss-NMR bylo
citlivéjs$i nez meéteni XRPD. V kapitole 3.1.9.5 jsou uvedeny vysledky infracervené
spektroskopie, kterd byla rovnéz pouZita pro potvrzeni piitomnosti krystali ve vzorku.
Uvedené charakteriza¢ni techniky byly pouzity pro potvrzeni ptitomnosti krystali ve vzorku,
ale nebyly pouzity ke kvantifikaci krystalické faze. Krom¢ infracervenych spekter byla
méfena 1 Ramanova spektra, ale pfitomnost krystalické faze v amorfnim vzorku zde nebyla
prokazatelnd, proto tato spektra nebudou zobrazena. Kapitola 3.1.9.6 predklada vysledky

HPLC pouzité za ucelem stanoveni mnozstvi degradované API.

3.1.9.1. Diferencni skenovaci kalorimetrie

Vzorky z kratkodobych i1 dlouhodobych stabilit byly méfeny metodou DSC pfi riiznych
rychlostech ohtevu (1, 5, 10, 20, 50 °C-min™). S rychlosti ohfevu dochazelo ke zméné
kinetiky krystalizace 1 u stresovanych vzorkt. Platilo, Ze vzorky, které nebyly dle SEM na
povrchu zcela zakrystalizovany, vykazovaly pfi nizsich rychlostech ohfevu v DSC kinetiku
krystalizace fizenou 0. fadem. Cim déle byly vzorky vystaveny vysiim teplotam a vys3si
vlhkosti, tim se kinetika krystalizace pii nizSich rychlostech ohievu spiSe blizila kinetice

JMA. Co se tyCe teploty skelného ptechodu, pokud byl vzorek bez obalu vystaven 75 % RH,
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pak se hodnota T, snizila na hodnotu 80 °C. Ztoho vyplyva, Ze enzalutamid v téchto
podminkach nepodlehl vyrazné plastifikaci.

Hodnoty entalpie krystalizace vzork(i vystavenych jednotlivym podminkam
kratkodobych stabilitnich testli jsou zobrazeny v Obrazku 34. Chybové usecky predstavuji
standartni smérodatnou odchylku od hodnot ziskanych jako priamér entalpii stanovenych
z riiznych rychlosti ohievu. Ze zobrazenych vysledkl jsou patrné nasledujici trendy. Entalpie
krystalizace vzorkil skladovanych ve 40 °C 10 % RH se s Casem neméni a je témé&f totozna
s entalpii nestresovanych vzorkd. Primérna entalpie vzorku HME A2 vystaveného témto
podminkam je 48 J-g!, v ptipadé HME B2 je to 49 J-g'!. Pokud se ke zminéné teploté piida
vlhkost, tj. podminky 40 °C 75 % RH, pak entalpie krystalizace s Casem kles4. Po 30 dnech
v 40 °C 75 % RH byla entalpie zmé&tenych vzorkit HME A2 37 J-g! a HME B2 39 J-g~!.
Entalpie poklesne také v 60 °C 10 % RH, se skladovacim ¢asem se pak uz hodnota entalpie
pfili§ neméni. Primérna hodnota entalpie vzorkl skladovanych 30 dnti v 60 °C 10 % RH byla
v piipadé¢ HME A1 25 J-g"! a v ptipadé HME B2 26 J-g'!. Pokud je vzorek skladovan v 60 °C
v kombinaci 75 % RH pak je paradoxné entalpie krystalizace o néco vyssi nez v ptipadé
10 % RH, tj. u HME A2 32 J-g! a HME B2 33J-g’!. V piipadé dlouhodobych stabilit
(Obrazek 35) entalpie klesa ve vSech podminkéch se skladovacim ¢asem. V 25 °C 60 % RH
v baleni Al-PE-Al klesne entalpie krystalizace po 6 mésicich stabilitnich testt u HME A2 na
38 J-g! au HME B2 na 24 J-g’'. V25 °C 60 % RH v baleni PE-PE po 6 mésicich klesne
entalpie krystalizace HME A2 na 38 J-g! a u HME B2 na 36 J-g’!. Ve 40 °C 75 % RH
v baleni Al-PE-Al po 6 mésicich klesne entalpie krystalizace u HME A2 na 35 J-g'! a u HME
B2 na 32 J-g!. Ve 40 °C 75 % RH v baleni PE-PE po 6 mésicich klesne entalpie krystalizace
u HME A2 na 24 J-g'! au HME B2 na 22 J-g"!'. Vzhledem k tomu, Ze entalpie tani vzorki se
prili§ neméni a odpovida tani plné krystalického materialu, pak poklesy entalpie krystalizace
vzorkl po kratkodobych stabilitnich testech odpovidaji nartstu krystalinity vzork.. Amorfni
enzalutamid tedy rekrystalizuje a uz ze zminénych hodnot je vidét, Ze obsah krystaldt v HME
B2 je trochu vyssi nez v pfipadé HME A2. Na zaklad¢ znalosti vySe zminénych entalpii
krystalizace a entalpie tdni enzalutamidu byla krystalinita vzorkli vypoctena na zaklad€ rovnic
(27) a (28) uvedenych v kapitole 3.1.2. Vypoctené hodnoty krystalinity jsou uvedeny
v Tabulce 20. Nulova krystalinita byla stanovena u vzorku HME A2 vystavenému
podminkam 40 °C 10 %, 40 °C 75 % RH po dobu 14 dni a 25 °C 60 % RH v baleni Al-PE-Al
po dobu 1 meésice. V ptipadé HME B2 nebyla krystalické faze nalezena u vzorkl vystavenych
podminkam 40 °C 10 % RH a 40 °C 75 % RH po dobu 14 dni. V ptipad¢ hodnot krystalinity
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zobrazenych v Tabulce 20 neni mozné stanovit, Ze je materiall HME B2 méné stabilni, na to

jsou doby prili$ kratké.
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Obrazek 34. Hodnoty entalpie krystalizace (modrd barva) a onsetu krystalizace (Cernd barva) enzalutamidd
HME A2 (poloprazdné body) a HME B2 (plné body) vystavenym podminkam dlouhodobych stabilitnich testt.

Entalpie krystalizace byla stanovena s pouzitim linearni zakladni linie.
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Obrazek 35. Hodnoty entalpie krystalizace (modra barva) a onsetu krystalizace (Cerna barva) enzalutamidt
HME A2 (poloprazdné body) a HME B2 (pIlné body) vystavenym podminkam kratkodobych stabilitnich

testll. Entalpie krystalizace byla stanovena s pouzitim linearni zékladni linie.
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Tabulka 20. Mnozstvi krystalické faze v amorfnich vzorcich vystavenych stabilitnim testim. Krystalinita byla
stanovena u kazdého vzorku ze sady DSC kiivek zméfenych rychlosti ohfevu 1, 2, 5, 10, 20, 50 °C-min".

Krystalinita byla vypoctena na zakladé rovnice (27) a (28) v kapitole 3.1.2.

Podminky stabilitniho testu HME A2 HME B2
(teplota, % relativni vlhkosti, doba trvani) o£SD (%) o£SD (%)

40 °C 10 RH 14 dni 0 5,9£1,9

40 °C 10 RH 30 dni 9,5+4,2 10,0+2,0

40 °C 75 RH 14 dni 0 0

40 °C 75 RH 30 dni 31,0£1,5 17,6+3,8

60 °C 10 RH 14 dni 47,0+1,7 49,1+3,6

60 °C 10 RH 30 dni 56,1+3,1 48,7+3,8

60 °C 75 RH 14 dni 36,2+3,5 35,349,7

60 °C 75 RH 30 dni 44,343 37,244,8

25 °C 60 RH 1 mésic v Al-PE-Al 0 0
25 °C 60 RH 3 mésice v Al-PE-Al 14,6+3,6 31,249,7
25 °C 60 RH 6 mésicii v Al-PE-Al 24,4438 24,142.9
25 °C 60 RH 1 mésic v PE-PE 16,1473 18,7+3,1
25 °C 60 RH 3 mésice v PE-PE 25,249,7 19,1+£2,6
25 °C 60 RH 6 mésicti v PE-PE 25,249,7 32,4+3,7
40 °C 75 RH 1 mésic v Al-PE-Al 26,529 18,4+10,5
40 °C 75 RH 3 mésice v Al-PE-Al 40,2+8.8 35,5434
40 °C 75 RH 6 mésict v Al-PE-Al 35,5494 43,0£5,9
40 °C 75 RH 1 mé&sic v PE-PE 35,2+1,8 10,7+7,8
40 °C 75 RH 3 mésice v PE-PE 13,6+0,6 42,9+6,2
40 °C 75 RH 6 mésicti v PE-PE 53,5+8,6 55,3+7,3
3.1.9.2. Skenovaci elektronova mikroskopie

Obrazky 36 a 37 zobrazuji snimky ¢isté¢ amorfnich materiald HME A2 (36 A, B) a HME B2
(37 A, B) a vzorkli vystavenych kratkodobym stabilitnim testim. Materidl HME A2
(Obrazek 36) krystalizuje jiz ve 40 °C v kombinaci s 10 % RH. Rostouci krystaly jsou ve
tvaru tenkych desticek (Obrazek 36 C-D). Ve zvySené vlhkosti, tj. 40 °C s75 % RH
krystalicka faze roste ve formé desti¢ek Sroubovité dislokaénim mechanismem (36 G-J),
pficemz k rustu dochazi pfednostné na hranach castic ¢ili na mechanicky aktivovanych
mistech. V 60 °C 10 % RH je povrch ¢astic po 14 dnech zcela pokryt krystaly ve tvaru
desticek a tenkych tyCinek (Obrazek 36 K-L). V 60 °C 75 % RH jsou ¢astice po 14 dnech
pokryty tenkymi ty¢inkami (Obrazek 36 O—P) a na Obrazku 36Q (60 °C 75 %RH 30 dni) je
vidét, ze dochézi k rustu krystalt z povrchu dovniti. V pfipadé materidlu HME B2 dochazi k
trochu odlisné krystalizaci, viz dale. Na Obrazku 37 C—D (materidl HME B2) odpovidajicimu
podminkam 40 °C 10 % RH 14 dni nejsou vidét krystaly na povrchu, ale je zde ndznak
krystali pod povrchem. Krystalizace pod povrchem jasné probihd v podminkach 40 °C
s 75 % RH (Obrazek 37 G-J), kdy je krystalicka vrstva pod povrchem jiz pravdépodobné plné

zformovand a na povrchu vznikaji trasy tenkych ty¢inek podéln¢ s povrchem. V 60 °C 10 %
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RH je povrch jiz zcela pokryty tenkymi ty€inkami (37 K-N) a v ptipadé¢ 60 °C 75 % RH
tyCinkovité krystaly vytvaieji na povrchu externi Gtvary rizné geometrie (viz Obrazek 37 N).

Jak je vidét, oba materidly krystalizuji mirn¢ odli$né, coz pravdépodobné odpovida
odliSnému krystalizacnimu mechanismu identifikovanému na zakladé¢ DSC u nizké rychlosti
ohtevu. Dulezité vsak je, ze ke krystalizaci enzalutamidu dochazi bez ohledu na vlhkost, coz
odpovida tomu, ze ani nedochazi k plastifikaci vzorkd. Vlhkost tedy primarné nepronikd do
objemu amorfniho materialu a plisobi pouze na jeho povrchu. Pfitomnost vlhkosti povrchovou
krystalizaci vyrazné urychli, dojde k téméf okamzitému pokryti povrchu krystalickou fazi.
Z4dnym obalovym materidlem tedy nelze zabranit krystalizaci amorfniho enzalutamidu,
alternativni moznosti jsou nasledujici. Prvni moznosti je pouziti sprejové suseného materialu
s tim, Ze se musi ovérit jeho stabilita ve zvySené teploté a vlhkosti. Druhou moznosti je tvorba
tuhého roztoku. Z divodu nedostatku Casu a existence dalSich témat nebyly tyto moznosti
provéteny. Nicméné néplni této prace bylo primarné studium kinetiky amorfnich APL

Snimky z dlouhodobych stabilitnich testl jsou zobrazeny v ptiloze (obrazky P 2—P 9) a
vyplyva z nich, Ze material HME B2 je méné stabilni. Obrazek P2 A, B a P 3 A, B zobrazuje
snimky materialu HME A2 a HME B2, ktery byl vystaven 25 °C 60 % RH v baleni AI-PE-Al
po dobu 1 meésice. Materidl HME A2 vypada zcela amorfné¢ a u materialu HME B2 bylo
nalezeno nékolik tycCinek, které jsou pravdépodobné krystalické. Po 6 mésicich (Obrazek P 3
E—F) je povrch mensSich ¢astic materidlu HME B2 zcela pokryt krystaly, zatimco u materialu
HME A2 (Obrazek P 2 E-F) takovy povrch nebyl nalezen. Snimky z ostatnich podminek jsou
zobrazeny na Obréazcich P 4-P 9. Obrazky P 6 (A, B) a P 7 (A, B) zobrazuji materidly
vystavené 40 °C 75 % RH v baleni AI-PE—AI po dobu 1 mésice a u obou materialt je povrch
zcela pokryt krystaly s tim, Ze materidl v objemu je stale amorfni. Stejné vysledky vyplyvaji 1
ze snimkl materidlti skladovanych ve stejnych podminkéch, ale v baleni PE-PE (obrazky P8 a
P9). Snimky dokazuji, ze krystalizace probih4 bez ohledu na pfitomnost vlhkosti, ale vlhkost
krystalizaci urychluje a mize ménit tvar vznikajicich krystalii (mechanismus krystalizace).
Dalsi snimky jsou zobrazeny v Obrazcich P 9 C-E, jsou vidét fezy ¢asticemi HME B2, které
byly vystaveny 40 °C 75 % RH v baleni PE-PE po dobu 3 a 6 mésict. V téchto fezech je vidét
povrchova zakrystalizovana vrstva a krystaly vznikajici v objemu pod povrchem, které poté
pravdépodobné vyrlstaji na povrch. U snimkl z kratkodobych stabilitnich testl materialu
HME B2 byla také odhalena pravdépodobné krystalizace pod povrchem, coZ je rozdil
v chovani HME B2 a HME A2, kde dochéazi ke krystalizaci pravdépodobné z povrchu
dovniti. V kapitole 3.1.8 bylo vypocteno, ze materidll HME B2 bude mén¢ stabilni nez
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material HME A2, ale rozdil nebyl pfilis veliky, a to vyplyva také z téchto vysledkli. Nicméné
bylo potvrzeno, ze krystalizace ve 40 °C a 60 °C je téméer okamzitd a potvrzuje to tedy
vysledky predikce predlozené v kapitole 3.1.8. Predikovany rozdil ve stabilité¢ materialt HME
A2 a HME B2 pfi teploté 25 °C byl jen né¢kolik dni, coz nelze experimentalnimi daty potvrdit.
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0\ s
amorfni vzorek HME A2

)
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4 dni

L]
HME A2 40 °C 10 RH 30 dni

Obrazek 36. SEM snimky materidllu HME A2 vystavenému podminkam kratkodobych stabilitnich testi:
A. pivodni amorfni vzorek HME A2 (méfitko 1 pm), B. ptuvodni amorfni vzorek HME A2 (méfitko 5 um),
C.40°C 10 % RH 14 dni (méfitko 1 um), D. 40 °C 10 % RH 14 dni (méfitko 5 um), E. 40 °C 10 % RH 30 dni
(mgfitko 1 pm), F. 40 °C 10 % RH 30 dni (méfitko 5 um), G. 40 °C 75 % RH 14 dni (méfitko 1 um), H. 40 °C
75 % RH 14 dni (méfitko 5 pm), 1. 40 °C 75 % RH 30 dni (méfitko 1 pm), J. 40 °C 75 % RH 30 dni (méfitko
5 pum), K. 60 °C 10 % RH 14 dni (méfitko 1 um), L. 60 °C 10 % RH 14 dni (méfitko 5 pm), M. 60 °C 10 % RH
30 dni (méfitko 1 pm), N. 60 °C 10 % RH 30 dni (méfitko 5 pm), O. 60 °C 75 % RH 14 dni (méfitko 1 pm),
P. 60 °C 75 % RH 14 dni (méfitko 10 um), Q. 60 °C 75 % RH 30 dni (méfitko 1 um), R. 60 °C 75 % RH 30 dni
(mgfitko 20 um).
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HME B2 60 °C 75RE
Lo iy | umar

Obrazek 37. SEM snimky materialu HME B2 vystavenému podminkam kratkodobych stabilitnich testh:
A. pivodni amorfni vzorek HME B2 (méfitko 1 pm), B. plvodni amorfni vzorek HME B2 (méftitko 5 pm),
C.40°C 10 % RH 14 dni (méfitko 1 um), D. 40 °C 10 % RH 14 dni (méfitko 5 um), E. 40 °C 10 % RH 30 dni
(méfitko 1 um), F. 40 °C 10 % RH 30 dni (méfitko 5 pm), G. 40 °C 75 % RH 14 dni (méfitko 1 um), H. 40 °C
75 % RH 14 dni (métitko 5 pm), 1. 40 °C 75 % RH 30 dni (méfitko 1 pm), J. 40 °C 75 % RH 30 dni (méfitko
5 um), K. 60 °C 10 % RH 14 dni (métitko 1 um), L. 60 °C 10 % RH 14 dni (mé&fitko 10 pm), M. 60 °C 10 %
RH 30 dni (méfitko 1 um), N. 60 °C 10 % RH 30 dni (méfitko 20 pm), O. 60 °C 75 % RH 14 dni (méfitko
1 um), P. 60 °C 75 % RH 14 dni (mé&fitko 20 pm), Q. 60 °C 75 % RH 30 dni (méfitko 5 um), R. 60 °C 75 % RH
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3.1.9.3. XRPD

Difraktogramy vzorkii vystavenych podminkdm kratkodobych a dlouhodobych
stabilitnich testl jsou zobrazeny v pfiloze na Obrazcich P 10-13. Vysledky vzorkl
vystavenych kratkodobym stabilitim (Obrazky P 10 a P 11) potvrzuji, Ze vzorek HME A2 je
dle XRPD zcela amorfni po 30 dnech ve 40 °C 10 % RH, ale i po 14 dnech v podminkéach
40 °C 75 % RH. Naproti tomu vzoreck HME B2 je dle XRPD zcela amorfni pouze po
14 dnech ve 40 °C s 10 % RH. V ptedchazejici kapitole byly diskutovany snimky ze
skenovaci elektronové mikroskopie a vSechny vzorky z kratkodobych stabilitnich testt
obsahovaly prokazatelné mnozstvi krystalické faze, proto byly krom¢ XRPD
charakterizovany 1 dal$imi technikami s cilem nalézt nejcitlivéjsi metodu k identifikaci
krystalické faze a optimalizovat podminky méfeni.

Vysledky z dlouhodobych stabilitnich testl jsou zobrazeny v piiloze na Obrazcich P 12
a P 13. V obou ptipadech (HME A2, HME B2) zlstavaji vzorky amorfni po dobu 1 mésice
v podminkach 25 °C 60 % RH v baleni Al-PE-Al i PE-PE. Dals§i vzorky byly smési
krystalické formy R1 a amorfni formy.

3.1.9.4. ss-NMR

Vysledky "F ss-NMR méieni jsou zobrazeny na Obrazcich P 14—17. V ptedchozi
kapitole bylo potvrzeno, ze vzorky HME A2 vystavené podminkam 40 °C 10 % RH po dobu
30 dni a 40 °C 75 % RH po dobu 14 dni jsou plné¢ amorfni. Tyto zavéry byly na zakladé
analyzy pomoci ss-NMR zptesnény. Vysledky potvrzuji, Ze vzorek vystaveny 40 °C 10 % RH
je po 14 dnech pln¢ amorfni, av§ak po 30 dnech obsahuje ptiblizné 0,5 % krystalické faze.
Vzorek vystaveny 40 °C 75 % RH obsahuje po 14 dnech kolem 0,5 % krystalické faze a po
30 dnech asi 1 % krystalické faze (viz Obrazek P 14). Stejné zavéry byly obdrzeny 1 v piipade
HME B2 (viz Obrazek P 16).

V ptipad¢ dlouhodobych stabilitnich testd zGstal vzorek HME A2 plné¢ amorfni
v podminkach 25 °C 60 % RH v AI-PE-Al i PE-PE po dobu 1 mésice (viz Obrazek P 15).
Vzorek HME B2 ziistal po dobu 1 mésice plné amorfni v podminkéch 25 °C 60 % RH
v AI-PE-Al, pficemzZ vzorek vystaveny 25 °C 60 % RH v PE-PE obsahoval uz kolem 1 %
krystalické faze (viz Obrazek P 17). VSechny zminéné vzorky z dlouhodobych stabilitnich
testh byly dle XRPD amorfni, 1 % krystalické faze enzalutamidu je v tomto piipadé pod
detekénim limitem XRPD.

V Tabulce 21 jsou uvedeny vysledky srovnani '°F ss-NMR spekter vzorkit HME A2 a
HME B2, které byly vystaveny podminkdm kratkodobych a dlouhodobych stabilitnich testi.
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V Tabulce 21 je uvedeno bud’ oznaceni vzorku, jenz doséhl vys§s§iho mnozstvi krystalické faze
v uvedenych podminkéch, nebo slovo stejné v pripadé kdy spektra obou materidli byla
totozna. Z vysledkt kratkodobych stabilitnich testi vyplyva, Ze rozdil v krystalinité¢ byl
detekovan v ptipadé 60 °C 10 % RH, kdy vys$i mnozstvi krystalické faze obsahoval vzorek
HME A2 a v piipadé¢ podminek 60 °C 75 % RH 30 dni, kdy obsahoval vys$si mnozstvi vzorek
HME B2. Z dlouhodobych stabilit vyplynulo, Ze po 6 mésicich obsahuje vys$s§i mnozstvi
krystali material HME B2, a to v podminkéch 25 °C 60 % RH v obou balenich a také
v podminkdch 40 °C 75 % RH v pfipadé¢ baleni AI-PE-Al. Vy$§i mnozstvi krystalt
v materidlu HME A2 v porovnani s materidlem HME B2 bylo detekovano pouze
v podminkéch 40 °C 75 % RH PE-PE. Jasn¢ urcit, ktery material krystalizuje vice je v tomto
ptipadé tézké. Ale v piipad¢ dlouhodobych stabilit je materidl HME B2 pravdépodobné méné
stabilni nez HME A2 v podminkéch, kdy je chranén pfed vlhkosti, tedy v Al-PE-Al obalu. To
by mohlo odpovidat vysledkli predikce krystalizace, protoze tam neni zohlednén pftispévek

vlhkosti.

Tabulka 21. Slovni hodnoceni vyjadiujici porovnani miry krystalinity ve vzorcich HME A2 a HME B2, které¢
byly vystaveny podminkam kratkodobych a dlouhodobych stabilitnich testd

Nazev vzorku, ktery obsahoval vétSi mnozZstvi krystalt

podminky stabilitniho
Zadny Al-PE-Al PE-PE

testu/obalovy material

40 °C 10 % RH 14 dni =

40 °C 10 % RH 30 dni stejné™

40 °C 75 % RH 14 dni stejné

40 °C 75 % RH 30 dni stejné

60 °C 10 % RH 14 dni HME A2

60 °C 10 % RH 30 dni HME A2

60 °C 75 % RH 14 dni stejné

60 °C 75 % RH 30 dni HME B2

25°C 60 % RH 1 mésic stejné HME B2
25 °C 60 % RH 3 mésice stejné HME B2
25°C 60 % RH 6 mésicu HME B2 stejné
40 °C 75 % RH 1 mésic HME A2 stejné
40 °C 75 % RH 3 mésice HME B2 HME A2
40 °C 75 % RH 6 mésicu HME B2 HME A2

*poml¢ka znamena, Ze vzorek dle ss-NMR neobsahoval krystalickou fazi

** slovo stejné je uvedeno v tabulce v ptipad€, kdy vzorky obsahovaly stejné mnozstvi krystalické faze
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3.1.9.5. Infracervend spektroskopie

IC absorpéni spektra vzorki z dlouhodobych a kratkodobych stabilit jsou zobrazena

v Obrazku 38-41. IC spektrum krystalické formy RI1 obsahuje ostry absorpéni pas

s maximem vlno¢tu piiblizné 3430 cm™! naleZici valenénim vibracim N—H skupiny. Amorfni

forma tento pas neobsahuje (viz Obrazek 38). Na zékladé IC byla mala piimés krystali

zaznamenana i ve vzorcich, které byly pro ss-NMR pIné amorfni.

0,02 ]

Absorbance (-)

Obrazek 38. Infracervena spektra vzorkit HME A2 vystavenym podminkam kratkodobych stabilitnich testt a

£ 40 °C 10 RH 14 dni

E amorfni HME A2

F 40 °C 10 RH 30 dni

F 40 °C 75 RH 14 dni

E 40 °C 75 RH 30 dni

60 °C 10 RH 14 dni
F 60 °C 10 RH 30 dni
£ 60 °C 75 RH 14 dni
E 60 °C 75 RH 30 dni

F polymorfni forma R1

3600 3500 3400 3300 3200

vinoget (cm™)

spektra pln¢ amorfniho a pIné krystalického vzorku. Spektra byla posunuta.

0,02 I 25 °C 60 RH 3 mésice v Al-PE-,

Absorbance (-)

£ amorfni HME A2 R
E 25 °C 60 RH 1 mésic v Al-PE-

E25°CB0RH6 mésicUVA-PE-AL e ]
E 25 °C 60 RH 1 mésic v PE-PE

25 °C 60 RH 3 mésice v PE-PE

E25°COORH6meSICUVPEPE "~ ]
T 40°C75RH ImesicVAPEAL S N ]

£ 40 °C 75 RH 3 mésice v A-PE-Al

£40 °C 75 RH 6 mésica v AI-PEdt____’_,\,\_‘
£ 40 °C 75 RH 1 mésic v PE-PEA e ]
E 40 E 7£5 RE| 3:mfesice v PE-UL-_——’A’\‘A._.
E 40 °C 75 RH 6 mésicil v PE-PL

polymorfni forma R1 e

L B L '
3800 3600 3400 3200 3000

vinoget (cm™)

Obrazek 39. Infracervena spektra vzorklt HME A2 vystavenym podminkédm dlouhodobych stabilitnich test ve

dvojim baleni (Al-PE-Al, PE-PE) a spektra plné amorfniho a pln¢ krystalického vzorku. Spektra byla posunuta.

125



0.011

Absorbance (-}

Vysledky a diskuze

amorfni HME B2

40 °C 10 RH 14 dni

40 °C 10 RH 30 dni

40 °C 75 RH 14 dni

40 °C 75 RH 30 dni

60 °C 10 RH 14 dni
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60 °C 75 RH 14 dni

60 °C 75 RH 30 dni
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3000
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Obrazek 40. Infracervena spektra vzorki HME A2 vystavenym podminkam kratkodobych stabilitnich testii a

spektra pln€ amorfniho a pIné€ krystalického vzorku. Spektra byla posunuta.

Absorbance (-)

+ amorfni HME B2

+ 25 °C 60 RH 1 mésic v Al-PE-Al
r 25 °C 60 RH 3 mésice v Al-PE-Al
[ 25°C60RHE Tésicﬂ v Al-PE-Al

~25 °C 60 RH 1 mésic v PE-PE

[ 25 °C 60 RH 3 mésice v PE-PE

I 25 °C 60 RH 6 mésicu v PE-PE

r 40 °C 75 RH 1 mésic v Al-PE-Al

r 40 °C 75 RH 3 mésice v Al-PE-Al
~40 °C 75 RH 6 mésicu v Al-PE-Al

- 40 °C 75 RH 1 mésic v PE-PE

- 40 °C 75 RH 3 mésice v PE-PE

‘.-" » v
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Obrazek 41. InfraCervena spektra vzorki HME A2 vystavenym podminkdm dlouhodobych stabilitnich test

ve dvojim baleni (Al-PE-Al, PE-PE) a spektra pln¢ amorfniho a plné krystalického vzorku. Spektra byla

posunuta.
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3.1.9.6. HPLC

Tabulka 22 zobrazuje vysledky stanoveni CdCistoty vzorkii po kratkodobych a
dlouhodobych stabilitach. Reten¢ni Cas enzalutamidu byl 5,8 min za podminek popsanych
v kapitole 2.2.14. Ve vSech vzorcich bylo nalezeno maximalné 0,35 % degradovan¢ APL

Vzorky tedy obsahuji po stabilitnich testech stale z vétsi ¢asti enzalutamid v €isté formé.

Tabulka 22. Mnozstvi degradované API stanovené na zakladé HPLC.

% degradované API ve vzorku % degradované API ve vzorku

Podminky stabilit HME A2 HME B2
40 °C 10 RH 30 dni 0,35+0,005 0,25+0,004
40 °C 75 RH 30 dni 0,32+0,005 0,25+0,005
60 °C 10 RH 30 dni 0,19+0,004 0,28+0,006
60 °C 75 RH 30 dni 0,27+0,006 0,18+0,005
25°C 60 RH 1 mésic v Al-PE-Al 0,21+0,005 0,200,005
25°C 60 RH 1 mésic v PE-PE 0,21+0,005 0,22+0,007
40 °C 75 RH 1 mésic v Al-PE-Al 0,19+0,004 0,22+0,005
40 °C 75 RH 1 mésic v PE-PE 0,20+0,005 0,22+0,004

* . o M 7 o . wr v It
V tabulce je uveden prameér vysledkt tfi méteni.

3.1.10. Shrnuti chovani amorfniho enzalutamidu

Tato kapitola se zabyvala amorfni formou enzalutamidu, jejim krystalizacnim chovanim
za ruznych podminek a dopady tohoto chovani na skladovani a dlouhodobou stabilitu této
latky. Uvedené studie mély také za cil stanovit procedurdlni standard pro vyzkum
krystalizaéniho chovani amorfnich API. Je-li enzalutamid pfipraven v DSC ohfevem
s naslednym chlazenim, pak béhem ohfevu pfipravené¢ amorfni formy neni zaznamendna
exotermni krystalizace na DSC kfivce, nejsou tedy pfitomna nuklea z ptipravy. Je-li amorfni
enzalutamid pfipraven extruzi, pak je béhem mleti amorfniho materialu aktivovan jeho povrch
a generovana nuklea, coz se projevi na DSC kfivce exotermni krystalizaci. Krystalizace takto
pripravené¢ho materialu nezavisi na velikosti ¢astic, ale na mife mechanického stresu. Je-li
amorfni enzalutamid pfipraven sprejovym suSenim, pak neni pfi¢inou vzniku nuklei
mechanické aktivace, ale pravdépodobné pfitomnost zbytkového rozpoustédla. Tento material
se vSak jevi stabiln¢j$i nez materidl pfipraveny extruzi. Dale bylo ukazano, Ze na zakladé
kinetické predikce lze pomérné piesné predpovédét krystalizaéni chovani amorfniho
enzalutamidu 1 v pfipadé¢ rastu krystall pod T, stejn€ jako predikovat aditivitu

krystaliza¢nich signalt pro praskové materidly o rtizné velikosti ¢astic.
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V této kapitole byly rovnéz piedstaveny vysledky stabilitniho testovani amorfniho
enzalutamidu pfipraveného extruzi s pouzitim rdzné rychlosti ohievu. Dle predikce
krystalizace na zaklad¢ kinetickych vypocti by meél byt stabilnéj$i materidl pfipraveny
pomalejsi rychlosti chlazeni (HME A2), to vSak nebylo na zéklad¢ vysledki stabilitnich testa
jasné prokazano.

Bylo potvrzeno, ze amorfni enzalutamid pfipraveny extruzi krystalizuje, a to bez ohledu
na pritomnost vlhkosti, pfitomnost vlhkosti vSak krystalizaci podpoii. Na zakladé kinetickych
vypoctl bylo predikovano, ze pii teploté 40 °C a 60 °C zac¢ne krystalizace okamzité a pii
teplot¢ 25 °C do dvou tydni. V ptipadé 40 °C a 60 °C predikce souhlasi, u 25 °C byla
krystalizace detekovana pii 25 °C po 30 dnech pomoci '°F ss-NMR méieni, ale pomoci IC
spektroskopie a SEM byly nalezeny naznaky krystalické fdze uz po 2 tydnech. Zminéné
dokazuje, ze predikce v ptipadé amorfniho enzalutamidu je pomérné spolehliva.

Na zakladé SEM a IC bylo dokazano, ze dochazi ke krystalizaci ve viech vzorcich
piedlozenych stabilitnimu testovani. Pokud porovname vysledky 'F ss-NMR a XRPD, pak
YF ss-NMR ma niz§i detekéni limit krystalické formy enzalutamidu. Na zékladé vysledka
stabilitnich testl nejde zcela jasné potvrdit, Ze je amorfni forma enzalutamidu HME B2 méné
stabilni nez forma HME A2, nicméné€ snimky ze SEM to naznacuji. Zaroven byla potvrzena
chemicka stabilita amorfniho enzalutamidu béhem stabilitnich testd, a to na zakladé HPLC
méfeni.

V neposledni fadé zde byla zkouména spolehlivost stanoveni krystalinity na zakladé
rovnic (27) a (28). Bylo zde prokazano, ze tato rovnice pomérné spolehlivé funguje u vyssiho
mnozstvi krystalické faze, ale v pfipad€ nizké krystalinity je malo prikaznd a je potieba

vysledek ovéfit jinymi metodami.
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3.2. Benefity plynouci z pouziti amorfni formy v Iékové forme

Pouzitim amorfni API v Iékové formé Ize docilit znacného zvySeni rozpustnosti vybrané
API, viz kapitola 1.3. Cilem této kapitoly bylo porovnat disolu¢ni chovani amorfni a
krystalické formy enzalutamidu, a to samotné ¢i v kombinaci s vybranym polymerem. Pouziti
polymeru je esencialni v pfipad¢ rychle krystalizujicich API. V takovém ptipad¢ je vhodné
zvoleny polymer schopen udrzet API v pfesyceném stavu, a to zejména pomoci
molekularnich interakci.

V kapitole 3.2.1 je uvedeno porovnani rychlosti rozpousténi amorfni a krystalick¢ API.
V kapitole 3.2.2 je sledovano rozpousténi amorfni API v praskové formé s velikosti castic,
kterd bude pouzivana v dalSich formulacich. V kapitole 3.2.3 je uvedeno disolu¢ni chovani
amorfniho enzalutamidu v pfitomnosti HPMC AS MF. V kazdé vySe zminéné kapitole jsou

uvedeny vysledky charakterizac¢nich technik materiala pted a po disoluci.

3.2.1. Studium disolu¢niho chovani enzalutamidu béhem pravé disoluce

Cilem metody pravé disoluce bylo porovnat rychlost rozpousténi amorfni a krystalické
formy enzalutamidu za podminek, kdy jejich rozpousténi neni limitovano rozpustnosti
(disoluéni médium 72,4 mM fosfatovy pufr o pH 6.8 s 0,2 w/V" % dodecylsulfatu sodného) a
neni ovlivnéno formou vzorku (velikosti a tvarem castic). Pfed vlastnim experimentem byla
API vybrané pevnofdzové formy (amorfni ¢i krystalické polymorfni formy R1) slisovéna
lisovacim tlakem 110 N do plochého disku o priméru 8 mm, ¢imZ byla minimalizovana
zavislost na povrchu API. Povrch slisovaného disku musel byt hladky, bez viditelnych
nerovnosti, nebot’ k rozpousténi dochézi z povrchu disku. Pomoci XRPD bylo ovéteno, ze
nedochazi ke zméné pevnofazové formy meétenych latek vlivem lisovaciho tlaku. Vysledky
praskoveé rentgenové difrakce jsou zobrazeny na Obrazku 42A (horni obrazek — amorfni latka
slisovana do podoby plochého disku) a 42B (horni obrazek — krystalicka latka slisovana do
podoby plochého disku). Béhem tohoto zpracovani nedoSlo ke zméné polymorfni formy
krystalického materidlu ¢i k rekrystalizaci amorfni API. Takto pfipravené disky byly pouzity
k disolu¢nimu experimentu. K ¢aste¢né fazové transformaci amorfni API doSlo aZz po

kontaktu s disoluénim médiem. Doslo k povrchové krystalizaci do polymorfni formy R1".

"w/V — koncentrace vyjadiend v jednotkach hmotnosti latky na objem disolu¢niho média
" XRPD byla méfena s odstupem jednoho dne od disolu¢niho experimentu
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Difraktogramy API pied a po disolu¢nim experimentu jsou uvedeny na Obrazku 42A
(horni obrazek —amorfni forma ve formé plochého disku pied disoluénim experimentu,
spodni obrazek — amorfni forma ve formé¢ plochého disku po disolu¢nim experimentu) a 42B
(horni obrazek — krystalickd forma ve form¢ plochého disku ptfed disoluénim experimentem,
spodni obrazek — krystalickd forma ve formé plochého disku po disolu¢nim experimentu).
Amorfni forma enzalutamidu je v difraktogramu prezentovana jako difuzni pas — halo efekt.
Naproti tomu krystalicka forma je v praskovém difraktogramu charakterizovana difrakénimi
liniemi, které svou pozici odpovidaji polymorfni formé¢ R1. Difrakéni zdznam polymorfni
formy R1 obsahuje dle patentovych informaci nésledujici difrakéni linie'"’.
Hlavni/nejintenzivnéjsi difrakéni linie krystalické formy RI1 (Casto oznaCované jako
charakteristické) jsou: 12,3; 13,1; 15,0; 17,5+0,2 26. Déle pak XPRD zaznam polymorfni
formy R1 vykazuje fadu dalSich (mén¢ intenzivnich) difrak¢énich pika: 9,8; 13,5; 14,3; 16,7;
18,9; 21,1; 21,8 a 24,4+0,2 20. XRPD zaznam (Obrazek 42A) pivodné amorfni API (horni
obrazek), kterd byla vystavena disolu¢nimu experimentu, obsahuje nasledujici difrakéni linie:
12,48; 13,22; 16,7; 14,6; 16,86; 19,14; 21,42; 21,98; 23,07; 24,6 26. Tyto difrakéni linie maji
pomérné malou intenzitu, pfevazuje halo efekt, nicméné difrakéni linie odpovidaji polymorfni
formé¢ RI1. Vzorek je tedy zvelké casti amorfni a pravdépodobné na povrchu disku
vykrystalizoval enzalutamid do polymorfni formy R1. V piipadé disku s krystalickou latkou

se pozice difrak¢nich linii nezménila, a tudiz se stale jedna o polymorfni formu R1.

80000 . - - = . -
A 090 Gisk s amorfni 1atkou pred disoluci B disk s krystalickou latkou pred disoluci
. 3500 . 70000 |
3000 60000 |
2500 50000 f
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~0 @O E
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Obrazek 42. Vysledky praskové rentgenové difrakce: A. amorfni API (Cervené kiivky) méfené po slisovani do
disku (horni obrazek) a po probéhnuti disolu¢niho experimentu (spodni obrazek), B krystalické API (Cerné

ktivky) métené po slisovani do disku (horni obrazek) a po probéhnuti disolucniho experimentu (spodni obrazek).
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Vysledky vlastniho disolu¢niho experimentu amorfni a krystalické formy enzalutamidu

ve formé rozpusténého mnozstvi na objem disolu¢niho média jsou uvedeny na Obrazcich 43 a

44. Rychlost rozpousténi byla vyhodnocovana z linearniho useku na pocatku disolucni kiivky

(120 sekund) jako smérnice primky. Vysledky linedrni regrese jsou zobrazeny v Tabulce 23

a24. Z vysledku je patrné, ze rychlost rozpousténi amorfni formy pfipravené extruzi je 6krat

vys$s$i nez rychlost rozpousténi krystalické formy R1. Z Obrazku 43A lze rozpoznat zménu

smérnice, respektive jeji snizeni po 120 sekundach. Tato zména miize byt pfisuzovana

¢astecné krystalizaci na povrchu disku. Z tohoto experimentu lze usoudit, ze ackoliv benefit

amorfniho enzalutamidu je znacny, je casteCné negovan pomérné¢ rychlou krystalizaci

v disoluénim médiu. Vysledky disoluce enzalutamidu v praskové form¢ jsou uvedeny v

kapitole 3.2.2.
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Obrazek 43. Prava disoluce amorfniho enzalutamidu pfipraveného extruzi: A. Ptiblizeny tsek disolu¢niho

profilu, na ktery byla aplikovana linearni regrese., B. Cely disolué¢ni profil.

Tabulka 23. Vysledky linearni regrese disolu¢niho profilu (120 s) amorfniho enzalutamidu pfipraveného extruzi.

Rychlost o o Xt
Pokus roziouéténi R? pH Teplota (°C) Primeéma rychlgs:r ozpf)zustemiSD
(ug-min~'-cm2) (ng'min~!-cm™)
1 53,62 0,9704 6,39+0,09 36,9+0,39
2 48,20 0,9750 6,38+0,10 36,9+0,41 47,54+5,65
3 39,89 0,9721 6,38+0,09 36,8+0,44
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Obrazek 44. Prava disoluce krystalického enzalutamidu formy R1: A. Pfiblizeny usek disolu¢niho profilu, na

ktery byla aplikovana linearni regrese., B. Cely disoluéni profil.

Tabulka 24. Vysledky linearni regrese disolu¢niho profilu enzalutamidu krystalické formy R1

Rychlost Primérna rychlost rozpousténi
Pokus rozpousténi R? (-) pH T (°C) s
(pug'min~'-cm) (ng'min~ -cm™)
1 7,646 0,9946 6,3+0,11 36,9+0,39
2 7,863 0,9881 6,39+0,09 36,9+0,43 7,94+0,25
3 8,323 0,9987 6,39+0,09 36,9+0,39
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3.2.2. Studium disoluéniho chovani enzalutamidu béhem disoluce API
v praskové formé

Pomoci pravé disoluce (viz kapitola 2.3.5, 3.2.1) byl ovéfen rozdil v rychlosti
rozpousténi amorfni a krystalické API bez ohledu na formu vzorku (vSechny vzorky byly
stlaceny do formy disku). Poté bylo nutné otestovat chovani amorfni a krystalické API ve
formé, ve které¢ budou pouzity pro piipravu tablet, tedy ve formé praskové. Disolucni profily
amorfni (HME) a krystalické API v praskové formé ziskané pti rychlosti otdcek michadla 50

(disolu¢ni metoda 1, viz kapitola 2.3.6) a 100 min™! (disolu¢ni metoda 2, viz kapitola 2.3.6),

jsou zobrazeny na Obrazcich 45 a 46. VSechny profily byly prolozeny kinetickym modelem 1.
a nultého fadu, modelem Weibull a Korsmeyer-Peppas. Vysledky linearni a nelinearni regrese
jsou uvedeny v Tabulkach 25-28. Disolu¢ni profily prolozené kinetickymi modely, u nichz
bylo dosazeno nejvyssiho koeficientu determinace, jsou zobrazeny na Obrazcich 45 a 46.
I presto, ze v piipadé modelu Korsmeyer-Peppas (viz kapitola 1.7.2.3, rovnice 22) bylo
dosazeno pomérn¢ vysokého koeficientu determinace, nemaji ziskané hodnoty parametrii
v tomto ptipadé fyzikalni odlivodnéni. Jedna se totiz o rozpousténi Cisté API a tento model je
uréen k objasnéni mechanismu uvoliiovani API z polymernich matricovych tablet. I tak lze
prokazatelné identifikovat rozdil parametri pro amorfni a krystalickou API. V pfipadé
parametru n (tzv. ,release exponent”) bylo dosazeno vyssi hodnoty u krystalické API
v porovnani s amorfni formou, zatimco konstanta kkp je vyS$si u amorfni formy (viz Tabulka
25 - 28). [ kdyZ se v tomto pfipadé nejedna o uvoliovani API z polymerniho filmu (matrice),
rozdilné hodnoty parametru ngp a kxp pravdépodobné naznacuji rozdilny mechanismus i
rychlost rozpousténi krystalické a amorfni APL

Disolu¢ni profil krystalického materidlu v rozhodujicim ¢asovém intervalu do 30 min.
od pocatku disoluce odpovida kinetice 1. fadu. Oproti tomu u amorfni API nejdiive dojde ke
skokovému liedrnimu nartstu koncentrace béhem prvnich 120 sekund a poté dojde ke snizeni
smérnice piimky a rozpousténi nasledné odpovida kinetice 0. fadu ve studovaném intervalu
30 min (viz Obrazek 45). Z vysledki regresni analyzy (Tabulky 25-28) a z disolu¢nich profila
na Obrazku 45 vyplyva, ze v pfipadé praskového amorfniho materidlu nedochazi
k rychlej§imu rozpousténi API a neni dosaZeno vysSiho rozpuSténého mnoZstvi ve srovnani s
krystalickym materidlem. Amorfni material se rozpousti dle kinetiky 0.fadu stejné jako
v piipad¢ pravé disoluce (vysledky viz kapitola 3.2.1), coz mlze byt zplisobeno faktem, ze
dochazi k postupnému rozpousténi z vétsi plochy (tedy k rozpousténi vétSich Castic) nebo

z pravidelnych ploch. Pfi vizudlnim sledovani pribéhu disoluce bylo zjisténo, Ze na pocatku
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disolu¢niho experimentu dochézi k rychlému rozpusténi jemnych Castic a téméf okamzitému
vzniku vétsich agregatii. Doslo tedy k precipitaci. Vznikly shluk ¢astic byl dale analyzovén a
vysledky jsou shrnuty nize. Stejné disolucni chovani bylo zaznamenano pii rychlostech

michadla 50 i 100 min~! (viz Obrazek 45 a 46, Tabulka 25-28).
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Obrazek 45. Disolucni profil amorfniho a krystalického (polymorfni forma R1) enzalutamidu ziskany pfi
podminkéch disolué¢ni metody 1 (50 min~'/45 minut/150 min~'/15 minut): A. Cely disolu¢ni profil v procentech
uvolnéného mnozstvi API, véetné useku se zvysenou rychlosti otacek michadla (150 min™') , B. Disoluéni profil
useku s rychlosti otdéek 50 min~' prolozeny kinetickym modelem I. ¥adu v piipadé krystalické API a kinetikou

0.fddu v pfipadé¢ amorfni API; C. Disoluéni profily prolozené modelem Korsmeyer-Peppas.
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Tabulka 25. Vysledky nelinedrni regrese (model Weibull, model kinetiky I. fadu, model kinetiky 0.fddu, model Korsmeyer-Peppas) disoluéniho profilu krystalické formy
enzalutamidu (polymorfni formy R1) z disolu¢niho experimentu v 72,4mM fosfatovém pufru o pH 6.5 s 0,005 % w/V pii rychlosti otadek 50 min~! (disoluéni metoda 1,

kapitola 2.3.6).

Kineticky model
model Weibull kinetika I. Ffadu kinetika 0. Fadu model Korsmeyer-Peppas
Aw (ug-ml™) Kk (min®) B (ugﬁ:l‘l) k (min™") k (ug- ml~"-min™) C (usek) nkp (-) kkp (min™)
Parametry
2,80+0,093 0,12+0,009  1.11£0,074  2,51+0,051 0,08+0,004 0,070,007 0,46+0,138  0,58+0,044 0,3340,044
R?(-) 0,9951 0,9989 0,9456 0,9878

Tabulka 26. Vysledky nelinearni regrese (model Weibull, model kinetiky I. fadu, model kinetiky 0.fadu, model Korsmeyer-Peppas) disolu¢niho profilu amorfni formy

enzalutamidu (HME) z disolu¢niho experimentu v 72,4mM fosfatovém pufru o pH 6.5 s 0,005 % w/V pii rychlosti otdéek 50 min~! (disoluéni metoda 1, kapitola 2.3.6).

Kineticky model
model Weibull kinetika L. Fadu kinetika 0. adu model Korsmeyer-Peppas
Aw . Flmin! , -
(ug-ml™) Kk (min™!) k (ug: ml~!-min™") C (tisek) nke (-) kkp (min™)
Parametry Nekoverguje ke kone¢né hodnoté.
1,410,112 0,18+0,055 0,03+0,001 0,68+0,019  0,32+0,024 0,51+0,035
R2(-) 0 0,73773 0,9930 0,9767
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Obrazek 46. Disolucni profil amorfniho a krystalického (polymorfni forma R1) enzalutamidu ziskany pii
podminkéch disolu¢ni metody 2 (100 min~'/45 minut/150 min~!/15 minut): A. Cely disolu¢ni profil v procentech

uvolnéného mnozstvi API, v&etné useku se zvysenou rychlosti otacek michadla (150 min™') , B. Disoluéni profil

useku s rychlosti ota¢ek 50 min~! prolozeny kinetickym modelem 1. ¥adu v pfipadé krystalické API a kinetikou
0.fadu

v pfipadé amorfni API; C. Disolucni

profily  prolozené

modelem  Korsmeyer-Peppas.
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Tabulka 27. Vysledky linearni a nelinedrni regrese (model Weibull, model kinetiky I. fadu, model kinetiky 0.fadu, model Korsmeyer-Peppas) pro disolu¢ni profil krystalické
formy enzalutamidu (polymorfni forma R1) ve 72,4mM fosfatovém pufru o pH 6.5 s 0,005 % w/V pii rychlosti ota¢ek 100 min~! (disolu¢ni metoda 2, kapitola 2.3.6).

Kineticky model
model Weibull kinetika I. Ffadu kinetika 0. fadu model Korsmeyer-Peppas
Aco B Kk (min®) B() A= 5 Kk (min™) k (ug- ml~"-min™) C (tisek) nke (-) ke (min™)
(ng'ml™) (ng'ml™)
Parametry
2,86+0,074 0,11+0,007 1,05+0,065 2,92+0,053 0,11+0,006 0,09+0,016 0,59+0,217 0,47+0,098 0,56+0,072
R2(-) 0,9982 0,9980 0,8698 0,9486

Tabulka 28. Vysledky linearni a nelinearni regrese (model Weibull, model kinetiky I. fadu, model kinetiky 0.fadu, model Korsmeyer-Peppas) pro disolucni profil amorfni

formy enzalutamidu (HME) ve 72,4mM fosfatovém pufru o pH 6.5 s 0,005 % w/V pii rychlosti otagek 100 min™" (disoluéni metoda 2, kapitola 2.3.6).

Kineticky model
model Weibull kinetika I. Fadu kinetika 0. Fadu model Korsmeyer-Peppas
Aw . 71 1_1 . _1 7 . -n
(ug-ml) kK (min™) k (ug: ml~!-min") C (tsek) nke (-) kkp (min™)
Parametry Nekoverguje ke konec¢né hodnoté.
1,51+0,100 0,23+0,064 0,03+0,002 0,810,025 0,29+0,0212  0,63+0,037
R2(-) 0 0,8894 0,9889 0,9728
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Obrazek 47 shrnuje snimky ze skenovaciho elektronového mikroskopu. Snimky
potvrzuji, ze dochazi k vyrazné zméné¢ tvaru ptivodné amorfnich c¢astic béhem disolu¢niho
experimentu. Zatimco amorfni ¢astice pred disolucnim experimentem (Obrazek 47— A, B, C.)
nevykazuji znamky pravidelnosti, ¢astice po disolu¢nim experimentu (Obrazek 47 — D, E, F)
vypadaji jako shluky castic ¢i vétsi Castice obalené pravidelnymi tyCinkami o velikosti
jednotek mikrometrt. Jadro ,,obalenych® ¢astic mize byt stale jest€¢ amorfni, avsak tyCinky na
povrchu s velkou pravdépodobnosti piisluseji krystalické fazi. V piipadé plavodné
krystalického materidlu nedochazi ke zméné tvaru castic béhem disolu¢niho experimentu. Je
nutné poznamenat, ze tvar ptivodniho krystalického materialu (Obrazek 47 — G, H, CH) neni
nijak pravidelny, coz mlze byt zptisobeno intenzivnim mletim pfipraveného materidlu. Neni
vylouceno, ze doSlo k amorfizaci na povrchu ¢astic. V patentové piihlaSce (Farmaceuticka
kompozice krystalického enzalutamidu a zptsob jeji pfipravy) nalezici firmé Zentiva, k.s. je
uveden obrazek nepomletého materidlu enzalutamidu polymorfni formy R1, ktery ma tvar
pravidelnych kvadri'%. Z vyse uvedenych informaci vyplyva, Ze amorfni enzalutamid velmi
rychle krystalizuje, coz je podpoieno vysokym specifickym povrchem materidlu v ptipadé, ze
se provadi praskova disoluce. Krystalizace vzorku byla potvrzena 1 dal$imi technikami

uvedenymi nize.
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Obrazek 47. SEM snimky praskového amorfniho materialu pied disoluci, s métitkem: A. 1 um, B. 5 um, C. 50

pm; praskového amorfniho materidlu po disoluci, s méfitkem: D. 1 pm, E. 5 pm, F. 50 pm, praskového

krystalického materialu pted disoluci, s métitkem: G. 1 pm, H. 5 pm, CH. 50 um; praskového krystalického

materialu po disoluci, s m

v

€11

tkem: I. 1 pm, J. 5 pm, K. 50 pm.
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Infracervenou spektroskopii bylo potvrzeno, Ze se pied i po disoluénim experimentu
jedna stale o stejnou chemickou entitu, tj. o enzalutamid. Zaroven vSak dochazi u amorfni
API ke zméné fyzikalni formy, tj. ke krystalizaci. Rozdil mezi amorfni a krystalickou formou
je patrny posunem polohy maxima absorpénich past (naptiklad posun absorpéniho pasu
valenéni vibrace karbonylové skupiny C=0 u 1756—1763 cm™) a jejich §ikou, jak je ziejmé
z Obrazku 48. Vysledky infra¢ervené spektroskopie ukazuji, ze velka c¢ast pivodné¢ amortni
API je po disoluénim experimentu krystalickd. Za tcelem ovéfeni, zda je vzorek zcela

krystalicky, byly pouzity praskova rentgenova difrakce a diferencni skenovaci kalorimetrie.

— krystalické Ié€ivo polymorfni formy R1
F— amorfni forma (HME, &astice < 250 um) pfed disoluci
E— amorfni forma (HME, ¢astice < 250 um) po disoluci

5[0,05
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| y— TR coeoac b e e b e e b e e e b e e e e b e b e e e b
F— krystalicka forma (R1,&astice < 250 um) pred disoluci
F— krystalicka forma (R1,&astice < 250 um) po disoluci

y
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Obrazek 48. Infracervend spektra praskovych materialt (amorfni forma - horni obrazek, krystalicka

forma - spodni obrazek) ptfed (Cervena kfivka) a po (modra kiivka) disolucnim testu. V hornim obrazku
obsahujicim spektra amorfni formy enzalutamidu pfed a po disoluci, je zobrazeno navic referenéni spektrum

polymorfni formy R1.

PraSkova rentgenova difrakce (Obrazek 49) potvrdila, Ze disolu¢ni zbytek plvodné
amorfni API je po disolu¢nim experimentu z majoritni ¢asti krystalicky. Této krystalické
formé¢ ptislusi nasledujici hlavni/neintenzivngjsi difrakeni linie: 12,48; 13,28; 15,20; 16,98 26.
Déle difrakéni zdznam obsahuje dal§i mén¢ intenzivné;si difrakéni linie: 10,02; 13,67; 14,52;
16,7; 19,1; 21,48; 21,90; 23,00; 24,7; 24,6 26. Tento difrakéni zaznam odpovidé polymorfni
formé& R1 popsané v patentu W02014/041487'%. Zaroven difraktogramy materiald pied
disoluci ukazuji, Ze doSlo pravdépodobné k castecné (minoritni) amorfizaci krystalického
enzalutamidu béhem mleti pfi pfipravé praskového materialu k disoluci. Plyne to z toho, Ze
v difraktogramu je zachycen nizky halo efekt, ale prevazuji difrak¢ni linie polymorfni formy

R1. Tento materidl je po disoluci plné€ krystalicky, pficemz XRPD zaznam stale odpovida
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polymorfni form& R1.Vysledky DSC meéfeni vzorkli pfed a po disoluci jsou zobrazeny na
Obrazku 50 a v Tabulce 29. U krystalické API se jedna pted i po disolu¢nim experimentu o
polymorfni formu R1 Polymorfni forma R1 méa dle literatury teplotu tani 196 °C (onset)
s entalpii tani 76 J-g~!. Obrazek 50 rovnéz zobrazuje DSC k¥ivku amorfni formy pied a po
disoluci. Pred disoluci je material plné amorfni, coz bylo potvrzeno pomoci IC i XRPD. Na
zaklad¢ DSC dat, tedy poméru entalpie krystalizace a tani (Tabulka 29) bylo stanoveno, Ze
disoluc¢ni zbytek z ptivodné amorfni API je po disoluci pravdépodobné ze 76 % krystalicky.
Tedy, mala ¢ast vzorku zlistava stale amorfni. Maximum tani je posunuto o 2—4 °C k niz§im
teplotam, to muze byt vSak zplsobeno morfologii ¢i velikosti krystalti, nebot’ XRPD

potvrdilo, Ze se jedna o polymorfni formu R1.

A 2960 ol 16Givo pred disoluct = 7800 i stalicke 16%ivo pred disoluct
2220 | 5700
. 1480 |- 3800
1 1
b= =
@ 740 |- < 1900
(= c
=3 S
7] ‘»
a 7800 - - 34800
£ £
(= [=
2 Q2
£ 5700 € 26100 |
3800 17400 |
1900 8700 |- I N I I l
0 " " L " 1 " 1 A U 1
5 10 15 20 25 30 35 40 5 10 15 20 25 30 35 40
26 (°) 20 (%)

Obrazek 49. Vysledky praskové rentgenové difrakce: A. amorfni API ve formé prasku pted (horni obrazek) a po
(dolni obrazek) disolu¢nim testu, B. krystalickda API ve formé prasku pted (horni obrazek) a po (dolni obrazek)

disolu¢nim testu.
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Obrazek 50. DSC ktivky praskového (Castice < 250 um) enzalutamidu amorfni formy pied (zelena kiivka) a po
(modra kiivka) disoluénim experimentu a krystalické formy R1 (¢astice < 250 um) pied (¢ervena kiivka) a po
(Serna kfivka) disoluénim experimentu. DSC data byla ziskana rychlosti ohtevu 10 °C-min~!. DSC kiivky byly

posunuty.

Tabulka 29. Termicka charakteristika vzorkd pied a po disoluci ur¢ena na zakladé DSC dat.

Specifikace vzorku Tg (°C) Te,max (°C) AH.(J/g) Tm,max (°C) AHm (J/g)
Amorfni API pi‘ed disoluci 84,2 137,1 53,5 198,3 70,3
Amorfni API po disoluci 60,6 120,0 12,6 196,5 66,2
Krystalické API pred disoluci - - - 201,4 75,1
Krystalické API po disoluci - - - 200,5 68,7

Vyse uvedené vysledky je moZzno shrnout nasledovné. Vizualné bylo zjisténo, ze béhem
disolu¢niho experimentu amorfni API dojde k ndhlému rozpusténi ¢astic a okamzité se objevi
vétsi shluky. Dojde tedy k precipitaci amorfni faze, kterd nasledné vykrystalizuje na povrchu
a uprostied ziistane pravdépodobné amorfni. XRPD a DSC méfeni potvrdilo, Ze minoritni ¢ast
vzorku po disoluci je stdle amorfni, coz potvrzuje zminénou teorii. Krystalizaci amorfnich
precipitatil, které mohou jeste stale zvySovat biodostupnost, je potieba zabranit. To je mozné
pouzitim polymeru, ktery na zdkladé molekularnich interakci mize udrzet API v rozpusténém
¢1 amorfni stavu. Takto je mozno dosahnout podobné efektivity, jaka byla stanovena na

zaklad¢ pravé disoluce.
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3.2.3. Disolu¢ni chovani enzalutamidu v pfitomnosti HPMC AS
3.2.3.1. Disoluce granulati enzalutamidu s HPMC AS

V predchozich kapitolach 3.2.1. a 3.2.2. byl zfeteln¢ ukazdn rozdil mezi amorfni a
krystalickou formou enzalutamidu a rovnéz fakt, Ze po rozpusténi amorfni formy nésleduje
velmi rychld precipitace amorfni faze s naslednou krystalizaci. Timto se benefit amorfni
formy nevyhnuteln¢ ztraci. Chceme-li vyuzit potencidl amorfni formy, musime do pevné
1ékové formy ptidat polymer, jenz bude stabilizovat API v rozpusténé ¢i amorfni formé.
V nasem piipadé byly pripraveny granulity APl dané pevnofazové formy
s hydroxypropylmethylcelul6zou acetylsukcinatem (HPMC AS). HPMC AS byla zvolena ze
dvou diivoddi: 1) je pouzita v originalnim 1éku XTANDI®, 2) jedna se o polymer schopny
vytvafet interakce s t€innou latkou, jez jsou schopny udrzet API v pfesyceném stavu a tim
inhibovat krystalizaci'?>!!°. Tento zplisob udrZeni enzalutamidu v pfesyceném stavu pomoci
vodikovych interakci s polymerem byl popsan mimo jiné v patentech, viz kapitola 1.6.

V ramci této disertani prace byla zvolena HPMC AS typu MF za ucelem rychlého
rozpusténi polymeru v disoluénim médiu (pH = 6,8), kde dochézi k interakci polymeru s API
a polymer je nasledné schopen udrzet API v pfesyceném stavu. Ozna¢eni M znamena, ze
HPMC AS je rozpustnd ve stfednim pH a F oznacuje jemné castice. K disolu¢nimu testovani
byly pfipraveny granulaty API pouze s polymerem (v riznych pomérech) s cilem nezanaSet
dalsi proménné ve formé dalSich excipientli v 1ékové formé. V patentové prihlasce Obadalova
a kol'® bylo popsano, Ze i rozpustnost krystalického enzalutamidu miize byt zvySena na
uroven tuhého roztoku, a to mletim s riznymi excipienty. Timto experimentem by mél byt
objasnén pouze vliv polymeru na udrzeni ptesyceného stavu. K rozpusténi polymeru musi
dojit velmi rychle, aby byla moZna interakce API-polymer. Krom& polymeru tedy granulat
obsahoval 2 % rozvolnovadla, protoze HPMC AS je dobie lisovatelna a bez pouziti
rozvoliiovadla by mohlo dojit k vytvofeni pevnych castic, které se nebudou rozpadat a
nebudou spiiovat podminky okamzitého uvolnéni.

Granulaty byly pfipraveny v poméru 1:2, 1:3, 1:4, 1:5 a 1:6 ve prospéch polymeru,
slozeni granulétii je popsano v kapitole 2.3.2, v Tabulce 5. Na Obrazku 51 jsou zobrazeny
disoluéni kfivky granuldti zminéného sloZeni, a to jak samorfnim, tak s krystalickym
enzalutamidem. Z disolu¢nich profili na obrdzku 51 je moZzné pozorovat vyznamny vliv
polymeru na disolu¢ni chovéani amorfniho granulatu — krystalizace API béhem disoluce byla
polymerem potla¢ena, o ¢emz svéd¢i vyrazné vysSi uvolnéné mnozstvi APl z amorfniho

granulatu ve srovnani s krystalickym enzalutamidem.
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- amorfni Enzalutamid s HPMC AS = 1:2

amorfni Enzalutamid s HPMC AS = 1:3
amorfni Enzalutamid s HPMC AS = 1:4
amorfni Enzalutamid s HPMC AS = 1:5

amorfni Enzalutamid s HPMC AS = 1.6

Krystalicky Enzalutamid s HPMC AS = 1:2
Krystalicky Enzalutamid s HPMC AS = 1:3
Krystalicky Enzalutamid s HPMC AS = 1:4
Krystalicky Enzalutamid s HPMC AS = 1:5

2 F10 - Krystalicky Enzalutamid s HPMC AS = 1.6

Granulat amorfni formy (HME) s HPMC AS

Granulat krystalické formy R1 s HPMC AS

Obrazek 51. Disoluce granulatu slozeného zamorfniho (HME) ¢i krystalického (polymorfni forma R1)

enzalutamidu s HPMC AS v poméru 1:2, 1:3, 1:4, 1:5 a 1:6. Formulace navic obsahuje 2 hm. % kroskarmel6zy

sodné.

Disolu¢ni kiivky granulath s amorfnim (F1, F2, F3, F4, F5) a krystalickym (F6, F7, FS,
F9, F10) enzalutamidem byly proloZeny kinetickym modelem I. fadu (Obrazek 52A, 52C) a

modelem Korsmeyer-Peppas (Obrazek 52B, 52D). Kinetické modely byly aplikovany na

disolu¢ni tsek 60 minut, kde dochazi k nejvyraznéjsi zméné smérnice disolu¢ni kiivky, coz je

dilezité z pohledu vyhodnoceni disolu¢ni rychlosti. Vysledky nelinedrni regrese jsou uvedeny

v Tabulkach 30 a 31.
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Obrazek 52. Disolucni data (disolu¢ni Gisek 60 minut) prolozena vybranym kinetickym modelem: A. Disolu¢ni
kiivky granulatt (F1—F5) s amorfni API (HME) prolozené kinetickym modelem I. fadu, B. Disoluéni kiivky

granulatt (F1-F5) s amorfni API (HME) prolozené modelem Korsmeyer-Peppas, C. Disolu¢ni kiivky granulatd
(F6-F10) s krystalickou API (polymorfni formy R1) prolozené kinetickym modelem I. fadu, D. Disoluéni kiivky
granulatt (F6—-F10) s krystalickou API (polymorfni formy R1) prolozené modelem Korsmeyer-Peppas.

Tabulka 30 uvadi vysledky nelinearni regrese pro kineticky model I.fadu aplikovany na
disolu¢ni kiivky formulaci F1-F10. Z vysledkl je patrné, Ze u formulace F1 (s amorfnim
enzalutamidem) bylo dosaZeno nejvyssiho koeficientu determinace (R? = 0,9895), coz svédéi
o dobré shodé kinetického modelu I. fadu s danym disolu¢nim profilem.

U formulace F10 (s krystalickym enzalutamidem) byla zjiSténa nizkd hodnota
koeficientu determinace (R% = 0,7811) pro kineticky model 1. fadu, z ¢ehoz lze usuzovat, Ze se
enzalutamid ztéto formulace uvoluje pravdépodobné na zékladé¢ jiného mechanismu.
Z Obrazku 52 1 z vysledkli nelinearni regrese (Tabulka 30) je zfejmé, ze se stoupajicim
mnozstvim polymeru vzristd hodnota rychlostni konstanty a to v pfipadé amorfniho 1
krystalického enzalutamidu. Z vysledkii pro disolu¢ni tisek 60 minut dale vyplyva, Ze se
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v ptipadé amorfni formy rozpustilo 7,5 —10krat vice enzalutamidu nez v ptipad¢ krystalické
formy (viz Tabulka 30, pomér uvolnéného mnozstvi v 60 minutidch). Tato hodnota byla
stanovena jako pomér mnozstvi enzalutamidu uvolnéného z granuldtu obsahujiciho amorfni
formu API ku mnozstvi uvolnéného z granulatu obsahujiciho krystalickou formua API.
Obvykle se experimentdlni pomér rozpustnosti amorfni a krystalické API stanovuje na
zdkladé shake-flask metody aplikované na obé formy®’. Ale jelikoz amorfni forma muze
krystalizovat velmi rychle je mozné zdanlivou rozpustnost neboli kinetickou rozpustnost
amorfni formy urcit z disolu¢ni kiivky jako hodnotu, kde bylo na pocatku dosazeno nejvyssi
rozpustnosti alternativné jako hodnotu rozpusSténého mnozstvi, ktera byla udrzena. Pomér
rozpustnosti amorfni a krystalické faze R je pak urCovan jako pomér zdanlivé rozpustnosti
amorfni faze k rovnovazné rozpustnosti krystalické formy (stanovené na zaklad¢ shake-flask
metody)**°. V této disertadni praci, v rAmci této studie, nebyla pouzita shake-flask metoda,
nebot’ bylo cilem zamezit krystalizaci API béhem disoluce a nalézt vhodny pomér
APILpolymer. Uvedeny pomér uvolnéného mnozstvi (7,5 — 10) byl stanoven z disolu¢ni
kiivky pro konkrétni sloZeni formulace za ucelem znazornéni prokazatelné vyhody
rozpustnosti amorfni formy. Disolu¢ni kifivky obou forem byly porovnavany za stejnych
disolu¢nich podminek (teplota, padelkovd metoda, mnozstvi polymeru atd.). Bylo zde tedy
prokazéno, 7e zdanlivd rozpustnost enzalutamidu v amorfni formé& je pravdépodobné
nckolikrat vyssi nez rozpustnost krystalické formy enzalutamidu. Tabulka 31 uvadi hodnoty
celkového uvolnéného mnoZstvi enzalutamidu z granulati samorfnim 1 krystalickym
enzalutamidem béhem 220 minut. Experimentalné bylo tedy stanoveno, Ze v ptipad€ pouziti
amorfniho enzalutamidu v kombinaci s HPMC AS se uvolni 7,9 —9,6krat vice API nez
v ptipad¢ pouziti jeji krystalické formy.

Pfitomnost polymeru, respektive jeho koncentrace, ma nepatrny vliv na maximalni
mnozstvi uvolnéné API dosazené v jednotlivych pomérech. Rozdil v mnoZstvi uvolnéné API
mezi krajnimi poméry je 3,8 hm. % v pfipadé amorfni formy (mezi formulacemi F1 a F5) a
1,5 hm. % v ptipad¢ polymorfni formy R1 (mezi formulacemi F6 a F10). MnoZstvi polymeru
obsazené¢ho v granulatu s krystalickym enzalutamidem (F6-F10) mé& vyznamny vliv na
hodnotu rychlostni konstanty. Grafické zndzornéni zavislosti rychlostni konstanty a
maximalniho uvolnéného mnozstvi po 60 minutach na obsahu polymeru v disolu¢nim médiu
je uvedeno na Obrazku 53A-B. Obsah polymeru je vztazen na objem disolu¢niho média,
nebot’ predpokladame, Ze dojde k jeho uplnému rozpusténi béhem disolu¢niho experimentu.

Z Obrazku 53B lze zfeteln¢ vidét vliv polymeru na mnozstvi uvolnéného enzalutamidu.
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Zaroven nejvyssiho rozpusténého mnozstvi bylo dosazeno v pomérech (enzalutamid:HPMC
AS) 1:4 (F3), 1:5 (F4) a 1:6 (F5). Z Obrazku 53A vyplyva, ze nejvyssi hodnoty rychlostni
konstanty u granuldtu s amorfnim enzalutamidem bylo dosazeno v pomérech 1:5 (F4) a 1:6
(F5). V tabulce 30 je rovnéz uveden pomér rychlostni konstanty amorfni a krystalické formy
enzalutamidu. Z uvedeného vyplyva, ze rychlostni konstanta uvolfiovani krystalického
enzalutamidu je minimalné dvakrat vétsi nez rychlostni konstanta amorfniho enzalutamidu. I
piesto, ze se amorfni enzalutamid rozpousti pomaleji, je diky HPMC AS zamezeno jeho
krystalizaci a dosazeno vysSiho uvolnéného mnozstvi nez v piipadé krystalického
enzalutamidu.

Tabulka 30. Vysledky nelinearni regrese disoluc¢nich profilti (kineticky model 1. fadu) granulatd prolozenych

v ¢asovém intervalu 60 minut od pocatku disoluce.

T pomér pomér
sloZeni granulatu parametry kmve ,tICkehO modelu uvolnéného = rychlostnich
I. fadu Yoot
mnozstvi konstant
Pomér A k,amorf
Fooo enalutamid: | Aema (%) k(minh) RO el D
HPMC AS oo,krystal k
F1 amorfni 1:2 43,86+0,64 = 0,05+0,002 = 0,9895
10,01 0,83
F6  krystalicka 1:2 4,38+0,10 = 0,06+0,005 @ 0,9524
F2 amorfni 1:3 42,94+0,86 = 0,06+0,004 = 0,9643
7,85 0,5
F7 | krystalicka 1:3 5,47+0,09  0,12+0,009 = 09174
F3 amorfni 1:4 48,61+£0,80 = 0,06+0,004 = 0,9756
8,54 0,43
F8  krystalicka 1:4 5,69+0,10 | 0,14+0,010 = 0,9023
F4 amorfni 1:5 49,16+0,72 = 0,08+0,005 = 0,9649
7,53 0,57
F9  krystalicka 1:5 6,53+0,09  0,14+0,011 = 0,9338
F5 amorfni 1:6 47,64+0,81 = 0,08+0,005 @ 0,9564
8,06 0,31
F10  krystalicka 1:6 5,91£0,09  0,26+0,028 0,7811

Tabulka 31. Uvolnéné mnozstvi enzalutamidu béhem 220 minut disolu¢niho testu a experimentalné stanoveny
pomér Rs na zakladé uvolnéného mnozstvi API z formulaci s amorfnim a krystalickym enzalutamidem (pomér
mnozstvi enzalutamidu uvolnéného z granulatu s amorfni API a mnozstvi uvolnéného z granulatu s krystalickou

API).

pomér A220 min (granulat A220 min (granulat experimentilné
Enzalutamid:HPMC AS ~ ° amorf‘(‘.', /A)PI) b krymhciﬁ;‘; APDESD o noveny pomér Rs
0 (1]
1:2 58 37+1,45 6,08+0,14 9,600
1:3 55,84+1,28 6,59+0,16 8,480
1:4 60,92+1,42 6,53+0,25 9,336
1:5 56,45+0,47 7.17+0,38 7,868
1:6 59,85+0,42 7,16+0,27 8,363
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Disoluéni kiivky granulatd F1-F10 byly proloZeny rovnéz modelem Korsmeyer-Peppas
(Obrazek 52B, 52D) za tcelem objasnéni mechanismu uvoliiovani. Vysledky nelinearni
regrese jsou shrnuty v Tabulce 32. Z tabulky vyplyva, ze ve vSech pomérech u granulatu
s amorfnim enzalutamidem (F1-F5) bylo dosazeno vysokého koeficientu determinace
(R2=0,9564 — 0,9895), coz doklada dobrou shodu s vyse uvedenym modelem. U disoluénich
ktivek granulatu s krystalickym enzalutamidem dochazi k postupnému snizovani koeficientu
determinace s rostoucim mnozstvim polymeru. Parametry modelu Korsmeyer-Pepass pro
formulace FI1-FI10 jsou uvedeny v Tabulce32. Z vysledkli vyplyva, Zze se jednd o
mechanismus uvolnovani fizeny difuzi, nebot’ hodnoty ,release exponentu® (vysvétleni
parametru viz kapitola 1.7.2.3, model Korsmeyer-Peppas) maji nizsi hodnotu nez 0,5, ktera je
hrani¢ni. U vy$8ich hodnot by dochazelo ke kombinaci difuze a kinetiky 0.fadu'®. Grafické
zavislosti konstanty kxp a ,,release exponentu ngp (vysvétleni parametrii viz kapitola 1.7.2.3,
model Korsmeyer-Peppas) na mnoZzstvi polymeru v disoluénim médiu jsou uvedeny na
Obrazcich 53C a 53D. U amorfni 1 krystalické API dochéazi se zvySujicim se mnoZstvim
polymeru k témét linedrnimu nartistu konstanty kxp. VysSiho zvySeni a vyssi hodnoty
rychlostni konstanty bylo dosazeno v pfipad¢ granulati s amorfnim enzalutamidem. Hodnota
kxp dosahovala od 6,54 min™ u F1 (pomér enzalutamid:HPMC AS -1:2) do 11,63 min™
(pomér enzalutamid:HPMC AS — 1:6). U granulati obsahujicich krystalicky Enzalutamid je
hodnota kkp v rozmezi od 0,87 min™ u F6 (pomér enzalutamid: HPMC AS - 1:2) do 2,51 min™
u F10 (pomér enzalutamid:HPMC AS - 1:6). Naopak hodnota ,,release exponentu* se v obou
ptipadech sniZuje s mnozstvim HPMC AS. U formulaci F1-F5 (obsahujici amorfni API) lze
vidét téméf linearni pokles hodnoty nxp, a to z hodnoty 0,47 (F1) na hodnotu 0,36 (F5). U
formulaci F6-F10 (obsahujicich krystalickou API) je vidét exponencialni pokles hodnoty 7, a
to 20,40 (F6) na 0,26 (F10). Pfesny mechanismus uvolhovani enzalutamidu z téchto
granulatii nelze na zaklad¢ parametru ngp stanovit, nebot’ zde dochazi k superpozici vice déju.
Hlavn€ dochazi k rychlému rozpousténi HPMC AS, a proto by byl matematicky popis
uvoliiovani slozit&jsi'!!. V Tabulce 33 jsou uvedeny hodnoty disoluéni u¢innosti (vysvétleni

pojmu viz kapitola 1.7.2.4) pro vSechny formulace.
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Tabulka 32. Vysledky nelinearni regrese disolucnich profild granulati prolozenych v disoluénim intervalu

60 minut modelem Korsmeyer-Peppas.

sloZeni granulatu parametry modelu Korsmeyer-Peppas

oznaceni forma API enzalutamid: HPMC AS kkp (min™) nke (-) R?(-)
F1 Amorfni 1:2 6,54+0,443 0,470,018  0,9792
Fé Krystalicka 1:2 0,87+0,047 0,400,014  0,9805
F2 Amorfni 1:3 8,28+0,290 0,400,010  0,9792
F7 Krystalicka 1:3 1,94+0,076 0,2740,011  0,9723
F3 Amorfni 1:4 9,67+0,537 0,400,015  0,9796
F8 Krystalicka 1:4 2,18+0,097 0,2440,012  0,9551
F4 Amorfni 1:5 10,77+0,908 0,40+0,024  0,9778
F9 Krystalicka 1:5 2,51+0,115 0,2540,013  0,9538
F5 Amorfni 1:6 11,63£0,961 0,360,022  0,9783
F10 Krystalicka 1:6 2,48+0,189 0,26£0,021  0,8981

Tabulka 33. Disolu¢ni G¢innost (%) tykajici se formulaci F1-F10, vypoc¢tena pro disoluéni usek 60 minut.

t

oznaceni Forma API fy. dt Y100t D.E. (%)
0
F1 amorfni 10054,22 12841,12 78,3
Fé6 krystalicka 10043,77 12285,33 81,8
F2 amorfni 11116,25 13402,36 82,9
F7 krystalicka 11694,98 13581,65 86,1
F3 amorfni 11196,03 13167,73 85,0
F8 krystalicka 907,96 1177,73 77,1
F4 amorfni 1314,38 1448,81 90,72
F9 krystalicka 1300,25 1435,52 90,58
F5 amorfni 1494,29 1618,87 92,3
F10 krystalicka 1378,42 1574,53 87,5

Nejvyssi disolu¢ni uc€innosti (vysvétleni pojmu viz kapitola 1.7.2.4) bylo dosazeno u
formulaci F4, F5 a F9, F10, jak lze vidét z Tabulky 33. Z vySe uvedenych vysledkd vyplyva,
ze ptitomnost HPMC AS v granulétu s enzalutamidem miiZze udrzet amorfni API rozpusténou,
ale také doslo k ur¢itému zvySeni rozpustnosti krystalické formy, ale to neni tak vyrazné jako
v piipad¢ amorfni APL. Pokud by se jednalo o nerozpustny polymer (dochdzelo by
k pomalejSimu uvoliiovani), pak by disolu¢ni rychlost pro stejny ¢asovy usek méla klesat.
V naSem pftipadé¢, kdy méme vodorozpustny polymer se schopnosti vytvaret vodikové
interakce, je situace opacna.

Nejvyssi hodnota uvolnéného mnozstvi dosahla 62 hm. % u amorfniho enzalutamidu a
7 hm. % u krystalického enzalutamidu. V obou piipadech byla pouzita API s velikosti ¢astic
pod 250 um. ZvySeni rozpustnosti s mnozstvim HPMC AS bylo dosazeno i u krystalického
enzalutamidu. Nejednd se o nahodu, nebot dle patentovych informaci publikovanych

1 108

Obadalovou a ko je mozno dosdhnout zvySeni rozpustnosti mletim krystalického
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enzalutamidu s farmaceuticky pfijatelnym excipientem. Na tomto misté¢ shrnu dilezité
informace =z patentu. Pozadovana velikost Céstic pro zvySeni rozpustnosti byla zde
publikovana jako velikost ¢astic pod 50 um, nejlépe 10 um. V piipadé¢ pouziti smeési
enzalutamidu a HPMC AS LF v poméru 1:3 dosahli 80 hm. % uvolnéného mnozstvi béhem
60 minut v disoluénim médiu o pH 6.8 s 0,2 w/V % SLS!'®. V dané formulaci (matricové
tablety) pouzili i dal§i excipienty (kroskarmeldéza sodnda, laktéza, steardt hotecCnaty,
krospovidon, mikrokrystalicka celul6za, oxid kiemicity), které¢ byly piimichany
intragranularné ¢i extragranuralné. Ke zvyseni rozpustnosti doslo vlivem energeticky naro¢né
mikronizace na velikost ¢astic az 10 pm, mletim s polymerem ¢i jinym excipientem, ale také
vlivem dalSich pfidanych excipientti. Pouziti nemikronizovaného enzalutamidu ve formulaci
s dalsimi excipienty vedlo kuvolnéni 14 hm. %!%. Nahrada nemikronizovaného
enzalutamidu za mikronizovany enzalutamid (Castice o velikosti 50—10 um) vedla ke zvySeni
uvolnéného mnoZstvi na 47 hm. %. Pokud byl misto pouze mikronizovaného enzalutamidu
pouzit tuhy roztok obsahujici enzalutamid s HPMC AS LF v poméru 1,5:1 bylo dosaZeno
90 hm. % uvolnéného mnozstvi. Avsak v piipad¢ pouziti dohromady pomleté fyzikalni smési
enzalutamidu s kyselinou sorbovou v poméru 1:3 doslo ke zvySeni rozpustnosti podobn¢ jako
v piipadé tuhého roztoku. Dosahli uvolnéného mnozstvi 90 hm. %'%. Z uvedenych vysledki
z patentu je zjevné, ze kazdd operace pouzitd béhem formula¢niho procesu spolu s volbou
excipienti miize mit vliv na rozpustnost API a jeji uvolnovani. Proto je popis disolu¢niho
chovani, vlivu jednotlivych excipienti ¢i jejich mezimolekuldrni interakci s API velmi

ditlezity.
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Obrazek 53. Vysledky nelinearni regrese disolucnich profilii (v rozsahu 60 minut) granulati obsahujicich API
v amorfni (¢ervené body) ¢i krystalické (Cerné body) formé v zavislosti na obsahu polymeru v disolu¢nim médiu
(F1, F6 -0,0089 % w/V; F2,F7-0,0133 % w/V; F3,F8 —0,0178 % w/V; F4, F9-0,0222 % w/—; F5,
F10 — 0,0267 % w/V): A. parametr kinetického modelu 1 fadu — rychlostni konstanta k, B. parametr kinetického
modelu I. fadu - A C. parametr modelu Korsmeyer-Peppas — rychlostni konstanta kxp, D. parametr modelu

Korsmeyer-Peppas — release exponent ngp.
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3.2.3.2. Charakterizace ptipravenych materiali a disolu¢nich zbytk

Béhem disoluce nedoslo u zadné formulace ke 100% uvolnéni (jde spiSe o rozpusténi)
API a cast ji zlstala v disolucnim zbytku. V nasledujicich odstavcich budou uvedeny
vysledky charakteriza¢nich technik, pomoci kterych byly analyzovany vzorky pted, ale i po
disolu¢nim experimentu. Obrazek 54 zobrazuje difraktogramy krajnich poméri formulaci
s amorfni (F1, F5) 1 krystalickou API (F6, F10) po ptipravé. Bylo potvrzeno, ze formulace F1
a F5 je pred disolu¢nim experimentem zcela amorfni, zatimco formulace F6 a F10 je smés
amorfni a krystalické formy. Amorfni formou je HPMC AS MF a krystalickou formou je
enzalutamid polymorfni formy R1. Obrazek 54 rovnéz zobrazuje difraktoframy formulaci F1,
F5, F6, F10 po disoluci. Disolu¢ni zbytky formulaci s krystalickou API (F6, F10) jsou po
disoluci plné krystalické, coZ potvrzuje, ze doslo k rozpusténi HPMC AS obsazené v danych
formulacich. Difraktogram krystalické latky se pln¢ shoduje s difraktogramem krystalického
enzalutamidu polymorfni formy RI1, ktera je dle patentovych informaci charakterizovana
nasledujicimi hlavnimi/intenzivnéj§imi difrakénimi liniemi dle patentu v praSkovém
rentgenovém zaznamu'%’: 12,3; 13,1; 15,0; 17,5£0,2 20. XRPD zdznam navic obsahuje dalsi
méné intenzivni difrakéni piky v pozicich: 9,8; 13.,5; 14,3; 16,7; 18,9; 21,1; 21,8; 22,8 a
24,4+0,2 26. Naproti tomu disolu¢ni zbytky formulaci s amorfni API (F1, F5) jsou po disoluci
amorfni s malou krystalickou pfimési polymorfni formy R1. Neni vylouceno, ze ke vzniku
krystalické pfimési v amorfnim materidlu doslo az po disolu¢nim experimentu béhem cekani
ve fronté na méfeni XRPD. Tato varianta je navic velmi pravdépodobnd, coz bude potvrzeno
z vysledki SEM a IC a Ramanovy spektroskopie.

Na Obrazku 55 jsou zobrazena infracervena absorpéni spektra jak jednotlivych
komponent, tak granulatl obsahujicich amorfni formu enzalutamidu. Z Obrazku 55A je
patrny rozdil mezi amorfni a krystalickou formou (polymorfni formou R1) enzalutamidu.
Nejvétsi rozdil mezi spektry amorfni a krystalické latky je patrny ve spektralnich oblastech
1767-1756 cm™'  nalezici  valenénim  vibracim  karbonylové  skupiny v (C=0),
1380-1370 cm™! ndlezici deformaénim vibracim C-H vazby &(C-H) a v oblasti
1140-1106 cm™! naleZici pravdépodobné valenénim vibracim C-F vazby v(C—-F). Obrazek
55A zobrazuje také IC spektrum HPMC AS (typu MF — pouzité v celé disertaéni praci),
tuhého roztoku enzalutamidu s HPMC AS v poméru 1:6 a granuldtu amorfniho enzalutamidu
s HPMC AS vpoméru 1:6 (F5). IC spektrum tuhého roztoku i granulatu je pouhou
superpozici spekter amorfniho enzalutamidu a HPMC AS (typu MF pouZité v celé disertacni

praci). Toto znamena, Ze v pevné fazi nedochazi k interakcim mezi API a polymerem.
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Obrazek 55B. zobrazuje spektra formulaci F1-F5 pred disoluci. IC spektra dokazuji, ze
v zadné formulaci nedoslo béhem piipravy ke rekrystalizaci. Obrazek 56A zobrazuje IC
spektra polymorfni formy R1, amorfni formy enzalutamidu, tuhého roztoku enzalutamidu
s HPMC AS v poméru 1:6, granulatu krystalického enzalutamidu s HPMC AS v poméru 1:6 a
HPMC AS (typu MF pouzité v celé disertaéni praci). IC spektrum granulatu krystalického
enzalutamidu s HPMC AS je opét superpozici spektra krystalického enzalutamidu s HPMC
AS. Obrazek 56B zobrazuje IC spektra formulaci F6-F10 pted disoluci. Spektra potvrzuji
pritomnost krystalického enzalutamidu polymorfni formy R1 v danych granulatech. Obrazek
57 zobrazuje IC spektra disolu¢nich zbytkd formulaci F5 (granulat s amorfni API a HPMC
AS vpoméru 1:6) a F10 (granulat s krystalickou APl a HPMC AS v poméru 1:6). Béhem
disoluce doslo prokazatelné k rozpusteni HPMC AS MF, nebot’ spektra disoluénich zbytki
odpovidaji spektru cistého enzalutamidu. Disolu¢ni zbytek formulace F5 obsahujici pied
disoluci amorfni enzalutamid je dle IC plné amorfni. Stejného zavéru bylo dosaZeno i
v pfipadé ostatnich pomérti. Béhem disoluce granuldti s amorfnim enzalutamidem tedy
dochdzi k rozpusténi maximalné 62 hm. % amorfni API a zbytek zlistavd v amorfnim stavu,
pravdépodobné ve formé& agregati, jak je popsano v literatute (viz kapitola 1.6.1). Disolu¢ni
zbytek formulace F10 obsahujici pred disoluci krystalicky enzalutamid je plné krystalicky.
Zavéry zinfraCervené spektroskopie byly navic potvrzeny Ramanovou spektroskopii
(Obrazek 58 a 59). Béhem disolucniho experimentu je dilezitd i vizudlni stranka déje a
v pfipad€ amorfnich 1 krystalickych granulati dochazelo ke vzniku zfedéné suspenze jemnych
¢astic. Disoluéni médium se po disoluci granulatu s amorfni API jevilo jako suspenze
nanocastic, coz by vysvétlovalo velmi obtiznou a zdlouhavou filtraci disolu¢niho média za
ucelem ziskdni disolu¢nich zbytk. Proto byly pofizeny snimky ze skenovaciho
elektronového mikroskopu (Obrazky 60—63), a to jak granulath pied disoluci, tak po disoluci.
Obrazky 60 a 62 zobrazuji SEM snimky granulatl pied disoluci obsahujicich amorfni a
krystalicky enzalutamid s HPMC AS v poméru 1:2, 1:5 a 1:6. Obrazky zobrazuji shluky castic
odpovidajici ptiprave, nebot’ pfipraveny material byl stlaen a pak rozdrcen. Obrazek 61 a 63
zobrazuje SEM snimky disolu¢nich zbytkli zminénych granulati. V ptipadé formulaci F6, F8
a F10 se jedna o krystalicky material rizné velikosti, jsou zde zastoupeny i velmi jemné
Castice, ale vétSina Castic je v rozmezi velikosti 100 — 50 pm (délka nejdelsi strany cCastice).
V ptipadé formulaci F1, F4 a F5 jsou castice ovalného tvaru s velikosti 100 — 60 pm.
Zajimavé je, Ze tyto Castice nejsou na povrchu hladké. Povrch se zda spiSe dérovany, jsou zde
kruhové pory o velikosti maximaln¢ jednoho nanometru. Tento vysledek na prvni pohled

evokuje uvolnovani dobte rozpustné sloZzky z nerozpustného materidlu. Prvnim vysvétlenim
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by mohlo byt, ze byl pouhou granulaci pfipraven tuhy roztok. Tato moznost byla studovana
diferen¢ni skenovaci kalorimetrii (Obrazek 64), ktera tuto hypotézu vyvratila. Ve formulacich
F1, F4 a F5 se nachazi amorfni enzalutamid, ne tuhy roztok. Teplota skelného piechodu
enzalutamidu je v téchto formulaci trochu nizsi, respektive se snizuje s obsahem HPMC AS
(typu MF pouzité v celé disertacni praci), coz je ale zpisobeno obsahem vody v HPMC AS
MF. Pokud by se jednalo o tuhy roztok, musel by byt skelny pfechod mezi 89 a 120 °C s tim,
ze by se teplota skelné¢ho prechodu zvySovala s obsahem HPMC AS. Dalsi hypotézou je, ze
dochazi k precipitaci amorfni faze do formy nanocastic, které jsou nestabilni a dojde k jejich
agregaci. Prostor mezi nanocésticemi, pak vytvoii pdry. Dalsi hypotézou je, ze b&hem
disoluce dochazi kromé jednoduchého rozpusténi enzalutamidu také k tvorbé agregatt
enzalutamidu a ty jsou udrZzovany v amorfnim stavu, tim Ze se HPMC AS adsorbuje
prostfednictvim vodikovych vazeb na jejich povrch, ale stale je HPMC AS rozpusténa, proto
neni identifikovand v disolu¢nich zbytcich. Je nutno poznamenat, ze cCastice jsou
pravdépodobné uvnitt plné, coz je mozné vidét z nékterych SEM snimkut. Navic nevykazuji
pravidelny tvar, coz znamend, Ze béhem disoluce nedochazi ke krystalizaci amorfniho
enzalutamidu. Krystalickd pfimées v disoluénim zbytku identifikovana praSkovou rentgenovou
difrakci vznikla pravdépodobné az po provedeni disolu¢niho testu pfi ¢ekani na méteni
XRPD.

I kdyz neni jasny pfesny mechanismus tvorby amorfnich agregati, je jasné, ze béhem
disoluce doslo ke stabilizaci amorfniho enzalutamidu pomoci polymeru. Inhibice krystalizace
amorfnich API pomoci HPMC AS je popséna v literatufe. Inhibice byla ptevazné
zprostiedkovana tvorbou vodikovych mustkii mezi API a HPMC AS, a byla také pozorovana

stabilizace amorfnich agregatii API timto polymerem, stejné jako v tomto pripadg!®®-110:112.113
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Obrazek 54. Vysledky praskové rentgenové difrakce granulati pred disoluénim testem a precipitati po disoluénim testu: A. granulat obsahujici amorfni (F1) ¢i

krystalickou (F6) API s HPMC AS v poméru 1:2; B. granulat obsahujici amorfni (F5) ¢i krystalickou API (F10) v poméru 1:6.
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Obrazek 55. Infracervena spektra: A. krystalického enzalutamidu polymorfni formy R1 (Cerna plna cara),

amorfniho enzalutamidu HME (Cervena plna ¢ara), tuhého roztoku enzalutamidu s HPMC AS — 1:6 (modra plna

¢ara), granulatu F5 pred disoluci — amorfni enzalutamid s HPMC AS v poméru 1:6 (zelena plna ¢ara), HPMC

AS MF (hnéda plna ¢ara); B. amorfniho enzalutamidu (¢ervena plna ¢ara) a granulatd pred disoluci — F1 (svétle

modré plné ¢ara), F2 (tmavé Seda plna cara), F3 (svétle Cervena plna ¢ara), F4 (svétle zelend plna cara), F5

(svétle rizova plna Cara).
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Obrazek 56. Infracervenad spektra: A. krystalického enzalutamidu polymorfni formy R1 (Cerna plna cara),

amorfniho enzalutamidu HME (Cervena plna cara), tuhého roztoku enzalutamidu s HPMC AS — 1:6 (modra

plna ¢ara), granulatu F10 — krystalicky enzalutamid s HPMC AS v poméru 1:6 (zelena plné ¢ara) pied disoluci,

HPMC AS MF (hnéda plnd céra); B. krystalického enzalutamidu (Cervend plnd ¢ara) a granulatt pred

disoluci — F6 (svétle modra plné ¢ara), F7 (tmavé Sedd plna cara), F8 (svétle Cervend plna cara), F9 (svétle

zelend plna ¢ara), F10 (svétle rizova plna ¢ara).
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Obrazek 57. Infracervena spektra HPMC AS MF (svétle riiZzova plna ¢ara), krystalického enzalutamidu
polymorfni formy R1 (¢erna plnéa ¢ara), amorfniho enzalutamidu HME (svétle Cervena plna ¢éra), granulatu
F5 pted disoluci (svétle modra plna cara), granulatu F5 po disoluci (svétle zelena plna ¢ara), granulatu F10

pted disoluci (svétle fialova plna ¢ara) a granulatu F10 po disoluci (zluté plna cara).
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Obrazek 58. Ramanova spektra: A. Cistych latek: krystalického enzalutamidu polymorfni formy R1 (¢erna
plnd cara), amorfniho enzalutamidu HME (Cervena plnd cara), HPMC AS (hnédd plna céra);
B. granulati — F1 pted disoluci (tmavé modré plna cara), F1 po disoluci (svétle modra plna ¢éra), F4 pred
disoluci (tmavé zelena plna cara), F4 po disoluci (svétle zelena plna cara), F5 pred disoluci (tmavé fialova

plné ¢ara) a F5 po disoluci (rizova plna cara).
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Obrazek 59. Ramanova spektra: A. Cistych latek: krystalického enzalutamidu polymorfni formy R1 (¢erna plna
¢ara), amorfniho enzalutamidu HME (Cervena plna cara), HPMC AS (hnédé plna ¢ara); B. granulati — F6 pied
disoluci (tmavé modra plna ¢ara), F6 po disoluci (svétle modra plna ¢ara), F9 pied disoluci (tmavé zelena plna
¢ara), F9 po disoluci (Cernad plna ¢ara), F10 pied disoluci (tmavé fialova plna ¢ara) a F10 po disoluci (rizova

plna cara).
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View field; 43.34 ym  Det: BSE 104 7 Viewfield: 216.7 um  Del: BSE 50 m View fleld: 4334 pm  Del: BSE E
SEMMAG:5.00ke  Date(m/dA): 03/30/21 Zentiva il SEM MAG: 1.00 ks Dale(m/diy): 03/30/21 Zentiva M| SEMMAG500x  Dale(midsy): 0373021 zertval

MIRAR TESCANSEN HV: 10.00 kY WD: 7.94 mm MIRAW TESCANSEM 1 WD: 7.934 mm
[ Viewfield: 216.7 ym  Det: BSE 0 pm [ View field: 4324 ym  Det: BSE
Zeonliva il SEM MAG: 1.00 ks Date(midiy): 03/20/21 Zertiva Bl SEM MAG: 50 Date(m/dfy): 03/30/21

SEMHV: 1000k WD:B.011 mm PR PV | MIRAN TESCANSEM HV: 10.00KY  WD: 8.017 mm | I MIRAW TESCANSEM HV: 10.00 KV WD:B.011 mm
fiew flald: 4334 pm Dl BSE 10pm View field: 108.3 ym  Det; BSE 20 pm [ View field: 216.7 ym  Det: BSE 50 i
SEMMAG: 5.00kx  Dalelm/dhn: 03/29/21 Zentiva Bl SEMMAG: 200k Dateimidivi: 03/29/21 Zertiva Bl SEMMAG: 100k Datelmidivy: 03/26/21 zantval

Obrazek 60. SEM snimky piipraveného granulatu amorfniho enzalutamidu s HPMC AS v poméru 1:2 (F1) pied
disoluci, s meéfitkem: A. 10 um, B. 50 pm, C. 100 pm; SEM snimky pfipraveného granulatu amorfniho
enzalutamidu s HPMC AS v poméru 1:5 (F4), s méfitkem: D. 20 pm, E. 50 um, F. 100 um; SEM snimky
pfipraveného granulatu amorfniho enzalutamidu s HPMC AS v poméru 1:6 (F5), s méfitkem: G. 10 pm, H. 20
pm, I. 50 pm.
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View field: 4,334 ym  Det: BSE I View field: 21.67 ym  Del: BSE 5 [View fleld: 216.7 ym  Det: ESE n
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View fleld: 4.334 ym  Det: BSE 1 I view field; 2167 ym  Del: BSE Spm [ View field: 216.7 ym  Del: BSE 50 ym .
SEMMAG: 50.00kx  Date(m/diyy: 03/23121 Zentiva Bl SEM MAG: 10.00 kex  Daleqmidiy): 03/29/21 Zentiva Ml SEMMAG: 100 kx  Dale(midiy): 03/29/21 zertval

Obrazek 61. SEM snimky precipitatu granulatu amorfniho enzalutamidu s HPMC AS v poméru 1:2 (F1) po
disolu¢nim experimentu, s méfitkem: A. 1 um, B. 5 pm, C. 50 um; SEM snimky precipitatu granulatu amorfniho
enzalutamidu s HPMC AS v poméru 1:4 (F4) po disolu¢nim experimentu, s méfitkem: D. 1 um, E. 5 pum,
F. 50 um; SEM snimky precipitatu granulatu amorfniho enzalutamidu s HPMC AS v poméru 1:5 (F5) po

My

disolu¢nim experimentu, s méfitkem: G. 1 pym, H. 5 um, 1. 50 pm.
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Obrazek 62. SEM snimky piipraveného granulatu krystalického enzalutamidu s HPMC AS v poméru 1:2 (F1)
pred disoluci, s métitkem: A. 10 um, B. 50 um, C. 100 um; SEM snimky pfipraveného granulatu krystalické¢ho
enzalutamidu s HPMC AS v pomeéru 1:5 (F4) pred disoluci, s méfitkem: D. 10 um, E. 10 um, F. 100 um; SEM
snimky pfipravené¢ho granuldtu krystalického enzalutamidu s HPMC AS v poméru 1:6 (F5) pied disoluci, s

méfitkem: G. 10 um, H. 50 um, 1. 100 um.
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Obrazek 63. SEM snimky precipitatu granulatu krystalického enzalutamidu s HPMC AS v poméru 1:2 (F1) po
disolu¢nim experimentu, s méfitkem: A. 20 pm, B. 50 pm, C. 100 uym; SEM snimky precipitatu granulatu
krystalického enzalutamidu s HPMC AS v poméru 1:5 (F4) po disolu¢nim experimentu, s méfitkem: D. 10 um,
E. 50 pm, F. 100 um; SEM snimky precipitatu granulatu krystalického enzalutamidu s HPMC AS v poméru 1:6

(F5) po disolu¢nim experimentu, s méfitkem: G. 50 pm, H. 100 um, I. 500 pum.
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Obrazek 64. Reverzibilni DSC kiivky nasledujicich latek: A. amorfni API pfipravené extruzi; B. granulatu amorfni API s HPMC AS v poméru 1:2, C. granulatu amorfniho

API s HPMC AS v poméru 1:5, D. granulatu amorfni API s HPMC AS v poméru 1:6. DSC kiivky byly ziskany modulaci s frekvenci 60 sekund, amplitudou 0.8 °C a

rychlosti ohfevu 5 °C+min™.
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3.2.3.3. Disoluce tablet

Mechanismus uvoliiovani amorfni a krystalické formy enzalutamidu z lékové formy
definovaného tvaru byl studovan metodou disolu¢niho testu. V ramci této kapitoly jsou
prezentovany a diskutovany dosazené vysledky. Jednotlivé formulace tablet (F11 — F14) byly
pfipraveny dle slozeni uvedeného v kapitole 2.3.3. Pfipravené tablety enzalutamidu s HPMC
AS se bc¢hem disolu¢niho experimentu nerozpadaly, proto bylo pfidano rozvoliovadlo
(2 hm. % kroskarmeldzy sodné). Ptidavek rozvolnovadla také nevedl k pozadovanému
rozpadu tablet, proto byla HPMC AS (typu MF pouzitd vcelé disertaéni praci)
s kroskarmel6zou sodnou piedem zgranulovana, nasledné smichéna s enzalutamidem a
vylisovana lisovaci silou 5 kN. Rychly rozpad tablet byl pozadovan za ucelem dosazeni
okamzitého uvolnéni. K rozpadu tablet dosSlo pouze v pfipadé tablety obsahujici krystalicky
enzalutamid s granulovanou HPMC AS a kroskarmel6zou sodnou. U tablet obsahujicich
amorfni enzalutamid s granulovanou HPMC AS doslo pouze ke zmenSeni rozméru tablety ¢ili
k erozi svrchnich vrstev tablety. Tyto tablety by byly tedy vhodnégjsi k fizenému uvoliiovani
API, ale je zde vyssi riziko rekrystalizace béhem uvoliiovani API z 1€kové formy. Disoluéni
ktivky tablet obsahujicich amorfni a krystalicky enzalutamid v kombinaci bud’ s HPMC AS
MF dodanou vyrobcem nebo s granulovanou HPMC AS MF jsou zobrazeny na Obrazku 65.

Disolu¢ni profily formulaci F11-F13 byly prolozeny modelem Korsmeyer-Peppas
modelem za Ucelem posouzeni mechanismu uvoliiovani APIL. Vysledky regresni analyzy jsou
uvedeny v Tabulce 34. V ptipadé¢ disolucniho profilu formulace F14 bylo dosaZeno niz§iho
koeficientu determinace v dusledku vys$iho rozptylu dat. Tento disolu¢ni profil odpovida
kinetice I. fadu (viz Tabulka 34). Pfi vizudlnim sledovani disolu¢niho testu bylo zjiSténo, Ze
v ptipad¢ amorfniho materidlu (F11, F13) dochazi k vytvofeni pevné matrice, kterd se béhem
disolu¢niho testu nerozpada. Na zaklad€ regresni analyzy disolu¢niho profilu byla stanovena
hodnota koeficientu n v modelu Korsmeyer-Peppas, kterd potvrzuje, Ze amorfni API se z této
matrice uvoliiuje dle kinetiky 0. fadu. Vyssi rychlosti rozpousténi enzalutamidu u HPMC AS
dodané vyrobcem ve srovnani s pfedem granulovanou HPMC AS bylo dosazeno v ptipadé
HPMC AS dodané vyrobcem (HPMC AS MF), ktera je ve form¢ jemnych castic. Toto miize
byt zpiisobeno tim, ze v ptipad¢ jemnych ¢astic je amorfni API v té€sném kontaktu s HPMC
hydratace tablety. Je-li ve formulaci pouzita krystalickd API v kombinaci s HPMC AS (typu
MF pouzité v celé disertacni praci) dodanou vyrobcem (formulace F12), pak je opét

vysledkem kompaktni matrice, kterd se nerozpada. Uvolnovani API z formulace F12 probiha
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dle kinetického modelu 0. tadu. Jednd se o tzv. Case II transport, ktery je dle rovnice
Korsmeyer-Peppas (viz. rovnice 22) dan hodnotou parametru n = 0,89 pro cylindrické tablety.
Pokud je ve formulaci s krystalickym enzalutamidem pouzita pfedem granulovand HPMC AS
(formulace F14), pak disolu¢ni médium snadno penetruje dovniti tablety, kterd postupné

podlehne erozi. V tomto ptipad¢ dojde k uvolnéni API kinetikou I. fadu.
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Obrazek 65. Disolucni kiivky: A. tablet obsahujicich amorfni API s negranulovanou HPMC AS MF v poméru
1:6 (F11) ¢i granulovanou HPMC AS MF v poméru 1:6 (F13); B. tablet obsahujicich krystalickou API
s negranulovanou HPMC AS MF v poméru 1:6 (F12) ¢i granulovanou HPMC AS MF v poméru 1:6 (F14).
Disolu¢ni kfivky se 1isi v délce trvani disolu¢niho testu, nebot se jednalo o prvni pokusy spojené

s optimalizaci procest. Disoluéni kiivky byly prolozeny modelem Korsmeyer-Peppas.

Tabulka 34. Vysledky nelinearni regrese disolu¢nich profilii tablet (F11-F14).

parametry Korsmeyer-Peppasova modelu

formulace kkp (min™) n(-) R?(-)
F11 0,10+0,008 1,060,008 0,9944
F12 0,05+0,006 0,89+0,028 0,9914
F13 0,08+0,008 1,08+0,022 0,9952

parametry kinetického modelu I. fadu

formulace Mo (-) k (min™") R?(-)
F14 5,97+0,080 0,02+0,001 0,7191

Za ucelem dosazeni rychlejSiho uvolnéni API ¢i rychlejsiho rozpadu tablety by bylo potteba
dodat ve vodé rozpustné excipienty (laktéza, mannitol atd.), popiipadé zvysit mnoZzstvi

rozvoliovadla''“.
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3.2.4. Shrnuti vysledki

V piedchozich kapitolach bylo popsano disolu¢ni chovani amorfniho a krystalického
enzalutamidu. Prava disoluce ukazala, Ze rychlost rozpousténi amorfni formy vuci krystalické
je az 6krat vys$si. Béhem disoluce praskové amorfni formy enzalutamidu byla potvrzena
precipitace amorfni faze s naslednou rychlou krystalizaci ¢astic na povrchu, ktera limituje
rozpustnost amorfni API. Re$enim je piidavek dobie rozpustného polymeru. V naem piipadé
byla zvolena HPMC AS MF, ktera je velmi dobfe lisovatelna a vytvoii kompaktni tablety,
které se béhem disolu¢niho experimentu nerozpadaji a dochazi k postupnému uvoliiovani API
kinetikou 0. fadu. V piipad¢ enzalutamidu je vyhodné&jsi dosdhnout okamzitého uvolnéni,
proto byla jako formula¢ni cesta zvolena pfiprava granulatu. Tento granulat muze byt
v budoucnu pouzit jako népln Zelatinové kapsle. V rdmci této disertacni prace se nejednalo o
pramyslovou suchou granulaci, ale o jeji laboratorni simulaci. Maximalni uvolnéné mnozstvi
bylo v ptipad¢ formulaci F4, F5 ptiblizn¢€ 62 hm. %. Zvysit uvolnéné mnozstvi je mozné bud’
pfipravou tuhého roztoku, ktery je vyhodny i zhlediska stability amorfni latky, nebo
ptidavkem dobfe rozpustnych latek (laktoza, cyklodextriny, kyselina sorbova), které jsou
schopny zvysit rozpustnost amorfni API, ¢ili udrZet ji v amorfnim stavu. V této disertacni
praci bylo prokazano, ze HPMC AS je schopna udrzet enzalutamid v pfesyceném stavu.
Ptesny mechanismus nebyl jasné prokdzan, ale zasadni roli hraji pravdépodobné interakce
enzalutamid s HPMC AS v roztoku. Na zékladé SEM, XRPD bylo prokazano, Ze béhem
disoluce granulati vznikaji amorfni shluky enzalutamidu, které jsou pravdépodobné
udrzovany v amorfnim stavu pomoci HPMC AS. Jednou s hypotéz je adsorpce HPMC AS na
povrchu amorfniho enzalutamidu, ¢imZz je stéricky zamezeno krystalizaci amorfniho
enzalutamidu. Tato hypotéza mizZe byt potvrzena morfologii amorfnich precipitatd, které jsou
na povrchu dérované. Piesny mechanismus vzniku téchto dér nebyl v ramci disertacni prace
objasnén, ale urcitou roli zde s vysokou jistotou hraje HPMC AS.

V kapitole 3.2 byl prokdzan rozdil v disoluci amorfni a krystalické API. PouZzitim
amorfniho enzalutamidu ve formulaci lze prokazatelné zvysit rozpustnost enzalutamidu.
Jelikoz se vSak jedna o rychle krystalizujici API, je nutné jeji krystalizaci zamezit volbou
vhodnych excipientl. V této disertacni praci byla vybrana HPMC AS, ktera vedla nejen
k zamezeni krystalizace amorfni API na povrchu, ale také k udrzeni API v pfesyceném stavu.
Tento poznatek je velmi dulezity z hlediska biodostupnosti enzalutamidu a mozného pouZziti

¢isté amorfni formy v Iékové formé.
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4. ZAVER

Kapitola Zaver je rozdélena do dvou podkapitol. V prvni podkapitole jsou
sumarizovany a diskutovany zavéry predstavené v predkladané disertacni praci, kde tématem
je fyzikalné-chemické chovani, pevnofazova stabilita a disolu¢ni charakteristiky amorfniho
enzalutamidu. Druhd podkapitola shrnuje vysledky a zavéry dosazené béhem doktorského
studia v rdmci feSeni dalSich témat, jez nebyla kvili nadmérnému rozsahu do predkladané
prace zahrnuta. Teorii a diskutované experimentalni vysledky k t€émto tématim lze nalézt

v Rozsifeném souboru komentovanych vysledki na piilozeném nosici.

4.1. Amorfni enzalutamid

Prvni cast predlozené disertatni prace se zabyvala pevnofiazovou stabilitou
enzalutamidu — 1éc¢iva I1I. tfidy dle ¢lenéni GFA. U tohoto 1é¢iva bylo potvrzeno, Ze je stabilni
pouze za uréitych podminek. Bylo prokézdno, Ze krystalizacni proces je v piipadé
enzalutamidu ovlivnén fadou faktorti, kdy dominantnim faktorem akcelerace procesu
krystalizace se ukazala byt mechanicka aktivace povrchu — napf. pomoci mleti ¢i drceni.
Pomoci kinetické predikce bylo ukézéno, Ze zvyseni krystalizani rychlosti enzalutamidu
v zavislosti na velikosti Castic drceného materidlu mize byt 100-ndsobné jiz pifi zméené
velikostni frakce z 50— 125 um na 20 — 50 um; pro rozdil mezi praSkovymi frakcemi
300 — 500 pm a 20 — 50 um bylo piedpovézeno vice nez 300-nasobné zvysSeni krystalizacni
rychlosti. Srovnanim s vysledky sprejové suSené¢ho enzalutamidu (velikost ¢astic 0.1 — 1 um;
bez mechanické aktivace) bylo navic dokazano, ze pro akceleraci krystalizaéniho procesu je
klicova pravé ptitomnost mechanicky indukovanych defektli, nebot’ tato forma enzalutamidu
se zdaleka nejvétsim povrchem krystalizovala pomaleji nez mechanicky aktivované praskova
frakce 20 — 50 um.

Jednim z cili této disertatni prace bylo prostudovat a charakterizovat kinetiku
krystalizace amorfniho 1é€iva a predikovat pribéh ristu krystalické faze. JelikoZ izotermni
experimenty jsou obecné velmi Casové narocné a Casto nepiesné, byla oveéfovana metoda
zaloZend na neizotermnich experimentech. Modelovanim kinetiky krystalizacniho chovani
amorfniho enzalutamidu a néaslednym experimentalnim ovéfenim kinetickych predikci pfi
teplotdch extrapolovanych mimo rozsah neizotermnich méfeni bylo prokdzano, ze
nejspolehlivéjsi predikce miize byt ziskdna z kinetiky krystalizace stanovené na zakladé DSC
dat méfenych nejnizsi rychlosti ohfevu, ktera je nejvic podobna izotermnim podminkam. Bylo

zjiSténo, Ze k presnému predikovani krystalizaéniho chovani je potfeba nejen velmi ptesné
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urit teplotni zdvislost aktivani energie, ale 1 kvantifikovat vyvoj krystaliza¢niho
mechanismu pomoci teplotnich zévislosti parametrti zvoleného kinetického modelu. Diky
tomuto postupu bylo dosazeno dosud ojedin€lé presnosti predikce stupné premény i1 pro
predikce extrapolované o vice nez 50 °C. Dale bylo ukazano, ze tato nove vyvinuta metodika
predikce krystalizaéniho chovani amorfnich latek dovoluje s velkou pfesnosti urcit
krystaliza¢ni rychlost pro praskovy material o Siroké distribuci velikosti ¢astic, a to za pomoci
aditivni predikce signalti pro jednotlivé velikostni frakce.

Presnd meéieni krystalizacni rychlosti pro amorfni enzalutamid pfipraveny rtznymi
metodami odhalila i dal$i zajimava fakta. Semikrystalicky material pfipraveny termickym
odpatfenim z roztoku krystalizoval pii nizsi teploté a s niz$i aktivacni energii makroskopicky
sledovaného procesu. Piekvapivé byl ale vyvoj krystalizacniho mechanismu jednotny pro oba
materidly — pfi nizkych rychlostech blizky autokatalyzované kinetice 0. fadu, pfi vysSich
rychlostech pfechédzejici na kinetiku blizkou nuklea¢né rustovému konceptu. Na zakladé
kalorimetrickych dat byly dale identifikovany mikrostrukturni zmény amorfni matrice
souvisejici s rozdilnymi technikami pfipravy. V piipadé¢ materialu pfipraven¢ho termickym
odpatfenim z roztoku byl identifikovéan plastifikac¢ni efekt zbytkovych molekul rozpoustédla
projevujici se vyraznym snizenim teploty skelné transformace. V ptipadé rapidné chlazeného
extrudovaného enzalutamidu byla zjiSténa kontraintuitivni, mirné¢ vys$i tendence ke
krystalizaci, pravdépodobné v diisledku rozvolnéné struktury ¢i vnitinich mikrotrhlin.

Dtlezitost vlivu mechanické aktivace povrchu vlivem mleti ¢i drceni byla pro amorfni
enzalutamid potvrzena i v piipad¢ stabilitniho testovani. Bylo zjiSténo, Ze v ptipadé, kdy je
povrch materialu mechanicky aktivovan, krystalizuje bez ohledu na teplotu, vlhkost a hodnotu
T,. Material krystalizoval i v ptipadé 5 °C (skladovani v lednici), coz je teplota cca 80 °C pod
skelnym pfechodem enzalutamidu, tj. stav, kde by mé&l byt teoreticky stabilni. U takové API je
tudiz vhodné pouZzit jinou metodu pfipravy, napiiklad sprejové suSeni, kde se vyhneme
mechanickym operacim. Stabilitni testovani sprejoveé suSeného materidlu nebylo provadéno,
ale skladovani pti 5 °C ukézalo, ze sprejové suseny material zistal oproti extrudovanému
ve zcela nezménéné podobé po dobu nejméné 4 mesicli (extrudovany material byl za tuto
dobu jiz zcela pokryt krystalickou fazi).

Druhé ¢ast predlozené disertacni prace byla zaméfend na disolu¢ni chovani amorfniho a
krystalického enzalutamidu. Zakladni rozdil mezi obéma formami byl, podle predpokladu,
v rychlosti rozpousténi, kdy rychlost rozpousténi amorfni formy byla 6krat vyssi. Béhem
tohoto experimentu v rezimu pravé disoluce bylo vSak zjiSténo, ze se cca po 2 minutich

vyrazn€ méni smérnice disoluéni kiivky, coZ indikuje vznik krystalické faze na povrchu
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amorfniho disku. Identicky efekt byl pozorovan 1 v ptfipadé¢ disoluce praskového
enzalutamidu, tzn. ve form¢ ve které je enzalutamid pouzivan ve formulacich. V téchto
podminkach byla pozorovana prakticky okamzitd krystalizace na povrchu amorfnich castic a
na disolucnich kiivkach doslo opét cca po 2 minutach k vyrazné¢ zméné smeérnice. Timto
zpusobem byl benefit amorfni API negovan, nebot krystalickd faze precipitovana na povrchu
amorfnich zrn limitovala rozpustnost obaleného amorfniho jadra. Jako feSeni k potlaceni
precipitace amorfni faze (jez nasledné prakticky okamzité prechdzela na fazi krystalickou) a
k udrZzeni presycené¢ho stavu byl shledan jako velmi vhodny piidavek polymeru -
hydroxypropylmethylceluldzy acetylsukcinatu (HPMC AS typu MF). HPMC AS byla zvolena
na zédkladé svych vlastnosti a velké uspéSnosti u tfady léCiv. Z disolucnich experimentt
granulatu praskového enzalutamidu a HPMC AS vyplynul jednoznaény benefit ptidavku
polymeru — jiz pfi poméru 1:2 (enz.:HPMC) byl eliminovan proces krystalizace precipitatu a
bylo pozorovano 7,5-10 nasobné zvySeni uvolnéného mnozstvi API oproti granulatu
krystalické formy API Testovéana byla i forma tablet vylisovanych z amorfniho enzalutamidu
a HPMC granulované s rozvoliiovadlem. V tomto pfipadé¢ vSak dochazelo pouze
k ¢astecnému rozpadu tablety, coz je vzhledem k povaze enzalutamidu (kdy je preferovano
okamzité uvolnéni) nevhodné. Jako nejvhodnéjsi formulaci pro amorfni enzalutamid je tedy
mozno doporucit granulat s HPMC AS plnény napt. do Zelatinové kapsle.

Predlozena disertacni prace predstavila modelovou studii amorfniho 1é¢iva III. tfidy dle
GFA, enzalutamidu, kdy hlavnim thlem pohledu byly technologické a fyzikalné-chemické
parametry prace s timto léivem. V prvni ¢asti prace byly modelovany a experimentalné
testovany podminky pro piipravu, zpracovani a dlouhodobé skladovani amorfniho 1é¢iva.
Druha ¢ast prace pak demonstrovala postup testovani disolu¢niho chovéni a navrh formulace
pro amorfni l1é¢ivo III. tfidy dle GFA, kdy zasadnim aspektem bylo potlaceni rekrystalizace
z pfesyceného roztoku. Propojujicim aspektem obou téchto ¢asti pfedkladané disertacni prace
je poukazani na relativné vysokou nestabilitu 1é¢iv III. tfidy dle GFA a nastin jejiho feSeni

v modelovém piipade.

4.2. Dalsi studie

Vedle enzalutamidu byla v pribéhu doktorského studia studovana jesté dalsi tfi amorfni
1éciva III. tfidy dle GFA: ketokonazol, dabigatran etexilat mesylat a ivakaftor. Vliv
mechanické aktivace povrchu byl demonstrovan 1 pro ptipad ketokonazolu, jenz rovnéz
vykazoval krystaliza¢ni pik v pfipad¢ drceného prasku, zatimco ve formé amorfniho bulku

(pfipraveny v DSC kelimku) nekrystalizoval ani pii 60 °C. V piipad¢ dabigatran etexilatu
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mesylatu §lo o studii stabilni amorfni faze ptipravené sprejovym susSenim, jez vSak byla velmi
nachylna k degradaci v pfitomnosti vlhkosti. V takovém piipad¢ doslo k rozkladu 1éciva, coz
iniciovalo krystalizaci za souc¢asné¢ho vzniku krystalii ptiivodniho 1é¢iva i1 necistoty vzniklé
beéhem dekompozice. Sprejovany ivakaftor byl naopak fyzikaln€ i chemicky stabilni ve vSech
sledovanych podminkach. Pokud jde o predikce krystaliza¢ni rychlosti na zaklad¢ kinetickych
vypocti,, u dabigatran etexildtu mesylatu ji nebylo mozné pouzit a jeji spolehlivost byla
omezend 1 v piipad¢ ivakaftoru, nebot” zde nedochazelo ke krystalizaci 1é¢iva do piivodni
polymorfni formy. Souhrnem lze tedy fici, ze 1€Civa III. tfidy dle GFA jsou pomérné stabilni,
ovSem je tfeba je vzdy testovat na vliv fady experimentdlnich podminek, jejichz vliv na
tendenci krystalizovat se ptipad od ptipadu lisi.

V dalsi sérii studii provadéné béhem stdze v materidlovém institutu NIMS (Japonsko)
byly blize zkoumany moznosti pouziti riiznych polymert vhodnych k udrZzeni ptesyceného
stavu v ptipadé nebezpeci rekrystalizace 1é¢iva z roztoku (podobné jako tomu bylo v piipadé
enzalutamidu béhem disolu¢nich studii). Modelovym lé¢ivem byl v tomto piipadé amorfni
ketokonazol, jehoz chovani bylo zkouméano ve formé amorfniho zrna v kontaktu s malym
mnozstvim vody ¢i roztoku polymeru. Bylo zkouméno pét riznych polymerti a u dvou z nich
byla pozorovéna inhibice krystalizace. Nasledn¢ byla pravdivost tohoto experimentu ovéiena
precipitacnim testem — pH shift disoluéni metodou. V ptipadé polymerd (HPMC AS MF,
Eutragit® L100), u kterych bylo dosazeno inhibice krystalizace ketokonazolu, byl b&hem
precipita¢niho testu pozorovan vznik nano¢astic, které byly v piipadé Eutragit® L100 stabilni
az po dobu 14 dni. Inhibice krystalizace témito polymery byla o¢ekavana, nebot’ se jednd o
zasadité 1é¢ivo a iontoveé polymery. Krystalizani experiment, tedy krystalizace amorfniho
lé¢iva ve své pevnofazové formée v kontaktu s vodou ¢i roztokem polymeru, mlize byt pouzit
jako predikce chovani l1é¢iva v pfesyceném stavu.

Posledni studie feSila problém tvrdnuti tablet obsahujicich kyselinu salicylovou a
Kollidon® SR. Bylo zjiténo, Ze i suchym kontaktem s polymerem velmi pravdépodobné
dochazi k amorfizaci kyseliny salicylové. Kyselina salicylovd samotna je v amorfni formé
témét nepfipravitelnd, avSak v pfipadé této formulace dochazi vlivem mleti a nésledné
stabilizace pomoci interakci s polyvinylpyrrolidonem (Kollidon SR je smési PVP a PVAc)
k jeji amorfizaci. Toto zjisténi je velmi vyznamné, nebot’ neocekavana amorfizace API mize
zpusobit zna¢né snizeni rychlosti uvoliiovani API. Rychlost uvoliiovani API a tim 1 uvolnéné

mnozstvi klesa s dobou skladovéani formulace mimo jiné v disledku zmény pevnosti tablet.

170



5.

)
2
(€))
“

(&)

(6)

)

®)

(€))

(10)

an

(12)

(13)

(14)

(15)

Citace

CITACE

CESKO. Zakon ¢&. 378 Ze Dne 31. Prosince 2007 o Lé¢ivech. In: Sbirka Zakonti Ceské Republiky. 2007,
Castka 115.

Hampl, F.; Radl, S.; Paleéek, J. Farmakochemie; Vydavatelstvi VSCHT, 2007.

Martinkova, J. Farmakologie pro Studenty Zdravotnickych Oborii; Grada: Praha, 2007.

Hinderliter, P.; Saghir, S. A. Pharmacokinetics. In Encyclopedia of Toxicology; Elsevier, 2014; pp 849—
855. https://doi.org/10.1016/B978-0-12-386454-3.00419-X.

Martinkova, J.; Chladek, M.; Micuda, S.; Cermanova, J.; Grim, J. Obecna Farmakologie Jako Zdklad
Studia Farmakologie Experimentdlni a Klinické; Olga Cerméakova: Hradec Kralové, 2001.

Tovey, G. D. Pharmaceutical Formulation: The Science and Technology of Dosage Forms, lst ed.;
Thurston, D., Ed.; Fox, D., Martinez, A., Rotella, D., Shen, H., Series Eds.; The Royal Society of
Chemistry: United Kingdom, 2018.

Yun, Y. H.; Lee, B. K.; Park, K. Controlled Drug Delivery: Historical Perspective for the next
Generation. J. Controlled Release 2015, 219, 2—7. https://doi.org/10.1016/j.jconrel.2015.10.005.

Babu, N. J.; Nangia, A. Solubility Advantage of Amorphous Drugs and Pharmaceutical Cocrystals.
Cryst. Growth Des. 2011, 11 (7), 2662-2679. https://doi.org/10.1021/cg200492w.

Zhang, H.; Surian, J. M. Biopharmaceutic Consideration and Assessment for Oral Controlled Release
Formulation. In Oral Controlled Release Formulation Design and Drug Delivery; John Wiley & Sons,
Inc.: Hoboken, NJ, USA, 2010; pp 33-46.

Ku, M. S. Preformulation Consideration for Drugs in Oral CR Formulation. In Oral Controlled Release
Formulation Design and Drug Delivery; John Wiley & Sons, Inc.: Hoboken, NJ, USA, 2010; pp 47—69.
Wen, H.; Park, K. Introduction and Overview of Oral Controlled Release Formulation Design. In Oral
Controlled Release Formulation Design and Drug Delivery; Wen, H., Park, K., Eds.; John Wiley &
Sons, Inc.: Hoboken, NJ, USA, 2010; pp 1-19. https://doi.org/10.1002/9780470640487.chl.

Shukla, T.; Pandey; Upmanyu; Sudheesh, M.; Chandel, H.; Pawan, K.; Porwal. The Biopharmaceutical
Classification System ( BCS ): Past and Present Scenario of Scientific framework for Bio-waiver
Extension and Need of its Validation /paper/The-Biopharmaceutical-Classification-System-(-BCS-)-
Shukla-Pandey/3e26a654b0569d30416011a7bb3344a0494326a3 (accessed 2020 -12 -28).

Tsume, Y.; Matsui, K.; Searls, A. L.; Takeuchi, S.; Amidon, G. E.; Sun, D.; Amidon, G. L. The Impact
of Supersaturation Level for Oral Absorption of BCS Class IIb Drugs, Dipyridamole and Ketoconazole,
Using in Vivo Predictive Dissolution System: Gastrointestinal Simulator (GIS). Eur. J. Pharm. Sci.
2017, 102, 126-139. https://doi.org/10.1016/j.ejps.2017.02.042.

Charalabidis, A.; Sfouni, M.; Bergstrom, C.; Macheras, Panos. The Biopharmaceutics Classification
System (BCS) and the Biopharmaceutics Drug Disposition Classification System (BDDCS): Beyond
Guidelines. Int. J. Pharm. 2019, 566, 264-281. https://doi.org/10.1016/j.ijpharm.2019.05.041.

Kawabata, Y.; Wada, K.; Nakatani, M.; Yamada, S.; Onoue, S. Formulation Design for Poorly Water-
Soluble Drugs Based on Biopharmaceutics Classification System: Basic Approaches and Practical

Applications. Int. J. Pharm. 2011, 420 (1), 1-10. https://doi.org/10.1016/j.ijpharm.2011.08.032.

171



(16)

a7

(18)
(19)

(20)

@n

(22)

(23)

24

(25)

(26)

@7

(28)

(29)

(30)

(€2))

(32)

Citace

FDA. The Biopharmaceutics Classification System (BCS) Guidance https://www.fda.gov/about-
fda/center-drug-evaluation-and-research-cder/biopharmaceutics-classification-system-bcs-guidance
(accessed 2021 -08 -16).

Yu, L. X.; Amidon, G. L.; Polli, J. E.; Zhao, H.; Mehta, M. U.; Conner, D. P.; Shah, V. P.; Lesko, L. J;
Chen, M.; Lee, V. H. L.; Hussain, A. S. Biopharmaceutics Classification System: The Scientific Basis
for Biowaiver Extensions. Pharm. Res. 2002, 19 N, 921-925.
https://doi.org/10.1023/A:1016473601633.

Cesky Lékopis; Grada Publishing: Praha, 2017.

European Pharmacopoei (Ph.Eur) 9th Edition; European Director for the Quality of Medicine &
HealthCare, 2018; Vol. 1.

FDA/CDER/"Purdie, F. P. Waiver of In Vivo Bioavailability and Bioequivalence Studies for Immediate-
Release Solid Oral Dosage Forms Based on a Biopharmaceutics Classification System Guidance for
Industry. 2017, 19.

Siepmann, J.; Siepmann, F. Mathematical Modeling of Drug Dissolution. Int. J. Pharm. 2013, 453 (1),
12-24. https://doi.org/10.1016/j.ijpharm.2013.04.044.

Rams-Baron, M.; Jachowicz, R.; Boldyreva, E.; Zhou, D.; Jamroz, W.; Paluch, M. Amorphous Drugs;
Springer International Publishing: Cham, 2018. https://doi.org/10.1007/978-3-319-72002-9.

Rasenack, N.; Hartenhauer, H.; Miiller, B. W. Microcrystals for Dissolution Rate Enhancement of Poorly
Water-Soluble Drugs. Int. J. Pharm. 2003, 254 (2), 137-145. https://doi.org/10.1016/S0378-
5173(03)00005-X.

Chu, K. R.; Lee, E.; Jeong, S. H.; Park, E.-S. Effect of Particle Size on the Dissolution Behaviors of
Poorly = Water-Soluble  Drugs.  Arch.  Pharm.  Res. 2012, 35 (7), 1187-1195.
https://doi.org/10.1007/s12272-012-0709-3.

Leuner, C. Improving Drug Solubility for Oral Delivery Using Solid Dispersions. Eur. J. Pharm.
Biopharm. 2000, 50 (1), 47-60. https://doi.org/10.1016/S0939-6411(00)00076-X.

Siepmann, J.; Rades, T.; Muellertz, A.; Loftsson, T. Poorly Soluble Drugs. Int. J. Pharm. 2020, 577,
119055. https://doi.org/10.1016/j.ijpharm.2020.119055.

Serajuddin, A. T. M. Salt Formation to Improve Drug Solubility. Adv. Drug Deliv. Rev. 2007, 59 (7),
603—-616. https://doi.org/10.1016/j.addr.2007.05.010.

Pudipeddi, M.; Serajuddin, A. T. M. Trends in Solubility of Polymorphs. J. Pharm. Sci. 2005, 94 (5),
929-939. https://doi.org/10.1002/jps.20302.

Rodrigues, M.; Baptista, B.; Lopes, J. A.; Sarraguca, M. C. Pharmaceutical Cocrystallization
Techniques. Advances and Challenges. Int. J.  Pharm. 2018, 547 (1-2), 404-420.
https://doi.org/10.1016/j.ijpharm.2018.06.024.

Perlovich, G.; Manin, A. Design of Pharmaceutical Cocrystals for Drug Solubility Improvement. Russ. J.
Gen. Chem. 2014, 84. https://doi.org/10.1134/S107036321402042X.

Yan, Y.; Chen, J.-M.; Geng, N.; Lu, T.-B. Improving the Solubility of Agomelatine via Cocrystals.
Cryst. Growth Des. 2012, 12 (5), 2226-2233. https://doi.org/10.1021/cg201423q.

Drabold, D. A. Topics in the Theory of Amorphous Materials. Eur. Phys. J. B 2009, 68 (1), 1-21.
https://doi.org/10.1140/epjb/e2009-00080-0.

172



(33)

(34)

(35)

(36)

(37

(38)

(39

(40)

(41)

(42)

(43)

(44)

(45)

(40)

Citace

Gupta, P.; Chawla, G.; Bansal, A. K. Physical Stability and Solubility Advantage from Amorphous
Celecoxib: The Role of Thermodynamic Quantities and Molecular Mobility. Mol. Pharm. 2004, 1 (6),
406—413. https://doi.org/10.1021/mp049938f.

Murdande, S. B.; Pikal, M. J.; Shanker, R. M.; Bogner, R. H. Solubility Advantage of Amorphous
Pharmaceuticals: 1. A Thermodynamic Analysis. J. Pharm. Sci. 2010, 99 (3), 1254-1264.
https://doi.org/10.1002/jps.21903.

Murdande, S. B.; Pikal, M. J.; Shanker, R. M.; Bogner, R. H. Solubility Advantage of Amorphous
Pharmaceuticals, Part 3: Is Maximum Solubility Advantage Experimentally Attainable and Sustainable?
J. Pharm. Sci. 2011, 100 (10), 4349—-4356. https://doi.org/10.1002/jps.22643.

Almeida e Sousa, L.; Reutzel-Edens, S. M.; Stephenson, G. A.; Taylor, L. S. Assessment of the
Amorphous “Solubility” of a Group of Diverse Drugs Using New Experimental and Theoretical
Approaches. Mol. Pharm. 2015, 12 (2), 484—495. https://doi.org/10.1021/mp50057 1m.

Murdande, S. B.; Pikal, M. J.; Shanker, R. M.; Bogner, R. H. Aqueous Solubility of Crystalline and
Amorphous Drugs: Challenges in Measurement. Pharm. Dev. Technol. 2011, 16 (3), 187-200.
https://doi.org/10.3109/10837451003774377.

Edueng; Bergstrom; Gréasjo; Mahlin. Long-Term Physical (In)Stability of Spray-Dried Amorphous
Drugs: Relationship with Glass-Forming Ability and Physicochemical Properties. Pharmaceutics 2019,
11 (9), 425. https://doi.org/10.3390/pharmaceutics11090425.

Hancock, B. C.; Parks, M. What Is the True Solubility Advantage for Amorphous Pharmaceuticals?
Pharm. Res. 2000, 17 (4), 397-404. https://doi.org/10.1023/A:1007516718048.

Manchanda, A.; Kleppe, M. S.; Bogner, R. H. Nuances in the Calculation of Amorphous Solubility
Enhancement Ratio. J. Pharm. Sci. 2019, 108 (11), 3560-3574.
https://doi.org/10.1016/j.xphs.2019.06.020.

Parks, G. S.; Huffman, H. M.; Cattoir, F. R. Studies on Glass. II. The Transition between the Glassy and
Liquid States in the Case of Glucose. J. Phys. Chem. 1928, 32 (9), 1366-1379.
https://doi.org/10.1021/j150291a008.

Blaabjerg, L. I.; Lindenberg, E.; Rades, T.; Grohganz, H.; Lobmann, K. Influence of Preparation
Pathway on the Glass Forming Ability. Int. J  Pharm. 2017, 521 (1-2), 232-238.
https://doi.org/10.1016/j.ijpharm.2017.02.042.

Willart, J. F.; Descamps, M. Solid State Amorphization of Pharmaceuticals. Mol. Pharm. 2008, 5 (6),
905-920. https://doi.org/10.1021/mp800092t.

Hengsawas Surasarang, S.; Keen, J. M.; Huang, S.; Zhang, F.; McGinity, J. W.; Williams, R. O. Hot
Melt Extrusion versus Spray Drying: Hot Melt Extrusion Degrades Albendazole. Drug Dev. Ind. Pharm.
2017, 43 (5), 797-811. https://doi.org/10.1080/03639045.2016.1220577.

Gupta, S. S.; Solanki, N.; Serajuddin, A. T. M. Investigation of Thermal and Viscoelastic Properties of
Polymers Relevant to Hot Melt Extrusion, IV: Affinisol™ HPMC HME Polymers. AAPS PharmSciTech
2016, 17 (1), 148—157. https://doi.org/10.1208/s12249-015-0426-6.

Crowley, M. M.; Zhang, F.; Repka, M. A.; Thumma, S.; Upadhye, S. B.; Kumar Battu, S.; McGinity, J.
W.; Martin, C. Pharmaceutical Applications of Hot-Melt Extrusion: Part I. Drug Dev. Ind. Pharm. 2007,
33 (9), 909-926. https://doi.org/10.1080/03639040701498759.

173



(47

(43)

(49)

(50)

(51

(52)

(33)

(54)

(55)

(56)

(57)

(58

(59)

Citace

Fan, W.; Zhu, W.; Zhang, X.; Xu, Y.; Di, L. Application of the Combination of Ball-Milling and Hot-
Melt Extrusion in the Development of an Amorphous Solid Dispersion of a Poorly Water-Soluble Drug
with High Melting Point. RSC Adv. 2019, 9 (39), 22263-22273. https://doi.org/10.1039/CORA00810A.
Lang, B.; McGinity, J. W.; Williams, R. O. Dissolution Enhancement of Itraconazole by Hot-Melt
Extrusion Alone and the Combination of Hot-Melt Extrusion and Rapid Freezing—Effect of Formulation
and Processing Variables. Mol. Pharm. 2014, 11 (1), 186—196. https://doi.org/10.1021/mp4003706.
Chamsai, B.; Sriamornsak, P. Effect of Cooling Technique on Physicochemical Properties of Ternary
Solid Dispersion of Manidipine Hydrochloride Prepared by Melting Method. Asian J. Pharm. Sci. 2016,
11 (1), 193—194. https://doi.org/10.1016/j.ajps.2015.11.040.

Hwang, 1.; Kang, C.-Y.; Park, J.-B. Advances in Hot-Melt Extrusion Technology toward Pharmaceutical
Objectives. J. Pharm. Investig. 2017, 47 (2), 123—132. https://doi.org/10.1007/s40005-017-0309-9.

Ma, X.; Huang, S.; Lowinger, M. B.; Liu, X.; Lu, X.; Su, Y.; Williams, R. O. Influence of Mechanical
and Thermal Energy on Nifedipine Amorphous Solid Dispersions Prepared by Hot Melt Extrusion:
Preparation and Physical Stability. Int. J. Pharm. 2019, 561, 324-334.
https://doi.org/10.1016/j.ijpharm.2019.03.014.

Mahmabh, O.; Tabbakh, R.; Kelly, A.; Paradkar, A. A Comparative Study of the Effect of Spray Drying
and Hot-Melt Extrusion on the Properties of Amorphous Solid Dispersions Containing Felodipine:
Preparation of Felodipine Solid Dispersion. J. Pharm. Pharmacol. 2014, 66 (2), 275-284.
https://doi.org/10.1111/jphp.12099.

Singh, A.; Van den Mooter, G. Spray Drying Formulation of Amorphous Solid Dispersions. Adv. Drug
Deliv. Rev. 2016, 100, 27-50. https://doi.org/10.1016/j.addr.2015.12.010.

Mahlin, D.; Ponnambalam, S.; Heidarian Hockerfelt, M.; Bergstrom, C. A. S. Toward In Silico
Prediction of Glass-Forming Ability from Molecular Structure Alone: A Screening Tool in Early Drug
Development. Mol. Pharm. 2011, 8 (2), 498-506. https://doi.org/10.1021/mp100339c.

Cabral, A. A.; Fredericci, C.; Zanotto, E. D. A Test of the Hruby Parameter to Estimate Glass-Forming
Ability. J. Non-Cryst. Solids 1997, 219, 182—186. https://doi.org/10.1016/S0022-3093(97)00327-X.
Alhalaweh, A.; Alzghoul, A.; Kaialy, W.; Mahlin, D.; Bergstrom, C. A. S. Computational Predictions of
Glass-Forming Ability and Crystallization Tendency of Drug Molecules. Mol. Pharm. 2014, 11 (9),
3123-3132. https://doi.org/10.1021/mp500303a.

Baird, J. A.; Van Eerdenbrugh, B.; Taylor, L. S. A Classification System to Assess the Crystallization
Tendency of Organic Molecules from Undercooled Melts. J. Pharm. Sci. 2010, 99 (9), 3787-3806.
https://doi.org/10.1002/jps.22197.

Van Eerdenbrugh, B.; Baird, J. A.; Taylor, L. S. Crystallization Tendency of Active Pharmaceutical
Ingredients Following Rapid Solvent Evaporation—Classification and Comparison with Crystallization
Tendency from Under Cooled Melts. J.  Pharm. Sci. 2010, 99 (9), 3826-3838.
https://doi.org/10.1002/jps.22214.

Mahlin, D.; Bergstrom, C. A. S. Early Drug Development Predictions of Glass-Forming Ability and
Physical  Stability of Drugs. Eur. J.  Pharm. Sci. 2013, 49 (2), 323-332.
https://doi.org/10.1016/j.ejps.2013.03.016.

174



(60)

(61)

(62)

(63)

(64)

(65)

(66)
(67)

(68)
(69)

(70)

(71)

(72)

(73)

Citace

Blaabjerg, L. I.; Lindenberg, E.; Lobmann, K.; Grohganz, H.; Rades, T. Glass Forming Ability of
Amorphous Drugs Investigated by Continuous Cooling and Isothermal Transformation. Mol. Pharm.
2016, 73 (9), 3318-3325. https://doi.org/10.1021/acs.molpharmaceut.6b00650.

Descamps, M.; Willart, J. F.; Dudognon, E.; Caron, V. Transformation of Pharmaceutical Compounds
upon Milling and Comilling: The Role of T(g). J Pharm. Sci. 2007, 96 (5), 1398-1407.
https://doi.org/10.1002/jps.20939.

Graeser, K. A.; Strachan, C. J.; Patterson, J. E.; Gordon, K. C.; Rades, T. Physicochemical Properties and
Stability of Two Differently Prepared Amorphous Forms of Simvastatin. Cryst. Growth Des. 2008, 8 (1),
128-135. https://doi.org/10.1021/cg700913m.

Alhalaweh, A.; Alzghoul, A.; Mahlin, D.; Bergstrom, C. A. S. Physical Stability of Drugs after Storage
above and below the Glass Transition Temperature: Relationship to Glass-Forming Ability. Int. J.
Pharm. 2015, 495 (1), 312-317. https://doi.org/10.1016/].ijpharm.2015.08.101.

Wyttenbach, N.; Kuentz, M. Glass-Forming Ability of Compounds in Marketed Amorphous Drug
Products. Eur. J. Pharm. Biopharm. 2017, 112,204-208. https://doi.org/10.1016/j.ejpb.2016.11.031.
Baciarello, G.; Sternberg, C. N. Treatment of Metastatic Castration-Resistant Prostate Cancer (MCRPC)
with Enzalutamide. Crit. Rev. Oncol. Hematol. 2016, 106, 14-24.
https://doi.org/10.1016/j.critrevonc.2016.07.005.

Enzalutamide https://go.drugbank.com/drugs/DB08899 (accessed 2021 -01 -12).

Ahmed, M. E.; Joshi, V. B.; Badawy, M.; Pagliaro, L. C.; Karnes, R. J.; Lowe, V.; Thorpe, M. P.; Kwon,
E. D.; Kendi, A. T. Radium-223 in the Third-Line Setting in Metastatic Castrate-Resistant Prostate
Cancer (MCRPC): Impact of Concomitant Use of Enzalutamide on Overall Survival and Predictors of
Improved Overall Survival. Clin. Genitourin. Cancer 2021. https://doi.org/10.1016/.clgc.2020.12.009.
ANNEX I Summary of Product Characteristics: Xtandi. European Medicines Acency 2018.

M, van N.; S, G.; Am, B.; Ji, R.; H, R.; Jh, B.; Adr, H. Plasma Levels of Enzalutamide and Its Main
Metabolites in a Patient With Metastatic Castration-resistant Prostate Cancer Undergoing Hemodialysis
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/30626533/ (accessed 2021 -01 -12).
https://doi.org/10.1016/j.clgc.2018.12.004.

Miura, R.; Hirabatake, M.; Irie, K.; Tkesue, H.; Muroi, N.; Kawakita, M.; Hashida, T. Safety Evaluation
of Enzalutamide Dose-Escalation Strategy in Patients with Castration-Resistant Prostate Cancer. Urol.
Oncol. Semin. Orig. Investig. 2020, S1078143920304282. https://doi.org/10.1016/j.urolonc.2020.09.013.
Liu, Y.-M.; Wu, P.; Fukushi, R.; Yamada, S.; Chen, Q. Pharmacokinetics and Safety of Enzalutamide in
Healthy Chinese Male Volunteers. Clin. Ther. 2019, 41 (2), 261-268.
https://doi.org/10.1016/j.clinthera.2018.12.002.

Wilson, V.; Lou, X.; Osterling, D. J.; Stolarik, D. F.; Jenkins, G.; Gao, W.; Zhang, G. G. Z.; Taylor, L. S.
Relationship between Amorphous Solid Dispersion in Vivo Absorption and in Vitro Dissolution: Phase
Behavior during Dissolution, Speciation, and Membrane Mass Transport. J. Controlled Release 2018,
292, 172—182. https://doi.org/10.1016/j.jconrel.2018.11.003.

Volkova, T. V.; Drozd, K. V.; Surov, A. O. Effect of Polymers and Cyclodextrins on Solubility,
Permeability and Distribution of Enzalutamide and Apalutamide Antiandrogens. J. Mol. Lig. 2021, 322,
114937. https://doi.org/10.1016/j.molliq.2020.114937.

175



(74)

(75)

(76)

(77

(78)

(79

(80)

C2))

(82)

(83)
(84)
(85)
(86)
87
(8%)

(89)
(90)

on

Citace

Aoki, H.; Kojima, R.; Namiki, S.; Oba, S.; Sakai, T.; Takagi, A.; Umemoto, Y.; Yoshida, T.
Pharmaceutical Composition for Oral Administration Comprising Enzalutamide. CA3060366A1,
November 1, 2018.

Everett, J. a; Irie, R.; Kanbayashi, A.; Konagurthu, S.; Lorenz, D. A.; Matz, S.; Nishimura, K.; Oba, S.;
Sakai, T.; Takaishi, Y.; Toyota, H.; Wald, R. J. Formulations of Enzalutamide. W0O2014043208A1,
March 20, 2014.

Maini, L.; Braga, D.; Farinella, F.; Melotto, E.; Verzini, M.; Brescello, R.; Michieletto, 1.; Munari, 1.
Crystal Forms of Enzalutamide and a Crystal Engineering Route to Drug Purification. Cryst. Growth
Des. 2018, 18 (7), 3774-3780. https://doi.org/10.1021/acs.cgd.7b01613.

Munson, E. J. Analytical Techniques in Solid-State Characterization. In Developing Solid Oral Dosage
Forms; Elsevier, 2009; pp 61-74. https://doi.org/10.1016/B978-0-444-53242-8.00003-5.

Principles and Applications of Thermal Analysis; Gabbott, P., Ed.; Blackwell Publishing: UK, 2008.

Liu, F.; Wang, H. F.; Chen, Z.; Yang, W.; Yang, G. C. Determination of Activation Energy for
Crystallization in  Amorphous Alloys. Mater. Lett. 2006, 60 (29-30), 3916-3921.
https://doi.org/10.1016/j.matlet.2006.04.063.

Wellen, R. M. R.; Canedo, E. L. On the Kissinger Equation and the Estimate of Activation Energies for
Non-Isothermal  Cold  Crystallization of PET.  Polym. Test. 2014, 40, 33-38.
https://doi.org/10.1016/j.polymertesting.2014.08.008.

Starink, M. J. The Determination of Activation Energy from Linear Heating Rate Experiments: A
Comparison of the Accuracy of Isoconversion Methods. Thermochim. Acta 2003, 404 (1-2), 163—176.
https://doi.org/10.1016/S0040-6031(03)00144-8.

Vyazovkin, S.; Burnham, A. K.; Criado, J. M.; Pérez-Maqueda, L. A.; Popescu, C.; Sbirrazzuoli, N.
ICTAC Kinetics Committee Recommendations for Performing Kinetic Computations on Thermal
Analysis Data. Thermochim. Acta 2011, 520 (1-2), 1-19. https://doi.org/10.1016/j.tca.2011.03.034.
Sestak, J.; Berggren, G. Study of the Kinetics of the Mechanism of Solid-State Reactions at Increasing
Temperatures. Thermochim. Acta 1971, 3 (1), 1-12. https://doi.org/10.1016/0040-6031(71)85051-7.
Avrami, M. Kinetics of Phase Change. I General Theory. J. Chem. Phys. 1939, 7 (12), 1103-1112.
https://doi.org/10.1063/1.1750380.

Arhangel’skii, I. V.; Dunaev, A. V.; Makarenko, I. V.; Tikhonov, N. A.; Tarasov, A. V. Non-Isothermal
Kinetic Methods. 2013.

USP 711: Dissolution. The United States Pharmacopeial Convection 2011.

Statni Gstav pro kontrolu 1é¢iv https://www.sukl.cz/ (accessed 2021 -10 -17).

European Medicines Agency https://www.ema.europa.eu/en (accessed 2021 -10 -17).

U.S. Food and Drug Administration https://www.fda.gov/home (accessed 2021 -10 -17).

Lindenbaum, J.; Mellow, M. H.; Blackstone, M. O.; Butler, V. P. Variation in Biologic Availability of
Digoxin from Four Preparations. N. FEngl. J Med. 1971, 285 (24), 1344-1347.
https://doi.org/10.1056/NEJM197112092852403.

Tyrer, J. H.; Eadie, M. J.; Sutherland, J. M.; Hooper, W. D. Outbreak of Anticonvulsant Intoxication in
an Australian City. BMJ 1970, 4 (5730), 271-273. https://doi.org/10.1136/bmj.4.5730.271.

176



92)

93)

94)

95)

(96)

7

98)

99

(100)

(101)

(102)

(103)

(104)

(105)

(106)
(107)

(108)

Citace

Theeuwes, F.; Bayne, W. Dosage Form Index: An Objective Criterion for Evaluation of Controlled-
Release  Drug  Delivery  Systems. J.  Pharm. Sci. 1977, 66 (10), 1388-1392.
https://doi.org/10.1002/jps.2600661009.

Guo, M. Dissolution Testing: In Vitro Characterizatio of Oral Controlled Release Dosage Forms. In Oral
Controlled Release Formulation Design and Drug Delivery: Theory to Practice; 2010; pp 245-256.
https://doi.org/10.1002/9780470640487.ch15.

Different Types of Dissolution Apparatus : Pharmaceutical Guidelines
https://www.pharmaguideline.com/2017/11/different-types-of-dissolution-apparatus.html (accessed 2020
-12 -29).

USP 724: Drug Release. The United States Pharmacopeial Convection 2012.

Hezaveh, H.; Muhamad, I. 1. Controlled Drug Release via Minimization of Burst Release in PH-
Response Kappa-Carrageenan/Polyvinyl Alcohol Hydrogels. Chem. Eng. Res. Des. 2013, 91 (3), 508—
519. https://doi.org/10.1016/j.cherd.2012.08.014.

Costa, P.; Sousa Lobo, J. M. Modeling and Comparison of Dissolution Profiles. Eur. J. Pharm. Sci.
2001, /3 (2), 123—133. https://doi.org/10.1016/S0928-0987(01)00095-1.

Huang, X.; Brazel, C. S. On the Importance and Mechanisms of Burst Release in Matrix-Controlled
Drug Delivery Systems. J. Controlled Release 2001, 73 (2-3), 121-136. https://doi.org/10.1016/S0168-
3659(01)00248-6.

Al-Zoubi, N.; Malamataris, S. Three-Layer Matrix Tablets and Simple Approach of Drug Release
Programming. J. Drug Deliv. Sci. Technol. 2008, 18 (6), 431-437. https://doi.org/10.1016/S1773-
2247(08)50083-9.

Peppas, N. A. Analysis of Fickian and Non-Fickian Drug Release from Polymers. Pharm. Acta Helv.
1985, 60 (4), 110-111.

5 - Mathematical Models of Drug Release. In Strategies to Modify the Drug Release from
Pharmaceutical Systems; Bruschi, M. L., Ed.; Woodhead Publishing, 2015; pp 63-86.
https://doi.org/10.1016/B978-0-08-100092-2.00005-9.

Fan, W.; Zhang, X.; Zhu, W.; Di, L. The Preparation of Curcumin Sustained-Release Solid Dispersion
by Hot-Melt Extrusion—II. Optimization of Preparation Process and Evaluation In Vitro and In Vivo. J.
Pharm. Sci. 2020, 109 (3), 1253—-1260. https://doi.org/10.1016/j.xphs.2019.11.020.

Khan, K. A. The Concept of Dissolution Efficiency. J. Pharm. Pharmacol. 1975, 27 (1), 48-49.
https://doi.org/10.1111/j.2042-7158.1975.tb09378.x.

Florence, A. T.; Attwood, D. Physicochemical Principles of Pharmacy: In Manufacture, Formulation
and Clinical Use, 6th ed.; Pharmaceutical Press, 2015.

Kissinger, H. E. Reaction Kinetics in Differential Thermal Analysis. Anal. Chem. 1957, 29 (11), 1702—
1706. https://doi.org/10.1021/ac60131a045.

Seshan, K. Handbook of Thin Film Deposition, 3rd ed.; Elsevier, 2012.

Boge, R.; Madivada, L. R.; Peddy, V. Enzalutamide Polymorphic Forms and Its Preparation.
W02014041487A2, March 20, 2014.

Obadalova, 1.; Schongut, M.; Zvétora, P. Pharmaceutical Composition of Crystalline Enzalutamide and

Preparing It. CZ20199A3, July 15, 2020.

177



(109)

(110)

(111)

(112)

(113)

(114)

Citace

Ishizuka, Y.; Ueda, K.; Okada, H.; Takeda, J.; Karashima, M.; Yazawa, K.; Higashi, K.; Kawakami, K.;
Ikeda, Y.; Moribe, K. Effect of Drug—Polymer Interactions through Hypromellose Acetate Succinate
Substituents on the Physical Stability on Solid Dispersions Studied by Fourier-Transform Infrared and
Solid-State  Nuclear Magnetic  Resonance. Mol.  Pharm. 2019, 16 (6), 2785-2794.
https://doi.org/10.1021/acs.molpharmaceut.9b00301.

Ueda, K.; Higashi, K.; Yamamoto, K.; Moribe, K. The Effect of HPMCAS Functional Groups on Drug
Crystallization from the Supersaturated State and Dissolution Improvement. Int. J. Pharm. 2014, 464 (1—
2), 205-213. https://doi.org/10.1016/j.ijpharm.2014.01.005.

Siepmann, J.; Peppas, N. A. Modeling of Drug Release from Delivery Systems Based on Hydroxypropyl
Methylcellulose (HPMC). Adv. Drug Deliv. Rev. 2001, 48 (2), 139—157. https://doi.org/10.1016/S0169-
409X(01)00112-0.

Ueda, K.; Higashi, K.; Moribe, K. Direct NMR Monitoring of Phase Separation Behavior of Highly
Supersaturated Nifedipine Solution Stabilized with Hypromellose Derivatives. Mol. Pharm. 2017, 14 (7),
2314-2322. https://doi.org/10.1021/acs.molpharmaceut.7b00178.

Tajarobi, F.; Larsson, A.; Matic, H.; Abrahmsén-Alami, S. The Influence of Crystallization Inhibition of
HPMC and HPMCAS on Model Substance Dissolution and Release in Swellable Matrix Tablets. Eur. J.
Pharm. Biopharm. 2011, 78 (1), 125—133. https://doi.org/10.1016/j.ejpb.2010.11.020.

Paus, R.; Prudic, A.; Ji, Y. Influence of Excipients on Solubility and Dissolution of Pharmaceuticals. /nt.

J. Pharm. 2015, 485 (1), 277-287. https://doi.org/10.1016/j.ijjpharm.2015.03.004.

178



Prilohy

PRILOHY



Prilohy

Lvmag resca Wo: sz ! YRAITESCAN  SEMHV EOW  WoaTmm | | LfRaa TESCAN
(% - ™
cemnar cemuar | cemur

SEMMEOKY  woiTEamm || 3 TEsc wozsmn | scan  SEMHY: GORY | LYRAS TESCAN  SEM 2788 mm L LiRaAa TESCAN
oetse  [1um e osmse  |sum Wewhad: 800 um Vi
AT SEMMAG:852 ks oAt | SEMMAG: 173 kx caamar

Obrazek P 1. SEM snimky nasledujicich latek: A. Material SD A (nesuseny material) méfeny po piiprave,
zobrazeny s méfitkem 1 um; B. Material SD A (nesuseny material) méfeny po priprave, zobrazeny s métitkem 5
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Obrazek P 2. SEM snimky materidlu HME A2 vystavenému podminkam dlouhodobych stabilitnich testi:
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C.25°C 60 % RH 3 mésice v PE-PE (méfitko 1 um), D. 25 °C 60 % RH 3 mésice v PE-PE (méfitko 5 pm),
E. 25 °C 60 % RH 6 mésici v PE-PE (méfitko 1 um), F. 25 °C 60 % RH 6 mésicti v PE-PE (méfitko 5 pm).
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Obrazek P 5. SEM snimky materidlu HME B2 vystavenému podminkam dlouhodobych stabilitnich testi:

A.25°C 60 % RH 1 mésic v PE-PE (méfitko 1 pm), B. 25 °C 60 % RH 1 mésic v PE-PE (méfitko 5 pm),
C.25°C 60 % RH 3 mésice v PE-PE (méfitko 1 um), D. 25 °C 60 % RH 3 mésice v PE-PE (méfitko 5 pum),
E. 25 °C 60 % RH 6 mésici v PE-PE (méfitko 1 um), F. 25 °C 60 % RH 6 mésici v PE-PE (méfitko 5 pm).
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View field: 100.0 ym Det: SE
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Obrazek P 6. SEM snimky materidlu HME A2 vystavenému podminkam dlouhodobych stabilitnich testi:
A.40°C 75 % RH 1 mésic v AI-PE-Al (méfitko 1 um), B. 40 °C 75 % RH 1 mésic v Al-PE-Al (méfitko 5 pm),
C. 40 °C 75 % RH 3 meésice v Al-PE-Al (méfitko 1 pm), D. 40 °C 75 % RH 3 meésice v Al-PE-Al (méfitko
5 um), E. 40 °C 75 % RH 6 mésici v Al-PE-Al (méfitko 1 pm), F. 40 °C 75 % RH 6 mésict v Al-PE-Al
(méftitko 5 um).
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Obrazek P 7. SEM snimky materialu HME B2 vystavenému podminkdm dlouhodobych stabilitnich testl:
A. 40 °C 75 % RH 1 mésic v AI-PE-Al (méfitko 1 pm), B. 40 °C 75 % RH 1 mé&sic v Al-PE-Al (méfitko 5 pm),
C. 40 °C 75 % RH 3 mésice v Al-PE-Al (méfitko 1 pm), D. 40 °C 75 % RH 3 mésice v Al-PE-Al (méfitko
5 um), E. 40 °C 75 % RH 6 meésict v Al-PE-Al (méfitko 1 um), F. 40 °C 75 % RH 6 mésict v Al-PE-Al
(méfitko 5 pm).
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View field: 20.0 pm Det: SE Spm View field: 100 pm Det: SE 20 pm
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Obrazek P 8. SEM snimky materialu HME A2 vystavenému podminkam dlouhodobych stabilitnich testh:
A.40 °C 75 % RH 1 mésic v PE-PE (méfitko 1 pm), B. 40 °C 75 % RH 1 mésic v PE-PE (méfitko 5 um),
C. 40 °C 75 % RH 3 mésice v PE-PE (méfitko 1 pm), D. 40 °C 75 % RH 3 mésice v PE-PE (méfitko 5 pm),
E. 40 °C 75 % RH 6 mésict v PE-PE (méfitko 1 pm), F. 40 °C 75 % RH 6 mésict v PE-PE (méfitko 5 um).
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SEM HV: 5.0 kV WD: 7.40 mm LYRA3 TESCAN  SEM HV: 5.0 kV' WD: 7.24 mm LYRA3 TESCAN

View field: 5.00 pm Det: SE 1pm View field: 100 pm Det: SE
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Obrazek P 9. SEM snimky materialu HME B2 vystavenému podminkdm dlouhodobych stabilitnich testl:
A.40°C 75 % RH 1 mésic v PE-PE (mé&fitko 1 pm), B. 40 °C 75 % RH 1 mésic v PE-PE (méfitko 5 pum),

C.40°C 75 % RH 3 mésice v PE-PE (m¢fitko 1 pm), D. 40 °C 75 % RH 3 mésice v PE-PE (méfitko 5 pm),
E. 40 °C 75 % RH 6 mésict v PE-PE (méfitko 1 um), F. 40 °C 75 % RH 6 mésict v PE-PE (méfitko 5 um).
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Obrazek P 10. Vysledky praskové rentgenové difrakce vzorki HME A2 vystavenym podminkam kratkodobych

Intenzita (-)

stabilitnich testi a difraktogramy smési amorfni API s 1 % a 5 % polymorfni formy R1.
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Obrazek P 11. Vysledky praskové rentgenové difrakce vzorkit HME B2 vystavenym podminkam kratkodobych

stabilitnich testll a difraktogramy smeési amorfni API's 1 % a 5 % polymorfni formy R1.
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12. Vysledky praskové rentgenové difrakce vzorki HME A2 vystavenym podminkam dlouhodobych

testll ve dvojim baleni (Al-PE-Al nebo PE-PE) a difraktogram polymorfni formy R1.



Intenzita (-)

Obrazek P 13. Vysledky praskové rentgenové difrakce vzorki HME B2 vystavenym podminkam dlouhodobych
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stabilitnich testi ve dvojim baleni (Al-PE-Al nebo PE-PE) a difraktogram polymorfni formy R1.
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Obrazek P 14. YF ss-NMR spektra vzorki HME A2 vystavenym podminkam kratkodobych stabilitnich test a
smesi HME A2 s 1 % a 5 % krystalické faze.
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Obrazek P 15. '°F ss-NMR spektra vzorktit HME A2 vystavenym podminkdm dlouhodobym stabilitnich
testim ve dvojim baleni (Al-PE-Al, PE-PE) a smési HME A2 s 1 % a 5 % krystalické faze.
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Obrazek P 16. F ss-NMR spektra vzorki HME B2 vystavenym podminkam kratkodobych stabilitnich testi a

smési HME B2 s 1 % a 5 % krystalické faze.
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Obrazek P 17. 'F ss-NMR spektra vzorki HME B2 vystavenym podminkam dlouhodobych stabilitnich testl a

smési HME B2 s 1 % a 5 % krystalické faze.
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