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1. Uvod

Pevnofazové charakteristiky 1éc¢ivé latky (API) ovliv-
fluji zpracovani, stabilitu a disolu¢ni chovani vysledného
1éku, ¢imz maji dopad na jeho kvalitu, bezpecnost a G¢in-
nost. Lécivé latky jsou proto ve farmaceutickém primyslu
rutinng analyzovany $irokou paletou zndmych technik'.
V soucasné dob¢ stale modernéjsiho vyvoje a formulace
mén¢ stabilnich pevnych fazi 1é¢ivych latek je tieba sou-
Casné techniky doplnit technikami novymi.

Mikroskop s vyhfivanym stolkem, neboli ,,hot-stage
mikroskop® (HSM), je kombinace svételného mikroskopu
a termické analyzy, kterd umoznuje sledovat chovani
a stav materialll pfi fizené zméné teploty. Pfirtstek HSM
do zavedeného portfolia analytickych technik byl revoluc-
ni a dnes je jiz povaZzovan za jednu ze zakladnich technik
charakterizace pevnych latek.

Prvni pouziti hot-stage mikroskopie ve farmaceutic-
kém primyslu bylo zaznamenano roku 1971 (Maria
Kunhert-Brandstatter)®. Diky programovatelnému ohievu
a chlazeni bylo moZné od té doby rozsitit dosud zndmé
mikroskopické analyzy morfologie o vizualizaci d&ju pfi
zméné teploty, jakymi jsou desolvatace, fazové prechody,
tani, rozklad latek a latkové interakee’.

Soucasné technologické pokroky jeste¢ vice rozsituji
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moznosti HSM a stéle ji vyvijeji. Naptiklad v kombinaci
s modernimi zplisoby pofizeni, uchovavani a prezentaci
obrazu je mozné provadét komplexni charakterizaci fyzi-
kéalné-chemickych vlastnosti latky, pozorovat reakce
in situ’ a identifikovat distribuci velikosti astic API ve
smési s excipienty, nebo dezintegrované tableté”.

Bod tani, nukleace a rust krystalu, fazové prechody
a interakce mezi 1éCivou latkou a latkami pomocnymi jsou
priklady pouziti této techniky. Podrobnéjsi vypis farma-
ceutické aplikace HSM je nasledujici®®:
morfologie substance,
pfechody pevna faze-pevna faze,
interakce mezi rozdilnymi substancemi,
rozpousténi jedné substance ve druhé,
sublimace a/nebo vypafovani,
taveni nebo zkapalnéni ohfevem (pfechody faze
pevna-kapalnd),
solidifikace chladnutim (ptechody faze
kapalna-pevna),
nukleace a rist krystalu,
analyza distribuce velikosti ¢astic.

N

. Popis hot-stage mikroskopu

HSM se sklada ze dvou samostatnych systémi — op-
tického mikroskopu a vyhtivaného stolku. Vyhfivany sto-
lek je fizen tepelnou a chladici kontrolni jednotkou
s vynikajicim systémem vyhievu a chlazeni. Komercné
dostupné systémy umoziiuji ménit teplotu v rozmezi od
—200 °C do 600 °C v zavislosti na pouzité sestavé. Jedna
z moznych sestav hot-stage mikroskopu je ilustrovdna na
obr. 1. Jsou ovSem znamy i nekomercni pristroje, jez byly
modifikovany, aby dosahovaly vice jak 2000 °C ve velice
kratkém &ase’. Nejmoderndj$im nastrojem a zaroven rozsi-
fenim HSM je ,transition temperature” mikroskopie
(TTM), ktera umoziuje lokalizovat teplotni nehomogenity
na povrchu pevnych latek®.

Studovany material je umistén na mikroskopickém
skli¢ku do vyhtivaného stolku’. Zptisob piipravy vzorku je
charakteristicky danému pozorovani. Je mozné vzorek
pozorovat volné na sklicku, v kapalin€ i1 zakryty krycim
sklickem. Pfipojena fidici jednotka monitoruje teplotni
program a uklada teplotni informace pro naslednou analy-
zu. Zéaznam obrazu probiha zpravidla barevnou kamerou
s vysokym rozliSenim, jelikoZ umoZziuje zachytit i mnoha-
Cetné prechody pozorovanych substanci v kratkém teplot-
nim rozsahu'’. V piipadé detekce unikajiciho plynu, napf.
pii desolvataci, je vhodné vzorek smocit kapkou silikono-
vého oleje a zlepsit tak viditelnost unikajicich bublinek
plynu'’.
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Obr. 1. Opticky mikroskop Nikon eclipse Ni vybaveny vyhfi-
vanym stolkem LTS420 od firmy Linkam Scientific Instru-
ments. Tepelnd a chladici jednotka (1), zasobnik na kapalny
dusik (2), svételny mikroskop s kamerou (3) a vyhfivanym stol-
kem (4) a pocita¢ (5). Uvedena sestava umoziiuje modulaci teplo-
ty v rozmezi od —197 do 420 °C

3. Priklady pouziti hot-stage mikroskopu
ve farmacii

Jen b&hem poslednich let bylo publikovano nespocet
praci, v nichz byla pouzita hot-stage mikroskopie pfi cha-
rakterizaci API, a proto lze tvrdit, Ze HSM (spolecné
s DSC, TGA a XRD) je zakladni technika charakterizace
1é¢ivych latek™'* . Nasledujici kapitoly jsou vénovany
jednotlivym aplikacim HSM ve farmacii, aby blize ilustro-
valy jeji vyznam a piinos pii vyvoji 1é¢iv'S.

3.1. Studium polymorfismu

Polymorfismus vykazuji latky, jejichz molekuly jsou
schopné tvofit vice jak jednu krystalovou strukturu'’. Kaz-
da zména vnitiniho uspofadani molekul v krystalu — poly-
morfni pfechod, je doprovazena zménou fyzikalné-
chemickych vlastnosti, stability a chovani lécCivé latky.
Takové prechody mohou byt snadno vyvolany celou fadou
procest, kdy se API vystavuje riznym typum zatiZeni.
Naptiklad pti mleti, suSeni, tabletovani, ale i vlivem okoli
pfi nespravném skladovani.

Vyznam HSM pfi studii polymorfismu a polymorf-
nich pfechodl byl v minulosti demonstrovan na metoklo-
pramidu HCI monohydratu'®, sulfathiazolu'’, beklome-
thasonu dipropionatu®, ibuprofenu®' a dalsich. Ve viech
ptipadech byly diky obrazové analyze HSM snimkd zjisté-
ny a popsany jevy doprovazejici polymorfni pfechod bé-
hem teplotniho zatizeni. V nékterych ptipadech byly vizu-
alizovany tfi kroky fazového pfechodu — dehydratace,
rekrystalizace a formovani nové krystalové formy, jez se
podatilo prokazat i pomoci DSC analyzy.

Jako detailné&jsi ptiklad uvadime molekulu venlafaxi-
nu hydrochloridu, jez vykazuje mnohacetnou polymorfii.
Pomoci DSC analyzy cyklického ohfevu a chlazeni bylo
zjiSténo, ze Formy 1 a 2 podléhaji fazové preméné
v blizkosti bodu tani. Forma 1 pfechazela na Formu 3
a Formu 5, zatimco Forma 2 zcela konvertovala na For-
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mu 5. Pozorovanim téchto déji pomoci HSM bylo zjiste-
no, ze Forma 5 neni pfili§ stabilni a pfechazi na Formu 1,
pri inertni atmosféfe, nebo na Formu 4, pii laboratornich
podminkach®.

V jiné soucasné studii polymorfnich prechodi byly
pti —10°C pfipraveny krystaly adefoviru dipivoxilu,
u nichz bylo docileno postupnych polymorfnich ptechodi
pfi konstantni teplot¢ 40 °C, jez vedly k nalezeni celkem
étyt rozdilnych polymorfnich forem této API, které mély
odligny krystalovy tvar (obr. 2)'%%,

Velmi efektivnim nastrojem pii studii polymorfismu
je unikatni spojeni HSM, spektralnich zobrazovaci technik
— predevsim infracervené spektroskopie, a DSC termické
analyzy®. Tato kombinace technik byla pfedvedena mimo
jiné p¥i charakterizaci gabapentinu®*.

3.2. Studium kokrystald

Kokrystaly jsou stechiometrické multikomponentni
slouceniny typu hostitel : host (koformer), ve kterych jsou
komponenty v pfevazné neionizovaném stavu. UZ§i vyme-
zeni terminu zahrnuje mezi farmaceutické kokrystaly latky
vznikajici pouze z komponent, které jsou za béznych pod-
minek vpevném stavu. Spolecné jsou poutany slabymi
vazebnymi interakcemi, které ovliviiuji pevnofazové vlast-
nosti vzniklého kokrystalu®.

Termické metody byly v celé fadé ptipadi pouzity
jako nastroj identifikace faze kokrystalu a k uréeni fazo-
vych diagrami binarniho molekuldrniho komplexu®®. HSM
ovSem nabizi vyhodu pfi ur€ovani téchto binarnich systé-
mi v podobé ptimé vizualizace probihajicich d&ju, ktera
navic umoziuje nalézt stechiometricky pomér obou latek
béhem jediného experimentu. Lu a Rohani charakterizova-
li pomoci HSM kokrystal systému theofylin:nikotinamid®’.
Zde bylo pozorovano, ze nikotinamid nejprve taje, poté

(d)

Obr. 2. Pripravené krystaly adefoviru dipivoxilu pfi —10 °C
(a) a nasledné formy pripravené konstantnim vyhfivanim pri
40 °C po 3 hodinach (b), 8 hodinach (c) a 12 hodinach (d);
pfevzato z cit.
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dochazi k nukleaci kokrystalu a expitaxialnimu ristu pfi
vyssich teplotach az do bodu tani kokrystalu, coz bylo
mozné prokézat i pomoci DSC, TGA a Ramanovy spektro-
skopie. Obdobné studie byly ptedstaveny napiiklad na
systému lamotrigin:acetamid28 nebo  karbamaze-
pin:nikotinamid®.

Potencial HSM v této problematice byl nadherné ilu-
strovan Blagdenem a spol.®® pii screeningu kokrystalii
nikotinamidu se sedmi rozdilnymi partnery metodou spo-
le¢ného taveni. Snimky z HSM prokazaly, ze je mozné
béhem procesu zfetelné pozorovat vznikajici kokrystal na
rozhrani dvou fazi, ale také pozorovat eutektické smési
a faze nekokrystalické. Reprodukci experimentu byl pfi-
praven monokrystal piislusného kokrystalu, analyzovan
pomoci XRSCD a vyfesena jeho krystalova struktura. Pti
teplotnim zatizeni pfipraven¢ho kokrystalu pod HSM ne-
byla pozorovéana zadnd zmeéna, kterd by naznacovala poly-
morfni pfechody v jinou formu kokrystalu.

Pozdéji byl koncept polymorfniho chovani pozoro-
van i mezi kokrystalickymi fazemi. I v tomto ptipadé bylo
prokazano, ze polymorfni pfechody mezi kokrystaly ovliv-
fuji vyznamné vlastnosti, jako je napf. stabilita nebo roz-
pustnost, a proto jsou dnes piiprava a charakterizace poly-
morfie kokrystal dalezité pii jejich vyvoji'®. V tomto
sméru uvedme pouziti HSM pfi vizualizaci prechodi
kokrystalu ethenzamidu s kyselinou ethylmalonovou, For-
my I (krystalizace z roztoku) a Formy II (spole¢né mleti),
jez napomohla interpretovat ne zcela presné zavéry DSC
analyz’'. Podobné systémy API-koformer byly pomoci
HSM charakterizovany u dalSich 1écivych latek, napt. kar-
bamazepinu®®, hydrokortisonu®, lamotriginu®. Dale je
HSM c¢asto pouzivana k pfipravé kokrystali s hluboce
eutektickymi rozpoustédly (DES) z taveniny>°.

3.3. Studium solvatua

Solvaty jsou pevné faze se zabudovanymi molekula-
mi rozpoustédla, vétSinou vody — takové krystalické faze
se pak oznacuji jako hydraty. Vlivem zmény teploty ¢i
tlaku dochazi k desolvataci, pfi které se plynné molekuly
solventu uvoliuji ze struktury pevné faze. Rizenym ohfe-
vem solvatu v silikonovém oleji pomoci HSM, je mozné
pozorovat unikajici plyn. V piikladu jehlickovitych castic
karbamazepinu®’ byly timto zptsobem odhaleny dlouhé
kanalky ve struktufe solvatu, kterymi pfi ohfevu unikaly
bublinky solventu ze struktury (obr. 3). Pii teploté 190,4 °C
poté doslo k roztaveni samotného karbamazepinu.

V jiné studii screeningu solvatl R-cinacalcetu hyd-
rochloridu byly nalezeny Ctyfi solvatované nestabilni for-
my s kyselinou octovou, chloroformem, 1,4-dioxanem,
a tetrachloromethanem®. Pomoci HSM byly pozorovany
transparentni tenké jehlickovité krystaly, které ztracely
transparentnost po nékolika hodinach az dnech po jejich
vyjmuti z matecného roztoku, ziejmé z diivodu samovolné
desolvatace. Stejnd zména vzhledu byla pozorovéna pfi
ohfevu vzorkl umisténych v silikonovém oleji, ze kterych
unikal plynny solvent. Podobnym piikladem je studie sol-
vatomorfie neotamu methanol solvatu®.
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Obr. 3. Zaznam unikajiciho plynného solventu ze struktury
solvatu karbamazepinu pf¥i teploté priblizné 170 °C; pievzato

3.4. Identifikace amorfni formy

Amorfni faze vykazuji vnitini usporadani pouze na
kratkou vzdalenost (SRO ,,short range order®), coz zname-
na, ze pravidelné translac¢ni opakovani molekul je rychle
nahrazeno jejich nahodilou distribuci. Amorfni forma vy-
kazuje vyssi rozpustnost a rozpoustéci rychlost, nicméné¢,
je fyzikdln¢ 1 chemicky méné¢ stabilni v porovnani
s krystalickou formou®.

RozliSeni amorfni a krystalické formy je velmi rychlé
pomoci mikroskopickych metod. Diky rozsifeni o vyhtiva-
ny stolek je mozné sledovat prechody mezi jednotlivymi
formami, ptficemz samovolny piechod je mozné pozorovat
pouze z fdze amorfni na krystalickou.

Krystalickou formu je mozné identifikovat pomoci
lomu svétla a stacivosti polarizovaného svétla, na rozdil od
amorfni formy, ktera amorfizaci ztraci molekularni uspora-
dani krystalu. Diky tomu bylo mozné pozorovat interakci
krystalil irbesartanu s polarizovanym svétlem*’. Pozorova-
né krystaly postupnym ohfevem piechazely na amorfni
formu a ztracely tak schopnost stacet polarizované svétlo.
Stejné tak amorfni forma irbesatanu, pfipravend prudkym
ochlazenim. Dal$im pomalym ohfevem amorfni formy byl
pozorovan opétovny vznik jehlickovitych krystalti formy
krystalické, diky schopnosti stafet polarizované svétlo.
Toto pozorovani prokazalo indukovanou rekrystalizaci
z nestabilni amorfni formy irbesartanu.

Nestabilita amorfni formy je stale aktualnim a ne
zcela vyfeSenym problémem farmaceutického vyvoje 1€¢i-
vych latek. S cilem zvysit fyzikalni stabilitu amorfnich
forem, probiha vyvoj formulace pevnych disperzi, napf.
spolec¢nou extruzi tavenin API a polymeru. Aplikace HSM
pfi analyze tohoto druhu formulaci je sméfovéana piede-
v§im na sledovani pfipadné krystalické formy API pii ne-
dokonalé piiprav€é amorfni pevné disperze, napt. mikro-
krystalkti (obr. 4). Podobné nedokonalosti byly pozorova-
ny pomoci HSM v pfipadé¢ paracetamolu-PEG 4000
(cit.*"), hydrokortisonu®, mannitolu-NaCl (cit.*).

Dalsi ptiklad pouziti HSM pfi formulaci pevnych
disperzi je mozné nalézt v praci Lakshmana a spol.**, ktery
pfi zakomponovani krystalické API do polymeru na bazi
PVP postupoval tak, Zze do roztaveného polymeru nejprve
vnesl krystalickou formu API, ktera se v polymeru rozpus-
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Obr. 4. Polarizovana HSM pevné disperze acetaminofenu —
PEO pfri 80, 90 a 100 °C. Roztavenim pevné disperze je mozné
pozorovat piitomné piimési mikrokrystalkti krystalické API;
prevzato z cit.*’

tila za zvySené teploty. ZvySeni teploty ovSem mnohdy
vede klatkové degradaci, rozkladu. Lakshman pomoci
HSM gzjistil, Ze pouzitim amorfni formy API, ktera je cha-
rakteristicka nizkou teplotou skelného ptechodu, je mozné
vyrazné¢ snizit pracovni teplotu extruze, a tim snizit prav-
dépodobnost degradace formulovanych latek pii soucas-
ném dosazeni pozadované formulace.

3.5. Studium interakci/kompatibility

Kompatibilitni studie jsou provadéné za ucelem
zrychleni vyvoje lékové formy diky eliminaci takovych
excipientd, které zpusobuji chemickou reakci vedouci
k degradaci API (cit.**). Tyto studie jsou standardng
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provadény na smési API s excipientem (50:50) pomoci
DSC termické analyzy. Pokud DSC profil smési neodpovi-
da souctu DSC profilti obou samotnych substanci, hovofi-
me o nekompatibilnim systému. Stdvaji se ovSem situace,
kdy takto interpretovand nekompatibilita znamena pouze
nekompatibilitu fyzikalni, nikoli chemickou. Typickou
situaci je rozpusténi jedné latky v tavening€ druhé bez che-
mické reakce'. V takovychto piipadech je na misté provést
HSM analyzu, ktera podpoti DSC.

Fyzikalni interakce byly pozorovany v systému
ibuproxamu s  polyvinylpyrrolidinem  a polyvinyl-
pyrrolidinem K30. Polyvinylpyrrolidinové mikrokulicky
pri vyssi teploté bobtnaly do tvaru velkych poréznich aglo-
meratl, API se nalepila na jejich povrch a vyplnila prazd-
na mista, zatimco v piipadé ¢astic K30 pronikla API hlu-
boko do struktury PVP. Pozorovany déj pokracoval se
zvySujici se teplotou, vzhledem k pozitivnimu efektu difu-
ze. Analyzy HSM vyloucily chemické nekompatibility
a prokazaly, Ze zmény teplotnich profili souvisi pouze
s interakcemi fyzikalnimi'.

Dalsim ptikladem je analyza systému kyseliny acetyl-
salicylové (ASA) se stearanem hofecnatym. Pfi individual-
nim pozorovani se stearan hofe¢naty roztavil pfi 150 °C
a ASA vykazovala bod tani pii 136 °C. Ve smési 50:50
byly velké castice acetylsalicylové kyseliny obaleny jem-
nymi ¢asticemi stearanu, které taly jiz pii 90 °C a vytvorily
kolem castic ASA kapalnou vrstvu. SniZeni teploty tani
smési ASA se stearanem hofecnatym indikovala existenci
interakci v tomto systému*.

3.6. Studium velikosti a tvaru ¢astic

Velikost a tvar ¢astic jsou parametry, které ovliviuji
vyrobu a chovani pevné lékové formy, a to predevsim
rozpoustéci rychlost. Metod meéfeni distribuce velikosti
gastic (DVC) &istych latek je znama celd fada’. Jejich
pouziti je ovSem velmi omezené na smési vice latek
v pevném stavu, pokud je tieba zjistit DVC jedné z nich.

HSM umoznuje rozlisit jednotlivé soubory castic ve
smési na zakladé jejich rozdilnych bodt tani’. V piipadsé
analyz API v jiz formulovanych tabletach je nutné nejprve
provést jejich Setrnou dezintegraci a analyzovat az pfipra-
veny pragkovy dezintegradni produkt’ (obr. 5). V nasich
predchozich pracich byla tato metoda Gspésné pouzita pii
studium fragmentace jehlickovitych castic tadalafilu
v zéavislosti na tabletacnim tlaku, pfi¢emz byla vyjadfena
exponencialné klesajici zavislost redukce velikosti ¢astic
s nardstajicim tlakem. Metodika byla podpofena vysledky
zndmych semiempirickych metod (Hecklova analyza, vy-
pocet elastické a plastické energie, apod.), které vyjadre-
nou zavislost potvrdily*®. Semiempirické metody oviem
nejsou schopné vyjadiit zménu velikosti exaktn€, pouze
trendové. Diky HSM se tedy nyni nabizi nové moznosti pfi
analyze chovani, fragmentace a interakce €astic pfi formu-
laci tablet. Tato analyza nabyva v posledni dobé velkého
vyznamu diky stale v&tSim snahdm o zvySeni rozpousStéci
rychlosti API, a to predevs§im formulaci 1é¢ivého pripravku.
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Obr. 5. Identifikace ¢stic tadalafilu pomoci HSM v dezintegrované tableté porovninim snimku pied (285,2 °C) a po (311,6 °C)
bodu tani tadalafilu. Céstice tadalafilu jsou zvyraznény ve snimku vlevo

4. Zavér

Pokrok v analyze pevné faze, predevsim diky HSM,
nyni umoziuje lépe a komplexné porozumét d&jim probi-
hajicim pti zménach teploty. V nékterych ptipadech jsou
endotermni ¢i exotermni projevy natolik slozité, Ze je nel-
ze s presnosti vyjadfit pomoci konvencnich termickych
metod a pravé kombinace s HSM umoziiuje 1épe porozu-
mét a v koneéném disledku 1épe kontrolovat farmaceutic-
ké pevné latky.

Vizualizace pomoci HSM umoziuje detekovat nové
pevné faze. V tomto sméru naléza tato technika v posledni
dobé uplatnéni pri screeningu kokrystali a pti studiich
eutektického profilu bindrnich systémii. Mimo to nabizi
unikatni pohled do problematiky polymorfnich prechodu,
teplotniho chovani rozdilnych krystalovych forem jedné
substance a problematiky interakci API-excipient (nebo
API-API). Novodobé pouziti pii identifikaci ¢astic API ve
smési s excipienty a pii kvantifikaci amorfnich tuhych
disperzi podtrhuje mnohostrannost této techniky, diky
které vétime, ze jeji celkovy potencial pro farmaceutickou
analyzu jesté nebyl zcela vycCerpan.

Financovano z ucelové podpory na specificky vysoko-
Skolsky vyzkum (MSMT ¢.20/2015).

Seznam pouzitych zkratek

API active pharmaceutical ingredient (aktivni
farmaceuticka substance)

ASA acetylsalicylic acid (acetylsalicylova kyselina)

DES deep eutectic solvent (hluboce eutekticka
rozpoustédla)

DVC distribuce velikosti ¢astic

DSC differential scanning calorimetry (diferencni
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skenovaci kalorimetrie)

HSM hot-stage microscopy (mikroskopie
s vyhfivanym stolkem)

PEO polyethylen oxid

SRO short range order (usporadani na kratkou
vzdalenost)

TT™ transition temperature microscopy

TGA termogravimetricka analyza

XRD X-ray diffraction (rentgenova difrakce)

XRSCD X-ray single-crystal diffraction (rentgenova
difrakce na monokrystalu)
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Hot-stage microscopy (HSM) affords combined light
microscopy and thermal analysis, enabling the study of
materials as a function of temperature and time. This com-
bination involves visual examination and gives valuable
information on the compound regarding its melting point,
phase transformation, new phase formation, solid-state
interactions, particle and solid dispersions analysis during
heating. HSM gives a unique opportunity to visually fol-
low thermal changes. Model cases of HSM application
show its current usage in pharmaceutical industry thus
supporting and inspiring its research.



