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Lyofilizacia lieCiv na baze proteinov

Lyophilisation of protein-based drugs
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Souhrn

Lyofilizacia je plne priemyselne etablovand metdda
suSenia so Sirokymi mozZnostami pouZitia pri priprave
liekov. Jej relevancia v ostatnych rokoch rastie najmi
vdaka velkému poctu terapeuticky vyznamnych protei-
nov, zvicsa obmedzene stabilnych vo vodnom prostredi.
Lyofilizacia proteinov prindSa Specifické problémy,
nakolko pocas procesu je molekula vystavend r6znym
typom zataze, ktoré moZu viest k denaturdcii a strate
aktivity. DoOkladné pochopenie vlastnosti liecCiva
a fyzikélno-chemickych zédkladov a javov, ku ktorym
dochddza pocas jednotlivych faz lyofilizicie, je preto
zakladny predpoklad pre vyrobu kvalitného, dc¢inného
a bezpecného lieku. Snaha minimalizovat niklady, rozsi-
rit moZnosti pouZitia a zvysit kvalitu vedie vyrobcov lie-
kov a zariadeni k rychlemu zavadzaniu novych techno-
16gii, ako napr. technoldgie na analyzu procesov (PAT),
metddy kontrolovanej nukledcie ¢i Specifické typy pri-
marnych obalov.

Kliacové slova: lyofilizicia  proteiny ¢ suSenie ® tech-
nolégie na analyzu procesov

Summary

Lyophilisation is a well-established method for drying of
various substances with a wide range of applications in
the pharmaceutical area. During the last decade its
relevance increases with a number of therapeutically
used proteins. A sensitive protein drug may undergo
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several changes, like unfolding and loss of activity due to
various stresses during the lyophilisation process.
Understanding of these processes (freezing, primary
drying, secondary drying) is fundamental for manufactu-
ring of a drug product with desired properties, namely its
safety and efficacy. In order to reduce costs and increase
the quality, new technologies are being rapidly
developed and established in industrial lyophilisation
(e.g. process analytical technologies, control nucleation
techniques).
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Uvod

Lyofilizdcia (mrazové suSenie, mrazovd sublimécia,
angl. freeze-drying) je proces suSenia, pri ktorom sa
zvacsa vodné roztoky zmrazia a nésledne suSia sublima-
ciou vo vdkuu. Dlhodobo sa pouZiva v celej rade prie-
myselnych odvetvi ako napr. v potravindrstve, archiv-
nictve ¢i farmaceutickom priemysle. V poslednych
dekddach naberd lyofilizicia na vyzname najmd vdaka
ndrastu terapeutického pouZivania biologickych liekov
na baze rekombinantnych proteinov. Primarne sa lyofili-
z4cia vyuZiva najmi na stabilizaciu lieiv podliehajtcich
rozkladu vo vodnom prostredi. Vo v§eobecnosti su prave
proteiny kvoli zloZitosti ich Struktiry zvlast nachyIné na
degradiciu a stratu aktivity. Medzi registrovanymi bio-
farmaceutikami na svetovych trhoch je podstatna cast
prave vo forme lyofilizatov". Prikladom mdZeme uviest
zname biologické lieCiva zo skupiny cytokinov — interfe-
ron  beta-1b  (Extavia®), peginterferon alfa-2b
(Pegintron®), monoklondlnych protilitok — infliximab
(Remicade®), trastuzumab (Herceptin®), kanakinumab
(Taris®), horménov — somatropin (Genotropin®), fakto-
rov krvného zrazania — eptakog alfa (NovoSeven®),
nonakog alfa (BeneFix®) alebo trombolytik — altepldza
(Actylise®). Na zaklade predpovedi odbornikov
o dalSom raste odvetvia, ako aj s prichodom podobnych
biologickych liekov (tzv. biosimilars) moZno predpokla-
dat pokraCovanie tohto trendu?.
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VyuZitie lyofilizacie pri priprave modernych liekov sa
vSak neobmedzuje len na terapeutické proteiny a peptidy.
Lyofilizacia je vyuZivana pri priprave a stabilizacii vak-
cin® ¥, potencidlnych lieiv na baze nukleovych kyselin
uréenych na génovi terapiu> @, stabilizdciu mikro-
a nanocasticovych terapeutickych systémov”, pripravu
praskov na inhala¢ni aplikaciu®, tkanivovych nahrad”
a polymérnych xerogélovych systémov na bukélnu
i topicku aplikaciu'® 'V, V technoldgii vyroby pevnych
liekovych foriem nasla lyofilizdcia uplatnenie pri pripra-
ve orodisperzibilinych tabliet ako sdcast technoldgie
Zydis® (R.P. Scherer), Lyoc® (Farmalyoc) alebo Lyopan®
(Pantec AG). Lyofilizdciou je tieZ mozné pripravit
amorfné tuhé roztoky'? alebo nanokrystali'® s cielom
zvySit rozpustnost a biologicku dostupnost lieCiv.

Vysledkom procesu lyofilizacie v injekénych flasti¢-
kich je pérovity valcek (tzv. lyofilizaény ,.kolac*)
s velkou vnidtornou povrchovou plochou, umoziujicou
rychlu rekonstitticiu pred pouZitim. Zariadenia pouZiva-
né na lyofilizaciu farmaceutickych a biofarmaceutickych
pripravkou pozostavaju zo suSiacej komory, kondenzato-
ra s chladenymi trubkami alebo platiami a vdkuovej
pumpy. Na vytvorenie vikua a odvadzanie neskondenzo-
vanych par slizi vdkuovd pumpa. Niektoré vyrobné
a poloprevadzkové zariadenia st vybavené aj uzaverou
medzi lyofiliza¢nou komorou a priestorom s konden-
zatorom. Absencia nérastu tlaku po jej zatvoreni na krat-
ky ¢as indikuje ukonCenie sublimécie produktu'®. Krat-
kodobé niekolkosekundové preruSenie toku par medzi
komorou a kondenzatorom sa po softvérovom vyhodno-
teni moZe pouZit aj na stanovenie teploty produktu (tzv.
manometrické meranie teploty). Koncept je zaloZeny na
modeli publikovanom Miltonom a kol.!> a technoldgia je
komerc¢ne dostupné ako stcast patentovaného systému
SMART freeze dryer® (SP Scientific Inc.).

Pocas sublimdcie st vodné pary z lyofilizovaného roz-
toku transportované ku kondenzitoru, kde kondenzuju
a vytvaraju vrstvu ladu. Hnacou silou transportu vod-
nych pér je rozdiel medzi tlakom péar nad Tadom
v produkte a tlakom nad povrchom kondenzitora'®.
KedZe tlak par nad Tadom je Umerny jeho teplote, je
nevyhnutné aby bola teplota kondenzétora pocas subli-
mécie podstatne niZSia ako teplota zmrazeného produk-
tu. Sucastou zariadeni na lyofilizéciu su aj rdzne senzo-
ry na registriciu tlaku, teploty, toku vodnych par,
zariadenia umozilujice Cistenie (systém CIP ,clean in
place®) a sterilizaciu (systém SIP ,,sterilization in place*)
vnutorného priestoru, rozmrazovanie kondenzatora, ven-
tily i $pecidlne pridavné zariadenia ako napr. mikrovahy
¢i zariadenie umoziujice vybratie flasticky z komory
bez prerusenia vdkua (tzv. ,,zlodej vzoriek™).

Samotny proces lyofilizacie pozostiva z premeny
vody na Tad vo fize zmrazenia, odstranenie Tadu subli-
maciou pocas primdrneho suSenia a findlne dosuSenie
produktu odstrdnenim nezmrznutej viazanej vody vo
faze sekundarneho suSenia.

Zmrazovanie
Zmrazovanie roztoku je jednym z kritickych krokov

v procese lyofilizacie. MikroStruktura, ktord vznika pocas
zmrazenia, definuje kvalitu a vlastnosti findlneho produk-

tu. Od velkosti a tvaru kryStalov je zdvisla aj rychlost
a efektivita primarneho a sekundarneho suSenia'®.

Zmrznutie roztoku dosiahneme zniZenim teploty polic
na cca —30 °C az -50 °C, pricom dochidza k vzniku
jadier a naslednému rastu kryStalov Tadu. Nukleécia ladu
sa objavuje zvyc€ajne na povrchoch, napr. stien injekc-
nych flastic¢iek, cudzich €asticiach v roztoku alebo pono-
renych teplotnych sondach. Takto iniciovand nukleécia
sa nazyva heterogénna. Homogénna nukledcia nastava
v roztoku bez cudzorodych castic, kedy dochidza
k vytvoreniu kryStaliza¢nych jadier z vlastnych molekul.
Najmd v cistych priestoroch sterilnej vyroby moZeme
badat signifikantny rozdiel medzi teplotou vzniku kry§-
tdlov Tadu a rovnovéaznou teplotou tuhnutia, tzv. ,,pod-
chladenie” (z angl. supercooling). Kvoli nedostatku
kryStaliza¢nych jadier vo filtrovanom roztoku nezriedka
dochadza k podchladeniu aj o —15 °C a7 -30 °C'*-29, Pre
uspesny priebeh lyofilizicie je nevyhnutné Gplné stuhnu-
tie rozpuStadla 1 rozpustenych latok (lieCivo
a excipienty). Po nukledcii a vzniku krystdlov ladu sa
rozpustené latky koncentruju v priestoroch medzi nimi,
kde koncentrécia rastie aZ kym nedojde k ich kryStaliza-
cii, alebo pokial sa viskozita oblasti nezvysi natolko, Ze
dojde k vzniku tuhého amorfného systému — skla'?.
Teplota, pri ktorej dochddza k premene gumovitej amorf-
nej Struktdry na rigidnt a tuhd sklovitd Struktiru, sa
nazyva teplota sklovitého prechodu zmrazenim zakon-
centrovanej latky T,” *V. V pripade, Ze rozpustend latka
pocas zmrazovania roztoku kryStalizuje, pri eutektickej
(eutonickej) teplote T, dochadza k vzniku rovnavazneho
stavu medzi tuhym skupenstvom vody, vykryStalizova-
nou latkou a jej roztokom. Pod teplotou T, uZ nie je pri-
tomnd Ziadna kvapalina iba krystaly ladu a tuhd rozpus-
tend latka. Pre spravny priebeh lyofilizicie je
nevyhnutné zmrazit produkt v zdvislosti od jeho charak-
teru pod teplotu T, alebo T, 2. Po ukonceni fazy zmra-
zovania a dosiahnuti poZadovanej teploty je roztok tplne
stuhnuty, t.j., vi¢Sina vody je vo forme ladu oddelena od
rozpustenych latok, ktoré vykrystalizovali, alebo vytvo-
rili amorfné sklo.

Rychlost zmrazovania ovplyviiuje velkost a tvar krys-
talov Tadu. Rychle zmrazovanie vedie k vy$Siemu stupiiu
podchladenia, k vzniku velkého mnoZstva malych Tado-
vych krystalov, ¢o spdsobuje velky odpor pre tok vod-
nych par pocas sublimicie. Z toho dovodu je primarne
susenie pomalsie'®. Velkd povrchova plocha krystilov
Tadu moZze taktieZ indukovat denaturdciu alebo agregéciu
zvySuje rychlost a efektivitu sekundarneho susenia??.

Znamym faktom je, Ze k samotnej nukledcii
a vytvoreniu kryStdlov v roztoku poc¢as zmrazovania
dochadza ndhodne, napriek tomu Ze samotny lyofilizac-
ny cyklus je kontrolovany®. KedZe morfolégia
a rychlost suSenia zavisi od teploty, pri ktorej dochadza
k nukledcii, jej stochastickd povaha vedie
k nehomogenite v ramci Sarze?®. Tato Struktirna neho-
mogenita sa moZe prejavit rozdielmi vo vzhlade lyofili-
zatu, obsahu vody?”, Casu rekonstiticie, ale i aktivite lie-
¢iva®. V poslednych rokoch sa preto vyvinuli met6dy
tzv. kontrolovanej nukledcie, ktorych vysledkom je niz-
Sie podchladenie a vicSia uniformita v ramci SarZe. Kon-
trolovana nukleacia napomaha aj skrateniu dizky trvania
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primarneho suSenia a modZe urychlit rekonstiticiu lyo-
produktov s vysokou koncentriciou lie¢iva, napr.
s obsahom monoklondlnych protilatok?®. K metédam
priamej indukcie nukledcie patri technika ,ladovej
hmly* (z angl. ice fog) vyvinuta Pikalom a kol. Do prie-
storu lyofiliza¢nej komory s policami vytemperovanymi
na poZadovani teplotu sa vpusti prad ochladeného dusi-
ka, ktory z vlhkosti v prostredi vytvori hmlu Tadovych
kryStalov indukujucich nukleéciu v podchladenom rozto-
ku®. Dal§im pouZivanym postupom je natlakovanie
komory inertnym plynom a néaslednd rychla evakuécia
vediica k okamzitej nukleacii?”. Oba spomenuté postupy
sa uz etablovali aj v priemyselnej farmécii ako technolo-
gia Veriseq® (Linde Gas) a ControLyo® (Praxair, Inc.).
Zatial na drovni akademickych experimentov sa pouZiva
aj nedavno publikovany postup podla Geidoblera a kol.,
umoziujuci iniciovat nukledciu priamym zavzdu$nenim
komory cez priestor zmrazeného kondenzétora®. Vyho-
dou tejto metddy je jej jednoduchost nevyzadujtica Ziad-
ne Upravy zariadenia. Dlhodobo zauZivanou technikou je
aj tepelné oSetrenie (angl. ,,annealing®), pri ktorej sa vo
faze zmrazovania zdvihne teplota nad T ~ formulécie
avsak stéle pod teplotou topenia ladu. Tepelné oSetrenie
vedie k rastu kry$talov Tadu, zvacSeniu porov v Struktire
lyofilizatu®*® a napomaha krystalizacii excipientov (napr.
manitol, glycin)®Y.

Primarne suSenie

Po tiplnom zmrazeni lyofilizovanej ststavy nasleduje
faza primarneho suSenia. Primérne suSenie predstavuje
sublimiciu zmrazeného ladu. Zvykne byt najdlhSou
fazou celého procesu, Castokrat trvajica niekolko dni.
V extrémnych pripadoch, pri nevhodnej formulécii lieku
a neoptimalizovanom lyofiliza¢nom cykle moZe primér-
ne suSenie trvat aj niekolko tyzdilov. Optimalizicia
a skratenie dizky primarneho susenia ma preto obrovsky
ekonomicky dopad na cenu vysledného produktu.

Primédrne suSenie dosiahneme evakudciou systému
pomocou viakuovej pumpy na tlak nizsi, ako je tlak par
nad Tadom pri danej teplote za sti¢asného doddvanie
energie na subliméciu. Vzniknutd vodna para sa néasled-
né zachytdva na kondenzatore, kde vytvara vrstvu ladu.
Tlak a teplota, pri ktorych dochddza k premene vody
z tuhého skupenstva na plynné (sublimécia), st defino-
vané fazovym diagramom vody. Energiu do produktu
doddvame prostrednictvom regulécie teploty polic lyofi-
lizatora. Vodné pary sublimuju najskor z hladiny
zamrznutého roztoku, kde sa zacina tvorit vrstva vysuSe-
ného produktu. Medzi uz vysuSenou castou produktu
a stile zmrznutou je sublima¢né rozhranie, ktoré sa spra-
vidla posuva horizontalne smerom od vrchnej ku spodnej
Casti lyofilizovaného materidlu'”. Ako uz bolo poveda-
né, hnacou silou sublima¢ného suSenia pri farmaceutic-
kej lyofilizacii je rozdiel tlaku vodnych par medzi subli-
macnym rozhranim a kondenzitorom. Tlak pary zavisi
od teploty, pricom rozdiel tychto teplot je hlavnym hna-
cim motorom lyofilizacie'®. NajniZia teplota kondenza-
tora je dana technickymi moZnostami zariadenia, navyse
pri zniZovani teploty kondenzétora dosiahneme len vel-
mi maly rozdiel tlaku par pri velkej spotrebe energie. Pre
urychlenie primarneho suSenia je preto vyhodnejSie zvy-

Sovanie teploty produktu. Podla Pikala a kol. ma zvySe-
nie teploty produktu na sublima¢nom rozhrani o 1 °C za
nésledok zniZenie ¢asu potrebného na primarne susenie
o priblizne 13 %%. Teplota produktu na sublima¢nom
rozhrani T zavisi od formulacie (chemickd Struktira,
koncentracia lieCiva a pomocnych latok), teploty polic
lyofilizatora, tlaku v lyofiliza¢nej komore a typu primér-
neho obalu, priCom ju nie je moZné priamo kontrolovat.
Jej ovplyvnenie je moZné len nepriamo prostrednictvom
kontroly procesnych parametrov tlaku v komore
a teploty polic. Limitujicim prvkom pri zvySovani teplo-
ty produktu su vSak kritické teploty formulécie, pri kto-
rych prekroceni pocas primarneho suSenia moZzZe dojst
k zrateniu lyofilizatu, tzv. kolapsu®". Medzi kritické
teploty patri T, — teplota makroskopického kolapsu for-
muldcie, pri ktorej prekroceni dochddza k strate makro-
skopickej Struktiry a zriteniu lyofilizatu. T, u amorf-
nych lieciv je obycajne o niekolko stupiiov vysSia ako
teplota zosklovatenia T °. V pripade kryStalizujicich
litok sa rovnd eutonickej teplote T, *¥. Zriteny lyofilizat
ma nevyhovujuci vzhlad (obr. 1), menSiu povrchovi plo-
chu, avSak moZe mat rovnaky obsah vody, Ci ¢as potreb-
ny na rekonstituciu. Vyskumy tiezZ naznacuju, Ze suSenie
nad kritickou teplotou nemusi mat negativny vplyv na
kvalitu a stabilitu lyofilizovaného proteinu*®. Publikova-
né Stadie dokonca preukdzali vysSiu dlhodobu stabilitu
niektorych proteinov v zriitenom lyofilizite v porovnani
s konvenc¢ne pripravenym produktom*>. Napriek tymto
zisteniam a finan¢nym uspordch, ktoré by skratenie lyo-
filiza¢nych cyklov prinieslo je zruteny lyofilizacny kola¢
zatial komer¢ne neakceptovatelny. Na dosiahnutie vyho-
vujiceho vzhladu je moZné upravit zloZenie lieku prida-
nim kryStalizujiceho excipientu ako manitol alebo gly-
cin. Excipient po kryStalizdcii vytvori makroskopicki
podporu Struktdry, pricom dojde len k tzv. mikrokolapsu
vzorky za stcasného zachovania vyhovujiceho vzhla-
du®®.

Na stanovenie Tg’ a T, sa Standardne pouZivaja ter-
moanalytické metédy DSC, mDSC a DTA®”. Medzi nov-
Sie alternativy patri napr. sucasné meranie DTA
a elektrickej impedancie systémom Lyotherm® 2 (Bio -
pharma Technology Ltd.)*®. Na stanovenie teploty

Obr. 1. Zruteny (vlavo) a vzhladovo vyhovujicti lyofilizdt
(vpravo)
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kolapsu T_ sa pouZiva lyofiliza¢ny mikroskop umoziiuju-
ci sledovat Struktiru zmrazenej vzorky pod vikuom pri
roznych teplotich®.

Primérne suSenie prebieha nevyhnutne za nizkeho tla-
ku. Tlak v lyofiliza¢nej komore je dolezitym procesnym
parametrom pocas lyofilizicie, nakolko priamo
i nepriamo ovplyviiuje rychlost subliméacie. Prili§ vyso-
ky tlak zniZuje intenzitu sublimécie zmenSenim tlakové-
ho gradientu medzi sublimaénym rozhranim
a komorou®). Ak je tlak v komore vys$§i ako tlak par nad
Tadom pri danej teplote produktu, nedochddza
k sublimdcii vobec. Na druhej strane prili§ nizky tlak
negativne ovplyviiuje prestup tepla do produktu. Teplo
do produktu doddvame zahrievanim lyofilizacnych
polic, pricom sa $§iri priamo vedenim, pridenim
a salanim. Za vysokého védkua je mald pravdepodobnost
zrdzok plynu, pri ktorych dochddza k prenosu tepelnej
energie, ¢o md za nasledok menej energie dodanej do
produktu. Prili§ nizky tlak pocas suSenia modZe navyse
viest ku kontamindcii lyofilizatu prchavymi zloZkami
z gumenych zatok alebo olejom z vakuovej pumpy*?.
Optimélny tlak pre sublimdciu sa preto zvi¢Sa pohybuje
v rozpiti 50-200 mTorr (cca 0,07-0,27 mbar)*Y, alebo Y4
aZ - tlaku nasytenych par nad ladom pri teplote pri kto-
rej produkt susime?*".

A7 ked je zmrazend voda tplne odstranend, je moZzné
primérne susenie ukoncit a prejst do fazy sekunddrneho
suSenia. Sekundarne suSenie prebieha za relativne vyso-
kej teploty, ktord by pri neukoncenej sublimdcii viedla
ku kolapsu Struktiry alebo roztopeniu lyofilizovaného
roztoku. Z tohto dovodu je nevyhnutné vediet Co naj-
presnejSie stanovit koniec primarneho suSenia. Ziklad-
nym indikdtorom ukoncenia sublimicie je vyrovnanie
teploty produktu s teplotou polic. Medzi dalSie techniky
patri porovndvacie merania tlaku v komore roznymi typ-
mi manometrov (Pirani vs. kapacitny manometer), sle-
dovanie narastu tlaku pri oddeleni komory od kondenza-
tora, meranie koncentricie vodnej pary v komore
pomocou TDLAS (tunable diode laser absorption spec-
troscopy — systém LyoFlux®, Physical Sciences Inc.) ¢i
GPS (gas plasma spectroscopy — systém Lyotrack®,
Adixen Inc.), elektronické meranie vlhkosti a pod.*?

.....

upravy zariadenia.
Sekundarne suSenie

Po dplnom odstrdneni zmrazenej vody pocas primar-
neho suSenia je v produkte stile viazané zna¢né mnoZz-
stvo zostatkovej vlhkosti. V zdvislosti od formulécie,
lyofilizat spravidla obsahuje eSte 5-20 % vody. Cielom
sekundarneho suSenia je zniZenie tejto vlhkosti na hladi-
nu zabezpeCujicu dostatonu stabilitu lieiva. Pocas
sekundarneho suSenia sa odstraiiuje viazand voda
desorpciou. Hranica medzi jednotlivymi fazami suSenia
nie je jednoznacnd, k desorpcii vody dochddza uz pocas
primarneho suSenia. Rychlost desorpcie je determinova-
nd rychlostou difiizie z vnutra tuhej latky na jej povrch.
Pre jej efektivny priebeh je nevyhnutna zvySena teplota,
pri¢om energia je doddvana policami o teplote 25 °C az
50 °C'". Rychlost desorpcie je relativne pomald, ¢o
vedie k takmer identickej teplote polic a produktu. Pro-

dukt je tym padom vystaveny teplotnej zataZi, Co treba
mat na pamti pri suSeni zvlast citlivych lie¢iv. Napriek
tomu, Ze sekundarne suSenie sa Casto realizuje pri tech-
nicky najniZSom moZznom tlaku, signifikantny vplyv jeho
zniZenia medzi primarnym a sekundirnym suSenim na
rychlost desorpcie nie je potvrdeny'*2¥, Dizka trvania
sekundarneho suSenia zdvisi od poZadovanej zostatkovej
vlhkosti v lyofilizate. Vo vSeobecnosti, niz§i obsah vody
vedie k vySSej stabilite proteinu®> . Vyskumy vSak
potvrdili, Ze niektoré proteiny si paradoxne stabilnejSie
pri vy§Som obsahu vody medzi 1-3 %*—9. Stanovenie
optimélnej vlhkosti pre stabilitu konkrétneho proteinu je
preto treba overit experimentdlne. NajvernejSie dita
ziskavame realizdciou dlhotrvajicej stabilitnej Studie za
doporucenej teploty, ktord zohladiiuje aj moZny nérast
vlhkosti pocas skladovania. Narast vlhkosti pocas skla-
dovania je zvicSa sposobeny uvoliiovanim vlhkosti pria-
mo zo zatky'”4?. Vhodny vyber zétok, ich susenie po
sterilizacii parou a dosledné dodrZiavanie skladovacich
podmienok pred pouZitim poméaha minimalizovat poten-
cidlne stabilitné problémy*®.

Zhodnotit aktudlnu vlhkost v produkte pocas procesu,
a tym stanovit ¢as, kedy je vhodné ukoncit sekundirne
suSenia (a cely proces lyofilizicie), je mozné prostred-
nictvom niekolkych met6d. BeZnou laboratérnou techni-
kou je tzv. zlodej vzoriek, zariadenie umoZiiujice vybrat
vzorku pocas procesu bez jeho preruSenia. Vzorka sa
nasledne analyzuje na obsah vody (napr. metédou titra-
cie podla Karl Fischera). Medzi moderné metédy PAT
(process analytical technology) patria aj vysSie spome-
nuté spektrometrické merania GPS a TDLAS*.

Vplyv lyofilizacie na stabilitu terapeutickych
proteinov

I ked sa lyofilizacia pouziva primarne na stabilizaciu
terapeutickych proteinov, proces moZe paradoxne viest
k ich degradécii. PoCas procesu je lieCivo vystavené roz-
nym typom zataze, ktoré moZu sposobit jeho denatura-
ciu. K Struktirnym zmendm molekuly proteinu moZe
dojst vplyvom nizkych teplot (zvicSa pod bodom mra-
zu). Jav sa nazyva denaturdcia chladom (z angl. ,,cold
denaturation®), dochadza pri nej k strate hydrofébnych
interakcii v rdmci molekuly proteinu a postihuje najmi
oligomérne proteiny s kvartérnou Strukttirou>”.

Pocas zmrazovania roztoku dochddza k tvorbe ladu,
¢im rapidne rastie koncentracie vSetkych rozpustenych
latok. Menia sa fyzikdlne vlastnosti ako i6nova sila
a relativne zloZenie spdsobené selektivnou kryStalizaci-
ou rozpustenych latok. VysSia koncentricia solitov
v parcidlne zmrazenom roztoku moZe urychlit aj niekto-
ré rozkladné chemické reakcie’”. Koncentricia kyslika
v roztoku pri -3 °C je mnohondsobne vysSia ako pri
nulovej teplote’?. Takto pritomny kyslik ma potencial
oxidovat napriklad thiolové skupiny proteinov. Selektiv-
na kryStalizdcia zloZky tlmivého roztoku moze viest aj
k dramatickym zmendm pH. Signifikantné zmeny pH
veduce k destabilizicii pH senzitivnych lieiv si zndme
napriklad pri fosforecnanovom alebo sukcindtovom tlmi-
vom roztoku s obsahom sodikovych i6nov 9.

Pri zmrazovani roztoku a tvorbe ladu vznikaja aj
medzipovrchové rozhrania voda — lad. Proteiny maja
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tendenciu adsorbovat sa na rozhraniach, ¢o c¢asto krat
vedie k strate nativnej konformécie a spdsobuje povrcho-
vo-indukovanu denaturiciu®. PouZitie povrchovo aktiv-
nych latok (napr. Tween® 80) v zloZeni mdZe ochranit
molekulu pred takto iniciovanou stratou $truktiry®®.

Protein nachddzajuici sa vo vodnom roztoku je plne
hydratovany, na jeho povrchu sa nachddza monovrstva
vody tzv. hydratacny obal. Pocas suSenia dochiddza
k strate Casti tohto obalu, ¢o moZe naruSit nativnu Struk-
tiru proteinu a sposobit denaturaciu®”. Degradacii lieci-
va sa dé efektivne predist formuldciou s pouZitim vhod-
nych excipientov tzv. lyoprotektantov®. Priave cukry
najmid neredukujuce disacharidy ako sachardza
a trehaldza st najéastejSie pouZivané stabilizatory vo for-
mulécii lyofilizovanych liekov na baze proteinov. Exi-
stuje niekolko tedrii popisujicich mechanizmus stabili-
zacie proteinu v prostredi sacharidov v sklovitom stave.
PodIa tzv. ,water replacement™ teérie sacharidy termo-
dynamicky stabilizuji nativhu konforméciu proteinu
substiticiou vody a poskytovanim vodikovych vizieb
a polarnych interakcii na jeho povrchu®™. DalSie tedrie
spdjaju stabilitu proteinov s celkovou mobilitou (ct-rela-
xdcia) amorfnej sacharidovej matrice®®, alebo lokdlnou
dynamikou v ramci Struktiry (B-relaxdcia) 5.

Vplyv lyofilizacie na stabilitu terapeutickych protei-
nov je predmetom intenzivneho vedeckého skimania
a je detailnejSie popisany v niekolko prehladovych ¢lan-
koch, ako napr. Wang*), Bhatnagar a kol.®), Remmele
a kol.2, Chang a kol.%® a iné.

Nové trendy vo farmaceutickej lyofilizacii

Moderny pristup k zabezpeCovaniu kvality liekov pri
ich vyvoji a vyrobe znamy ako QbD (Quality by Design)
si nachddza miesto aj vo farmaceutickej lyofilizacii® 9.
Jednym z klacovych prvkov v QbD je identifikdcia,
vedecké pochopenie a doslednd kontrola procesnych
parametrov a vlastnosti produktu. QbD vyuZiva techno-
16gie na analyzu procesov (PAT — process analytical
technology) a vyvoj tzv. ,design space®, ¢o je otestova-
ny rozsah procesnych parametrov, ktorych dodrZanie
vedie k vzniku kvalitného lieku®®. Na sledovanie teploty
pocas lyofiliz4cie sa konvencne pouZivaji teplotné sen-
zory umiestnené v produkte. Neddvno sa na trh dostali aj
bezdrotové senzory (Tempris®, 1Q-mobil solutions
GmbH), ktoré st kompatibilnejSie s automatickymi
plniacimi systémami a umoZiuju jednoduchs$i transfer
z laboratérnych podmienok do vyroby®”. Experimentuje
sa s pouzitim systémov na baze optickych vlakien, ktoré
by po zabudovani na povrch lyofiliza¢nych polic umoz-
nili neinvazivny spdsob monitorovania teploty pocas
procesu®®. Manometrické meranie teploty ako aj metddy
TDLAS a GPS uz boli spomenuté. Okrem nich je mozné
pouZzit aj iné analytické metddy na in-line monitoring
lyofilizatného procesu. Kombinaciou technik ako spek-
troskopia v blizkej IC oblasti (NIR) a Ramanova spek-
troskopia dokdZme zachytit zaciatok nukledcie Tadu ako
aj koniec jeho sublimacie®.

Vyvojom presli aj lyofiliza¢né obaly. Na trhu st injek¢-
né flaSticky Specidlne navrhnuté pre lyofilizaciu ako
TopLyo® (Schott AG) a EasyLyo® (SGD Pharma), zabez-
peCujuce lepsi transfer tepla z polic do produktu”. Novin-

kou st aj rozne neStandardné obaly ako dvojkomorové
flasti¢ky, striekaCky (napr. Lyo-Ject®, Vetter) a karpule
(napr. V-LK®, Vetter), ampulky, alebo ticky (Lyoguard®,
Gore), ako aj plastové pertle umoZiiujiice zatvaranie pria-
mo v lyofilizatore (LyoSeal®, Biocorp Prod.).

Tato praca vznikla s podporou projektu ,Priemyselny vyskum
novych lie¢iv na bdze rekombinantnych proteinov®, kéd ITMS:
26240220034; ,,Podporujeme vyskumné aktivity na Slovensku/Projekt
je spolufinancovany zo zdrojov EU.*

Stret zaujmov: Ziadny.
Literatdra

1. Ho R. J. Y. Biotechnology and Biopharmaceuticals: Transfor-
ming protein and Genes into Drugs. 2. vyd. Hoboken, NJ: John
Wiley & Sons 2003.

2. Global Protein Therapeutics Market Outlook 2018. Dublin:
Research and Markets 2014.

3. Hasset K. J., Cousins M. C., Rabia L. A., Chadwick C. M.,
O’Hara J. M., Nandi P., Brey R. N., Mantis N. J., Carpnter J.
F., Randolph T. W. Stabilization of a recombinant ricin toxin
A subunit vaccine through lyophilization. Eur J. Pharm. Biop-
harm. 2013; 85(2), 279-286.

4. Borde A., Larsson A., Holmgren J., Nygren E. Preparation and
evaluation of a freeze-dried oral killed cholera vaccine formulati-
on. Eur. J. Pharm. Biopharm. 2011; 79(3), 505-518.

5. Mohammed-Saeid W., Michel D., El-Anned A., Verrall R. E.,
Low N. H., Badea I. Development of lyophilized gemini surfac-
tant-based gene delivery systems: influence of lyophilization on
the structure, activity and stability of the lipoplexes. J. Pharm.
Pharm. Sci. 2012; 15(4), 548-567.

6. Kasper J. C., Schaffert D., Ogris M., Wagner E., Friess W.
Development of a lyophilized plasmid/LPEI polyplex formulati-
on with long-term stability-a step closer from promising techno-
logy to application. J. Controlled Release 2011; 151, 246-255.

7. Abdelwahed W., Degobert G., Stainmasse S., Fessi H. Freeze-
drying of nanoparticles: formulation, process and storage consi-
derations. Adv. Drug. Delivery Rev. 2006; 58, 1688—1713.

8. Kaialy W., Nokhodchi A. Freeze-dried mannitol for superior pul-
monary drug delivery via dry powder inhaler. Pharm. Res. 2013;
30(2), 458-4717.

9. Oliveira J. M., Rodrigues M. T., Silva S. S., Malafaya P. B.,
Gomes M. E. Viegas C. A., Dias L. R., Azevedo J. T., Mano J.
F., Reis, R. L. Novel hydroxyapatite/chitosan bilayered scaffold
for osteochondral tissue-engineering applications: Scaffold
design and its performance when seeded with goat bone marrow
stromal cells. Biomaterials 2006; 27, 6123-6137.

10. Labovitiadi O., Lamb A. J., Matthews K. H. In vitro efficacy of
antimicrobial wafers against methicillin-resistant Staphylococcus
aureus. Ther. Deliv. 2012; 3(4), 443-455.

11. Ayensu L., Mitchell J. C., Boateng J. S. Development and phy-
sico-mechanical characterisation of lyophilised chitosan wafers as
potential protein drug delivery systems via the buccal mucosa.
Colloids Surf. B. Biointerfaces 2012; 1(91), 258-265.

12. Vasconcelos T., Sarmento B., Costa P. Solid dispersions as stra-
tegy to improve oral bioavailability of poor water soluble drugs.
Drug. Discov. Today 2007; 12(23-24), 1068-1075.

13. De Waard H., Hinrichs W. L. J., Frijlink H. W. A novel bot-
tom-up process to produce drug nanocrystals: Controlled crystal-
lization during freeze-drying. J. Control. Release 2008; 128(2),
179-183.

14. Franks F. Freeze-drying of Pharmaceuticals and Biopharmaceu-
ticals. Cambridge: RSC Publishning 2007.

15. Milton N., Pikal M. J., Roy M. L., Nail S. T. Evaluation of
manometric temperature measurement as a method of monitoring
product temperature during lyophilization. PDA J. Pharm. Sci.
Technol. 1997; 51(1), 7-16.



204

Ces. slov. Farm. 2014; 63, 199-205

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

217.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

Pikal M. J., Roy M. L., Shah S. Mass and heat transfer in vial
freeze-drying of pharmaceuticals: role of the vial. J. Pharm. Sci.
1984; 73(9), 1224-1237.

Pikal M. J. Freeze Drying. In Encyclopedia of Pharmaceutical
Technology. 2" ed. Ed Swabrick, J. Boylan, J.C. New York: Mar-
cel Dekker 2002.

Searles J. A., Carpenter J. F., Randolph T. W. The ice nuclea-
tion temperature determines the primary drying rate of lyophili-
zation for samples frozen on a temperature-controlled shelf. J.
Pharm. Sci. 2001; 90(7), 860-871.

Patapoff T. W., Overcashler D. E. The importance of freezing
on lyophilization cycle development. BioPharm. 2002; 15(3),
16-21.

Bursac R., Sever R., Hunek B. A practical method for resolving
the nucleation problem in lyophilization. BioProcess Int. 2009;
7(9), 66-72.

Franks F. Freeze-drying: from empiricism to predictability. The
significance of glass transitions. Dev. Biol. Stand. 1992; 74, 9-18;
disccusion 19.

Gatlin L. A., Nail S. L. Protein purification process engineering.
Freeze drying: A practical overview. Bioprocess Technol. 1994;
18, 317-367.

Chang B. S., Kedrick B. S., Carpenter J. F. Surface-induced
denaturation of proteins during freezing and its inhibition by sur-
factants. J. Pharm. Sci. 1996; 85(12), 1325-1330.

Pikal M. J., Shah S., Roy M. L., Putman R. The secondary dry-
ing stage of freeze-drying: drying kinetics as a function of tempe-
rature and chamber pressure. Int. J. Pharm. 1990; 60(3), 203-207.
Rambhatla S., Ramot R., Bhugra C., Pikal M. J. Heat and
mass transfer scale-up issues during freeze-drying: II. Control of
characterization of the degree of supercooling. AAPS Pharm. Sci.
Tech. 2004; 5(4), 1-8.

Franks F. Freeze-drying of bioproducts: putting principles into
practice. Eur. J. Pharm. Biopharm. 1998; 45, 221-229.
Konstantinidis A. K., Kuu W., Otten L., Nail S. L., Sever
R. R. Controlled nucleation in freeze-drying: Effects on pore size
in the dried product layer, mass transfer resistance, and primary
drying rate. J. Pharm. Sci. 2011; 100(8), 3453-3470.

Geidobler R., Konrad I., Winter G. Can controlled ice nuclea-
tion improve freeze-drying of highly-concentrated protein formu-
lations? J. Pharm. Sci. 2013; 102(11), 3915-3919.

Geidobler R., Mannschedel S., Winter G. A new approach to
achieve controlled ice nucleation of supercooled solution during
the freezing step in freeze-drying. 2012; 101(12), 4409-4413.
Searles J. A., Carpenter J. F., Randolph T. W. Annealing to
optimize the primary drying rate, reduce freeze-induced drying
rate heterogenity, and determine T(g)’ in pharmaceutical lyophili-
zation. J. Pharm. Sci. 2001; 90(7), 872-887.

Tang X., Pikal M. J. Design of freeze-drying processes for phar-
maceuticals: Practical advice. Pharm. Res. 2004; 21(2), 191-200.
Pikal M. J. Freeze-drying of proteins. Part I.: Process Design.
Bio.Pharm. 1990; 3, 18-27.

Pikal M. J., Shah S. The collapse temperature in freeze-drying:
dependence on measurement methodology and rate of water
removal from the glassy phase. In. J. Pharm. 1990; 62, 165-186.
Schersch K., Betz O., Garidel P., Muehlau S., Bassarab S.,
Winter G. Systematic investigation of the effect of lyophilizate
collapse on the pharmaceutically relevant proteins I: Stability
after freeze-drying. J. Pharm. Sci. 2010; 99(5), 2256-2277.
Schersch K., Betz O., Garidel P., Muehlau S., Bassarab S.,
Winter G. Systematic investigation of the effect of lyophilizate
collapse on the pharmaceutically relevant proteins, part 2: Stabi-
lity during storage at elevated temperatures. J. Pharm. Sci. 2012;
101(7), 2288-2306.

Kasraian K., Spitznagel T. M., Juneau J. A., Yim
K. Characterization of the sucrose/glycine/water system by diffe-
rential scanning calorimetry and freeze-drying microscopy.
Pharm. Dev. Technol. 1998; 3(2): 233-239.

Beirowski J., Geiseler H. Application of DSC and MDSC in the
development of freeze dried pharmaceuticals. Eur. Pharm. Rev.
2008; 6, 63-70.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

SI.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

Hajare A. A., More H. N., Walekar P. S., Hajare D.
A. Optimization of Freeze Drying Cycle Protocol Using Real
Time Microscopy and Integrated Differential Thermal Analysis-
Electrical Impedance. Res. J. Pharm. Tech. 2012; 5(7), 985-991.
Nail S. L., Her L. M. Proffitt C. P. Nail L. L. An inproved
microscope stage for direct observation of freezing and freeze
drying. Pharm. Res. 1994; 11(8), 1098-1100.

Pikal M. J., Lang J. E. Rubber closures as a source of haze in
freeze dried parenterals: Test methodology for closure evaluation.
J. Parent. Drug. Assoc. 1978; 32, 162-173.

Wang W. Lyophilisation and development of solid protein phar-
maceuticals. Int. J. Pharm. 2000; 203, 1-60.

Patel S. M., Doen T., Pikal M. J. Determination of end point of
primary drying in freeze-drying process control. AAPS Pharm.
Sci.Tech. 2009; 11(1), 73-84.

Hsu C. C., Ward C. A., Pearlman R., Nguyen H. M., Yeung D.
A., Curley J. G. Determining the optimum residual moisture in
lyophilized protein pharmaceuticals. Dev. Biol. Stand. 1992; 74,
255-270, discussion 271.

Pikal M. J., Dellerman K. M., Roy M. L., Riggin R. M. The
effects of formulation variables on the stability of freeze-dried
human growth hormone. Pharm Res. 1991; 8(4), 427-436.
Breen E. D., Curley J. G., Overcashier D. E., Hsu C. C., Shire
S. J. Effect of moisture on the stability of a lyophilized humani-
zed monoclonal antibody formulation. Pharm Res. 2001; 18(9),
1345-1353.

Sarciaux J. M., Hageman M. J. Effects of bovine somatotropin
(rbSt) concentration at different moisture levels on the physical
stability of sucrose in freeze-dried rbSt/sucrose mixtures. J Pharm
Sci. 1997; 86(3), 365-371.

Pikal M. J., Shah S. Moisture transfer from stopper to product
and resulting stability implications. Dev. Biol. Stand. 1992; 74,
165-177.

Donovan P. D., Corvari V., Burton M. D., Rajagopalan
N. Effect of stopper processing conditions on moisture content
and ramifications for lyophilized products: Comparison of “Low”
and “High” moisture uptake stoppers. PDA J. Pharm. Sci. Tech.
2007; 61(1), 51-58.

Schneid S., Geiseler H., Kessler W. J., Luthra S. A., Pikal M.
J. Optimization of secondary drying step in freeze drying using
TDLAS technology. AAPS PharmSciTech. 2011; 12(1), 379-387.
Graziano G., Catanzano F., Riccio A., Barone G.
A reassesment of the molecular origin of cold denaturation. J.
Biochem. 1997; 122, 395-401.

Koseki T., Kitabatake N., Doi E. Freezing denaturation of oval-
bumin at acid pH. J. Biochem. 1990; 107, 389-394.

Jaenicke R. Protein structure and function at low temperatures.
Philos. Trans. R. Soc. Lond. B Biol. Sci. 1990; 326, 535-551.
Pikal-Cleland K. A., Carpenter J. F. Lyophilization-induced
protein denaturation in phosphate buffer systems: monomeric and
tetrameric beta-galactosidase. J. Pharm. Sci. 2001; 90(9),
1255-1268.

Sundaramurthi P., Suryanarayanan R. The effect of crystalli-
zing and non-crystallizing cosolutes on succinate buffer crystalli-
zation and the consequent pH shift in frozen solutions. Pharm
Res. 2011; 28(2), 374-385.

Strambini G. B., Gabellieri E. Proteins in frozen solutions: evi-
dence of ice-induced partial unfolding. Biophys. J. 1996; 70,
971-976.

Chang B. S., Kendrick B. S., Carpenter J. F. Surface-induced
denaturation of proteins during freezing and its inhibition by sur-
factants. J. Pharm. Sci. 1996; 85(12), 1325-1330.

Rupley J. A., Careri G. Protein hydration and function. Adyv.
Protein. Chem. 1991; 41: 37-173.

Prestrelski S. J., Tedeschi N., Arakawa T., Carpenter J. F.
Dehydration-induced conformational transitions in proteins and
their inhibition by stabilizers. Biophys. J. 1993; 65, 661-671.
Franks F., Hatley H. M., Mathias S. F. Material science and
production of shelf-stable biologicals. Biopharm. 1991; 4, 38-55.
Cicerone M. T., Douglas J. F. -relaxation governs protein sta-
bility in sugar-glass matrices. Soft Matter 2012; 8, 29831991.



Ces. slov. Farm. 2014; 63, 199-205

205

61.

62.

63.

64.

65.

66.

Bhatnagar B. S., Bogner R. H., Pikal M. J. Protein stability
during freezing: separation of stresses and mechanisms of protein
stabilization. Pharm. Dev. Technol. 2007; 12(5), 505-523.
Remmele R. L., Krishnan S., Callahan W. J. Development of
lyophilized protein drug products. Curr. Pharm. Biotechnol. 2012;
13(3), 471-496.

Chang L., Pikal M. J. Mechanisms of protein stabilization in the
solid state. J. Pharm. Sci. 2009; 98(9); 2886-2908.

Mockus L., LeBlond D., Basu P. K., Shah R. B., Khan M.
A. A QbD Case Study: Bayesian Prediction of Lyophilization
Cycle Parameters. AAPS PharmSciTech. 2011; 12(1), 442-448.
Patel S. M., Pikal M. J. Lyophilization Process Design Space. J.
Pharm. Sci. 2013; 1052(11), 3883-3887.

ICH Guideline Q8(R2) Pharmaceutical Development,
http://www.ich.org/fileadmin/Public_Web_Site/ICH_Products/G
uidelines/Quality/Q8_R1/Step4/Q8_R2_Guideline.pdf (10. 02.
2014).

67.

68.

69.

70.

Schneid S., Geiseler H. Evaluation of a new wireless temperatu-
re remote interoggation system (TEMPRIS) to measure product
temperature during freeze-drying. AAPS PharmSciTech. 2008; 9,
729-739.

Kasper J. C., Wiggenhorn M., Resch M., Friess W. Implemen-
tation and evaluation of an optical fiber system as novel process
monitoring tool during lyophilizaion. Eur. J. Pharm. Biopharm.
2013; 83, 449-459.

De Beer T. R., Vercruysse P., Burgraevve A., Quinten T.,
Ouyang J., Zhang X., Vervaet C., Remon J. P., Baeyens W.
R. In-line and real-time process monitoring of a freeze drying
process using Raman and NIR spectroscopy as complementary
process analytical technology (PAT) tools. J. Pharm. Sci. 2009;
98(9), 3430-3446.

Hibler S., Wagner C., Geiseler H. Vial freeze-drying, part 1:
new insights into heat transfer characteristics of tubing and moul-
ded vials. J. Pharm. Sci. 2012; 101(3), 1189-1201.



