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PredloZeny vynalez se tyka pouZiti komplexnich fipidﬁ ?ako
stabilizujicich p¥isad proti vlhkosti zplisobovanému pok legu g 1}
lipolytické aktivity ve vod& rozpustnych farmaceuticéﬁch . 1
pripravkli sm8si zaZivacich enzynil, kterézZto pfipravkywahsakgéimmms
proteaso/lipasové smési, zejména pankreatin a které jsou vhodné
pro pripravu vodnych roztokii pro kontinualni zavadéni do
gastrointestinalniho traktu pomoci sond. Dale se vynalez tyka
ve vodd rozpustnych farmaceutickych pY¥ipravkii z lipasy
a proteasy obsahuijicich smési zaZivacich enzymii, zejiména
=z pankreatin obsahujicich smési za¥ivacich enzynii, které ijsou
stabilizované komplexnimi lipidy proti vlhkosti zpiisobovanému
poklesu lipolytické aktivity a které jsou vhodné pro pripravu

vodnych roztokil, zavaditelnych do gastrointestinalniho traktu

savceil nebo 1idi pomoci sond.

Dosavadni stav techniky

U savcii, zejména 1idi, miiZe nastat nedostatek zaZivacich
enzymii napifiklad vyvolanim chorobnymi zménami pankreatu na
z3klad®& chronické pankreatidy., zaZivaci nedostatecnosti po
operacich Zaludku, onemocnénich jater nebo Zludniku. Je jiZ
znamo, Je takovéto nedostatkoveé jevy je moZno 1é6¢it podavanim
pankreatin obsahujicich smé&si zaZivacich enzynii, kteg;wnejsou
t&lu vlastni, nap¥. pankreasovych enzynmil, zejiména paﬁkreatinu,
které pripadnd jesté& mohou obsahovat lipasové prisady-
Pankreasové enzymy se obuykle podavaii oralng ve formé& pevnych
pfipravkii. Bby se pii oralnim podavani podané smési enzynil
neZidoucim zpilisobem nevratnd neznehodnotily jiZ v Zaludku tam
pritomnymi Zalude&nimi kyselinami a proteolytickymi enzymy jako
je pepsin, je ti¥eba smési enzynii opat¥it povlaken, ktery ije
odolny vi&i Zaludednim 3tavam. Takovyto povlak umoZiiuje prichod

intaktnich smé&si enzymii Zaludkem aZ do mista jejich piisobeni,
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do dvanicterniku, kde se tam panujicimi neutrialnimi aZ lehce
alkalickymi podminkami enzymy uvolni. Tak jako t&lu vlastni
pankreasové enzymy zdravého Zlovdka. mohou i orilné podané
enzymy projevit sviii enzymaticky udcinek, zejména amylolytickou,

lipolytickou a proteolytickou aktivitu.

Takovéto, proti Zaludednim Stavam odolnym filmen
potaZitelné, pevné pankreatinové formulace ve formeé

mikropilulek, popisuje napf¥. dokument DOS 42 27 385.4.

Pro pacienty se zaZivaci nedostatefnosti, zeiména pro
pacienty upoutané na 1fiZko s déle trvajici zaZivaci
nedostate&nosti jako napfiklad chronickou nedostatefnosti
pankreatu, by bylo Zidouci misto pevnych podavacich forem
podavat t&lu nevlastni zaZivaci enzymy i po del3i dobu v tekuté

form&, napi¥iklad kontinudlni aplikaci pomoci sondy.

Kapalné podavaci formy pankreatin obsahujicich smesi
zaZivacich enzymil, zejména penkreatinu. nebyly dosud dany
k dispozici, nebot kapalné vodné piipravky takovychto
enzymovych sm&si nejsou dlouhodob& stabilni. Ukazuje se, Ze
zejména aktivita ve sm&si obsaZenych lipas v pritomnosti vody
rychle klesa nasledkem proteolytického napadeni ve smn&si rovnéZz
obsaZenych proteas jako je trypsin nebo chymotrypsin. Tak mniiZe,
v zivislost na vndjSich podminkdch (teplot&, hodnoté pH). ve
vodnych pankreatinovych p¥ipravcich béhem kratké doby doiit

k dalekosahlé ztratd& lipasové aktivity.

Podstata vynalezu

Aby byly vhodné pro kontinualni zavadeéni do gastroin-
testinalniho traktu aplikaci pomoci sondy, musi vodné roztoky
lipasy a proteasy obsahujicich sm8si zaZivacich enzynili, zejména
pankreatin obsahujicich sm&si zaZivacich enzynii, byt stabilni
po dobu n&kolika hodin, nap¥iklad 8 hodin. Zeiména v roztocich
nesm&ji vznikat nebo byt obsaZeny Zadné Castecky. které

ucpavaji sondu. Podstatnym poZadavkem na takovéto roztoky je,
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aby zfistala po celou dobu podavani zachovana pokud moZno vysoka
a trvald aktivity vsSech tLam obsaZenych zaZivacich enzynli.- Dale
je pro roztoky vhodné pro kontinualni gastrointestinalni
aplikaci nutné, aby byly k dispozici bez rlistu zarodkii, tedy
nap¥iklad byly konzervované proti riistu zarodkili, vyhodn& aby

byly sterilni.

Ukolem vynalezu tedy bylo dat k dispozici proti vlhkosti
zplisobovanému poklesu lipolytické aktivity stabilizované,
lipasy a proteasy obsahuiici, ve vodé& rozpustné farmaceutické
pripravky ze sm&si zaZivacich enzyni, které, rozpustény ve

vodném médiu, zlistavaii stabilni po del3i dobu.

Predmdtem vynalezu je pouZiti komplexnich lipidii jako
stabilizujicich p¥isad proti vlhkosti zplisobovanému poklesu
lipolytické aktivity ve vodé rozpustnych farmaceutickych
piipravkii z lipasy a proteasy obsahujicich sm&si zaZivacich
enzynfi, zeiména z pankreatin obsahujicich smési zaZivacich
enzymli, které jsou vhodné pro pripravu vodnych roztokii pto
kontinualni zavid®ni do gastrointestinalniho traktu pomoci
sond. PFedmdStem vynilezu jsou dale takoveéto stabilizované, ve
vod®& rozpustné farmaceutické pripravky ze smési zaZivacich
enzymfi. RovndZ predmé&tem vynadlezu jsou soupravy pro pripravu
pro kontinudlni sondovou aplikaci vhodnych vodnych roztokil

smSsi zaZivacich enzymil.

Komplexni lipidy. které jsou podle vynalezu vhodné jako
stabiliza®ni piFisady. jsou zpravidla nerozpustné v acetonu.
Pati{ k nim zejména fosfor obsahujici a bezuhlohydratové
fosfolipidy, uhlohydraty obsahuijici a bezfosforové glykolipidy
a jejich smdsi. U&eln& se pouZivaii jenom fosfolipidy nebo

smBsi s obsahem fosfolipidfi a glykolipidi.

Jako fosfolipidy. které mohou byt pouZity podle vynalezu
jako stabilizadni p¥isady k smésim zaZivacich enzymii s obsahen

lipas a proteas, zejména k pankreatin obsahujicim smésim



za¥ivacich enzymil, jsou zeiména vhodné soli aniontll obecného
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znamena vodik nebo alkanoylovy zbytek s 10 aZ 25
uhlikovymi atomy. jehoZ uhlovodikovy zbytek miiZe pripadné
obsahovat 1 aZ 4 dvoiné vazby.

znamena vodik nebo alkanoylovy zbytek s 10 aZ 25
uhlikovymi atomy. jehoZ uhlikovy zbytek miiZe pripadné
obsahovat 1 a¥ 4 dvoiné vazby, nebo, jestliZe R1
nezastupuje vodik, také miiZe znamenat vodik.

znamena vodik, niZ3{ alkylovou skupinu, ktera miiZe byt
substituovand skupinou amino, niZsi trialkylamonio,
karboxylovou skupinou, vazanou na uhlikovy atom nesouci
aminofunkci nebo hydroxy substituovanou
cykloalkylskupinou,

znamena vodik nebo uhlovodikovy TFet&zec s 10 aZ 25
uhlikovymi atomy. ktery mii¥e pripadn& obsahovat 1 aZ 4
dvoine vazby,

zastupuje kyslik nebo NH,

s fyziologicky snesitelnym kationtem.

Jako fyziologicky snesitelné kationty jsou vhodné ionty

amonné, kationty alkalického kovu nebo prvku alkalickych zemin,

vyhodn& sodiku, drasliku nebo vapniku, jakoZ i dalZi

fyziologicky snesitelné jedno- nebo vicemocné kationty. Pokud

R3 obsahuje dusikovy atom, miiZe tento tvofit kvarterni amonny



jiont, ktery mfiZe rovndZ slouZit jako kationt, takZe se vytvoli

na vndjZek nenabité vnit¥ni soli.

Pokud ve sloufenindch obecného vzorce 1 zastupuii R?
a/nebo RZ2 alkanoylové zbytky, tak tyto mohou mit Fet&zec
nerozvdtveny nebo rozvétveny. zpravidla je nerozvétveny
a obsahuje 10 aZ 25, vyhodné 16 aZ 20 uhlikovych atomii-
Piipadn& m@iZ%e alkanoylovy zbytek obsahovat aZ 4 dvoiné
vazby. Jako alkanoylové zbytky se mohou vyskytovat zejinéna
zbytky mastnych kyselin s dlouhym Fetdzcem jako je kyselina
nervonova, kyselina lignocerova, kyselina palmitova. kyselina
palmitoleinova, kyselina stearova, kyselina olejova, kyselina
linolova, kyselina linolenova, kyselina arachova nebo kyselina

arachidonova.

Pokud je substituent R3 niZZi alkylova skupina nebo ji
obsahuje, miiZe mit Fetdzec nerozvdtveny nebo rozvétveny
a obsahovat zejména 1 aZ 4, vyhodn& 1 aZ 2 uhlikové atomy.
Pokud R3 znamena skupinou hydroxy substituovanou cykloalkylovou
skupinu, tak tato mfZe obsahovat 3 aZ 6 uhlikovych atomdl a byt
jedno- nebo vicenasobn& substitucvana hydroxy. Vyhodn€ obsahuije
cykloalkylova skupina 5 aZ 6 uhlikovych atomii, které mochou byt

pripadnd substituované hydroxy.

Zbytek R30 p¥edstavuje vyhodn& hydroxy nebo alkoxyzbytek,
vznikly esterifikaci jedno- nebo vicemocného alkoholu
fosfatovou skupinou, pFifemZ jedno- nebo vicemocny alkohol je
vybrany ze skupiny, ktera se sklada z ethanolaminu, cholinu,

serinu, glycerinu a myo-inositoclu.

Pokud zbytek R? je uhlovodikovy Fet&zec, tak tento niZe
byt nerozvdtveny nebo rozvétveny a zpravidla je nerozvétveny a
obsahuje 10 aZ 25, vyhodn& 12 aZ 20, je3St& vyhodnéji 15
uhlikovych atomii. PFipadng& miiZe uhlovodikovy Fetézec obsahovat

aZ 4, vyhodnd 2, je3t& vyhadnéji 1 dvoinou vazbu.

Zbytek A miiZe byt kyslik nebo NH-skupina.
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Vyhodn& prichdzeji jako fosfolipidy v uvahu kyselina
fosfatidova (kyselina 1,2,—diacyl—§g—glycerol—3—fosfore§né),
fosfatidylcholin (1,2—diacyl—gg—glycerol—3—fosfory1ch01in),
fosfatidylethanolamnin (1,2—diacyl—§gfglycerol—3*fosf0ryl—
ethanoclamin), fosfatidylserin (1,2-diacyl-sn-glycerol-3-
fosforylserin) a fosfatidylinosit (1,2-diacyl-sn-glycerol-3-
fosforylinosit) a v pfipadé, Ze fosfolipidy jsou Zivofisneho
piivodu jako napiiklad slepidi veijce, tak také sf ingomyelin,
jakoZ i smdsi t&chto sloucenin. Refené 1.2-diacylfosfolipidy
mohou byt za urfitych podminek, t¥eba enzymatickym vlivem
fosfolipasy, Caste&n& hydrolyzovany. Podle povahy fosfolipasy
mohou byt pritom zbytky R, R2, R3 nebo takeé [R30PO21~ 1.,2-di-
acylfosfolipidu nahrazeny vodiken. JestliZe neiméné jeden ze
jmenovanych molekulovych zbytkil na fosfolipidové molekule je
hydrolyzovan, tak vzniknou takzvané lysofosfolipidy, zejiména
lysofosfatidylcholin, lysofosfatidylethanolamin, lysofosfati-
dylinosit, lysofosfatidylserin a kyselina lysofosfatidova. Také
tyto lysofosfolipidy jsou vhodné jako stabilizafni prisady
k lipasy a proteasy ocbsahujicim smdsim zaZivacich enzymil,
zejména k pankreatin obsahujicim sm&sim zaZivacich enzynii, ve

smyslu tohoto vynalezu.

Jako glykolipidy mohou byt pouZity pfedevEimn v rostlinach
se vyskytujici takzvané fytoglykolipidy obecného vzorce 11,

R
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kde
R5® a R® znamena nezavisle na sob& podle okolnosti alkanoylovy

zbytek s 10 aZ 25 uhlikovymi atomy, jehoZ uhlovodikovy



zbytek miiZe mit pr¥ipadné 1 aZ 4 dvoijné vazby nebo je to
vodik, pifidem¥ ale R® a Ré nemohou oba soufasné znamenat
vodik a

R7 znameni mono- nebo disacharidovy zbytek. jehoZ sacharidové
stavebni kameny jsou vybrany ze skupiny, skladajici se z

d-fruktosylu. d-galaktosylu, d-glukosylu a d-mannosylu,
jakoZ i jejich smési.

Pokud ve sloudeninach obecného vzorce I1 predstavuii R®
a R® alkanoylovy zbytek, tak je tento rozvétveny nebo
nerozvétveny a zpravidla je nerozvétveny a obsahuje 10 aZ 25,
vyhodn& 16 a¥ 20 uhlikovych atomfi. P¥ipadné miiZe alkanoylovy
zbytek obsahovat aZ 4 dvoiné vazby. Jako alkanoylové zbytky
pfichdzeji v dvahu zejména zbytky mastnych kyselin s dlouhymi
YetSzci jako je kyselina palmitova, kyselina palmitoleinona,
kyselina stearovd., kyselina olejova, kyselina linolova,

kyselina linolenova nebo kyselina arachova.

Zbytky R? piedstavuii mono- a disacharidové zbytky. které
je mo¥no vytvorit z molekul cukrfi d-galaktosy. d-glukosy,
d-mannosy nebo d-fruktosy. Zv14%té vyhodné€ ma jako R7 wvyznam
d-galaktosa (potom se jedna o monogalaktosyl-diglycerid, MGDG)
nebo digalaktosa (potom se jedna o digalaktosyl-diglycerid,
DGDG;: 1,2-diacyl-l[a-D-galaktosyl-(1 -> 6)-g-d-galaktosyl-

(1 -> 3)1-sn—-glycerin)d.

Fosfolipidy obecného vzorce I a glykolipidy obecného
vzorce 1I maji na st¥ednim uhlikovém atomu glycerinové kostry
vZdy centrum chirality a mohou mit konfiguraci R- nebo S-. Pro
el vyndlezu mohou byt pouZity jednotlivé stereoizomerni formy
sloufenin obecného vzorce I a/nebo obecného vzorce 11, jakoZ

i odpovidajici smési.

Pro stabilizaci podle vyndlezu farmaceutickych piipravki
z lipasy a proteasy obsahujicich sm&si zaZivacich enzymil,

zeijména z pankreatin obsahuiicich smési zaZivacich enzymil se



osved&ily jako prospéiné takové lipidové smési, jak jsou
ziskavany =z pFirodnich zdrojli a které predstavuiji sm&€si riznych
fosfolipidii a pfipadné& riiznych glykolipidii. Jako vyhodné
piriklady takovychto piirodnich lipidovych sm&si jsou jmenovany
lecithiny. Zdroje takovychto p¥irodnich lecithinii mohou byt
zejména rostliny jako sojové boby. slunefnice, Fepka, kukufice
nebo araZidy, jakoZ i ZivofiZi nebo ZivofiZné produkty jako je
vajedny Zloutek nebo mozkovad substance, ale také
mikroorganismy. Lecithiny pF¥irodniho p@vodu dodavaji komer&né

rizni dodavatelé.

Z prirodnd ziskanych lecithin@i je pro ufely podle vynalezu
zeijména vhodny sojovy lecithin, zejména o fosfolipidy obohaceny
sojovy lecithin jako nap¥iklad sojovy lecithin s obsahem
fosfolipidfi 98 ¥ hmotnostnich. Neopracované, neobohacené
rostlinné lecithiny obsahuii zpravidla urcity podil
fytoglykolipidii. P¥irodng ziskavané lecithiny jsou smési
riiznych fosfolipidfi a v pfipadé rostlinného pilivodu takeé
glykolipidii, jejichZ sloZeni neni jednotné. nybrZ kolisa
v zavislosti na jejich plivodu. Tak vedle shora jmenovanych
soufasti se v podru®ném mnoZstvi mohou vyskytovat jesSt& dalsi
fosfolipidy. Tabulka 1 slouZi k tomu, aby znazornila primérna
sloZeni n&kterych neopracovanych, neobohacenych komercnich

lecithinfi pFfirodniho pifivodu.



Tabulka 1

SloZeni ndkterych lecithinfi (¥ hmotnostni)

I EU N —

| 1 1 {
Isojov? |fepkov§ lara§idovi|vajeén? |

|1ecithin]lecithin]lecithin |lecithin|

| 1 1 1 -]

| i | | |

fosfatidylcholin | 22 | 37 | 23 | 73 |
I i i i i i
|fosfatidylethanolamin | 23 | 29 | 8 i 17 |
f i ] ] } 1
|fosfatidylserin ' 2 i - | - l - |
1 1 L 1 -1
] I | I 1 1
|fosfatidylinosit | =20 | 14 i 17 | 1 |
H L 1 1 1 3
- ] ] | ] 1
Ikyselina fosfatidova l 5 I - | 2 l - l
1 1 1 i ] : ]
I I I 1 ] 1
Isfingomyelin | - | -- | -- | 3 l
H 1 1 1 1 1
| ] i 1 ] |
| fytoglykolipid i 13 | =20 | 38 | 0 i
i 1l 1 1 31 1
] ] I I | 1
|iiné fosfolipidy f 12 | - | 12 I -
1 1 1 J 4 1 N |

Podle vynidlezu stabilizované farmaceutické pripravky

obsahuji vyhodn® pankreatin obsahujici sm&si zaZivacich enzynil -

V ramci piedloZeného vynalezu se pod terminem pankreatin
rozumi pankreatin izolovany z pankreatu savcii, jehoZ obsah
aktivnich proteas byl p¥ipadné& zvyZen autolytickym Ztépenim tam

piivodng& obsaZenych proteasovych zymogenii.

Vyhodnd se mfife jednat u pankreatin obsahujicich smé&si
zaZivacich enzymfi ve farmaceutickych prostiedcich

stabilizovanych podle vynalezu o pankreatin ziskany z pankreatu
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savcii, zejména o pankreatin z vepiii. ktery pTedstavuie smes
riznych zaZivacich enzymfi. Pankreatin ze savcil, ktery se jako
pomocny zaZivaci prostiedek hodi pro humdnni vyZivu, zejména
pankreatin z pankreatu vepii. neobsahuje lipasy pro lidské
potfeby vZdy v dostatelném mno¥stvi. Proto je moZno takovymto
pankreatinovym preparatiim pridat dodate&nd lipasy ziskané
nap¥iklad z mikroorganismi. Také takto ziskané pankreatin/

lipasové smési ptedstavuii vhodné enzynové smesi.

V pankreatinu, ktery ije izolovan ze savcili, jisou obvykle
proteasy, nebyl-1i pankreatin podroben ¥4adné dalzi pTediipravé,
z vStEi Sasti ve form& proteolytického neaktivniho piedstupné
- zymogenu. Proto miZe byt idcelné podrobit surovy pankreatin
pro farmaceutické ucely. ktery jako takovy byl ziskan znamymn
zplisobem vhodnymi poraZkovymi procesy Zz pankreatu, jesté
hydrolytickému osSet¥eni Cautolyze). P¥i tomto oSetfeni se
zymogeny pievedou na aktivni proteasy. V tomto autolyticky
oZetifeném pankreatinu (v nasledujicim zkracen® oznacdovaném jako
F-pankreatin) je zv1last& vysoky obsah aktivnich proteas. takZe
tyto F-pankreatiny jsou co do jejich lipolytické aktivity
obzv14aZt& ohroZeny. Vynalezu odpovidajici pouZiti komplexnich
lipidi je zejména dobTe vhodné pro stabilizaci lipolytické
aktivity ve farmaceutickych piipravecich s obsahem
F~pankreatinu. Pritom je piekvapujici. Ze stabilizace 1lipasové
aktivity se neddije desaktivaci ve smési obsaZenych aktivnich
proteas a tyto takto stabilizované enzymové sm&si vykazuiji
proto jak amylolytickou a lipolytickou, tak takeé proteolytickou

aktivitu.

Pankreatin obsahuijici sm&si zaZivacich enzymni ve
farmaceuntickych pripravcich chransnych podle vynalezu mochou
krom& pankreatinu nadavken obsahovat takové lipasy, ktereé jsoun
obsaZené v rostlinach nebo v mikroorganismech. Lipasy
= mikroorganismii to mohou byt ty, které jsou ziskavané
> bakterii nebo houbovych kultur jako jsou plisn&, napriklad

kmene Rhizopus.
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Jako p¥idavné proteasoveé podily mohou byt k pankreatin
obsahujicim smdsim zaZivacich enzymii ve farmaceutickych
pfipravcich chran&nych podle vynalezu pfidany jesté jiné
YivodiZné a rostlinné proteasy. jakoZ i zejiména
= mikroorganismii jako jsou bakterie nebo héubové kultury jako

jsou plisng, napriklad kmene Aspergillus, ziskatelné proteasy.-

Sm&si zaZivacich enzymii bez obsahu pankreatinu mohou jako
lipasy obsahovat lipasy z rostlin a mikroorganismii. Lipasy
z mikroorganismii mochou byt ty, které jsou ziskavany z bakterii
nebo houbovych kultur jako jsou plisné&, napiriklad kmene
Rhizopus. Jako proteasy ve sm&sich za¥ivacich enzymil bez obsahu
pankreatinu p¥ichizeji v dvahu F¥ivo&iZné nebo rostlinné
proteasy, jakoZ i zejména z mikroorganismii jako jsou bakterie
nebo houbové kultury jako jsou plisn&, napiiklad kmene

Aspergillus, ziskatelné proteasy.

Farmaceutické pXipravky podle vynalezu mohou krom& smési
zaZivacich enzymii a komplexnich lipidi dopliikove obsahovét ve
vod® rozpustné farmaceutické pomocné latky a/nebo pifidavné
latky. Napiiklad mohou byt obsaZeny nosie jako uhlohydraty.
napr¥iklad mannit nebo rozpustné proteiny, jakoZ i konzervadcni

prostredky.

Farmaceutické piripravky z pankreatin obsahujicich smési
zaZ{vacich enzymfi ve smyslu vyndlezu mohou byt ve vodeé
rozpustné prasky. které kromé& pankreatinu obsahuii zeiména
F-pankreatin, komplexni lipidy v mnoZstvi vystafujicim pro
stabilizaci lipolytické aktivity za vlhka a p¥ipadn& piidavneé,
v technice znamé, ve vod& rozpustné pomocné a/nebo pridavné

latky.

Pro pifipravu ve vodé& rozpustnych praskd mohou byt enzymnove
snSsi dalekosahle zbaveny ve vodé nerozpustnych podilfi. Za
tinto idfelem miiZe byt vodny pripravek F-pankreatinu pomnoc i
vhodného, v technice znamého postupu pro odd&lovani pevnych

latek, napiiklad odstifedovanim nebo filtraci, zbaven
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nerozpuitdnych pevnych latek a ziskany roztok, pripadn€ po
pifidavku dalZich pomocnych a/nebo p¥idavnych latek, znidmymi
metodami, napiiklad filtradni sterilizaci, sterilizovan.

V navaznosti mohou byt obsaZené latky ziskaného ¢irého,
pripadné sterilniho roztoku znamym suficim postupem., napiriklad
vymrazovacim sudenim, op&t ziskany jako pevné latky. Takto
ziskané p¥ipravky isou vhodn€ pro pfipravu po vice hodin,
nap¥iklad aZ osmi hodin, stabilnich roztokii, prostych zarodkii,
které jsou vhodné pro kontinuilni, rovnom€érnou

gastrointestinalni aplikaci pacientovi, napfiklad sondou.

Terminem "kontinualni aplikace" se rozumi v podstaté
nepierufené podavani vodnych, pripadnd sterilnich roztokil
s obsahem farmaceutickych pripravkili podle vynalezu po dobu
jedné a¥ vice hodin, napf¥iklad osmi hodin nebo pfes noc.
Kontinualni aplikace roztokil miiZe byt vyhodné& uskuteciiovana
za¥ivacim traktem, napiiklad do Zaludku nebo do tenkého streva

vloZenou sondou.

JZinnost lecithinovych pi'isad je dalekosdhle nezdvisla na
relativnim pomsru lipasa/proteasa v enzymnové smési. Vhodné jsou
naptiklad enzymové smdsi, ve kterych pomnsSr lipasa/celkova
proteasa - m&Feno pomérem prislusnych aktivit, kter€ byly
stanoveny podle ustanoveni instituce “Federation Internationale
Pharmaceutique” (naddle oznafovano zkratkou FIP) (viz R.
Ruyssen a A. Lauvers, Pharmaceutical Enzymes, Scientific
Publishing Company. Gent 1978, s. 74 - 82, nadale citovano jako
“Lauvers”) a v nasledujicim bude udavano v relativnich
jednotkach aktivity pod zkratkou FIP-E/g - miiZe byt 5:1 aZ
30:1.

Zisadné plisobi prisada komplexnich lipidfi podle vynalezu
k farmaceutickym pripravkiim z lypasy a proteasy obsahujicich
smési zaZivacich enzymil, zejména z pankreatin obsahujicich
smSsi zaSivacich enzymil, stabilizaci proti vlhkosti
zplisobovanému poklesu lipolytické aktivity. Terminem "vlhkost®"

se ma rozumdt v podstat& vodna vlhkost, ktera miiZe byt
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v rozmezi od velmi nepatrného obsahu vlhkosti v prasku smési

za¥{vacich enzymil aZ po vodné pripravky z tohoto prasku.

Prisada komplexnich lipidi podle vynalezu se prokazuije
jako icelna pri ziskavani a podavani farmaceutickych p¥ipravki
2z pankreatin obsahujicich smé&si zaZivacich enzymil pro
stabilizaci lipolytické aktivity jiZ pri vyrobnich nebo
z{skavacich postupech b&hem takovych procesnich krokfi, pri
nich® miZe dojit k inatkivaci lipasy. jako napfiklad pri

zpracovani enzymové smési za vlihka.

Ve vodném roztoku farmaceutického pripravku obsahujiciho
smds zaFivacich enzym@i je stabilizujici dcinek pifidanych
komplexnich lipidli, zeiména lecithinfi, mimo jiné také zavisly
na hodnot& pH p¥ipravku. Podle vynalezu se prokazaly jako
pY¥iznivé hodnoty pH v rozmezi pH 3.5 aZ 9,0, vyhodné v oblasti

pH 4.0 aZ 7,0 a je3té vyhodn&ji v oblasti pH 5,0 aZ 6,5.

Pro docileni patrné stabilizace lipolytické aktivity ve
vodnych farmaceutickych p¥ipravcich ze smési zaZivacich enzymi
a z t&chto pi¥ipravkii pfipravitelnych vodnych roztokili pro
sondovou aplikaci, je nutné pridat urdité minimalni mnoZstwvi
komplexnich lipidii. Obvykle mohou pouZité smdsi zaZivacich
enzymnii v pfipravcich podle vynalezu vykazovat obsah lipasy,
vy jadieny v jednotkach aktivity, napfiklad 2.000 aZ 200.000
FIP-E/g, jestliZe obsahuji jen lipasy ze sekretu pankreatu
savcli a od 2.000 do 500.000 FIP-E/g, jestliZe obsahuiji lipasy
=z mikroorganismfi, bud samotné nebo v kombinaci s lipasy
z pankreatu. MnoZstvi neiméné 1 % hmotnostniho komplexnich
lipidfi, vztaZeno na nasazené mnoZstvi pevné smési zaZivacich
enzynfi s obsahem pankreatinu, napiiklad mnoZstvi od 1 do 10 -4
hmotnostnich, je potom vhodné pro dosaZeni patrné stabilizace.
Piidavek v&tZich mnoZstvi komplexnich lipidd je rovn&éZ moZny,
nezplisobuje vZak uZ Zadné, za zminku stojici, zlep3Seni
stabilizace lipolytické aktivity. Tak je napriklad pro
stabilizaci sm&si s obsahem pankreatinu nebo pankreatinu

a pridavnych lipas s komplexnimi lipidy zeiména vhodny
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lecithin, pF¥isada neimén& 1 % hmotnostniho, vyhodn& 2 aZ 5 ¥

hmotnostnich a je3t& vyhodnéji 3 ¥ hmotnostni lecithinu.

S pomoci pouZiti podle vynalezu komplexnich lipidd je
mo¥no takovéto vodné roztoky farmaceutickych pripravkil
z pankreatin obsahujicich smési zaZivacich enzyml, které maijii
sklon k rychlému poklesu lipolytické aktivity, stabilizovat do
té miry. Ze lipolyticka aktivita ve sm&si obsaZenych lipas
v delXim asovém tuseku klesa jen nepatrné&. Tak vykazuje vodny
roztok prisadou lecithinu stabilizovaného F-pankreatinu po
osmihodinové inkuba&ni dob& pfi teplot& mistnosti lipolytickou
zbytkovou aktivitu ve vyZi 85 % pitvodni vychozi aktivity.
V komplexnimi lipidy stabilizovanénm vodném roztocku
F-pankreatinu bylo jesté po 24 hodinové inkuba&ni dobé&
dokazatelné 50 ¥ lipolytické vychozi aktivity. Naproti tomu ve
srovnavacim roztoku, ktery nebyl stabilizovan, klesla za jinak
steijnych podminek lipolyticka aktivita po osmi hodinach pod
20 % vychozi aktivity.

Stabilizace podle vynalezu vodnych farmaceutickych
pripravkii z lipasy a proteasy obsahujicich smSsi zaZivacich
enzynii proti poklesu lipolytické aktivity ve vodném médiu
oteviri modnost podavat pacientlm smeési zaZivacich enzynil
takovéhoto druhu ve form& vodnych roztokidi kontinudlné zavadénim
do gastrontestinidlniho traktu. K tomuto icelu pouZivané vodné
roztoky by prirozené& m&ly byt prosté zarodkil, vyhodné by
dokonce m&ly byt sterilni. Roztoky prosté ristu zarodkii mohou
byt napiiklad roztoky. v nichZ prisada konzervacnich ¢inidel

zabrafiuje mnoZeni samomnoZitelnych zarodki.

Podle vynalezu je davana k dispozici souprava pro pY¥ipravu
pro kontinualni zavadéni do gastrointestinalniho traktu ponoc i
sondy vhodnych vodnych, proti poklesu lipolytické aktivity
stabilizovanych roztokli prostych zarodkd smési zaZivacich

enzymil, vyznacujici se tim, Ze jako soufasti obsahuije:
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ad ve vodé rozpustny. pevny, zarodkfiprosty farmaceuticky
piipravek z lipasy a proteasy obsahujicich smési
za¥{vacich enzymfi, ktery piipadné miiZe obsahovat
dostafujici mnoZstvi komplexnich lipidd pro stabilizaci
vodnych roztokili., které maji byt pfiprévovény, proti

poklesu lipolytickeé aktivity,

b) pro pripravu vodnych roztokil postafuiici mnoZstvi
zirode&ného riistu prostého vodného rozpoustédla, které
krom& vody miiZe obsahovat fyziologicky snesitelné soli
a pomocné latky a, jestliZe v ad ad jmenovanych pevnych
farmaceutickych prfipravcich neni obsaZeno postacduijici
mno¥stvi komplexnich lipidfi proti poklesu lipolytické
aktivity pro stabilizaci vodnych roztokii, které maji byt
pfipravovany, dopliikové obsahuje postacduiici mnoZstvi
komplexnich lipidid pro stabilizovani proti poklesu
lipolytické aktivity vodnych roztokfi, které maiji b?t

pripravovany.

Zeiména miiZe v soupravé pouZity pevny pripravek a) byt
vymrazovanim usufena, lipasy a proteasy obsahujici smes
zaZivacich enzymfi, ktera pripadné obsahuje konmplexni lipidy-
Vyhodnd se u smdsi zaZivacich enzynii jedna o pankreatin

obsahujici sm&s zaZivacich enzynii.

Vodné roztoky. které isou prosté ristu zarodkii, mohou byt
uchovany prisadou v technice znamych konzervacnich prosti¥edki,
napfiklad parabenu. Sterilni roztoky. které rovngZ jsou roztoky
prosté rfistu zarodkii, mchou byt uchovany sterilizacénimi
postupy. které jsou v technice znamé, napriklad filtracdni

sterilizaci.

Lipidy v souprav® obsaZené se mchou vyhodné vyskytovat
jako ve sm&si zaZivacich enzyni (soufast ad) jiZ obsaZené

pifisady. Pro vyrobu prasku smisi zaZivacich enzymii, ktery
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obsahuije ji¥ komplexni lipidy. Jje napffklad moZno smisit roztok
komplexnich lipidi, pripadné prosty zarodecného riistu,

s roztokem, pripadn& prostym zarode&ného riistu, smési
>aZ{vacich enzymii a v navaznosti postupem v technice znamym,
napiriklad vymrazovacim suSenim, ususit. Aby se z tohoto ziskal
sondou aplikovatelny roztok, musi komplexni lipidy., jakoZ

i sm8s zaXivacich enzymii obsahuijici praZek byt smiseny se spolu
v soupravé rovneZz obsaZenym rozpoustédlem, pripadné

v podminkiach chudych na zarodky nebo v podminkach
zarodkfiprostych. Komplexni lipidy se mohou ale také ijiZ
vyskytovat v rozpoust&dlu (soucast bd), napriklad rozpusténé
jako koloid. Aby se ziskaly sondou aplikovatelné roztoky, musi
byt v tomto p¥ipadd® komplexni lipidy obsahuiici vodny roztok
nebo koloid, pfipadn& za sterilnich podminek, smisen se sme€si

zaZ¥ivacich enzymil (soudast ad).

Priklady provedeni vynalezu

1. Stabilizovani lipolytické aktivity vodnych pankreatin
obsahujicich roztokil sojovym lecithinem.

Pro stanoveni riiznych zmén lipolytické aktivity s prisadou
a bez pT¥isady komplexnich lipidii ve vodnych pankreatin
obsahuijicich p¥ipravcich byly pripraveny prislusné vzorky
a inkubovany pri 30°C. Z inkuba&nich vzorkili byly stanoveny
Casové zm&ny lipasové aktivity podle metody " Fédération
Internationale Pharmaceutique/Eurcpean Pharmacopeia” (nadale
oznadovano zkratkou FIP/Ph.Eur., viz Lauvers, s. 74 - 82>. PFi
této standardni metod& stanoveni se necha vzorek, zkousSeny na
lipasovou aktivitu, pifisobit na triglycerid olivového oleje
a uvolnsné karboxylové kyseliny se titruji hydroxiden sodnym na
hodnotu pH 9. Lipasova aktivita vzorku se pii tom stanovi
srovnanim rychlosti, jakou vzorek hydrolyzuje emulzi olivového
oleje s rychlosti, jakou suspenze pankreasového referencniho

pragku hydrolyzuje stejny substriat za steinych podminek.
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1.1 2ZjiZStovani lipasové stability bez prisady lecithinu

79.35 mg ve vod® rozpustného vymrazenim ususSeného
F-pankreatinu s lipolytickou aktivitou 50473 FIP-E/g bylo
rozpuiténo ve 4,0 ml ledov& chladné vody nejuys3i fistoty
(Nanopur¢R> firmy Barnstead). hodnota pH byla 1N HCl nastavena
na 6,2 a Sar¥e potom doplnéna vodou neijvysSsi Cistoty na
5.0 ml. Z této SarZe byl okamZit& odebran vzorek pro stanoveni
lipolytické vychozi aktivity (“vzorek nulté mninuty”). Zbyvaijici
ZarZe byla inkubovana na 300C vodni 14zni. Pro odbér vzorku
byla ZarZe dobie promichina, vzorek odebran vhodnou pipetou
a ihned zfeddn ledové chladnym lipasovym rozpousStédlem tak. aby
stanoveni lipasy bylo k dispozici mezi 0.5 a 1.5 ml zkousSeného
vzorku s lipolytickou aktivitou od 8 do 16 FIP-E. Jako lipasové
rozpouit&dlo byl pouZit podle FIP/Ph.Eur. roztok 10.0 ml NaCl,
6,06 g tris-Chydroxymethyl)-aminomnethanu (v nasleduiicim
oznadovan zkratkou "TRIS") a 4.9 g anhydridu kyseliny maleinové
v 900 ml vody nejvy3Zi &istoty, jehoZ hodnota pH byla 4 N
hydroxidem sodnym nastavena na pH 7 a potom byl doplnéna‘vodou

nejvy33i €istoty na 1.000 ml.

Pro stanoveni Casového priib&hu lipasové aktivity byly po
15, 30, 60, 120 a 180 minutach odebrany =z thermostatované SarzZe
dalZ{i vzorky a v nich vZdy b&hem 30 minut stanovena 1ipasova

aktivita metodou FIP/Ph.Eur. (Lauvers, s. 78).

Zjisténa lipasova aktivita "vzorku nulté minuty”
v jednotkiach FIP-E/ml byla vzata jako hodnota 100 ¥ a hodnoty
aktiviity nam&¥end bdhem dalsSich inkubacnich dob byly vztaZeny
procentuilnd na tuto hodnotu. Vysledky jsou uvedeny

v tabulce 2.
1.2 ZjiZtovani lipasové stability s prisadou lecithinu

Pro pXipravu lecithinového roztoku bylo 100 mg sojového
lecithinu (obsah fosfolipidu 98 % hmotnostnich od firmy Roth)

~r e

pfi teplot®& mistnosti uhnéteno nejprve s trochou vody nejvyssi
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Zistoty a potom dopln&no na 20.0 ml. Na sm&s bylo za michani po
2 minuty aZ do dosaZeni homogenniho, koloidniho roztoku
plisobeno ultrazvukem. Potom bylo rozpust&no 80,0 mg ve vodé
rozpustného, vymrazenim vysuSeného F-pankreatinu s lipolytickou
aktivitou 54694 FIP-E/g ve 4 ml vody nejvysS3i fistoty a hodnota
pH roztoku nastavena 1 N HC1 na 6.2. Bylo pfidanc 0.4 ml
lecithinového roztoku (2.5 ¥ hmotnostnich lecithinu, vztaZeno
na nasazeny praskovy F-pankreatin) a SarZe byla pii dobrém
promichivani dopln&na ledov& chladnou vodou nejvyssi Cistoty na

5,0 ml.
Odb&r vzorku a stanoveni lipolytickych aktivit pri
prislusnych inkubacnich dobach se provadélo tak, jak je popsano

v bod& 1.1. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 2.

Tabulka 2

I 1
I |
| Znény lipolytickych aktivit ve vodnych pankreatinovych I
| roztocich s pXisadou a bez prisady lecithinu |
| |
i l T —
| pH I piisada | % lipolytické aktivity po case t |
| | lecithinu I [minl l
| I I I ] T ] | —
i | (% hmotnostnil | o1 15| 30| 60 | 120 | 180 |
i 3 1 1 L L 1 i .
| ] 1 1 | I | | 1
I 6.2 | - | 100 ] 63| s1 | a1 | 26| 21|
L H 1 1 ) 1 L b 1 ] 3
! | i | R i | 1 |
| 6.2 | 2.5 | 03] 93] 901 s | 8 | 75|
i ) | 1 1 ) | 1 1 1 1
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2. Stabilizovani lipolytické aktivity vodnych pankreatin
obsahuijicich pripravkil v asovém pribcéhu 8 hodin

Ve vodnych pankreatinovych pifipravcich nastavaiji,
v zavislosti na riiznych faktorech jako je teplota, hodnota pH
a proteolyticka aktivita obsaZenych proteas,. ztriaty lipolytické
aktivity. P¥isadou komplexnich lipidii jako je lecithin miZe byt
aktivita lipasy b&hem osmihodinové inkubace p¥i 25°C znatelné
stabilizovana. V nasledujicim pokusu byly proto v priib&hu 8
hodin srovnavany lipolytické aktivity ve vodnych suspenzich
a roztocich F-pankreatinu vZdy s prisadou a bez prisady

komplexnich lipidii.
2.1 Priprava inkubafni sSarZe

Pro porovnani byly zkoumany Ziré pankreatinové roztoky
a pankreatinové suspenze z F-pankreatinu vZdy s prisadu a bez

prisady lecithinu.
Byly pripraveny nasledujici vodné pripravky:

ad Pankreatinovy roztok bez lecithinu

-

V ledovd chladné vodé nejvy3Zi Cistoty bylo rozpusténo
77.5 ng ve vodé rozpustného. vymrazenim vysuSeného
F-pankreatinového prasku jako je popsano pod bodem 1.1,

pricemZ hodnota pH byla nastavena 1N HC1 na 6,2.

b> Pankreatinovy roztok s lecithinem
81,0 mg ve vod& rozpustného, vymrazenim vysusSeného
F-pankreatinového prasku bylo jako je popsano v bodé 1.2
po nastaveni hodnoty pH na 6.2 pifedmiseno s 0.94 ml
lecithinového roztoku a doplng&no ledové studenou vodou

nejvy33i €istoty na 5.0 ml.

c) Pankreatinova suspenze bez lecithinu
2.0 g F-pankreatinu bylo 30 minut michanc ve 100 ml ledové

chladné vody neijvy33i €istoty, ziskana kalna suspenze.
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d) Pankreatinova suspenze s lecithinem
2.0 g F-pankreatinu bylo predmiseno se 100 mg sojového
lecithinu (firmy Roth) a michano 30 minut ve 100 ml ledove
chladné vody nejvys3i &istoty. Byla ziskana kalna

suspenze .

2.2 Provedeni pokusu

Z ledoveé chladnych roztokil respektive suspenzi,
pripravenych podle postupii v bodu 2.1, byly ihned po jejich
pYipravé odebrany vzorky pro stanoveni lipolytické vychozi
aktivity ("vzorky nulté minuty”). Poton byl zbytek SarZe ve
zkumavkiach inkubovan 8 hodin pii 25°C. B&hem této doby byly
odebriny dalfi vzorky po 30 minutidch a nasledné v hodinovych
intervalech. Odb&r vzorkii, zifed&ni a stanoveni lipasové
aktivity bylo provad&no jak je popsano v bodu 1.1, pokusna

teplota ale nyni byla, na rozdil od horniho p¥fedpisu, 25°C.

Lipasova aktivita (udavana ve FIP-E/ml) "vzorku nulteé
mninuty” urdité inkubadni ZFarZe byla stanovena jako hodnota
100 ¥ a bShem dalZich inkubadnich fasil nam&fené aktivity byly
procentuilnd vztaZeny na tuto hodnotu. Vysledky jsou zachyceny

v nasledujicich tabulkach 3 a 4.
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Tabulka 3
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3. Stabilizovani mikrobialni lipasy vii€i mikrobiidlni protease

prisadou komplexnich lipidil

V nasledujicim pokusu bylo ukdzano, Ze také aktivitu

mikrobidalnich lipas v pritomnosti aktivnich mikrobialnich
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proteas je moZno stabilizovat piisadou komplexnich lipidii. Pro
tento idel byly piipraveny tii zkuSebni roztoky. ktereé
obsahovaly mikrobidlni lipasy. mikrobialni lipasy plus
mikrobialni proteasy. jakoZ i mikrobidlni lipasy s prisadou
lecithinu plus mikrobidlni proteasy. V navaznosti byly
stanoveny lipolytické aktivity v t&chto zkuSebnich roztocich

a vysledky pro srovnani usporadany do tabulek.

3.1 Priprava zkuSebnich roztokil

Byly pripraveny nasledujici roztoky:

ad Lipasovy roztok
245 mg lipasy z Rhizopus oryzae (Lipase 7-AP 15, Amano
Pharmaceutical Co., LTD, Nagoya, Japonsko) s aktivitou
170.000 FIP-E/g bylo rozpusténo v 50 ml ledové& chladného

roztoku chloridu sodného o koncentraci 1 ¥ hmotnostniho.

b)) Proteasovy roztok
390 mg Aspergillus-proteasy (Prozyme 6: Amano
Pharmaceutical Co., LTD, Nagoya, Japonsko) s aktivitou
7.600 FIP-E/g bylo rozpuiténo ve 25 ml ledoveé chladn€ho

roztoku chloridu sodného o koncentraci 1 ¥ hmotnostniho.

c) Lecithinovy roztok
1 g lecithinu (Zisty sojovy lecithin s obsahem fosfolipidu
98 % hmotnostnich od firmy Roth) byl piedloZen do 40 ml
vody nejvyE3i istoty (" Nanopure(®’" od firmy Barnstead)
a za prelévani po dobu 2 minut dispergovan ultrazvukem na

koloid.

7 t&3chto roztokii byly v ledové 1lazni pripraveny nasledujici

inkuba&ni roztoky o celkovém objemu 5 ml:
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Tabulka 5
I 1
I |
| Inkuba&ni roztoky pro stanoveni Rhizopus-1lipasové aktivity |
l ' I
i 3
i | i { i |
| inkubacni | 1ipasovy | proteasovy | 1ecithin0v?| roztok '
| roztok I roztok I roztok | roztok I NaCl |
— i i i i i
| I | 3 ml | - | - | 2 ml |
1 I} L 1 i 3
I | | | 1 |
| 1I I 3 ml | 1 ml I - | 1 ml |
1 1 1 i 1 i |
i i { i i i
| 111 | 3 mi | 1 ml | 1 ml | -—
i H i H ; 1

Hodnota pH viech inkubadnich roztoku Sinila po pFfipravée

6.5 pfi 37°C.

3.2 Provedeni pokusil

7 ledoveé chladnych inkuba&nich roztokdt I, II, III byly
ckamZitd po jejich p¥ipravé odebrany vzorky pro stanoveni
vychozi aktivity (“vzorky nulté minuty"), zbytek té&chto tTech

ZarZi byl inkubovan ve vodni lazni pri 37°C.

Pro odbdr vzorkifi byla SarZe dobie promichdna, vzorek byl
odebran vhodnou pipetou a okamZité roziedén ledové chladnym
lipasovym roztokem, tak jak bylo popsano v bodu 1.1. Z té&chto
vzorkii byla odebrano vZdy urcita mnozstvi (v tabulce 6 oznaceno
“X") a zFfed®no 1 %¥-nim roztokem chloridu sodného na 5 ml.

7 t3chto zkufebnich roztokilt bylo vZdy nasazeno 0.5 ml v testu

lipasové aktivity.
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Tabulka 6
I 1
I l
| Odebrané mnoFstvi vzorku pro pripravu zkuSebniho roztoku |
| |
L - ]
I | |
l zkuSebni roztok l X ul zkuZebniho roztoku odebraného |
I | po Case L = '
l i I | i
| I 0 minut I 30 minut | 60 minut |
i i } i i
I 1 i 150 | - | 160 I
1 H 3 ) 4 ]
{ | | 1 1
| I | 160 | 500 | 1000 |
1 ;N H I —1
I | | I |
| 111 i 160 | 250 i 250 i
1 H 1 1 -}

3.3 Stanoveni thizopus-lipasové aktivity

Katalyticka aktivita rhizopus-lipasy byla néfena
stanovenin mnoZstvi volnych mastnych kyselin, které se
vytvorily bdhem definované doby pii pH 7.0 a 37°C z enulze
olivového oleje v piitomnosti taurocholanu sodného
o koncentraci 0,025 % hmotnostnich. Aby bylo zaruceno. Ze budou
podchyceny vSechny mastné kyseliny, nasledovala potom titrace
aZ¥ na pH 9.0. Slepy titra®ni pokus substritové emulze slouZil
pro podchyceni titrovatelnych substanci. které nevznikly

lipasovou aktivitou.

Rhizopus-1lipasova aktivita pokusné substance byla
stanovena porovnani rychlosti, kterou suspenze substance
hydrolyzovala emulzi olivového oleje s rychlosti, kterou
suspenze rhizopus-1ipasového refencniho standardu hydrolyzovala

steinou emulzi olivového oleje za stejnych podminek.
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Chemikalie

1.

Voda:

PouZivana byla voda nejvy3Zi fistoty “Nanopure(R>" od
firmy Barnstead. V nasledujicim bude oznadovana jako “voda

neijvysSEi Cistoty”.
Roztok arabské gumy:

110 g arabské gumy a 12,5 g chloridu vapenatého bylo za
michani rozpuZtdno (3 hodiny) ve vod€ nejvy3si Cistoty,
doplndnoc na 1.000 ml a odst¥edé&no. Roztok byl naplnén do

250 ml plastikovych niadob a skladovan prfi -20°C.

Arabska guma (Bcaciae-Gumi, DAB 10/Ph.Eur.), chlorid

vapenaty p.a.
Substratova emulze:

130 ml olivového oleje a 400 ml roztoku arabské gumy (viz
chemikdalie ad 2) bylo emulgovano po dobu 15 minut ve
vhodné michadce s vysokym poftem otiacek. Teplota byla
udrZoviana pod 30°C. Neiménd 90 % kapek v emulzi mélo
prim&r men3{ neZ 3 yum a ZAdna nebyla v&t3i neZ 10 pm.

Emulze byla p¥ipravovana denné€ nova.

Olivovy olei (skladovany v chladnifce, jakosti DAB.

Roztok taurocholanu sodného 0,5 ¥ (m/V):

0.5 g taurocholanu sodného (lipasové aktivni smés, smes
konjugovanych kyselin Zludovych, mj. tuarocholanu sodného)
bylo rozpustdno vodou nejvyZZi €istoty na 100,0 ml.

Roztok byl pripravovan denné cerstvy.

Tuarocholan sodny (lipasové aktivni smés), FIP.
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5. Roztok chloridu sodného 1 ¥ (n/V) ve vodé nejvysSsi
Cistoty
6. Ustoiny roztok pH 4.5:

2 g chloridu sodnéhoc a 9,2 g dihydrogenfosforecnanu
sodného bylo rozpusténo v 950 ml vody nejuysSsSi Cistoty,
nastaveno kyselinou solnou na pH 4,5 a doplnéno vodou

nejvyssi Cistoty na 1.000 ml.

Chlorid sodny p.a., dihydrogenfosforecnan sodny,
NaH2P04 x H20.

7. Hydroxid sodny 0,1 N

Referencni suspenze:

Rhizopus-1ipasovy referencni standard byl zamichan do
istoiného roztoku (chemikalie ad 6) a tak zfedén roztokem
chloridu sodného (chemikalie ad 55, aZ enzymovy roztok mel 12
aZ 18 jednotek rhizopus-lipasové aktivity FIP-E/ml. PFri
standardu 55.000 FIP-E na 1 g bylo rozpusténo 63 mg ve 20 ml
istojného roztoku (chemikalie ad 6> béhem 15 minut v ledové
l1azni. 10 ml tohoto roztoku byvlo z¥edéno v ledové 1azni
roztokem chloridu sodného (chemikalie ad 5) na 100 ml. K testu

bylo nasazenoc 0,5 ml tohoto roztoku.

Rhizopus-lipasovy referencni standard FIP (fungi-lipasa,
FIP-standard).

Zkusebni roztoky:

Byly pouZity zkusSebni roztoky I, II a III.



Provedeni pokusii-

Na autotitratoru titracniho systému "pH-Stat*” od firmy
Radiometer byl koncovy bod pro pH-Stat-titraci nastaven na

pH 7.0. Do reak&ni nadoby bylo vloZeno:

12.0 ml emulze olivového oleje, FIP (chemikalie ad 3)
6,5 ml vody nejvysSsi €istoty (chemikalie ad 1)

1,0 ml1 roztoku taurocholanu sodného (chemikalie ad 4>

Smé&és byla zahrfata na 37.,0°C. Hodnota pH byla 0.1 N
hydroxidem sodnym (chemikdlie ad 7) nastavena na pH 7.0. Potom

byla byreta nastavena na “0".

Reakce byla nastartovana pridavkem 0.5 ml referencni
suspenze, kdyZ m&la byt mé&Fena referencni hodnota, nebo 0,5 ml
zkousSeného vzorku, jestliZe mé€la byt mé&fena lipasova aktivita
ve zkouSeném vzorku. Po 10 minutach byl koncovy bod pro
pH-Stat-titraci nastaven na pH 9,0. KdyZ byla hodnota pH 9.0
dosaZena (tento proces trval méné neZ 30 sekund), byla titrace

pferuSena a byla odedtena spotieba 0,1 N hydroxidu sodné€ého.

Pro stanoveni slepé hodnoty byl pro referencéni suspenzi
a pro zkouSeny vzorek koncovy bod titrace na titratoru nastaven
ihned na pH 9,0. Po rufnim nastaveni hodnoty pH v reakcni SarZi
na pH 7,0 a po pridavku 0.5 ml referencni suspenze nebo
zkouSeného roztoku bylo okamZité titrovanmo na pH 9.0.
Z odectené spotifeby 0,1 N hydroxidu sodného byla vypocitana

rhizopus-lipasova aktivita ve FIP-E/ml.

Ve zkouZenych roztocich I, II a III zjisténé vychozi
lipasové aktivity v jednotkach FIP-E/ml byly vzalty jako hodnoty
100 ¥. Béhem nasledujici inkubacni doby v délce 1 hodiny
nam&ieni hodnoty aktivity byly potom vZdy procentualné vztaZeny

na tuto vychozi hodnotu a jsou uvedeny v tabulce 7.
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Tabulka 7

-

Stabilizace aktivity rhihozopus-lipasy sojovym lecithinem

|

1 & ]

| | 1

I zkougeny roztok | % lipolytické aktivity po t = |

-

| - T T i

| I 0 min | 30 min | 60 min |

H 1 1 1 .

i | I i 1

|1  roztok lipasy | 100 | 100 | 95 |

H 1 1 1 1

{ i 1 1 i

[II roztok lipasy + proteasy| 100 | 17 | 6 |

1 1 1 i -

i 1 | i |

|III roztok lipasy | 100 | g4 l 84 I

l s lecithinem + proteasoul | | |

1 1 L ! ] -

4. P¥iklady farmaceutického pripravku

A)d Vezne se 20,0 g F-pankreatinu ve 400 ml vody a hodnota pH
se rychle nastavi pifidavkem 1 N HC1 na 6,2. Za téchto
podminek se extrahuje 1 hodinu pfi a°Cc. Ciry.
pankreatinovy extrakt obsahujici produkt se odstFedi pri
53.000 g a nasledné se steriluije filtraci filtrem
s velikosti porii 2 pm.

B> 1.0 g sojového lecithinu (98 % hmotnostnich
fosfatidylcholinu) se rozpusti v 50 ml vody a v zatavené
sklendné ampuli se 45 minut sterilizuje prFi 140°C.

D 400 ml pod bodem R)> piipraveného pankreatinového extraktu

se v chladu a za sterilnich podminek smisi s 25 ml pod
bodem B) piipraveného lecithinového roztoku. Smés se
vymrazenin wsusi, prifemZ se ziskd 16 g prasku, ktery se
za sterilnich podminek naplni v davkach po 2,5 g do

infuznich lahvi.
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5. P¥iklady pro soupravy pro farmaceutické pouZiti

5.1

A

B)

Souprava 1

40,0 g F-pankreatinu se vloZi do 400 ml vody a hodnota pH
se rychle pridavkem 1 N HC1 nastavi na 6.2. Za téchto
podminek se extrahuje 1 hodinu pri 4°C. Ciry. pankreatinovy
extrakt obsahujici produkt se odstfedi p¥i 53.000 g

a naslednd se steriln& pfefiltruje pres s velikosti péril

2 pym. Extrakt se za sterilnich podminek naplni po 25 ml

divkiach do 100 ml infuznich 1ahvi a ususi se vymrazenim.

2.0 g sojového lecithinu (98 % hmotnostnich
fosfatidylcholinu) se rozpusti ve 20 ml vody a
homogenizuje se ultrazvukem. Koloidni roztok se v zatavené
sklendné ampuli sterilizuje 45 minut pii 140°C. Z toho se
odebere davka o velikosti 12.5 ml, kteri se smisi

s 1600 ml sterilizované vody a v davkiach po 100 ml se

naplni do infuznich 1lahvi.

Pro pouZiti se obsah jedné lahve s obsahem pevnych latek

- bodu A) smisi s obsahem roztoku jedné lahve =z bodu B).

A

B>

Souprava 2

40,0 g F-pankreatinu se vloZi do 800 ml vody a hodnota pH
se rychle pridavkem 1 N HCl nastavi na 6.2. Za téchto
podminek se extrahuje 1 hodinu pi‘i 4°C. Ciry. pankreatinovy
extrakt obsahujici produkt se odstredi pii 53.000 g a

usazenina se zahodi.

32,0 g mannitu se rozpusti ve 200 ml vody, smisi se
pankreatinovym extraktem ziskanym v bodu A) a spojené

roztoky se filtracn& sterilizuji.
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(09 5.0 g sojového lecithinu (98 % hmotnostnich
fosfatidylcholinu) se rozpusti ve 50 ml vody
a homogenizuje se ultrazvukem. Tento koloidni roztok se

v zatavend sklendné ampuli sterilizuije 45 minut pF¥i 140°C.

D) 1000 ml1 podle bodu B) ziskan€ého pankreatinového extraktu
se za sterilnich podminek smisi se 16 ml lecithinového
roztoku, ktery byl pfipraven podle bodu C) a ususSi se
vymrazenim. Ziskany praSek se v davkach po 10,0 g sterilné
naplni do 200 ml lahvi.

E) Deionizovana a filtracné sterilizovana voda se naplni za

sterilnich podminek do 200 ml 1ahvi.

Pro pouZiti se obsah jedné lahve s praskem podle bodu D)

rozpusti v obsahu lidhve naplnéné vodou podle bodu E.
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PATENTOUVE NAROKY

PouZiti komplexnich lipid@ jako stabilizujicich prisad
proti vlhkosti zpilisobovanému poklesu lipolytické aktivity
ve vodé& rozpustnych farmaceutickych p¥ipravkli z lipasy

a proteasy obsahujicich sm&si zaZivacich enzynii, které
jsou vhodné pro pripravu vodnych roztokii pro kontinualni

zavadeéni do gastrointestindalniho traktu pomoci sond.

PouZiti komplexnich lipidil podle narocku 1, piicdemZ lipasy
a proteasy cobsahujici smési zaZivacich enzymii jsou

pankreatin obsahujici sm&si zaZivacich enzymii.

PouZiti komplexnich lipidii podle naroku 2,
vyznacdcuiici s e t {m, Ze jisou nasazeny
jako stabilizujici pFisady k farmaceutickym pTipravkim =z
pankreatin obsahujicich sm&si zaZivacich enzymil., které
vedle pankreatinu obsahuji p¥idavné lipasy., vybrangé ze
skupiny, ktera se sklada z rostlinnych lipas,

bakterialnich lipas a lipas z houbovych kultur.

PouZiti komplexnich lipidli podle nékterého z predchozich
naroku 1 aZ 3, vvyznadcuijici s e t i m, Ze
jako komplexni lipidy se pouZivaji fosfolipidy,

glykolipidy nebo jejich smesi.

PouZiti komplexnich lipidli podle narcku 4,
vy znacdcuijici s e t i m, Ze jako komplexni
lipidy se pouZivaji fosfolipidy nebo tyto fosfolipidy

obsahujici lipidové smési.

PouZiti komplexnich lipidfi podle naroku 5,
vyznacdcuijici s e t i m, Ze jako fosfolipidy

se pouZivaji soli aniontfi obecného vzorce 1,
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znamena vodik nebo alkanoylovy zbytek s 10 aZ 25
uhlikovymi atomy, jehoZ uhlovodikovy zbytek
piripadn& obsahuije 1 aZ 4 dvoin€ vazby,

znamena vodik nebo alkanoylovy zbytek s 10 aZ 25
uhlikovymi atomy., jehoZ uhlikovy zbytek

pripadné& obsahuje 1 aZ 4 dvoiné vazby. nebo,
jestliZe R! nezastupuie vodik, tak€é mfiZe znamenat
vodik,

znamend vodik, niZ3i alkylovou skupinu, ktera je
piripadn& substituovanid skupinou amino, niZsi
trialkylamonio, karboxylovou skupinou vazanou na
uhlikovy atom nesouci aminofunkci nebo hydroxy
substituovanou cykloalkylskupinou,

znamena vodik nebo uhlovodikovy Fetézec s 10 azZ 25
uhlikovymi atomy. ktery pripadné€ obsahuije 1 aZ 4
dvoiné vazby,

zastupuje kyslik nebo NH,

s fyziologicky snesitelnymi kationty nebo jejich smé&smi.
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PouZiti komplexnich lipidli podle naroku 6,
vyznadcuijici s e t 1 m, Ze ve fosfolipidech
obecného vzorce 1 je zbytek R3 vybran ze skupiny, ktera se
skladd z vodiku, aminoethylu, cholylu, serylu, glycerylu

nebo myo-inositylu.

PouZiti komplexnich lipidii podle naroku 7,
vyznacuiici s e t i m, Ze se pouZivaii
fosfolipidy ze skupiny. ktera se sklada z kyseliny
fosfatidové, fosfatidylcholinu, fosfatidylserinu,
fosfatidylethanolaminu, fosfatidylinositu a sfingomyelinu

nebo tyto latky obsahuijicich smési.

PouZiti komplexnich lipidii podle narocku 4,
vyznadcuijici s e t i m, Ze jako komplexni
lipidy se pouZivaji lecithiny ze sojovych bobil, Tepky,
kukufice, slune&nic, arafidfi, slepifich vajec nebo

mikroorganismii.

PouZiti komplexnich lipidif podle naroku 9,
vyznadcduiici s e t i m, Ze jako komplexni

lipidy se pouXivaiji lecithiny ze sojovych bobii.

PouZiti komplexnich lipidfi podle n&kterého z pIedchozfich
narocku 2 aZ 10, vy znacuiici s e t i m, Ze
lipidy se piidavaii k pankreatinu nasazenému ve
farmaceutickych p¥ipravcich jiZ pfi jeho ziskavani nebo
zpracovani pro stabilizovani proti poklesu lipolytickeé
aktivity b&hem procesnich krokii. které jsou spojeny se

zpracovanim za vlhka.
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Ve vodé rozpustné farmaceutické prostifedky z lipasy
a proteasy obsahujicich sm&si zaZivacich enzynmii, které
jsou vhodné pro pripravu vodnych roztokli pro kontinualni
zavadéni do gastrointestindalniho traktu pomoci sondové
aplikace, vyznadcuijici s e t i m, Ze
obsahuii postacuijici mnoZstvi komplexnich lipidfi podle
naroki 1 aZ 10 pro stabilizovani proti vlhkosti

zpilisobovanému poklesu lipolytické aktivity .

Farmaceutické pripravky podle naroku 12,
vyznadcuijici s e t i m, Ze se u lipasy a
proteasy obsahujicich smési zaZivacich enzymi jedna o

pankreatin obsahujici smési zaZivacich enzymil.

Farmaceutické pr¥ipravky podle narcku 13,
vyznadcuijici s e t i m, Ze smési zaZivacich
enzymnil obsahuji krom& pankreatinu prfidavné lipasy. vybrané
ze skupiny. skladajici se z rostlinnych lipas,

bakteriidlnich lipas a lipas z houbovych kultur.

Farmaceut ické pPfipravky podle nékterého z narckii 12 aZ 14,
vyznadcduiici s e t i m, Ze obsahuiji takové
nnoZstvi komplexnich lipidil, Ze lipolyticka aktivita jJje
stabilizovana vodnymi roztoky pripravkii tak, Ze
lipolyticka vychozi aktivita vodného roztoku za dobu 8

hodin poklesne nejvyse o 20 %.

Farmaceutické piipravky podle narcku 15,
vyznacuijici s e t im, Ze obsahuji takoveé
mnoZstvi komplexnich lipidli, aby lipolyticka vychozi
aktivita vodnych roztokil pripravkii za dobu 24 hodin

poklesla nejvysSe o 50 %.



17.

18.

19.
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Farmaceutické pFipravky podle n8kterého z narokid 12 aZ 14,
vyznadcuijici s e t i m, Ze obsahuii
komplexni lipidy pro stabilizaci proti poklesu lipolytickeé
aktivity v koncentraci od 1 do 10 ¥ hmotnostnich, vyhodné
od 2 do 5 % hmotnostnich, vztaZeno na‘smés zaZivacich

enzyni .

Farmaceutickeé pTFipravky podle n&kterého z narokii 12 aZ 17,
vyznacdcuijici s e t i m, Ze tam obsaZeny

pankreatin je autolyticky upraveny pankreatin.

Souprava pro pripravu a kontinualni zavadéni do
gastrointestindlniho traktu pomoci sond, proti poklesu
lipolytickeé aktivity stabilizovanym, zarodefneho riistu

prostych, vodnych roztokilt smési zaZivacich enzymil.

vyznadcuijici s e t i m, Ze jako soucdasti
obsahuiji:
ad ve vodé rozpustny, pevny, zarodkiiprosty

farmaceuticky pripravek lipasy a proteasy obsahujicich

smési zaZivacich enzymili, ktery pripadn€ miiZe cbsahovat

dostacduijici mnoZstvi komplexnich lipidfi podle
nékterého z narokii 1 aZ 10 pro stabilizaci vodnych
roztokii, které maji byt pripravovany, proti poklesu
lipolytickeé aktivity a

b) pro pripravu vodnych roztokii postaujici mnoZstvi
zarodetného riistu prostého, vodného rozpoustédla,
které kromé& vody pripadné obsahuje fyziologicky
snesitelné soli a pomocné latky a, jestliZe v ad ad
jmenovanych pevnych farmaceutickych p¥ipravcich neni
obsaZeno postacdujici mnoZstvi komplexnich lipidii pro
stabilizaci vodnych roztokli, které maji byt
pFipravovany, proti poklesu lipolytické aktivity,
dopliikové obsahuje postadujici mnoZstvi komplexnich
lipidi podle n&kterého =z narockil 1 aZ 10. pro
stabilizovani vodnych roztokli, které maiji byt

pripravovany, proti poklesu lipolytickeé aktivity .,



20.

21.
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Souprava podle narcku 19, vy znadcuijici i s e
t 1 m, Ze pevny pripravek a) pifedstavuije vymrazenim
ususSeny, lipasy a proteasy obsahujici sm&s zaZivacich

enzymll, ktera piipadn& obsahuje komplexni lipidy.

Souprava podle narcku 20, vyznadcuuijici s e
t im, Ze vymrazenim usuSend smds zaZivacich enzymi

ocbsahuje pankreatin.
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