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Abstrakt

Tato prace se zaméfuje na novy pristup v piipravé nukleosidového purinového analogu
kladribinu, hledani novych polymorfil této Gcinné latky a jejich néasledné vyuziti v novych
pevnych 1 kapalnych 1ékovych forméach.

Kladribin byl vyvinut k 1é¢bé rakoviny krve, v soucasnosti se pouziva zejména pii 1é¢bé
neonkologickych onemocnéni, predev§im roztrouSené skler6zy. Z toho ditvodu bylo Zadouci
vyvinout stabilni robustni finalni 1ékovou formu, ktera by vykazovala vysokou biologickou
dostupnost. U¢inna latka je na trh dodavana pouze jako produkt chemické syntézy. Z toho
divodu se tato prace zaméfila na ,,zelenou enzymatickou syntézu“ s mnoha klady, zejména
minimalni spotfebou vstupnich surovin a energii, nizSimi ndklady a procesem Setrnym
k Zivotnimu prostfedi. Dosud jsou pospany dvé pevné struktury kladribinu. V na trhu
dostupnych 1ékovych formach (tablety a infuze) se pouziva pouze krystalicka forma I. V rdmci
screeningu byl pfipraven novy polymorf monohydrat kladribinu, u kterého se podaftila vytesit
a upresnit krystalicka struktura. Nejvetsi vyhoda nového polymorfu spociva v jeho zvySené
rozpustnosti oproti formé I. Vlastnost nového polymorfu se vyuZila pfi vyvoji subkutanni
formulace s vysokou koncentraci G¢inné latky a mikroemulzniho prekoncentratu. Dale byly
pfipraveny dvé pevné disperze, jeZ mohou byt vyuzity jako alternativa k originalni formulaci

tablet Mavencladu.

Klic¢ova slova: kladribin, nukleosidovy analog, findlni 1ékové formy, biosyntéza



Abstract

This thesis focuses on a new approach in the preparation of the nucleoside purine analogue of
cladribine, the search for new polymorphs of this active substance and their subsequent use in
new solid and liquid dosage forms.

Cladribine was developed for the treatment of blood cancers and is currently used mainly
in the treatment of non-cancer diseases, especially multiple sclerosis. Therefore, it was desirable
to develop a stable robust final dosage form that exhibited high bioavailability. The active
substance is marketed only as a product of chemical synthesis. Hence, this work focused on
"green enzymatic synthesis" with many pros, especially minimal feedstock and energy
consumption, lower cost and environmentally friendly process. So far, two solid structures of
cladribine have been asleep. Only the crystalline form 1 is used in the commercially available
dosage forms (tablets and infuze). In the screening, a new postlymorphic monohydrate of
cladribine was prepared, for which the crystal structure was solved and refined. The biggest
advantage of the new polymorph is its increased solubility compared to form 1. The property of
the new polymorph was used in the development of a subcutaneous formulation with a high
concentration of the active substance and a microemulsion preconcentrate. In addition, two
solid dispersions were prepared which can be used as an alternative to the original tablet

formulation of Mavenclad.

Keywords: cladribine, nukleoside analogue, final dosage forms, biosynthesis
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1 Uvod

Nukleosidové analogy jsou ziskavany modifikaci nukleosidovych struktur. Hlavnimi oblastmi
vyzkumu je jejich protinadorové a antivirové ptisobeni. Spole¢nou charakteristikou analogt je
aktivni transport pomoci membranovych transportérd, aktivace kinazami, které umoziuji
zadrzovani monofosfdtu v organismu a tvorbu aktivnich trifosfatovych metabolitd
a defosforylaci nukleotidazou. Nukleosidové analogy obsahuji pyrimidinové nebo purinové
baze. Pfedmétem zkoumani této prace je purinovy analog 2-chloro-2’-deoxyadenosin neboli
kladribin.

Kladribin byl poprvé syntetizovan v 70. letech jako 1ék na 1é¢bu riznych druht rakoviny
krve, v soucasnosti se pouziva zejména pii 1é€bé neonkologickych onemocnéni, predevsim
roztrousen¢ sklerozy. Z toho diivodu bylo Zadouci vyvinout stabilni robustni finalni 1ékovou
formu, kterd by vykazovala vysokou biologickou dostupnost. Kladribin je na trhu ve formeé
oralnich tablet (Mavenclad) a infuznich roztokt (Litak). U¢inna latka je na trh dodavana pouze
jako produkt chemické syntézy. Z toho ditvodu je Zadouci nahradit chemickou syntézu zelenou
enzymatickou syntézou. Rozvoj enzymatického zplsobu syntézy by mohl pfinést vyhody jak
Z hlediska zlepSeni G€innosti a jednoduchosti procesu, tak minimalizaci spotfeby organickych
rozpoustédel a tim i dopadu na zivotni prostfedi. Vyuziti enzymatické syntézy ve vyrobé
kladribinu pfinasi jednoduchy a rychly zplsob vyroby této G€inné latky ve vysoké Cistoté bez
vzniku nezddoucich vedlejsich produkta.

Jednou z hlavnich nevyhod kladribinu jsou jeho fyzikalné-chemické vlastnosti, vykazuje
velmi malou rozpustnost ve vod¢, v ethanolu se nerozpousti viibec. To piedstavuje problém pro
formulaci této tc¢inné latky do Iékové formy. Jednou z moZnosti, jak zlepsit fyzikalné-chemické
vlastnosti, je hledani novych polymorfl, nebot’ rizné krystalové struktury mohou vykazovat
ruzné vlastnosti, zejména rozdily v rozpustnosti, biologické stabilité ¢i dostupnosti a ovlivnit
tak jejich zpracovani do 1¢kové formy. Kladribin se v soucasnych findlnich 1€kovych forméach
pouziva pouze ve formée krystalické latky formy I.

Problém s rozpustnosti farmaceuticky G¢inné latky (API) je feSen i pfi vyvoji novych
Iékovych forem, ve kterych se vlastnosti nového polymorfu vyuziji. Hlavnim cilem je nalézt
nové pevné a kapalné oralni 1ékové formy, které by vykazovaly vyssi biologickou dostupnost
a niz§i cenu kone¢ného 1écivého pripravku. Déle je snaha o pfipravu alternativni parenteralni

1¢kové formy s vys$si koncentraci API a snazsi aplikaci, nez je na trhu dostupné infuze.



2 Hypotézy a cile disertacni prace

Hypotézy
e Lze nalézt levnéjsi a uCinnéjsi postupy syntézy molekul analogli nukleosidii?
e Lze zformulovat molekulu III. tfidy BCS do hydrofilniho prostiedi 1ékové formy?

e Lze zvysit biologickou dostupnost kladribinu pomoci 1ékové formy?
Tato prace byla zamétena na pét hlavnich cilt:

1. Navrh nového zptsobu vyroby analogu nukleosidu kladribinu pomoci enzymatické
syntézy.

2. Nalézt vhodngjsi polymorf pro zlepSeni fyzikalné-chemickych vlastnosti a jeho vyuziti
pro piipravu koncentrované parenteralni Iékové formy.

3. Navrh pevnych lékovych formulaci s obsahem kladribinu, které¢ by byly patentove
nekolizni.

4. Navrh formulace kladribinu do samoemulgujiciho prosttedi.

5. Testovani navrzené lékové formy metodami danymi lékopisem.



3 Material a metodika

3.1 Enzymaticka syntéza kladribinu

Prvni ¢ast této prace je zaméfena na vyvoj enzymatické syntézy purinového nukleosidového
analogu kladribinu vyuzitim nukleosidovych fosforylaz. Nukleosidové analogy se syntetizuji
piedevsim chemickymi metodami, které vyzaduji pouziti organickych rozpoustédel, vice
reak¢nich kroki a odstranéni chranicich skupin, coz zptsobuje nezadouci zmény v reakci, vznik
racemickych smési, které ovliviiuji dalsi purifikaci (Ichikawa a Kato, 2001). Pouziti enzymii
pro syntézu téchto nukleosidll se jevilo jako skvéla alternativa, zejména diky jejich vysoké
katalytické uc€innosti, pfirozené selektivité a jednoduchému zpracovani. Mezi vyhody pouziti
téchto biotechnologickych a biokatalytickych metody patii mirné reakéni podminky, vysoka
ucinnost, vysokd regioselektivita, stereoselektivita a pouziti technologii, jez jsou Setrné
k Zivotnimu prostiedi (Mikhailopulo a Miroshnikov, 2010). Enzymy, které se nejcastéji
pouzivaji pro syntézu nukleosidli transglykosylaci jsou nukleosidfosforylazy (NP) a N-
deoxyribosyltransferazy (NDT), které ptendSeji glykosylové zbytky z nukleosidii na rizné
purinové nebo pyrimidinové baze a analogy na akceptorové baze. NP katalyzuji reverzibilni
fosforylaci ribo- a deoxyribonukleosidi Stépenim N-glykosidickych vazeb nukleosidd za
vzniku volné baze a pentosy-1-fosfatu. Ta se posléze spoji s poZadovanou modifikovanou bazi
bud’ stejné nebo jiné nukleosidové fosforylazy za vzniku nukleosidového analoga (Drenichev
etal., 2022).

V syntéze kladribinu byly pouzity purinovd nukleosidovad fosforylaza (PNP) a uridin
fosforylaza (UP). PNP je enzym katalyzujici reverzibilni fosforylaci purinovych ribonukleosidi
a odpovidajicich 2-deoxyribonukleosidli na volnou purinovou bazi a 2’-deoxy-ribozu-1-fosfat
(Silva et al. 2003). PNP je klicovym enzymem pro syntézu nukleosidu a jejich derivatd, které
vykazuji antivirové a protinadorové ucinky (Lee et al., 2001). UP s$tépi specificky uridinové
nukleosidy, degraduje pyrimidinové nukleosidy a katalyzuje reverzibilni fosforolyzu uridinu na
uracil a ribozu-1-fosfat. Pritomnost UP byla prokazana u Escherichia coli a Salmonella
typhimurium. V téchto organismech zastava dvé funkce: podili se na zpétné syntéze nukleotidu
z intermediatt a je nezbytna pro vyuziti nukleosidd jako zdroje uhliku. (Cao a Pizzorno, 2004;
Leer etal., 1977)

Enzymy jsou ziskavany bud’ izolaci z produkénich bunék, nebo se v enzymatické syntéze pou-
zivaji intaktni builky mikroorganismli, nebo jsou geneticky modifikované produkcni

mikroorganismy upravené ke zvysené expresi pfislusného enzymu (rekombinantni enzymy).



Dalsi moznosti je imobilizace biokatalyzatorti, coz stabilizuje a modifikuje selektivitu a tim
usnadiiuje separaci z reakéni smési a podporuje purifikaci pozadovaného produktu (Lapponi et

al., 2016; Boryski, 2008).

3.2 Kladribin

Kladribin neboli 2-chlor-2’-deoxyadenosin je purinovy nukleosidovy analog se selektivni
toxicitou vuci lymfocytim a monocytim. Poprvé byl syntetizovan koncem 70. let jako 1ék na
razné druhy rakoviny krve. Byl vyvinut k selektivnimu plsobeni na lymfocyty
u lymfoproliferativnich onemocnéni a autoimunitnich poruch. Na trh se poprvé dostal v roce
1993 ve formé infuzniho roztoku jako Leustatin firmy Janssen Pharmaceuticals v 1é¢bé
vlasatobunééné leukémie (Accessdata.fda.gov, 2019; Tallman a Hakimian, 1995; Schreiber
a Sorensen, 2011).

Chemicka struktura kladribinu obsahuje oproti vychozimu 2’-deoxyadenosinu chlor
V poloze 2 purinového kruhu. Diky této substituci je nukleosidovy analog odolny vii¢i degradaci
adenosindeaminazou, enzymem, ktery metabolizuje a odstrafiuje pfirozené se vyskytujici
deoxynukleosidy. Diky této rezistenci se prodluzuje doba setrvani v intracelularnim prostoru
(Havrdové, 2017; Schreiber a Sorensen, 2011; Spurgeon et al., 2009). Nevyhoda G¢inné latky
spociva v jeji Spatné rozpustnosti ve vode €1 jinych béznych organickych rozpoustédlech, jako
je methanol ¢i ethanol, kde je témé&f nerozpustny. Naopak v polarnich aprotickych
rozpoustédlech, jako je DMSO ¢i DMF, je velmi dobie rozpustny (Accessdata.fda.gov, 2019;
Selleckchem.com, 2023).

Kladribin je prolécivo, které musi byt intracelularn¢ fosforylovano na aktivni formu, 2-
chloro-deoxyadenosintrifosfat (Cd-ATP), aby bylo biologicky ucinné. Do bunky vstupuje
prostiednictvim nukleosidovych transportnich proteini a Uvnitt buiiky se aktivuje tfemi po sobé
nasledujicimi fosforylacemi, z nichZ prvni je katalyzovdna enzymem deoxycytidinkinazou
(dCK). Tento enzym je odpovédny za miru konverze proléciva kladribinu na jeho aktivni
trifosfatovou formu (Pitha, 2018; Schreiber a Sorensen, 2011).

Je rovnéz toxickou molekulou, a proto je zejména pii 1écbé neonkologickych indikaci
(roztrousena skleroza, piipadn¢ myasthenia gravis, autoimunitni hemolyticka anémie,
revmatoidni artritida, systémovy lupus erythematodes, psoridza) zadouci vyvinout stabilni
robustni finalni Iékovou formu, ktera vykazuje vysokou biologickou dostupnost a umoznuje tak

minimalizovat davkovani. Krom¢ 1é¢by vlasatobunécéné leukémie je schvalen také pro 1écbu



B- bunécné chronické lymfocytarni leukémie a vykazuje slibnou u¢innost a dobry bezpecnostni
profil u pacientt s roztrousenou sklerézou (Robak et al., 2006; Castelli et al., 2008).

Farmakokinetické vlastnosti byly studovany po perordlnim a intravenéznim podani
U pacientu s roztrousenou sklerdzou, u pacientti s malignitami a v systémech in vitro. Popula¢ni
kineticka analyza neprokazala vliv véku ani pohlavi na farmakokinetické vlastnosti kladribinu.
Po peroralnim podani se kladribin rychle absorbuje. Pokud se podaval peroralné nalacno, bylo
dosazeno maximalni plazmatické koncentrace (tmax) jiz pil hodiny po podani, pokud se podaval
s jidlem a vyS$S8im obsahem tuku, absorpce se zpozdila na ptiblizné 1,5 hodiny. Biologicka
dostupnost 10 mg peroralni tablety byla ptiblizné€ 40 %, coz se vysvétluje pfedevS§im netplnou
absorpci v dusledku refluxu zprostiedkovaného transportnimi mechanismy. Ani po
opakovaném podani nebyla pozorovana zadna vyznamna kumulace 1é¢iva v plazmé. Kladribin
ma potencidl pronikat hematoencefalitickou bariérou a samotny nebo jeho fosforylované
metabolity se ve znacné mife akumuluji a zGstavaji v lidskych lymfocytech (Pitha, 2018;
Ema.eu-ropa.eu, 2017).

Vzhledem k velikosti molekuly je kladribin idedlnim kandidatem pro vyvoj 1ékové formy
peroralniho pfipravku. Tablety kladribinu byly prvni perordlni terapii s omezenym cyklem
davkovani schvalenou pro pacienty s recidivujicimi (relapsujicimi) formami roztrouSené

sklerdzy (Castelli et al., 2008; Rammohan et al., 2020; Robak et al., 2006).

3.2.1 Polymorfismus

Kladribin je molekula se tfemi stereogennimi centry. Jsou mozZné dva stereoizomery, 9-a
a9-p. API (ucinnd farmaceutickd latka) je 9-B stereoizomer. Jsou zndmy nejméné dva
polymorfy. Vzorky XRPD (rentgenovéa praSkova difrakce) vSech dosud vyrobenych Sarzi
kladribinu odpovidaji stejnému polymorfu. Kromé toho nebyla pozorovana Zzadna
interkonverze vyrobené formy na jiny polymorf (Ema.europa.eu, 2017; Tga.gov.an, 2018).
Polymorfismus je typicky jev pro vétsinu farmaceutickych molekul. Je to schopnost pevné
latky krystalizovat, v zavislosti na krystaliza¢nich podminkach, v rtznych krystalovych
strukturach — polymorfech. Molekuly jsou v krystalové struktuie spojeny slabymi interakcemi,
napf. vodikovymi mustky nebo van der Waalsovymi silami. Jednotlivé polymorfy se lisi
konformaci, pakovanim (rozdilné uspotadani atoml v krys-talové struktuie) nebo jejich
kombinaci. Rizné polymorfy se mohou liSit fyzikadlné¢ chemickymi vlastnostmi, napf.

rozpoustéci rychlosti, stabilitou, hustotou nebo hygroskopicitou. Pokud 1é¢ivo tvoii vice nez

vvvvvvv
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je pfechod mén¢ stabilnich forem na stabilnéjsi polymorfy. Tento jev je proto pod zvySenym

dohledem regula¢nich autorit (Brittain, 2016; Rehackova, 2018; Sestak et al., 2010).

3.3 Peroralni Iékové formy kladribinu

3.3.1 Mikroemulze

Podle informaci dostupnych ze souhrnné zpravy je kladribin klasifikovan jako latka tiidy III
podle klasifika¢niho biofarmaceutického systému BCS, tj. latka s vysokou rozpustnosti
a nizkou permeabilitou. Podle fyzikaln¢ chemické definice rozpustnosti 1é¢iva v USP 38 NF 33
Ize kladribin s maximalni rozpustnosti ve vodé 6,35 mg/ml klasifikovat jako lehce rozpustnou
molekulu (Ema.europa.eu, 2017; The United States Pharmacopeia, 2015; National Center for
Biotechnology Information, 2023).

Jednim z optimalnich feseni se zdala byt moznost pouziti tekuté 1€kové formulace s rychlou
rozpustnosti a schopnosti chrdnit degradaci ucinné latky nebo alespoit umoznit rychlejsi
absorpci kladribinu z okamzité dostupné vyssi koncentrace G¢inné latky. Vzhledem k tomu, Ze
je kladribin Spatné rozpustny ve vodnych rozpoustédlech, vyuziva se ke zmensSeni velikost
¢astic a zlepSeni rozpustnosti této API technika mikroemulgace (Kamath a Sivakumar, 2017).

Mikroemulze jsou formulace na bazi lipida. Tyto formulace se obvykle skladaji ze ctyt
raznych slozek, lipofilni faze a hydrofilni faze, které jsou stabilizovany povrchové aktivni
latkou — surfaktantem a kosurfaktantem. Mikroemulze jsou ¢&iré, pruhledné, izotropni
a termodynamicky stabilni disperze s velikosti ¢astic v rozmezi 100-200 nm (Ghosh a Murthy,
2006; Scriven, 1976).

Vyhodou mikroemulzi, jako potencialnich terapeutickych systémi pro peroralni podani, je
jejich specificka struktura, kterd umoznuje inkorporaci hydrofilnich, amfifilnich a lipofilnich
API za ucelem zvysSeni jejich rozpustnosti, rychlosti a rozsahu absorpce a ochrany labilnich

ucinnych latek pied prostiedim gastrointestinalniho traktu (Ameta et al., 2023).

3.3.2 Pevné disperze

Pojem pevna disperze oznacuje jednu nebo vice 1é¢ivych latek v inertnim nosici v pevném stavu
piipravenou metodou taveni, odpaienim rozpoustédla nebo jejich kombinaci (Tran et al., 2019).
Pro formulaci do pevné disperze jsem se rozhodla na zaklad€ porovnani s originalnim 1é¢ivem
Mavencladem s obsahem u¢inné latky kladribinu, jeZ je pfipraven metodou lyofilizace, a ktery

byl schvaleny v indikaci roztrouSené skler6zy.

11



Jednim z charakteristickych rystu kladribinu je jeho nestabilita v kyselém pro-stredi.
Vzhledem k tomu, ze hlavnim mistem absorpce 1é¢iv podavanych orélni cestou je zaludek s
nizkym pH, je absorpce 1éku citlivych k uc¢inku kyselin zaludku obtizna. Lze pouzit napft.
enterosolventni formulace, popt. pouziti pufru nebo latek snizujici pH Zaludku. Bohuzel se tyto

postupy u kladribinu ukézaly jako netc¢inné (Alagga a Gupta, 2023).

3.4 Parenteralni 1€kové formy kladribinu

Kladribin lze uzivat peroraln¢ nebo parenteralné stejn¢ jako jinad cytostatika. Kvili pohodli
pacienta a mén¢ ambulantnich piijml spojenych s podavanim parenteralni infuze l1éCiva je
trendem ptfechod na jiné 1ékové formy, zejména na peroralni (Spurna et al., 2009). Avsak
v ptipad¢ kladribinu neni peroralni podani optimalni hned ze dvou diivodu. Prvni diivod spociva
v jeho nizké biologické dostupnosti a za druhé je to interakce hydroxypropyl-p-cyklodextrinu
pouzitého pro piipravu oralni formulace s jinymi 1éCivy. Zatimco parenteralni aplikace
kladribinu dosahuje 100% biologické dostupnosti, u peroralnich tablet je biologicka dostupnost
pfiblizné€ 40 % vlivem dekompozice G€inné latky v kyselém prostiedi Zaludku (Ema.europa.eu,
2017; Medronho et al., 2018; Savic et al., 2017).

Zminéné nedostatky parenteralnich infuzi lze vyfesSit formou subkutanni aplikace.
Podavani do podkozni tkang je typickou cestou zejména u téch ¢k, které nelze podavat Usty,
protoZe by se napf. nevstfebaly z gastrointestinalniho traktu nebo jsou rychle metabolizovany
napi. v kyselém prostiedi Zzaludku. Subkutanni injekce mohou byt také pouzity, pokud je
preferovana zvysend biologickd dostupnost a rychlejsi G€inky oproti perordlnimu podavani.
Subkutanni injekce se vstiebava pomaleji nez latka podané intravendzné nebo do svalu, ale
rychleji nez 1€k podany Usty. VSeobecné plati, Ze maximalni objem pro subkutanni injekce je
1 ml. Vétsi objemy jsou spojené s bolestivosti injekce a nezddoucimi u¢inky v misté vpichu

(Usach et al., 2019).
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4 Vysledky a diskuze

4.1 Enzymaticka syntéza a jeji vyuZiti ve vyrobé kladribinu

Nejprve jsem se zabyvala t¢ématem enzymatické syntézy a jejim vyuzitim ve vyrob¢ kladribinu.
Pro vyvoj enzymatické syntézy jsem se rozhodla z divodu poskytnuti rychlé, ekonomicky
vyhodné a z hlediska ochrany Zivotniho prostiedi Setrnéjsi syntézy kladribinu, ktera by v kvalité
API odpovidajici pozadavkim evropského nebo amerického 1ékopisu (EP, USP). V soucasnosti
je na trhu dostupna a vyuzivana pouze chemicky vyrobena API. Syntéza uc¢inné latky kladribinu
je zalozena na pouziti vysoké koncentrace volné rozpusténych transglykosidaz ve vodném
roztoku pufru, zcela bez obsahu organickych rozpoustédel. Vstupnimi surovinami jsou
2- chloradenin, 2’-deoxyuridin a enzymy UP a PNP v koncentraci minimalné¢ 20 000 U/L
Kladribin je z reakéni smési ziskdvan pouhou precipitaci ze zakoncentrovaného média ve
vytézku 5 a vice grami/litr/hod. Vysledny precipitat (1. krystal) obsahuje min. 98 % kladribinu.
Tento prvni krystal se muze ptecistit pod refluxem do Cistoty min. 99,9 %. Vzhledem
k polymorfismu u kladribinu byly jak precipitat (1. krystal), tak precistény krystal pod refluxem

charakterizovany RTG praskovou difrakci, kterou byla potvrzena ptfitomnost krystalické formy.

4.2 Farmaceuticka kompozice obsahujici pevnou disperzi amorfniho kladribinu

a farmaceuticky pfijatelny nosic rozpustny ve vodé

V publikaci jsem se zabyvala ptipravou amorfniho koevaporatu kladribinu s maltodextrinem
Z hrachu (Linecaps), jeZ obsahuje vysoky podil amyl6zy. Tento nosi¢ nabizi novy technicky
ptistup pii pripravé stabilni pevné disperze s obsahem kladribinu, ktery by byl vhodny pro
piipravu findlni oralni 1ékové formy, nebot’ pevna disperze zlepSuje uvoliiovani 1écivé latky
Z nosice. Experimenty bylo zjiSténo, Ze Linecaps v pfitomnosti hydroalkoholického roztoku
neocCekavané zlepsil rozpustnost a tedy 1 mnozstvi potfebného nosice k rozpusteni a stabilizaci
kladribinu v roztoku. Optimdlni hmotnostni pomér kladribin: Linecaps byl 1:10. Struktura
ziskané amorfni pevné disperze byla potvrzena RTG praskovou difrakei.

Vyrobend amorfni pevna disperze byla pouzita ve finalni Iékové formulaci, ordlnich
tabletach. Kladribinové tablety o celkové vaze 200 mg obsahovaly 110 mg pevné disperze
(hmotnostni pomér kladribin:Linecaps 1:10), a jako pomocné latky byly zvoleny
mikrokrystalicka celul6za, kroskarmel6za sodna a magnesium stearat. Formulace byla nasledné
testovana disoluci. Disolu¢ni médium mélo pH 4,5 a michalo se rychlosti 50 otacek/ min. Stejné

chovani vykazovala formulace i pti pH 6,8 a stejné intenzit¢ michani.
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4.3 Zpusob vyroby amorfnich kladribinovych koevaporatti s cyklodextriny

Kromé¢ kladribinového koevaporatu s obsahem maltodextrinu z hrachu jsem chtéla prekonat
nevyhody dosavadnich zptisobli vyroby cyklodextrin-kladribinového komplexu a poskytnout
robustni, nakladové efektivni a snadno aplikovatelnou technologii, kterd poskytne produkt
0 stejnych fyzikaln¢ chemickych vlastnostech jako komplex ptipraveny lyofilizaci.

Béhem experimentl jsem piekvapive zjistila, Ze za pouziti hydroalkoholického roztoku se
snizuje objem rozpoustédel nutnych pro rozpusténi API a vyrazn€ se zkracuje doba nutna
k rozpusténi  kladribinu v  roztoku cyklodextrinu. Po rozpuSténi obou slozek
V hydroalkoholickém roztoku je tento roztok odpaten pomoci vakuové odparky do vzniku
bilého az poloprihledného mlééného materialu. Koevaporat obsahujici kladribin, cyklodextrin
a zbytkové mnozstvi organického rozpoustédla byl charakterizovan RTG praskovou difrakci.
Takto pfipravend smés nevykazovala charakteristické rysy krystalické struktury.

Ptipraveny amorfni koevaporat vykazoval shodné fyzikaln€ chemické vlastnosti jako
vzorek pripraveny lyofilizaci. AvSak doba ptipravy amorfniho koevaporatu, stejné jako naklady
na jeho pfipravu, byly fadove niz$i nez ptiprava kladribinového komplexu metodou lyofilizace.
Finalni lékova forma — tablety, obsahujici kladribin-cyklodextrinovy koevaporat, poskytovala
stejny disolu¢ni profil v rozmezi pH 1,0 az 6,8 jako originalni 1é¢ivy piipravek Mavenclad (graf
1).

Kladribin- cyklodextrinovy koevaporat a Mavenclad;50 rpm;
pH1,2a6,8

—@— K]ladribin-

.—‘ cyklodextrinovy
100 koevaporat

1:12 pH 6,8
80 —— Mavenclad_pH
6,8
S 60
—&— Kladribin-
cyklodextrinovy
40 koevaporat
1:12_pH 1,2
20 —o— Mavenclad_pH
1,2
0
0 5 10 15 20
[min]

Graf 1: Srovnani disolucnich profilii kladribin-cyklodextrinového koevapordtu s originalnim
pripravkem Mavenclad pri 50 ot. a pH disolucniho pufru 1,2 a 6,8
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4.4 Mikroemulzni prekoncentrat s obsahem kladribinu a zptsob jeho pfipravy

Predmétem prace je nova peroralni Iékova forma, jez umoziuje ochranu molekuly kladribinu
pted degradaci v nizkém pH Zaludku. A zaroven zvySuje rozpustnost a v daném okamziku tak,
aby pifevazoval kladribin nad jeho degrada¢nim metabolitem 2-chloradeninem.

Nejvetsi vyzvou pii formulaci do mikroemulzniho systému byla rozpustnost kladribinu.
Rozhodla jsem se pro pouziti aprotického poldrniho rozpoustédla, konkrétné DMSO
vV kombinaci s jednim pomocnym organickym rozpoustédlem, Transcutolem HP nebo
ethanolem, diky jejich pfijatelné afinit¢ k vodé. DMSO jsem zvolila z divodu vysoké
koncentrace rozpusténého kladribinu. DalS§imi sloZzkami prekoncentratu byla neionogenni
povrchové aktivni latka, polyoxyl hydrogenovany ricinovy olej (Cremophor RH 40)
v kombinaci s lipofilni slozkou propylenglykol monokaprylat (Capryol), glycerol monooleat
(Peceol), oleoyl polyoxyl-6-glycerid (Labrafil) nebo glycerol monolinoleat (Maisine).
Mikroemulzni systém byl navrZzen na zakladé¢ predbéznych experimentii s jednotlivymi
pomocnymi latkami a bindrnimi/ternarnimi smésmi po-mocnych latek a API. Pomoci
prekoncentratii s riznymi poméry jednotlivych slozek byl sestrojen ternarni fazovy diagram
hydrofilni faze (DMSO, Transcutol HP), Cremophoru a Labrafilu (popt. Maisinu, Peceolu,
Capryolu).

Findlni formulace byla vybrédna tak, aby spliiovala podminky polydisperzity a velikosti
¢astic mikroemulze ve vodném prostfedi. Nejvyhodnéj$i chovéani vykazovala formulace
obsahujici 12,5 % Maisinu a 45 % Cremophoru. Tato formulace ve vodném prostfedi spontanné
tvoii transparentni disperzi neionogennich povrchové aktivnich €astic obsahujici rozpusténé
molekuly kladribinu s velikosti ¢astic pod 20 nm.

Formulace obsahujici 12,5 % Maisinu byla testovana v disolucnim médiu o pH 1,2, kde
doséhla maximalniho rozpusténi kladribinu v 5. minuté, ve 20. minuté se v roztoku stale
nachazelo 72 % rozpuSténého kladribinu. Pro porovndni jsem zvolila origindlni tabletu
Mavenclad, ktera dosahla maximalni koncentrace rozpusténého kladribinu v 10. minuté, a to
78 %. Oproti kapalné formulaci obsahujici Maisin je hodnota rozpusténého kladribinu v tableté¢
ve 20. minuté ptiblizn€ o 20 % niz$i. V souvislosti s disoluci jsem porovnavala hodnotu AUC
(plocha pod koncentraéni kiivkou) mikroemulzniho prekoncentratu s obsahem Masisinu, ktera
byla pfiblizn€ o 25 % vy$§i nez u komeréné dostupné tablety Mavencladu.

Z rozdilu mezi hodnotami AUC jednotlivych prekoncentrati bylo zjevné, Ze pouziti
lipidického vehikula vyrazné zvySuje rychlost uvolnovani kladribinu z kapalné 1¢kové formy

na bazi mikroemulzniho prekoncentratu a pozitivné ovlivituje disolu¢ni profil v kyselém pH.
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4.5 Kladribin monohydrat, zptisob jeho ptipravy a farmaceutickéd subkutanni

formulace s vysokym obsahem uc¢inné latky

Novy polymorf kladribinu, monohydrat kladribinu (obrazek 1), byl charakterizovan
monokrystalovou rentgenovou difrakci, ktera byla doplnéna praskovou rentgenovou difrakei.
Dale byla struktura zanalyzovana termogravimetricky ve spojeni s diferencni skenovaci
kalorimetrii (TG-DSC).

Absolutni struktura monohydratu kladribinu byla charakterizovdana monokrystalovou
strukturni analyzou pomoci Cu Ka zateni pfi teploté sbéru dat 200 K. Monohydrat kladribinu
se sumarnim vzorcem Ci1oH12CINsOs krystalizuje v rombické soustavé a prostorové grupé,
P212121. V elementarni buiice se nachazi osm molekul kladribinu a osm molekul vody. Zakladni
miizkové parametry jsou uvedeny v tabulce 1. Porovnani RTG praSkovych difraktogrami
monohydratu s formou I kladribinu je zobrazeno na obrazku 2. Zaznam formy I je ziskany

z databaze CCDC (Cambridge Crystallografic Data Centre).

Obrazek 1: ORTEP model monohydratu kladribinu (elipsoidy zobrazené s 50%
pravdeépodobnosti
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Tabulka 1: Zdkladni miizkové parametry struktury monohydratu kladribinu

a 7.1448(2) A

b 13.4926(4) A

C 26.5439(6) A
a, B,y 90°

\Y 2558.88(12) A®
Z (pocet jednotek v buiice) 8

R-faktor (faktor uptesnéni struktury) 0.0395

Hustota 1.577 (g/cm?®)

Cladribine standard CCDC

2500 —

Cladribige monohydrate

2500 —

T
10 2 30 40
Position [*2Theta]

Obrazek 2: Porovnani rentgenovych praskovych difraktogramit monohydratu kladribinu
a formy I kladribinu

Kazda krystalova forma ma své individualni charakteristické piky. Jak je vidét na obr. 2.
charakteristické piky monohydratu kladribinu byly detekovany pii 6.7°, 12.5°, 13.4°,
14.2°,18.0°, 26.6° a 28.1° (20) s toleranci + 10 %, zatimco piky formy I kladribinu jsou
charakteristické pfi 10.9°, 11.5°, 23.9° a 24.8°(20) s toleranci + 10 %. XRPD zaznamy obou
forem lze snadno rozliSit a experimentdlni vzorky se shoduji se simulovanymi zdznamy
vypocitanymi z monokrystalové struktury. Velmi snadno lze vzorky odlisit i podle jejich
morfologie, zatimco anhydrat formy I krystalizuje do tvaru kvadrii, monohydrat krystalizuje do
tvaru tenkych jehlicek.

U nové formy — monohydratu byly zkoumany farmaceuticky vyznamné vlastnosti, jako je
rozpustnost ve vod¢ ¢i chovani pfi rozpousténi. Monohydrat vykazuje lepsi rozpustnost ve vodé
a jinych organickych rozpoustédlech nez kladribin forma I, coz je vyhodné zejména pfi vyvoji

novych Iékovych forem. V tabulce 2 je srovnani rozpustnosti obou polymorfii kladribinu ve
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vodé. Z tabulky je patrné, ze rozpustnost monohydratu pii teploté 25 °C byla pfiblizné Skrat

vy$si a pii teploté 60 °C ptiblizné 2krat vyssi nez u znamého polymorfu.

Tabulka 2: Porovnadni rozpustnosti API ve vodeé pri teplote 25 °C a 60 °C

Rozpustnost ve vode Rozpustnost ve vodé
[mg/ml], 25 °C [mg/ml], 60 °C
Kladribin forma I 1 6
Kladribin monohydrat 5 14

Na grafu 2 je srovnani profili rozpousténych polymorfi kladribinu v disoluénim pufru
0 pH 6,8 a intenzit¢ michdni 75 otacek/ minutu. Srovnavaci profil rozpousténi obou API
ukazuje lepsi chovani monohydratu nez u znamého polymorfu formy 1. Zatimco pomlety

monohydrat dosahl 100 % za 15 minut, pomlety kladribin dosahl za 15 minut 81 %.

Porovnani disolu¢nich profilt polymorfnich forem kladribinu
I a monohydratu v pH 6.8; 75 rpm

120
100 —&— kladribin ,
monohydrat
80 mlety
—— kladribin forma |

P\i. 60 mlety
40
20
0

0 5 10 15 20

[min]

Graf 2: Porovnani disolucnich profilit dvou polymorfii kladribinu

Novy polymorf byl nasledn€¢ pouzit pro piipravu subkutdnni formulace. Hlavnim
problémem v pfipravé koncentrované¢ho parenterdlniho roztoku s obsahem kladribinu pro
subkutanni aplikaci je jeho nizka rozpustnost a dlouhodobé stabilita ve vodnych roztocich.
SloZeni a ptiprava subkutdnni formulace je zminénéd v patentové piihlasce PV 2022-519.

Subkutanni 1ékova formulace vyuziva jako zdroj kladribinu kladribin monohydrat, zejména
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diky jeho lepsi rozpustnosti. Kladribin monohydrat byl spolu s cukernym nosi¢em na bazi
cyklickych oligosacharidii rozpustén ve farmaceuticky piijatelném rozpoustédle, vodeé pro
injekce doplnéné izotonickym ¢inidlem a ¢inidlem upravujici pH, v rozmezi koncentraci 5 az
10 mg/ml. Nejvyhodnéjsi se, na zaklad¢ predbéznych vysledki stabilitnich zkousek, jevi
koncentrace 5 mg/ml. Pomér kladribinu a cukerného nosice byl v rozmezi 1:5 az 1:20, pticemz
nejvhodnéjsi se jevi pomér 1:15. Celkovy objem injekéni davky subkutanni formulace je 1 ml.
V soucasnosti stale probihaji stabilitni zkouSky subkutanni formulace.

Dosud neni na svétovém trhu zadny aplikator pro subkutdnni podavani kladribinu. Bylo
navrzeno pouziti predplnéné injekeni stiikacky, ktera poskytuje vétsi bezpecnost pro pacienta
tim, ze snizuje moznost neimyslného pichnuti jehlou a vystaveni toxickym produktim, ke
kterym by mohlo dojit pti odebirani davky léCiva ze zasobni lahvicky. Zaroven by pouziti téchto
ptedplnénych injekénich stfikacek s pfedem odméfenou déavkou mohlo snizit chyby pfi
davkovani a zvysit komplianci pacienta. Jejich vyhoda spocivd zejména Vv pohodli, cenové

dostupnosti, pfesnosti, sterilit¢ a bezpecnosti (Makwana et al., 2011).
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5 Zavér
Diserta¢ni prace se zabyvala nukleosidovym analogem kladribinem. Cilem prace bylo
navrhnout novy pfistup ve vyrobé ucinné latky, a to nahrazenim dostupné chemické syntézy
enzymatickou cestou. Déle prace smétfovala na hledani novych polymorfi, jejich vyuziti
Vv Iékovych formach a nasledné testovani metodami danymi Iékopisem.

Nejprve byl proveden priizkum moznosti enzymatické syntézy nukleosidovych analogt.
Kladribin je komeréné dostupny pouze jako produkt chemické syntézy. Za pouZziti kombinace
rekombinantnich enzymi UP a PNP v E. coli a dvou vstupnich surovin, 2-chloradeninu
a 2’- deoxyuridinu, byl po optimalizaci nalezen idedlni pomér vstupnich surovin. Reakce
probihala ve vodném prostiedi bez pouziti organickych rozpoustédel. Vzhledem k vysoké
koncentraci pouzitych volnych enzymu byla reakéni rychlost natolik vysokd, ze se produkce
kladribinu pohybovala okolo 5 g/l/hod. Diky témto podminkdm klesla cena biotechnologicky
ptipraveného kladribinu na pfiblizné 1/5 ceny chemicky vyrobené API.

Hledéani novych polymorfi bylo pro kladribin zésadni zejména kvuli jeho Spatné
rozpustnosti v piijatelnych rozpoustédlech, jez jsou dané lékopisem. Byla ptipravena struktura
monohydratu kladribinu, u kterého byla monokrystalovou rtg difrakci vyfeSena struktura.
Monohydrat vykazuje ptiblizné Skrat lepsi rozpustnost ve vodé pii 25 °C nezZ u znamého
polymorfu — formy I, pfi teploté 60 °C byla rozpustnost monohydratu ve vod¢ piiblizné 2krat
VySSi.

Novy polymorf byl pouZit pii pfipraveé koncentrovaného roztoku subkutanni lékové formy.
Cilem bylo nalézt vhodnou formulaci, ktera by spliiovala pozadavky na dlouhodobou stabilitu.
Kladribin monohydrat byl rozpustén ve vodé pro injekce spolecné s cukernym nosi¢em na bazi
cyklického oligosacharidu v riznych pomérech a s dal§imi pomocnymi latkami. Nejvhodné;si
se z hlediska stabilitnich zkousek a findlniho objemu subkutanni davky jevila koncentrace API
10 mg/ml, pomér kladribinu a cukerného nosi¢e byl nejvyhodnéjsi 1:15. Nejvétsi vyhoda
subkutanni formulace spocivala ve 100% biologické dostupnosti uc¢inné latky.

Dale byly vyvinuty dvé nové pevné 1ékoveé formy s obsahem kladribinu. Ve formulacich
byly vyuZity cukerné nosice, maltodextrin z hrachu (Linecaps) a cyklodextrin, ve form¢ pevné
disperze. V obou piipadech se jednalo o amorfni koevaporat, jez zlepSoval uvolinovani uc¢inné
latky z nosice. Tento zpusob pfipravy nabizi levnéjsi zptisob vyroby kladribinovych tablet
oproti originalnimu ptipravku Mavenclad. Tablety s obsahem cyklodextrinu byly testovany in

Vvivo i in vitro. Disolucni testovani vyvinutych formulaci je srovnatelné s originalnim 1é¢ivem,
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zatimco testovani in Vvivo na zivych organismech nevychazi podle piedpokladi, biologicka
ucinnost byla niz§i nez uvadénych 40 %.

Posledni vyvinutou formulaci byl mikroemulzni prekoncentrat. Kladribin byl rozpustén ve
smési organického rozpoustédla spolu s kosolventem v nejmensim mozném mnozstvi. Tento
roztok byl smichan se smési modifikovanych lipidit o riznych hodnotich HLB tak, aby
vysledny prekoncentrat tvofil ve vodném prostfedi homogenni a transparentni mikroemulzi
0 velikosti ¢astic mensich nez 50 nm. Problémem se jevila ptitomnost rozpoustédla DMSO,
které patii do rozpoustédel kategorie I1I. s dennim limitem 50 mg/€lovéka. Nicméné testovani
in vivo i in vitro vychazi ve prospéch této formulace. V kyselém prostiedi zaludku (simulace
disoluci) je rozpad G¢inné latky zpomalen, in vivo testovani na zivych organismech taktéz

vypovida ve prospéch mikroemulzniho prekoncentratu, biologicka uc¢innost byla ptiblizn¢ 80%.
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