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POVZETEK

Sproscanje zdravilne ucinkovine iz farmacevtske oblike v okoliski medij je izrednega
pomena, saj le raztopljena zdravilna uéinkovina prehaja bioloske membrane, kar pomeni
njeno absorpcijo in biolosko uporabnost. V farmacevtski industriji za testiranje sproS¢anja
uporabljamo in vitro teste, ki predstavljajo pomemben del vrednotenja zdravil, saj z njimi
izvajamo kontrolo kakovosti farmacevtskega izdelka. Poleg tega so pomembni za razvoj
generi¢nih zdravil s primerjanjem testne in referenéne formulacije ter za napoved in vivo
delovanja. Rezultati testov spro$c¢anja se nadalje uporabijo za izdelavo modelov in vitro-in
vivo korelacije (IVIVC), s tem pa se lahko zmanjsa $tevilo $tudij na ljudeh. Poleg klasi¢nih
farmakopejskih preskusov spros¢anja so za namene razvoja vedno bolj v uporabi
alternativni preskusi sproScanja, s katerimi Zelimo simulirati realisti¢ne ¢loveske pogoje s
ciljem ¢im boljSega napovedovanja obnasanja zdravila po aplikaciji. Sisteme je mogoce
nadzorovati in upravljati tako, da posnemajo specificne pogoje in vplive posameznih
parametrov v gastrointestinalnem traktu. Eden izmed novih alternativnih in vitro modelov
za preskuse sproSc¢anja je tudi naprava za posnemanje zelodénega gibanja za spro$canje
trdnih peroralnih farmacevtskih oblik v Zelodcu, razvita v podjetju Lek d.d. Ljubljana v

sodelovanju s Fakulteto za strojnistvo (Univerza v Ljubljani).

Glavni namen magistrske naloge je bil opredeliti uporabnost tega novega in vitro modela
za sproScanje trdih kapsul. S predstavljenimi rezultati Zelimo demonstrirati uporabnost
novega in vitro modela, za katerega pri¢akujemo, da bo lahko prikazal razlike med
formulacijami, ki so pomembne in vivo. Preskusili smo pet testnih formulacij trdih
zelatinskih kapsul, ena izmed testnih formulacij pa je bila vgrajena v hidroksipropilmetil
celulozne kapsule. Ovrednotili smo vpliv razli¢nih medijev in silikonskih vre¢ na
sproS¢anje izbranih vzorcev. Pokazali smo, da je odziv naprave zelo odvisen od lastnosti
uporabljene silikonske vrece, s katero izkazuje bolj ali manj diskriminatorno obnasanje in
tako vpliva na hitrost in delez sproséene zdravilne u¢inkovine. Prav tako smo pokazali, da
naprava smiselno razporedi vzorce z razli¢nimi lastnostmi glede na hitrost sproscanja.
Dobljeni profili spros¢anja so bili prav tako razporejeni glede na pricakovan vpliv pH
medija. Ovrednotili smo vpliv dodatkov, ki naj bi simulirali pogoje po hranjenju, na
kinetiko spro$canja. Pricakovali smo, da bo dodatek dejanske hrane, steklenih kroglic ali
povecane viskoznosti medija simuliral obnaSanje farmacevtske oblike v Zelodcu po

zauzitju obroka, vendar z izbrano formulacijo nismo pridobili pri¢akovanih rezultatov.



Nazorno pa smo uspeli pokazati, da novo razviti model uspesno razlikuje med trdimi

zelatinskimi in HPMC kapsulami.

Kljuéne besede: model za posnemanje ZzZelodénega gibanja, alternativni preskusi

spro$canja, in vitro-in Vivo korelacija, trda Zelatinska kapsula, pH medija, mehanska

obremenitev
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ABSTRACT

The release of the active ingredient from its dosage form to the surrounding medium is of
crucial importance as only the dissolved active substance passages through the biological
membranes, leading to its absorption and bioavailability. In the pharmaceutical industry, in
vitro tests are used for studying dissolution levels. These present an important part of
evaluating medications as they indicate the quality of the pharmaceutical product.
Additionally, they are important for the development of generic medications for the
comparisons of the test and reference formulation and for the forecast of in vivo
performance. The results of the tests are then used for establishment in vitro-in vivo
correlation (IVIVC) models which can help decrease the number of human studies. In
addition to the classical pharmacopoeial dissolution tests, there are more and more
alternative dissolution tests with the aim to simulate the realistic human conditions for
better prediction of the drug performance after its application. The systems can be
monitored and managed in such a way that they replicate specific conditions and
influences of individual parameters in the gastrointestinal tract. One of the new alternative
in vitro models for dissolution testing is also a device that simulates the movements of the
human stomach for evaluation of dissolution of solid oral dosage forms in the stomach.
The device was developed in the company Lek d.d. Ljubljana in collaboration with the

Faculty of mechanical engineering (University of Ljubljana).

The main aim of the master’s thesis was to determine the applicability of this new in vitro
model for dissolution of hard capsules. The mail results of this study demonstrate that the
newly developed dissolution model can be used successfully to differentiate among various
formulations with divergent in vivo dissolution profiles. Five test formulations of hard
gelatine capsules were tested and one of these formulations was incorporated into the
hydroxypropyl cellulose capsules. Influences of various dissolution media and silicone
bags were evaluated for their effect on dissolution profiles. We demonstrated that the
model response is crucially dependant on the characteristics of the silicon which influence
the rate and the extent of drug release. Consequently this also affects the model’s
discriminating power. We also demonstrated that the device successfully arranges the rank-
order of the samples according to their different release rate characteristics. The obtained
dissolution profiles at various pH values were also in line with the theoretically expected

pH influences. We evaluated the influence of the supplements that should simulate the

Vi



conditions after feeding on the dissolution Kinetics. We expected that adding actual food,
glass balls or a medium with increased viscosity would simulate the behaviour of the
dosage form in the stomach after consumption of food, but the chosen formulation and/or
test parameters did not bring us the expected results. We were however able to show that
the newly developed model successfully differentiates between capsules made from hard
gelatin and HPMC.

Key words: model for simulating the movements of the human stomach, alternative

dissolution tests, in vitro-in vivo correlation, hard gelatine capsule, pH medium,

mechanical stress
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SEZNAM OKRAJSAV

ASD — umetni model Zelodca in dvanajstnika (ang. Artificial Stomach Duodenal Model)
BCS - biofarmacevtska klasifikacija (ang. Biopharmaceutics Classification System)

BU — bioloska uporabnost

DGM - dinami¢ni gastri¢ni model (ang. Dynamic Gastric Model)

EMA — Evropska agencija za zdravila (ang. European Medicines Agency)
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HGS — ¢loveski Zelod¢ni simulator (ang. Human Gastric Simulator)
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IVIVC — in vitro-in vivo korelacija (ang. In vitro-In vivo Correlation)
MCC — mikrokirstalna celuloza (ang. Microcrystalline Cellulose)
MMC — migrirajo¢i motori¢ni kompleks

MRI — magnetna resonanca (ang. Magnetic Resonance)

Ph.Eur. — Evropska farmakopeja (ang. European Pharmacopoeia)
RPM - stevilo obratov na minuto (Revolutions Per Minute)

RSD - relativna standardna deviacija

SD - standardna deviacija

SGF — Simulirana zelod¢na tekocina (ang. Simulated Gastric Fluid)
SIF - Simulirana ¢revesna tekocina (ang. Simulated Intestinal Fluid)
USP — Ameriska farmakopeja (ang. United States Pharmacopeia)
USP | — naprava s koSarico
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USP IV — naprava s pretocno celico
UV — ultravijoli¢na svetloba
VIS — vidna svetloba

ZU — zdravilna u¢inkovina



1. UVOD

1.1 ZELODEC

1.1.1 ANATOMIJA ZELODCA

Cloveski zelodec je votel in elasti¢en organ v obliki érke »J« in je razdeljen na 4 glavne
dele: fundus, corpus, antrum in pilorus. Najpomembnejse funkcije zelodca so:
shranjevanje, meSanje in praznjenje ter s tem tvorba himusa. Proksimalni del Zelodca
sestavljata fundus in corpus, ki sluzita kot rezervoar za neprebavljeno hrano, hkrati pa sta
odgovorna za praznjenje tekoc¢in. Distalni del Zelodca je debela misi¢na stena sestavljena iz
antruma in pilorusa, ki sta odgovorna za mletje, mesSanje in sejanje himusa, hkrati pa
sluzita kot érpalka za Zelodéno praznjenje ter kot misica zapiralka (sfinkter). Zelodec sluzi
kot rezervoar zaradi svojega fleksibilnega volumna, saj lahko shranjuje hrano do volumna
1,5L (1, 2). Volumen Zelod¢ne vsebine v stanju na tesce pa je relativno majhen in znasa od
10 do 50 mL. Prazen zelodec je seseden kot prazna vrecka, razen fundusa, ki je lahko
raztegnjen zaradi zraka, ki ga pogoltnemo ali zaradi ogljikova dioksida, ki je produkt
prilagodljiv v delu fundusa (visina 2-4 cm), navzdol proti pilorusu pa postane 0zji in manj
prilagodljiv (premer ¢loveskega pilorusa je 1 cm ali manj). Korpus se razteza od kardije do
Zleba, imenovanega incisura angularis. Bolusi hrane vstopijo iz poziralnika v Zelodec in se
zbirajo v zratnem mehurcku fundusa, nato se premikajo do korpusa in od tam dalje

zdrsnejo v distalni del Zelodca ob majhni

Polislnik Fundus (svod)

krivini. Antrum je v obliki stoZca, ko je
napolnjen in v obliki cevi, ko je skréen.
Razdalja med najvi§jo in najnizZjo tocko
relodca je priblizno 20-22 cm. Razdalja - Proksimalni del
med veliko krivino in izhodom Zelodca Pilori¢ni ~ angularis®

) o ] Pilorus  sfinkter Distalnidel  Korpus
pa je priblizno 8 cm. Te razdalje \\’ (telo)
narastejo ob polnjenju Zzelodca in spet
padejo ob presnovi in praznjenju / &
zelodca. Usedline tezje od vode se ok Kntoam o

zberejo v sinusu, medtem ko mascobe Slika 1: Shematski prikaz anatomskih znacilnosti
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pozicija Zelodca povzroci plastenje hrane po viskoznosti. Zadnji vnosi bolusov hrane se
nalozijo navpi¢no vzdolz male krivine, medtem ko se zgodnej$i vnosi bolusov $irijo

vodoravno ob veliki krivini (2, 4).

1.1.2 FIZIOLOSKI POGOJI V ZELODCU

Narava Zelod¢ne vsebine je rezultat toka sline, Zelod¢nih izloCkov in stanja Zelodca, na
tes¢e ali po obroku (3). Osnovne komponente zelodénega soka so klorovodikova kislina
(HCI), pepsinogeni, mukus in voda. HCI pomaga pri razgradnji hrane, aktivira pepsinogen
in ubije veCino zauzitih bakterij. Pepsinogen je neaktivna oblika encima pepsina, ki je
glavni encim Zelodénega soka. Mukus pa tvori zelatinsko prevleko ¢ez povrSino sluznice
(1). Vnos hrane in razgiritev Zelodca povzroéi izlo¢anje Zelodénega soka. Zelodec izloéi 2
— 3 L zelod¢nega soka na dan. Stopnja izlocanja lahko iz 1 mL/min v pogojih na tesce
naraste na 10 - 50 mL/min po obroku. Poleg povecanega vnosa hrane, izlo¢anje Zzelod¢nega

soka povecata tudi visja vsebnost proteinov v hrani in visja viskoznost obroka (3).

V pogojih na tesce je zelod¢ni pH pri zdravih ljudeh v obmocju 1-3. pH v prebavnih
sokovih lahko bistveno vpliva na raztapljanje zdravilne uc¢inkovine (v nadaljevanju ZU) in
posledi¢no na njeno absorpcijo. Pod kislimi pogoji na tesce je ocitno, da je raztapljanje
Sibkih kislin z vi$jimi pKa vrednostmi, kot je pH vrednost Zelod¢nega okolja, ovirano, saj
so takSne ZU primarno neionizirane. V nasprotju pa so Sibke baze v takSnem okolju v
veliki meri ionizirane, kar izbolj$a njihovo raztapljanje. Po zauzitju obroka lahko pH
vrednost Zelodéne vsebine naraste tudi do 7 odvisno od sestave in volumna obroka, in traja
tudi do ve¢ ur, da se vrne na osnovno vrednost, Se posebej, ¢e smo zauzili visoko kalori¢no

hrano (3, 6).

Puferska kapaciteta, povrSinska napetost, zol¢ne soli in osmolarnost prav tako pomembno
vplivajo na prebavo hrane in zdravil. Puferska kapaciteta zelodéne vsebine je visoka v
stanju na teSe v primerjavi s stanjem po obroku in se nahaja v razponu od 5 do 30
mmol/L/pH. Povpre¢na koncentracija zolcnih soli je od 80 do 275 uM, povrSinska napetost
od 28 do 51 mN/m, osmolarnost pa od 191 do 200 mOsm/kg. Glavni kationi v zelod¢nem
soku so natrijevi (70 mM), kalijevi (15 mM) in oksonijevi kationi, glavni anion pa je klor
(100 mM). Tipicen Zelod¢ni sok je viskozna tekocina z viskoznostjo priblizno v obmocju
od 10 do 2000 mPa*s in gostoto blizu gostoti vode (1). Viskoznost je zanimiva lastnost
zaradi dejstva, da je obratno sorazmerna z difuzijo, ki nadalje vpliva na zelod¢no prebavo

hrane in raztapljanje farmacevtske oblike (v nadaljevanju FO) in ZU. Poleg tega vpliva na



zelodéno mesanje in pogoje pretoka v stanju po zauzitju obroka, kar posledi¢no vpliva tudi

na motiliteto zelodca (3, 6).
1.1.3 MOTILITETA ZELODCA

Motiliteta Zelodca na tesce

V stanju na teSCe poznamo gibanje Zelodca v 4 fazah, tako imenovani migracijski
motori¢ni (mioelektriceni) kompleks (v nadaljevanju MMC). Cikli¢en vzorec kréenja
prevladuje zaradi kroznih misi¢nih kontrakcij. Ta cikel nadalje razdelimo v 4 faze glede na
mo¢ kontrakcij, vsaka pa traja razlicno Casa. Faza I traja 40 do 60 minut z redkimi
kontrakcijami. Faza I se nadaljuje priblizno enako ¢asa, ampak s povecano frekvenco in
mocjo kontrakcij (do 40 mm Hg). Faza III je kratka (4-6 minut), ampak ima najvecjo
kontrakcijsko mo¢ (do 80 mm Hg). Med to fazo Zelodec izprazni vso neprebavljeno hrano
v tanko C¢revo. Faza IV je prehodna faza med fazo III in I, ki obi¢ajno traja 15 do 30 minut.

Celoten MMC cikel se ponovi priblizno na 2 uri, dokler ne zauzijemo hrane (1, 7).
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Slika 2: Shematski prikaz kontrakcij v Zelodcu na tesée in po obroku, povzeto po (8).

Motiliteta po obroku

Ob zauZitju hrane se vzorec kontrakcij spremeni v vzorec
motilitete prebave, ki je kontinuiran z zmerno mocjo v
obmocju 15 do 20 mm Hg. Delujeta dva tipa kontrakcij,

normalne toni¢ne kontrakcije in peristalticne kontrakcije.

Toni¢ne kontrakcije ustvarjajo plitve vdolbine na proksimalni
strani velike krivine, ki potiskajo hrano z vrha proti dnu ks
zelodca. PeristaltiCne kontrakcije so predvsem posledica iy 3: Shematski prikaz anntralnih
kontrakcije vzdolZz Zelodca, nastane pa iz toni¢nih kontrakcij kontrakcij; povzeto po (4).

na zgornji povrsini Zelodca. Vali kontrakcij, ponavadi 2 do 3, se zaporedno $irijo navzdol

proti pilorusu. Frekvenca kontrakcij je priblizno 3/min, njihova povpre¢na hitrost pa je 2,5



mm/s in naraS§¢a od proksimalnega proti distalnemu delu Zelodca. Vsaka kontrakcija

potrebuje priblizno 1 minuto za napredovanje od fundusa proti pilorusu. (1, 3, 9).

Medtem se pilorus skréi, sfinkter pa zoza, tako da je odpiranje pilorusa ob prihodu
peristalticnega vala majhno. Himus je takrat potisnjen nazaj v Zelodec, kar imenujemo
retropulzacija. Retropulzacija je odgovorna za drasti¢cno mesanje in emulgiranje hrane z
zelod¢nimi sokovi, povzroc¢a tudi mletje in drgnjenje med delci hrane in/ali zelod¢no steno.
Ponavljajoce mesanje in retropulzacija zmanjsa delce hrane v mehko konsistenco v obliki
suspenzije. Pojavijo se antropilori¢ne kontrakcije, ki povzroc¢ijo, da se pilorus delno odpre
in deluje kot sito skozi katero kontinuirano prehajajo tekocine in majhni delci (< 1 do 2
mm) v dvanajstnik, medtem ko se neprebavljeni delci vecji od 2 mm zadrzijo v Zelodcu.
Ko se obrok hrane popolnoma izprazni iz zelodca, se ponovno vzpostavi vzorec motilitete,
ki poteka v stanju na tes¢e. Se vedno neprebavljeni veliki delci hrane pa se izpraznijo iz
Zelodca med naslednjimi III fazami (1, 2, 3, 9). Kontrakcije Zzelodca, $e posebej terminalna
antralna kontrakcija, povzroc€i precej$njo destruktivno mehansko silo na delce hrane in zato
igra zelo pomembno vlogo pri razpadu trdnih snovi. Destruktivne mehanske sile delujejo v
stanju na tesce s silo 1,50 N, v stanju po obroku pa s silo 1,89 N (1). Obroki, zaradi svojega
volumna, kemijskih in fizikalnih lastnosti vplivajo na amplitudo kontrakcij, dolzino oz.

razdaljo Sirjenja in na trajanje Zelod¢ne peristaltike (3).

1.1.4 VPLIV HRANE NA FARMACEVTSKE OBLIKE IN UCINKOVINE

Po vnosu zdravila v telo, mora FO, kot so klasi¢ne tablete ali kapsule s takoj$njim
sproSCanjem, najprej razpasti na porozne granule, ¢emur sledi hitro spro$¢anje ZU v
okoliski medij. Razpad FO in spro$canje ZU sta odvisna tako od lastnosti ZU, njene

morfologije, soli in tehnoloskega procesa izdelave FO.

Po obroku trdne FO v zelodcu podlezejo podobnim pogojem kot hrana, poleg tega pa
zelod¢na kislina, encimske reakcije ter hidrodinamske in mehanske sile vplivajo na potek
raztapljanja (oz. sprosc¢anja) (1, 3). Motiliteta zelodca se kaze kot delovanje zelod¢nega
toka vsebine, ki pa je odgovoren za meSanje zelod¢ne vsebine z izlo¢ki in tekoCinami.
Intenzivno mesto meSanja predstavlja antrum, medtem ko v fundusu skoraj ne pride do
mesanja. MeSanje zelodéne vsebine je kljuénega pomena za zagotavljanje enakomernega
toka hranil in zdravil v dvanajstnik. Zato je za racionalni razvoj novih FO potrebno dobro
poznati pogoje Vv zelodcu. Obroki z nizko viskoznostjo se hitro razporedijo po Zelodcu in

izpraznijo v kratkem Casu. V primeru visoko viskoznih in/ali trdnih obrokov je situacija



mnogo bolj kompleksna. Hrana je najprej shranjena v fundusu, nato se v antrumu predela,
mogoce prerazporedi v proksimalni del zelodca in Sele nato se konc¢no izloci. Vendar izloc¢i
se Sele takrat, ko himus doseze doloCene lastnosti, kot so ustrezna velikost delcev in
viskoznost. Glede na to, da se obmocja v Zelodcu razlikujejo po funkcionalnosti, je zelo
pomembno, kje v zelodcu pristane trdna FO. Delec hrane ali trdne FO, ki se zadrzi v
fundusu, je izpostavljen precej majhnim striznim silam, je pa izpostavljen nizjim pH
vrednostim in najverjetneje tudi mediju z variabilno sestavo, takSni pogoji pa lahko znatno
vplivajo na raztapljanje. Zaradi izlo¢kov, ki prihajajo iz zelod¢ne stene, se med notranjim
In zunanjim obmo¢jem Zzelodénega lumna ustvarijo gradienti pH-ja in viskoznosti.
Viskoznost vpliva na difuzijo in meSanje, kar povzroc¢a heterogeno porazdelitev zdravila.
Volumen porazdelitve je manjs$i v visoko viskoznem homogenem obroku kot v nekem

heterogenem obroku, ker je za slednjega znacilno, da je dostop tekocine lazji (3).

Standardni zajtrk, ki ga priporota FDA za uporabo v klini¢nih preskusih, je visoko
mascoben in kalori¢en obrok. Zadrzevanje netopnih enoodmernih trdnih FO v Zelodcu
poteka skupaj z zauzitim obrokom v primerjavi s tistimi, ki jih zauzijemo v stanju na tesce.
Testi s kapsulo SmartPill® so pokazali, da je ¢as zadrZevanja zdravila v Zelodcu v tak$nih
pogojih vec kot 6 ur ali dlje, ¢e zauZijemo vec¢ hrane. Dolgi Casi zadrZzevanja zdravila lahko
vodijo v resne probleme za paciente. Na primer, ¢e mora biti zdravilo zauzito veckrat na
dan in je zauzit obrok hrane podoben navadam zahodnih drzav, kar pomeni 3 do 4 obroke
na dan, obstaja verjetnost, da so vsi odmerki FO zadrzani v Zelodcu dlje ¢asa in se lahko
kasneje vsi naenkrat izpraznijo iz zelodca. Posledica je lahko nezelena visoka raven
zdravila v sistemskem krvnem obtoku. V stanju po obroku delujejo drugaéne sile na FO.
MMC se ponovno pojavi, ko se celoten obrok prenese v dvanajstnik. V procesu praznjenja
Zelod¢ne vsebine, med t.i. »housekeeping« valom, Ki skrbi, da se celotna vsebina
popolnoma izprazni iz zelodca, delujejo na vecje netopne FO mocnejse sile. Visoki pritiski
lahko povzrocijo tako imenovan »dose dumping« FO s podaljSanim spro$¢anjem, kar
pomeni, da se ves odmerek ali velik delez odmerka sprosti v zelo kratkem casu po
aplikaciji. Obstaja razlaga, da je manj$a moznost »dose dumping« pojava na pelete kot na
enoodmerne FO. Domneva se, da se v takSnem stanju na vecje FO, kot so tablete in
kapsule, izvaja vecji pritisk, medtem ko na manjse FO, kot so pelete ni tako mocnega

pritiska (3, 10).



1.1.5 ZELODCNO PRAZNJENJE

Spremembe v zelodénem tonusu in Zelod¢na peristaltika povzrocijo praznjenje Zelodca. Po
vodenem in izotoni¢nem obroku se proksimalni del zelodca hitro skr¢i, distalni del zelodca
in pilorus pa se razsirita. Zelodéni pretok v stanju na te$¢e v povpredju ne preseze 2
mL/min. V nasprotju pa visoko kalori¢en in teZje prebavljiv obrok vodi do globoke in
podaljsane relaksacije proksimalnega dela Zelodca in tonusno zaprtje antruma, pilorusa in
dvanajstnika. Zelodéni pretok je pulzirajod, ki s posameznimi pulzi tede skozi pilorus v
razponu od 2-4 ml/min po obi¢ajnem obroku. Tekocine se izpraznijo iz zelodca po kinetiki
1. reda, kar lahko najbolje prikazemo z izrazito eksponentno krivuljo. Sile, odgovorne za
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himusa. To fazo imenujemo »lag« faza oz. tesce in po obroku, povzeto po (11).

faza zakasnitve praznjenja. Trdne jedi izzovejo mocnejSo inhibicijo zelod¢nih kontrakcij
kot tekoCine, prav tako pa izzovejo tudi vecje izloCanje Zelod¢nih tekocin in encimov.
Vsak tok, ki ga ustvari kontrakcija, mora biti kontroliran, da se veliki in kompaktni delci
zadrzijo in pocakajo na prebavo, medtem ko se tekocine in majhni delci raztopljeni v

tekocini praznijo v dvanajstnik (2, 11).

1.2 SPROSCANJE

Sprosc¢anje je proces prehoda ZU iz FO v okoliski medij, kjer je ZU v raztopljenem stanju
(8), od koder se potem lahko absorbira in pride na mesto delovanja. V farmacevtski
industriji za testiranje spro§c¢anja uporabljamo in vitro teste, ki predstavljajo pomemben del
vrednotenja zdravil, saj z njimi izvajamo kontrolo kakovosti farmacevtskega izdelka. To

nam omogoca spremljanje skladnosti med proizvodnimi serijami ter vrednotenje manjsih



sprememb, ki jih Zelimo implementirati po uvedi zdravila na trg. Poleg tega so pomembni
za razvoj generi¢nih zdravil s primerjanjem testne in referencne formulacije ter za oceno in
vivo delovanja. Rezultati testov spro$canja se nadalje uporabijo za izdelavo modelov in
vitro-in vivo korelacije (IVIVC), s tem pa se lahko zmanjsa $tevilo $tudij na ljudeh (12).
Poleg lastnosti ZU in FO na hitrost in vitro sprosc¢anja vplivajo tudi pogoji testiranja.
Pomembna je predvsem sestava medija (ionska mo¢, osmolarnost, pH in prisotnost zol¢nih
soli), njegova viskoznost, temperatura in tudi volumen. Obicajno se uporablja volumne
medija, ki omogocajo »sink« pogoje, kar pomeni, da je hitrost raztapljanja neodvisna od

koncentracije Ze raztopljene ZU (13).

1.3 FARMAKOPEJSKI PRESKUSI SPROSCANJA

AmeriSka farmakopeja (USP) je prva objavila standarde za testiranje razpadnosti in
raztapljanja tablet in kapsul. Standardi predvidevajo, da je in vitro spros¢anje nadomestek
za in vivo absorpcijo. Po USP zahtevah in FDA smernicah obstajajo 4 vrste osnovnih tipov
naprav za testiranje sprosc¢anja. USP I ali napravo s koSarico sestavlja zi¢na vrteca se
koSarica v mediju za raztapljanje. KoSarica se vrti s konstantno hitrostjo med 25 in 150
obratov na minuto. USP 1l ali naprava z vesli je podobna USP I, s to razliko, da se hamesto
kosarice vrti veslo. USP III ali naprava z recipro¢nimi valji je sestavljena iz valja, ki se
recipro¢no premika gor in dol v mediju in kamor vstavimo FO. Pri USP IV ali napravi s
pretocno celico se medij za raztapljanje kontinuirano ¢rpa skozi preto¢no celico, v katero je
vstavljena FO. USP | in USP Il sta prednostni metodi, ki se obi¢ajno uporabljata pri
izvajanju in vitro spro$¢anja ZU iz FO. Kot medij se uporablja precis¢ena voda ali
razredéene raztopine HCI in pufrov z razli¢nimi pH-ji (1,2-7,5). Vse posode so postavljene

v vodno kopel in termostatirani na 37 + 0,5°C (1).

1.4 ALTERNATIVNI PRESKUSI SPROSCANJA

1.4.1 ENOSTAVNI STATICNI SISTEMI

Kombinacija USP 11 in polistirenskih kroglic

Gastrointestinalno motiliteto in s tem mehanski stres so ponazorili s kombinacijo USP 1l in
polistirenskih kroglic, ki se dodajo v medij za raztapljanje. V medij dodamo ustrezno
stevilo kroglic (500-4000) s premerom 35 mm in gostoto 1,05 g/cm®. V posodo za
raztapljanje lahko vstavimo tudi manometricni kateter, s katerim spremljamo mehanske

obremenitve na FO preko merjenja tlaka (14).



Steklene kroglice

Osnova metode s kroglicami je naprava USP II. Najprej se izvede klasicen in vitro test
spros¢anja v napravi USP Il, nato pa se po 1 uri raztapljanja FO prenesejo v 50 mL
epruveto z dodatkom 60 g steklenih kroglic (premer: 4 mm; gostota: 2,5 g/cm®) in 2 mL
vode. Zaprto epruveto se vpne na stresalnik za 10 minut, pri emer se izvaja mehanski stres
na FO. Po stresanju se celotno vsebino epruvete prenese v medij za raztapljanje, nadaljuje
pa se in vitro spro$¢anje v napravi USP Il. Metoda dobro oponasa in vivo pogoje
spros¢anja, predvsem mehanski stres, ki je prisoten v gastrointestinalnem traktu (v
nadaljevanju GIT) (15).

Vrteca se posoda

Na osnovi slikanja z magnetno resonanco (MRI) je nastal racunalniski model ¢loveskega
Zelodca v stanju po obroku, na podlagi katerega so s simulacijo tekocinske dinamike
dolo¢ili strizne sile, ki delujejo na povrsino FO. Sledil je razvoj vrte¢e se posode, katere
namen je in vitro ponazoritev striznih sil na trdne FO ter ovrednotenje mehanskega vpliva
hrane. Med testom je trdna FO pritrjena na zico; ¢aSa, v kateri se izvaja test, pa se vrti z
izbrano hitrostjo. Za povecevanje striznih sil lahko povisamo hitrost vrtenja ¢ase ali
viskoznost medija. (16). V primerjavi z USP I in USP II napravama se v primeru vrtece se
posode ustvarja bolj fiziolos§ko relevantna mehanska obremenitev, vecje strizne sile pa
omogocajo vecjo stopnjo erozije na povrsini trdne FO. Slabost te metode je, da se
raztopljena ZU ne porazdeli enakomerno po mediju, zato se koncentracija ne more dolociti
z UV-Vis spektrometrijo, ampak z izgubo mase po tehtanju trdne FO v ¢asovnih tockah
(16).

Naprava 7 mreZico in balonom

Napravo sestavlja mrezica, v katero se vstavi FO. MreZica je pritrjena na rotirajoco se os,
ki se izmeni¢no potaplja v posodo za raztapljanje. V posodo je vstavljeno tudi meSalo za
meSanje medija. Os je povezana S tlacno napravo, ki ustvarja periodicen tlak. Tok zraka
potuje do balona na mrezici in ga napihne, s ¢imer se ponazori gibanje v GIT. Povprecno
se ustvarijo 1-3 pritiski na uro po 6 s z amplitudo 300 mbar, nato sledi 1 minutna rotacija
osi s 100 vrtljaji/min. Metoda zelo dobro ponazori tlacne in strizne sile, ki jim je FO
izpostavljena vzdolz GIT, saj se izmenjujta faza meSanja in faza mirovanja. V fazi
mirovanja FO izgubi stik s tekocino, kar simulira stanje v GIT, ko se FO nahaja v

Crevesnih zepkih. Metoda je predvsem primerna za FO s podaljSanim spros¢anjem (17).
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Slika 5: Shematski prikaz naprave z mreZico in balonom, povzeto po (17).

Kombinacija USP III in plasti¢nih kroglic

Model sestavlja naprava USP III in plasti¢ne kroglice s premerom 1 — 8 mm in z gostoto
okoli 1,1 g/cm®. Gostota plastiénih kroglic mora biti priblizno enaka gostoti medija za
raztapljanje, saj le to omogoca ustrezno gibanje kroglic v reciprocnem valju in pogoste
interakcije s FO. Test se izvaja v 250 mL medija pri temperaturi 37°C + 0,5°C. V
recipro¢ni valj se vstavijo plasti¢ne kroglice, Ki predstavljajo priblizno ¥ volumna posode
in FO. Naprava je izkazala zelo primerljivo ponazoritev mehanskih in vivo sil v GIT. (18,
19).

Pretocni sistem s kroglicami

Sistem sestavlja 150 mL c¢aSa, v kateri je 20 - 70 g steklenih kroglic, ki jih meSa magnetno
meSalo in 40 mL medija. Peristalticna ¢rpalka omogoca konstanten volumen medija, saj
ves Cas dovaja svez medij s pretokom 2 mL/min in ga tudi izérpava. Med mesanjem je FO
v kontaktu s slojem kroglic, njihovo premikanje pa posnema gibanje v GIT, ko je FO v
stiku z mukozo. S spreminjanjem jakosti meSanja in Stevila kroglic pa lahko prilagajamo
mehansko obremenitev, ki poteka v dolo¢enih pogojih v GIT. Test se je na Stevilnih
primerih izkazal za dobro simulacijo in vivo pogojev pri vrednotenju FO s podaljsanim

sproscanjem (20).

1.4.2 DINAMICNI SESTAVLJENI SISTEMI

Izzivi simulacije dinami¢nega okolja zgornjega GIT trakta so dobro poznani, zato je bilo
razvitth mnogo sistemov, ki poskusajo zagotavljati fiziolosko simulacijo in Vivo
spros¢anja. V nasprotju z drugimi bolj preprostimi in stati¢nimi metodami, dinamicne
metode poskusajo dosledno zajeti vse dejavnike, ki so vkljuceni v razpadanje FO skupaj z

ZU med prehodom GIT. Dinamicni sistemi predstavljajo veliko prednosti pred



enostavnimi sistemi, saj rezultati temeljijo na realisti¢nih ¢loveskih pogojih in zato ne
potrebujejo dosti interpretacije. Prav tako pa je sisteme mogoce nadzorovati in upravljati
tako, da posnemajo specificne pogoje in vplive posameznih parametrov v GIT (12).
Vendar pa je tudi najbolj kompleksni model Se vedno poenostavitev bolj kompleksnega
delovanja GIT. Zaradi tega je zelo pomembno, da razumemo razliko med modelom in
realnim stanjem v GIT, saj je potrebna interpretacija rezultatov, ki omogocijo

ekstrapolacijo ugotovitev na realno stanje in vivo (12).

Umetni model Zelodca in dvanajstnika

V smislu kompleksnosti modelov je takoj za konvencionalnimi napravami za spros$canje
med najenostavnej$imi umetni model zelodca in dvanajstnika (artificial stomach duodenal
model — ASD model). Model sestavljata dva medsebojno povezana dela. Kapaciteta
predela Zelodca je 400 mL, dvanajstnika pa 50 mL. Iz zelodénega dela, ki vsebuje
simulirano zelod¢no tekocino, je tekocina z nadzorovano hitrostjo prec¢rpana v del
dvanajstnika. MeSanje s simulirano ¢revesno teko¢ino omogoca spremljanje dinamicnega
procesa raztapljanja, precipitacije, rekristalizacije in ponovnega raztapljanja. Po kon¢anem
testiranju se raztapljanje iz obeh predelov dolo¢i z UV-Vis spektroskopijo. Primarno
nacelo ASD modela je koli¢ina ZU v raztopini v delu dvanajstnika neposredno povezana z

biolosko uporabnostjo (v nadaljevanju BU), ki se testira. (12, 21).

ASD model ima tudi nekaj omejitev. Med glavnimi so predvsem odsotnost ustvarjanja
ustrezno intenzivnega mesSanja in hidrodinami¢nih pogojev v Zelodénem delu ter

omogocanje »sink« pogojev, kar lahko predstavlja omejitev pri slabo topnih ZU. (12, 21).

Dinamicni model Zelodca

Dinami¢ni model Zelodca (Dynamic Gastric Model — DGM) posnema realno Casovne
spremembe pH-ja, dodajanje encimov, strizne sile, meSanje in ¢as zadrzevanja FO. Prav
tako prenese vzorec iz predela antruma v predel dvanajstnika v enaki obliki in z enako
hitrostjo, kot se to dogaja in vivo. Model tako povecuje moznost izpeljave IVIVC in bolj

jasnega razumevanja mehanizmov obnasanja peroralnih formulacij (12, 22).

Glavni del modela je elasticna membrana v obliki stozca, Ki predstavlja proksimalni del
zelodca. Po vnosu tekocCine ali hrane se membrana raztegne, programske nastavitve pa
omogocajo gnetenje vsebine ter dodajanje kisline in encimov. Drugi del, v obliki valja,

predstavlja antrum, kjer poteka glavno stiskanje in meSanje, kar predstavlja in vivo

10



premikanje hrane v antrumu. Med elasti¢no
membrano in antrumom je zaklopka, ki vecino
Casa delovanja odprta, razen takrat, ko se antrum
prazni. To omogo¢a degaziranje in refluks med
proksimalnim delom zelodca in antrumom, hkrati
pa omogoca natanéno kontrolo procesiranega
volumna. Celoten volumen antruma ni odstranjen
v vsakem ciklu praznjenja. Del volumna je zadrzan
in se zmesSa z naslednjim delom vsebine, ki pride v
antrum. Ko se proksimalni del Zzelodca enkrat
izprazni, lahko model izvede »housekeeper«
kontrakcijo (faza III MMK), s ¢imer zagotovi, da

se vsebina popolnoma izprazni (23).

Do danes je bilo v literaturi omenjenih zelo malo

Zanka s Sobami za

dodajanje encimov \

in medija

Komora za

termostatiranje e >
(37°C)

Elasticna membrang PUIZ:J:L’:r:ISk
kot proksimalni namemmiano

del Zelodca

Izhod prebavljene vsebine za

Zaklopka ponazoritev praznjenja zelodca

g Elastika za ponazarjanje
mesanja ter mehanske
obremenitve

Antrum

t Cev, ki premika elastiko

Bat

Slika 6: Shematski prikaz dinamicnega

poskusov na DGM s FO. Rezultati vseh $tudij so Modela Zelodca (DGM); povzeto po (23).

pokazali veliko podobnost z in vivo pridobljenimi rezultati in tako pokazali tudi veliko

prednost v primerjavi s konvencionalno USP Il napravo (12).

Gastrointestinalni model TIM

TIM-1 je ve€komponentni racunalni$ko nadzorovan dinamicen model, ki posnema zgornji

del ¢loveskega GIT. TIM-1 model simulira fizioloske pogoje Zelodca in tankega Crevesa,

vkljuéno z dinamiko meSanja, praznjenja zelodca in prehoda do tankega Crevesa, pH

vrednostmi, telesno temperaturo ter

dodatek lipaze,
pepsina, kisline

sestavo in aktivnostjo GI tekocCin.
Sistem je sestavljen iz Stirth delov,
ki ponazarjajo Zelodec, dvanajstnik,
jejunum in ileum. Spremembe v

pritisku na fleksibilne membrane

okrog vsakega od  predelov

dializatiz
jejunuma

ustvarjajo peristalticne kontrakcije,
prehod tekocin in hrane oz. delcev
ZU pa je uravnavan z odpiranjem in

zapiranjem peristaltiénih zaklopk,
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dodatek tekocine
pankreasa, olca,
elektrolitov in baze

ﬁejunum

dializat iz
ileuma
izpirek izileuma

Slika 7: Shematski prikaz gastrointestinalnega TIM modela;

povzeto po (12).



ki povezujejo vsakega od predelov. Frekvenco in mo¢ kontrakcij je mogoce nadzorovati.
Preko sistema dialize ali membranske filtracije se iz delov jejunuma in ileuma kontinuirano
odstranjujejo majhne molekule. Prebavo lipidov in BU lipofilnih ZU se proucuje s 50 nm
filtri. Uporaba filtrov omogoca odstranitev micelov, ki vsebujejo lipofilno ZU, medtem ko
se neprebavljena masc¢oba in neraztopljene ZU zadrzZijo v sistemu. Vse to omogoca

napovedovanje BU neke ZU (12).

Kljub temu, da ne obstaja veliko primerov, ki bi opisovali uporabo TIM-1 modela za
vrednotenje FO, ima TIM-1 model mnogo prednosti pred konvencionalnimi metodami za
spros¢anje ZU tako v stanju na te$¢e in po obroku. Preucuje se lahko FO s podalj$sanim
spros¢anjem in njihovo obnasanje v stresnih pogojih, na primer pri prehodu ¢ez piloricni
ali ileocekalni sfinkter. Model tudi zelo dobro ponazarja zakasnjen razpad FO po vnosu
hrane v zelodec. (12, 24). Kot odstopanje od dejanskega in vivo stanja pa lahko navedemo
odsotnost in vivo porazdeljevanja tekofine v majhnih Zepkih tankega Crevesa. Taka
razporeditev tekocine lahko teoreticno pomeni tveganje za ZU, ki imajo slabse lastnosti
mocenja, saj lahko izkazujejo boljse lastnosti, kot jih imajo v resnici. Prav tako ne moremo
simulirati in vivo procesov, kot so aktivni transport, efluks in metabolizem v ¢revesni steni.
V ta namen lahko TIM-1 model kombiniramo z modelom ¢revesne absorpcije (TIM-2), pri

¢emer pa lahko napovemo peroralno BU ZU (12, 24).

Cloveski felodéni simulator
Cloveski Zelodéni simulator (Human gastric simulator — HGS) je bil razvit posebej za
ponazarjanje kontrakcijskih valov peristaltike antruma in vivo. Model zelo dobro ponazarja
mehanske sile fluidov, ki povzroc¢ajo razpad

hrane med prebavo (25).

HGS je sestavljen iz cilindricnega dela z
vreco iz lateksa, ki predstavlja Zelodec, nanj
pa so naslonjeni Stirje majhni valji. Valji so

pritrjeni s trakovi, ki periodi¢no povzrocajo |

njihove premike ob steni vreCe, s Cimer \

posnemajo motoriéno gibanje od Slika 8: Prikaz ¢loveskega Zelodcnega simulatorja.

. . . (1) motor; (2) ovojnica iz lateksa; (3) mrezasta vreca;
proksimalnega dela Zelodca k antrumu. Pri . . )
_ o ) (4) cevke za sekrecijo; (5) valji; (6) pasovi; (7)
antrumu sta nasprotna valja na minimalni S el .
zarnica za nadzor temperature; (8) izolacijska

komora; povzeto po (25).
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oddaljenosti, saj so sile tam najve¢je. Na ta nacin je zelodéna vsebina potisnjena zopet
proti proksimalnemu delu zelodca. Nadzorujemo lahko amplitudo in frekvenco gibanja.
Sistem deluje znotraj izolirane komore, kjer se vzdrzuje 37°C, hkrati pa omogoca stalno in
kontrolirano dostavo zelod¢nih sokov in praznjenje prebavljenih snovi. Za simulacijo
sejalnega efekta pilorusa med praznjenjem zelodca se uporablja mrezasta vreCka iz
poliestra (velikost por je 1,5 mm) na notranji povrsini, ki preprecuje vecjim delcem prehod
iz zelodénega predela. Zelodéno praznjenje je kontrolirano s pomogjo peristaltiéne érpalke,
ki je prikljuena na dno Zelodénega predela (25). HGS sistem bolj realno ponazori
mehansko gibanje kot dinami¢ni model zelodca ali gastrointestinalni model TIM, vendar se
zaenkrat uporablja le za preucevanje prebavljanja hrane in ne za testiranje sproscanja ZU

(25).

InZenirski model Zelodca in tankega Crevesja

Inzenirski model Zelodca in tankega Crevesja (Engineered Stomach and small Intestinal —
ESIN) je dinamicen racunalniSko nadzorovan sistem, ki simulira ¢loveski zgornji GIT.
Sistem je sestavljen iz Sestih zaporednih predelov: rezervoar za hrano, ki omogoca
postopen vnos hrane v Zelodec; ampula sline, ki je namenjena za postopno mesanje hrane s
slino; zelodec in trije deli tankega Crevesja (dvanajstnik, jejunum, ileum). Glavni parametri
¢loveske prebave kot so telesna temperatura, zelodéne in ¢revesne variacije pH-ja skozi
¢as, prihod izlo¢kov v ustrezni predel prebave z variabilnimi pretoki, transportni Casi,
mesanje himusa, razli¢no praznjenje Zelodca tekoce ali trdne hrane oz. FO ter pasivna
absorpcija zauzitih produktov, so v tem prototipu postavljeni na osnovi in vivo podatkov.
Temperatura se vzdrzuje pri 37°C z vodno kopeljo. V vsakem predelu so senzorji in sistem
za uravnavanje, tako volumna medija kot pH tekocin. RacunalniSko nadzorovane
peristalti¢ne ¢rpalke omogocajo prenos vsebine iz enega predela v drugega ter skrbijo za
uravnavanje sestave tekocin z dodatki (npr. pepsin, lipaza ...). Jejunum in ileum sta
opremljena s sistemom dialize, ki ustvarja pasivno absorpcijo vode in presnovo vsebine. V
namene farmacevtskega razvoja je model opremljen tudi s perforirano kosarico, v katero se

vstavi FO, ki jo lahko poljubno prestavljamo med posameznimi predeli modela (26).
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1.5 TRDE ZELATINSKE KAPSULE

1.5.1 KAPSULE KOT FARMACEVTSKA OBLIKA

Po evropski farmakopeji (Ph.Eur.) so kapsule trdne FO s trdo ali mehko ovojnico, razli¢nih
oblik in kapacitet. Obi¢ajno vsebujejo eno, lahko pa tudi ve¢ ZU. Namenjene so peroralni
aplikaciji. Ovojnico trde kapsule sestavljata dva dela cilindri¢ne oblike, katerega en del je
zaokrozen in zaprt, drugi del pa je odprt. Ena ali ve¢ ZU, obicajno v trdni obliki (prasek ali
granulat), so polnjenje v en del kapsule, ki se nato zapre z drugim delom kapsule. Podoben
opis lahko najdemo tudi v ameriski farmakopeji (USP). Poleg ZU so v kapsuli obicajno
ena do Stiri pomozne snovi (topila, drsila, mocljivci, razgrajevala, stabilizatorji). Izbira
pomoznih snovi je odvisna od lastnosti ZU, odmerka, topnosti, velikosti in oblike delcev
ZU ter od velikosti kapsule, ki se bo uporabila (27, 28). Trde Zelatinske kapsule so ene
izmed najpogosteje in tradicionalno uporabljenih oblik kapsule. Razlogi za Siroko uporabo
se skrivajo v lastnostih Zelatine, saj je le-ta netoksi¢na in $iroko uporabljena v zivilski
industriji, lahko topna v bioloskih tekocinah pri telesni temperaturi, omogoca tvorbo
mocnega fleksibilnega filma (debelina 100 pm), poleg tega so raztopine visoke
koncentracije (40 % m/v) Se vedno tekoce pri 50°C, medtem ko drugi bioloski polimeri
niso, nenazadnje pa vodna raztopina zelatine ali vodna raztopina zelatine z dodatkom
plastifikatorja omogoca reverzibilno spremembo iz sol v gel stanje pri temperaturi, ki je

samo nekaj stopinj nad sobno temperaturo (27).

1.5.2 STABILNOST TRDIH ZELATINSKIH KAPSUL

Prazne kapsule vsebujejo veliko koli€¢ino vode, ki se obnaSa kot plastifikator Zelatinskega
filma in je nujno potrebna za obstoj kapsule. Specifikacija standardne vsebnosti vlage trdih
Zelatinskih kapsul je med 13,0 % in 16,0 % m/m. Te vrednosti so mo¢no odvisne od tega
kaksnim pogojem so izpostavljene trde Zelatinske kapsule: pri nizki vlaZnosti izgubijo
vlaZnost in postanejo krhke, pri visoki vlaZnosti pa pridobijo vlago in se zmehcajo.
Vsebnost vlage po specifikaciji se lahko ohrani ob primernem shranjevanju v ustrezno
zaprtih posodah pri doloceni temperaturi. Ustrezna vlaZznost shranjevanja je na 40 do 60 %
relativne vlage, kar omogoca stabilno raztapljanje ovojnice. Shranjevanje na relativni
vlaznost nad 60 % zelo mo¢no vpliva na proces razpadanja in raztapljanja ovojnice. Lahko
se zgodi, da ovojnica sploh ne za¢ne razpadati in se raztapljati. Kapsule so dobro topne v
vodi pri 37°C. Ko temperatura pade pod to vrednost, se zmanjSa tudi topnost. Pri

temperaturi pod 30°C so netopne, enostavno samo absorbirajo vodo in nabreknejo. To je
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zelo pomemben dejavnik, ki ga je treba upostevati med testiranjem razpadnosti in
raztapljanja. Prav zaradi tega je v vseh farmakopejah nastavljena meja temperature medija
na 37°C + 1°C (27, 29). Zelatina je relativno inerten material. Vendar pa moramo biti pri
polnjenju kapsul previdni pri izbiri sestavin, ki bi lahko reagirale z Zelatino. Aldehidi
povzrocijo reakcijo premrezevanja, ki onemogoci topnost kapsul. Raziskave so pokazale,
da premrezevanje ni neizogibno, saj je odvisno od vec dejavnikov. Glavni dejavniki so
stresni pogoji shranjevanja (visoka temperatura, visoka vlaga, preveC svetlobe) in
prisotnost aldehidov (npr. formaldehid). Prav tako se je potrebno izogniti snovem, Ki
vplivajo na integriteto ovojnice. To so na primer sestavine, ki vsebujejo prosto vodo, ki jo
zelatina absorbira in tako povzro¢i zmehcanje in uni¢enje kapsule. Glavne omejitve
lastnosti materialov, ki se polnijo v kapsule so, da ne smejo reagirati z Zelatino, ne smejo
vsebovati visoke koli¢ine proste vode, volumen zmesi pa ne sme presegati velikosti

kapsule, ki je na voljo (27).

1.5.3 RAZPAD TRDIH ZELATINSKIH KAPSUL

Za polnjenje trdih Zelatinskih kapsul je najboljSe, da so delci ZU in pomoznih snovi
izometricnih oblik. Idealna velikost delcev je med 10 pm in 150 pm. Bolj kot je
formulacija za polnjenje kapsul hidrofilna, hitrejsi je razpad kapsule in sproscanje ZU.
Mocljivost formulacije ima kriticni pomen za spro$¢anje ZU (28). Prvo dejanje pri
sproscanju ZU iz trde Zelatinske kapsule je razpad ovojnice. V primeru, da so kapsule v
ustreznem mediju s 37°C, se zacne zelatina raztapljati, v 1 minuti razpade, obi¢ajno na
obeh koncih kapsule. V primeru, da je bila kapsula napolnjena z ustrezno zasnovano
formulacijo, se le-ta za¢ne sproscati iz kapsule, Se preden je celotna ovojnica kapsule

raztopljena. Kapsule obic¢ajno v 10 minutah popolnoma razpadejo (27, 28).

Ce povzamemo, so trde Zelatinske kapsule enostavne v njihovi formulaciji in tehnologiji

izdelave, njihovo razpadanje pa je dobro poznano in lahko kontrolirano (28).
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2. NAMEN DELA

Glavni namen magistrske naloge bo opredeliti uporabnost novega in vitro modela za
spros¢anje trdnih peroralnih FO v Zelodcu, ki je bil razvit s sodelovanjem podjetja Lek d.d.
Ljubljana in Fakultete za strojniStvo Univerze v Ljubljani. V ta namen bomo z
eksperimenti skusali ovrednotiti, ali je naprava za posnemanje zelod¢nega gibanja zmozna
prikazati razlike v hitrosti spro$¢anja med razli¢énimi formulacijami, mediji in FO ter da
imajo pridobljeni rezultati visoko napovedno mo¢ in vivo spros$¢anja. To je Se posebej
pomembno v generi¢ni industriji, kjer Zelimo natan¢no predvideti obnasanje FO v in vivo

okolju, saj lahko s tem vplivamo na zmanjSanje Stevila bioekvivalen¢nih Studij.

Z uporabo razli¢nih silikonskih vre¢ bomo ovrednotili njihovo sposobnost locbe med
razli¢nimi mediji in testnimi formulacijami. Zanimalo nas bo, ali ro¢na izdelava silikonske
vre€e vpliva na hitrost sproscanja, ¢eprav so silikonske vrece po sestavi, velikosti in obliki
skoraj identi¢ne. Zanimalo nas bo tudi, ali naprava za posnemanje Zzelodca smiselno

razporedi vzorce z razli¢nimi sestavami pomoznih snovi glede na hitrost sproscanja.

Z uporabo razli¢nih medijev bomo ovrednotili njihov vpliv na spros¢anje ene izmed testnih
formulacij. Zeleli bomo ugotoviti, ali pH medija vpliva na razpadnost FO in raztapljanje

ZU. Pri preskusih spros¢anja bomo uporabili naslednje medije:

e 0,001 M HCI + NaCl pH=3

e 0,01 M HCI + NaCl pH=2

e 0,1 MHCI+ NaCl pH=1

e Simulated Gastric Fluid (SGF) pH=1,2

e Simulated Gastric Fluid (SGF) + Pepsin pH=1,2

e Fasted State Simulated Gastric Fluid (FaSSGF) pH=1,6

Nato bomo preverili, kako dodatek encima vpliva na profil spro§¢anja. Na tak na¢in bomo
ugotovili, ali je pri testnih trdih Zelatinskih kapsulah prislo do pojava »crosslinking-a«, saj
bo tako dodatek encima povecal hitrost spros€anja v primerjavi s spros€anjem v mediju

brez dodatka encima.

Eden izmed glavnih namenov bo preveriti vpliv dodatkov na kinetiko sproscanja z
namenom ponazoritve vi§je mehanske obremenitve na FO, ki se pojavi v primeru zauZzitja

FO skupaj s hrano ali po obroku. Zanimalo nas bo, ali se lahko z uvedbo realne hrane v
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silikonsko vreco skupaj S FO dejansko priblizamo in vivo relevantnim pogojem, Ki
praviloma upocasnijo sproscanje, saj se FO dlje ¢asa zadrzuje v zelodcu. Nadalje nas bo
zanimalo, ali lahko kot nadomestilo za uporabo realne hrane uporabimo steklene kroglice,
ki prav tako izkazujejo mehansko obremenitev na FO kot hrana in pa, ali lahko kot

nadomestek hrane uporabimo tudi medij s povecano viskoznostjo, saj lahko le-ta vpliva na
difuzijo FO.

Zeleli bomo tudi ovrednotiti, ali je naprava za posnemanje Zelodénega gibanja sposobna
lociti med razlicnimi FO, natan¢neje, na hitrost sproscanja iz trdih zelatinskih kapsul in

hidroksipropilmetil celuloznih kapsul (v nadaljevanju HPMC kapsule).

Za primerjavo pa bomo izvedli preskus sproscanja z nekaterimi mediji Se na napravi z vesli
(USP 11).
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3. MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI

3.1.1 Farmacevtska oblika

Preskusali smo spros¢anje ZU iz trdih Zelatinskih kapsul s takoj$njim sproscanjem. Na
voljo smo imeli 5 razlicnih testnih formulacij, ki so bile razvite v podjetju Lek d.d.
Formulacije so se med seboj razlikovale glede na sestavo pomoznih snovi, kar je bil razlog
za njihove razli¢ne kinetike spro$¢anja. Za primerjavo smo ZU vgradili tudi v HPMC

kapsule.

ZU se uvrsca v razred I po BCS Kklasifikaciji, kar pomeni, da je zelo dobro topna in
permeabilna ter se hitro raztaplja. Topnost ZU je v obmoc¢ju 10-30 mg/mL v Sirokem pH
obmocju od 1 do 10, kar kaze na to, da je raztapljanje ZU neodvisno od pH-ja. Je zmerno
topna v vodi (nad 10 mg/mL) pri 25°C in nehigroskopna. Je zelo dobro topna v metanolu,

prosto topna v etilnem alkoholu, acetonu in kloroformu ter zmerno topna v 1.0 M HCI.

3.1.2 Aparature
e Tehtnica, Mettler Toledo, Greifensee, Svica
e Analitska tehtnica, Mettler Toledo, Greifensee, Svica
e pH meter, Mettler Toledo, Greifensee, Svica
e UZ kadicka, VWR, Radnor, Pensilvanija, ZDA
° gtoparica, Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Nemc¢ija
e Naprava z vesli (USP II), Pharma Test Apparatebau AG, Hainburg, Nemcija
e Pipete, Rainin E4 XLS, Mettler Toledo, Greifensee, Svica
e Pipete, Piroline®, BioHit, Finska
e HPLC sklopljen z UV sistemom, Waters, Milford, Massachusetts, USA
e Magnetno mesalo z grelcem, IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Nemcija
e Stresalnik, IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Nemcija
e Termometer, Hanna Instruments, Woonsocket, Rhode Island, ZDA
e Termometer, Precision, Thermvo Products Inc, ZDA
e Peristalticna ¢rpalka, BVP Process, IP 65, ISMATEC®

3.1.3 Kemikalije in standardi

e SIF Powder, Biorelevant.com, London, Velika Britanija
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e NaCl, Merck KGaA, Darmstadt, Nemc¢ija

e HCI, TITRISOL®, Merck KGaA, Darmstadt, Nemc¢ija

e Pepsin from porcine gastric mucosa, Sigma Aldrich, Misuri, ZDA

e QOcetna kislina (brezvodna, ledocet, 100%), EMSURE®, Merck KGaA, Darmstadt,
Nemcija

e Natrijev acetat (C,H3sNaO,), EMSURE®, Merck KGaA, Darmstadt, Nemcija

e HPMC, Methocel K4M, Colorcon Co., Dartford, Velika Britanija

e Delovni standard ZU (p = 99,5 %)

e Pufri za kalibracijo pH metra, Merck KGaA, Darmstadt, Nemcija

e Deionizirana voda

3.1.4 Ostalo
o Steklovina: Case, merilni valji, merilne bucke, stekleni ¢olnicki, steklene palcke
e Plasti¢ne brizge, kapalke, ¢olnicki
o Kovinske spatule, zlicke
e Magnetna mesala

e Membranski filtri 0,45 pum

3.2 METODE

3.2.1 Priprava medijev za preskuse spros¢anja

0,001 M HCI + NaCl pH=3; 0,01 M HCI + NaCl pH=2; 0,1 M HCI + NaCl pH=1

V 5 L plasti¢éno ¢aSo smo nalili priblizno 4500 mL deionizirane vode, v ¢aso vstavili
magnet ter vse skupaj postavili na magnetno mesalo. Za pripravo 0,001 M HCI + NaCl
smo s pipeto smo odmerili 5 mL 1M HCI in jo kvantitativno prenesli v ¢aSo. Za pripravo
0,01 M HCI + NaCl smo s pipeto smo odmerili 50 mL 1M HCI in jo kvantitativno prenesli
v ¢aso. Za pripravo 0,1 M HCI + NaCl pa smo s pipeto smo odmerili 500 mL 1M HCl in jo
kvantitativno prenesli v caSo. Na plastiCen colni¢ek smo natehtali 10 g NaCl in ga
kvantitativno prenesli v ¢aso. Pocakali smo, da se je NaCl povsem raztopil in premesal z
deinonizirano vodo skupaj z 1M HCI. Raztopino smo kvantitativno prelili v 5 L merilno

buco ter jo z deionizirano vodo dopolnili do oznake.
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Simulated Gastric Fluid (SGF) pH=1,2

V 5 L plasticno ¢aso smo nalili priblizno 4500 mL deionizirane vode, v ¢aso vstavili
magnet ter vse skupaj postavili na magnetno mesalo. S pipeto smo odmerili 400 mL 1M
HCI in jo kvantitativno prenesli v ¢aso. Na plasti¢en ¢olni¢ek smo natehtali 10 g NaCl in
ga kvantitativno prenesli v ¢aSo. Pocakali smo, da se je NaCl dobro raztopil in premesal z
deinonizirano vodo skupaj z 1M HCI. Raztopino smo kvantitativno prelili v 5 L merilno

buco ter jo z deionizirano vodo dopolnili do oznake.

Simulated Gastric Fluid (SGF) + Pepsin pH=1,2

V 5 L plasticno ¢aso smo nalili priblizno 4500 mL deionizirane vode, v ¢aso vstavili
magnet ter vse skupaj postavili na magnetno mesalo. S pipeto smo odmerili 400 mL 1M
HCI in jo kvantitativno prenesli v ¢aso. Na plasti¢en Colni¢ek smo lo¢eno natehtali 10 g
NaCl in 16 g pepsina ter ju kvantitativno prenesli v ¢aso. Pocakali smo, da se je vse dobro
raztopilo in premesalo z deionizirano vodo. Raztopino smo kvantitativno prelili v 5 L

merilno buco ter jo z deionizirano vodo dopolnili do oznake.

Fasted State Simulated Gastric Fluid (FaSSGF) pH=1,6

V 5 L plasticno ¢aso smo nalili priblizno 4500 mL deionizirane vode, v ¢aso vstavili
magnet ter vse skupaj postavili na magnetno mesalo. Na plasti¢en colni¢ek smo natehtali
10 g NaCl in ga kvantitativno prenesli v ¢aso. S pH metrom smo pomerili pH tako
pripravljeni raztopini in ga uravnali na 1,6 z dodatkom 1 M HCI. Pocakali smo, da se je
vse dobro raztopilo in premesalo z deinonizirano vodo. Raztopino smo kvantitativno prelili
v 5 L merilno buco ter jo z deionizirano vodo dopolnili do oznake. 2500 mL tako
pripravljenega pufra smo prelili v 3 L plasticno ¢asSo, vstavili magnet ter vse skupaj
postavili na magnetno mesalo. Na plasti¢en ¢olni¢ek smo natehtali 0.3 g FaSSGF praska in
ga kvantitativno prenesli v caso. Pocakali smo, da se je prasek popolnoma raztopil.
Raztopino smo kvantitativno prelili v 5 L ¢aSo ter jo dopolnili do oznake s prej

pripravljeno raztopino (pufer pH=1,6).

Acetatni pufer pH=5

V 5 L plasticno ¢aSo smo nalili priblizno 4500 mL deionizirane vode, v ¢aSo vstavili
magnet ter vse skupaj postavili na magnetno mesalo. Na plasti¢en ¢olni¢ek smo loceno
natehtali 69,25 g NaCl in 20,02 g natrijevega acetata ter ju kvantitativno prenesli v ¢aso.

Pocakali smo, da se je vse dobro raztopilo in premeSalo z deinonizirano vodo. Tako
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pripravljeni raztopini smo z dodatkom 1 M HCI uravnali pH na 5. Raztopino smo

kvantitativno prelili v 5 L merilno buco ter jo z deionizirano vodo dopolnili do oznake.

0.01 M HCI + NaCl pH=2 z dodatkom 1% HPMC
V 3 L plasticno ¢aso smo nalili priblizno 1000 mL deionizirane vode, v ¢aso vstavili
magnet ter vse skupaj postavili na magnetno mesalo. Vodo smo segreli na 80°C in nato

postopoma dodali 30 g HPMC, Kkar predstavlja 1 m/v % kon¢ne raztopine.

V 3 L plasticno ¢aso smo nalili priblizno 2000 mL deionizirane vode, v ¢asSo vstavili
magnet ter vse skupaj postavili na magnetno mesalo. S pipeto smo odmerili 30 mL 1M
HCI in jo kvantitativno prenesli v plasticno ¢aso. Na plasti¢en ¢olni¢ek smo natehtali 6 ¢
NaCl in ga kvantitativno prenesli v plasti¢éno ¢aso. Pocakali smo, da se je oboje povsem
raztopilo in premesalo z deinonizirano vodo. Raztopino smo kvantitativno prelili v 3 L
merilno buco ter jo dopolnili do oznake s prej pripravljeno HPMC raztopino. Viskoznost
tako pripravljene raztopine je bila 150 cP.

3.2.2 Analitika vzorcev

Zbrane vzorce smo 20-krat red¢ili s testiranim medijem (60 puL vzorca + 1140 uL medija).
Razred¢enim vzorcem smo nato dolocili vsebnost ZU s pomocjo tekoc¢inske kromatografije
visoke lo¢ljivosti (v nadaljevanju HPLC). V racunalniski program Empower smo vnesli
pogoje testa, program pa nam je nato s pomocjo enacbe za izraun koli¢ine sproscene ZU
in vnesenega odmerka ZU sam izracunal delez spros¢ene ZU v posameznih ¢asovnih

tockah.

Kromatografski pogoji analize
Mobilna faza: vodni del: acetonitril/voda = 50/50
organski modifikator: orto-fosforna kislina in trietilamin
Kolona: nepolarna C18
Pretok: 1 mL/min
Volumen injiciranja: 10 pL

Valovna dolZina: fiksna; nekje v obmoc¢ju med 250 in 350 nm

Enacba za izra¢un odstotka sproscéene ucinkovine v N-ti ¢asovni tocKi

Areapyn
Areagt

* Mge* Pyg*xV* Ry

= YWsprostene utinkovi Enacba 1
0 acba
Rst*D Sproscene ucinkovine

Areay, = povrsina kromatografskega vrha ucinkovine vzorcne raztopine
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Areay = povrsina kromatografskega vrha ucinkovine standardne ucinkovine
mg, = natehta delovnega standarda v mg

P.c = Cistota standarda v % ucinkovine, na snov kot je

V = volumen medija za raztapljanje

Ry = redcenje standardne raztopine

Ryn = redcenje vzorcne raztopine

D = deklarirana kolicina ucinkovine v mg

Priprava standardov

Natan¢no smo natehtali priblizno predpisano koli¢ino delovnega standarda ZU in ga
kvantitativno prenesli v 50 mL merilno buc¢ko s pomoc¢jo 20 mL deionizirane vode. Bucko
smo postavili v ultrazvo¢no kadicko za priblizno 3 min, da se je ZU v celoti raztopila. Nato

smo z deionizirano vodo dopolnili bu¢ko do oznake ter premesali.

5 mL tako pripravljene raztopine smo odpipetirali v 25 mL bucko, dopolnili do oznake z
deionizirano vodo ter premesali (5-kratno red¢enje). Standardno raztopino smo pripravljali

v 2 paralelah za potrditev ustreznosti standarda.
3.3 NAPRAVA ZA POSNEMANJE ZELODCNEGA GIBANJA

3.3.1 Opis naprave
Napravo za posnemanje Zelodénega gibanja so razvili v podjetju Lek d.d., v sodelovanju s
Fakulteto za strojnistvo v Ljubljani. Napravo sestavlja inertna silikonska fleksibilna vreca,
Ki je po obliki in velikosti podobna ¢loveskemu Zelodcu, vzdolZzno po notranji steni pa so iz
istega materiala narejene gube, ki posnemajo Zelodéne gube. Vreca je umescena med 8
zaslonk - mehanizmi, ki se
periodi¢no zapirajo in odpirajo,
ter na tak nacin posnemajo
miSi¢ne kontrakcije in s tem
zelodéno peristaltiko. Na ta
nacin laZje preucujemo vpliv sil
in hidrodinamike teko¢in na
spros¢anje ZU iz FO. Vreca se
ob koncu zozi v tanko cevko, Ki

predstavlja  mesto  izhoda

Slika 9: Fotografija naprave za posnemanje Zelodcénega gibanja.
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vsebine vrece. Prehod med vreco in cevko zapira ventil, ki uravnava pretok tekocine iz
vrece in predstavlja pilorus. Konéni del vre¢e lahko skozi odprtino v komori usmerimo v
¢aso na tehtnici, ki je povezana z racunalnikom. Spreminjanje mase v ¢asi se raCunalnisko
belezi in vpliva na kréenje ventila in posledi¢no na pretok skozi Zelodec. Na drugi strani je
vreCa odprta in omogoca dodajanje svezega medija za ponazarjanje izlo¢anja Zelodénega
soka. Vse skupaj je postavljeno v komoro, ki vzdrzuje temperaturo primerljivo fizioloskim
pogojem, 37°C. Naprava je racunalniSko krmiljena, vsa gibanja je mozno prilagajati

oziroma programirati (30).

Fleksibilna vreca

Vreca je po obliki in velikosti podobna ¢loveskemu Zelodcu, Ki je v obliki ¢rke »J«. V
najozji pa 25 mm. Pilori¢na odprtina v premeru meri nekoliko manj kot 10 mm. Volumen
vrece je prav tako podoben volumnu Zelodca in znasa 800 mL. Vreca je izdelana iz inertne
silikonske gume, za katero sklepamo, da izkazuje podobne mehanske lastnosti, kot jih
opazimo Vv steni ¢loveskega Zelodca. Vreca je dovolj fleksibilna, da omogoca aplikacijo
mehanskih kontrakcij preko zapiranja zaslonk, a hkrati dovolj toga, da se vrne v svojo
primarno obliko, ko kontrakcije pojenjajo. Materialu je ob izdelavi vrece dodan tudi aditiv
za zmanjSevanje povrSinske energije, da je stena vrece bolj gladka, kar preprecuje lepljenje
farmacevtske oblike na steno vrece. Zgornji del vrece je odprt in omogoca enostavno
vzorcenje s kanilo in brizgo oz. nadomescanje medija s ¢rpalko. Spodnji del vrece se konca
z ozko cevjo, ki jo vpnemo med ventil, ki preprecuje nenadzorovano iztekanje medija iz

vreée in omogoc¢a nadzorovanje izbranih pretokov skozi zelodec (31).

Mehanske zaslonke

Za izvedbo kroZznih kontrakcij oziroma aplikacijo mehanskih obremenitev preko
fleksibilne vrece na naSo FO so odgovorne mehanske zaslonke, ki omogocajo zvezno
spreminjanje velikosti premera odprtine. Na fleksibilni vre¢i se nahaja 8 zaslonk, ki so
razporejene po distalnem delu vrece, kjer so tudi v Zelodcu v in vivo pogojih kontrakcije
najmocnejSe. Na tak nacin zaslonke izvajajo zunanji pritisk na vre€o ter s tem vplivajo na
obliko in premikanje vsebine v vreéi. Vsako zaslonko preko polzevega gonila odpira in
zapira svoj kora¢ni motor. Z zakasnitvijo zaCetka gibanja vsake naslednje zaslonke lahko
ustvarimo sinusni vzorec gibanja kontrakcij, ki posnema bodisi segmentacijsko gibanje

bodisi peristalticne kontrakcije v Zelodcu cloveka. Mehanizem delovanja je natancen in
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ponovljiv, saj gibanje uravnavajo elektriéni motorji. Zaslonke so vpete v dve navpicni

prozorni plasti¢ni steni (32).

nosilec

++ nosilec zaslonke

| koraéni motor

Slika 10 in 11: Prikaz zaslonk naprave za posnemanje Zelodcénega gibanja in mehanskih delov, potrebnih za

ustvarjanje vzorcev gibanja, povzeto po (32).

Ventil, ki ponazarja piloricni sfinkter

Zadnji zaslonki sledi ventil, v katerega vpnemo zozen konéni del silikonske vrece. Ventil
se premika vertikalno, s ¢imer Se odpira in zapira ter na tak nacin dovoljuje pretok tekocin
in s tem praznjenje vsebine Zelodca skozi cevko v &ago na tehtnici izven komore. Casa
sluzi za zbiranje frakcij v razli¢nih casovnih tockah in daje podatek o masi prepuscene
teko¢ine. Tako dobimo kumulativno zbrane frakcije v razli¢nih ¢asovnih toCkah, preko
katerih lahko dolo¢imo koncentracijo ZU v posamezni ¢asovni tocki. Hitrost odpiranja in
zapiranja ventila nastavimo preko racunalniS$kega programa, s ¢imer dolo¢imo zeleni
pretok, izrazen v g/min. V naSem primeru je bil pretok nastavljen na 2 g/min in je reguliran
s pomocjo tehtnice, ki je povezana s programom. Tak sistem imenujemo odprti sistem
vzorcenja, pri katerem obicajno s ¢rpalko skozi zgornjo odprtino vrece nadomes€amo svez
medij. Na ¢rpalki za nadomes¢anje nastavimo enak pretok, kot je izbran na programu v

racunalniku, s ¢imer se izognemo spremembam volumna vsebine v vreci.

Ogrodje in oprema

Ogrodje je narejeno iz aluminijastih profilov, kamor je vpeta naprava, ob straneh pa sta
vpeta dva nosilca iz akrilnega stekla. Ogrodje je nadalje s pomocjo izvle¢nih vodil
montirano v notranjost komore, kar omogoca lazje rokovanje s samo napravo in enostavno

vzorcenje. Komora omogoca vzdrzevanje zelenih pogojev eksperimenta, termostatiranje na
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37°C, z natan¢nostjo + 0,1 °C in je proizvod podjetja Kambi¢ laboratorijska oprema d.o.o.
Na zgornjem delu ima komora tipkovnico za vnos temperature in prikazovalnik trenutne

temperature v notranjosti komore.

Programska oprema

Naprava je povezana z racunalni§ko programsko opremo, ki nadzoruje delovanje sestavnih
delov. Motorji in stikala so povezani s krmilniki, le-ti pa nadalje preko USB povezave na
racunalnik. Za ustrezno delovanje naprave skrbi namenska programska oprema za
racunalnik, ki uporabniku omogoc¢a krmiljenje in nadzor. Glavni parametri, ki jih lahko
spreminjamo, so zacetno odprtje zaslonk, njihova amplituda zaprtja, Cas trajanja
posameznega zaprtja in odprtja zaslonk, zakasnitev med sosednjimi zaslonkami, trajanje
posameznega cikla, Cas odprtja posamezne zaslonke in tudi reset faznih razlik, ki ob
nastavljenem casu odpravi manjSa odstopanja pri gibanju zaslonk. Omogocena je tudi
nastavitev odpiranja in zapiranja ventila s ¢imer nastavimo pretok praznjenja vsebine iz
vreCe. Programska oprema nam torej omogoca razvoj zelenih vzorcev gibanja Zelodca z

namenom zagotavljanja razmer, ki naj bi bile ¢im bolj podobne tistim v ¢loveskem telesu.

3.3.2 Izvedba preskusa spros¢anja na napravi za posnemanje Zelod¢nega gibanja

Najprej smo vklopili komoro in nastavili temperaturo na 37°C. Fleksibilno vreco smo
namestili med zaslonke, zacetni del cevke pa v ventil. Nato smo prizgali program na
racunalniku, vmesnik na aparaturi in tehtnico. Pred zacetkom testa smo na raunalniskem
programu s klikom na gumb »inicializacija« povezali programsko opremo z vmesnikom in
tega z elektromotorji ter ostalimi klju¢nimi deli naprave za posnemanje zelod¢nega
gibanja. Medij za preskus spro$¢anja smo predhodno segreli na magnetnem mesalu na
39,5°C, saj pri vnosu medija v vreco njegova temperatura rahlo pade. Z merilnim valjem
smo odmerili 250 mL medija ter ga prenesli v fleksibilno vreco. Pocakali smo Se 5 min, da
sta se izenaCili temperaturi medija in vree. Temperaturo medija smo preverili S
termometrom, da je znaSala 37,0 + 0,5°C, nato smo lahko zaceli s preskusom. V vrec¢o smo
vstavili vzorec ter zagnali program. Testi so bili izpeljani z usmerjeno postavitvijo kapsule,
ki smo jo izvedli s podaljSano pinceto, tako da smo kapsulo previdno polozili med 6. in 7.

zaslonko.

Vzor¢enje smo izvajali vsakih 5 ali 10 min (5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60
min), tako, da smo zbirali 10 ali 20 mL frakcije v ¢aSe, odvisno od vrste uporabljenega

medija. S pomocjo plasticne brizge in kanile smo iz zbirne ¢ase vzeli 10 ali 20 mL vzorca,
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ki smo ga prefiltrirali skozi membranski filter z velikostjo por 0,45 pm (model Minisart®,
Sartorius) v stekleno vialo (prvih 5 mL vzorca smo zavrgli, da smo nasitili filter). Odvzeti
medij smo nadomescali s svezim preko peristaltiéne ¢rpalke. Po 25. ali 60. min smo s
poskusom zakljucili. Po kon¢anem testu smo vreCo previdno odstranili iz ogrodja in jo
prelili v ve¢jo ¢aSo. Vsebino smo s stekleno palcko premesali do homogene raztopine in
vzor¢ili. Na ta nacin smo dobili tocko neskon¢no, kjer smo pricakovali 100 % delez
sproscene ZU. V kolikor je bila vrednost spros¢ene ZU nizja, je to pomenilo, da dolzina
testa ni ustrezna, da se ZU adsorbira na steno silikonske vrece, ali da se kako drugace

izgublja iz sistema.

Odprt sistem

Za delovanje odprtega sistema je potrebna povezava programske opreme s tehtnico. Ta je
namesScena ob komori, ki ima na strani odprtino za cevko silikonske vrece, skozi katero
poteka praznjenje vsebine vrece. Pred zacCetkom testa smo si pripravili steklene Case s
podobno maso, hkrati pa smo napolnili tudi epruvete s koli¢ino vode, ki je bila enaka
volumnu ene odvzete frakcije v dolocenem intervalu vzorcenja. Pred zacetkom testa smo
tehtnico vedno nastavili na 0 in na tehtnico nastavili 1. ¢aso za zbiranje posamezne frakcije
ter ¢aso za reguliranje mase, v katero smo nadomescali ustrezen volumen vode, ki smo ga
predhodno odmerili v epruvete. Ob Zelenem ¢asu vzoréenja (ve¢inoma po 5 min) smo ¢aso
z vsebino odstranili iz tehtnice in nadomestili z novo. V prazno ¢aSo za reguliranje mase pa
smo prelili vsebino ene epruvete. Tehtnica tako ni zaznala izgube mase, ventil pa je s
pravilnim pretokom deloval naprej. Vsebino ¢aSe smo posrkali z brizgo in kanilo, brizgo
dvakrat vertikalno obrnili, da se je vsebina premeSala in prefiltrirali. Medij smo

nadomescali s ¢rpalko skozi zgornjo odprtino komore.

3.3.3 Pregled poskusov opravljenih v okviru magistrske naloge

Magistrsko nalogo smo nadaljevali v tocki, ko so bili osnovni parametri naprave Ze zelo
dobro poznani in optimizirani v okviru prej$njih raziskav. Na napravi za posnemanje
zelod¢nega delovanja smo opravili 22 serij eksperimentov (5 testnih formulacij, z isto
farmacevtsko obliko, 10 medijev, 3 vrece), ki so povzete v Tabeli |. Za vsako serijo
eksperimentov je bilo v povpre¢ju izvedenith 6 preskusov sproScanja, skupno pa smo

izvedli 132 preskusov sproscanja.
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Tabela I: Opravijene serije eksperimentov na napravi za posnemanje Zelodcénega gibanja.

.. Fleksibilna | Farmacevtska Volumen
Vzorec Medij < ; Program .
vreca oblika medija
Voda V6, V7 selati
Vzorec A Trda zelatinska |/ 05 pitra | 250 mL
0,01 M HCI + NaCl V6, V7, V8 kapsula
Voda V7 selati
Vzorec B Trda Zelatinska |\, 509 pitra | 250 mL
0,01 M HCI + NaCl V6 kapsula
Voda V7 Selati
Vzorec C Trda zelatinska |\, 05 pitra | 250 mL
0,01 M HCI + NaCl V6 kapsula
Voda V7 selati
Vzorec D Trda zelatinska |\, 505 pitra | 250 mL
0,01 M HCI + NaCl V6 kapsula
Voda
0,001 M HCI + NaCl
0,01 M HCI + NaCl
0,1 M HCI + NaCl
SGF ) V_002_hitra
Trda Zelatinska
Vzorec E SGF + pepsin \%: kapsula 250 mL
FaSSGF
0,01 MHCI+NaCl+1%
HMPC
pH=5 + hrana
- V_002_hrana
pH=5 + kroglice (60/100) -~
Vzorec F 0,01 M HCI + NaCl V8 HPMC kapsula | V_002_hitra | 250 mL

Za izvedbo preskusov spro$¢anja smo uporabili 2

razli¢ni nastavitvi gibanja zaslonk -

program imenovan V_002 hitra in V_002_hrana. Primerjava programov in bistvene

razlike med njima so razvidne v Tabeli Il.

Tabela 11: Nastavitve zacetnega polozaja zaslonk v primeru V_002_hitra ali V_002_hrana programa.

V_002_hitra Z1|Z2 23|24 |25|26 |27 |Z8
Zacetni polozaj (mm): | 45 | 60 | 60 | 60 | 65 | 65| 70 | 75
Amplituda (mm): 10(29|35(33(29|35|27 |25
V 002 hrana Z1|Z2 23|24 |25|26 |27 |Z8
Zacetni polozaj (mm): | 52 | 60 | 60 | 60 | 65 | 65 | 70 | 75
Amplituda (mm): 10(21(29(27|29|30|27 |25

Ostale nastavitve parametrov so bile za oba programa enake in so prikazane v Tabeli 1l1.

Tabela Ill: Nastavitve parametrov na napravi za posnemanje gibanja Zelodca pri izvedbi preskusov

sproscanja, s katerima ponazorimo hitrost peristalticnega vala.

Perioda (ms):

16000

Zakasnitev (%0):

11
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3.4 IZDELAVA SILIKONSKE VRECE

Silikonsko vre¢o smo naredili iz 4 razlicnih komponent. Glavni del sestave predstavlja
Dragon Skin® FX-Pro, ki je mehka, stabilna in visoko zmogljivostna silikonska guma
sestavljena iz komponent A in B.
Komponenti A smo dodali tudi snov za
zmanj$evanje viskoznosti, ki nam je pri
uporabi vrece omogocila, da je bila le-ta
bolj fleksibilna. Komponenti B pa smo

dodali povrsinsko aktivno snov (PAS) za

zmanjSanje povrsSinske napetosti. Velja
pravilo, da lahko dodamo sredstvo za sjika 12: Prikaz modela za izdelavo silikonske vrece.

zmanjSanje viskoznosti do 10 % skupne koli¢ine A in B komponent, PAS pa do 1,5 %
koli¢ine komponente B. Vse 4 komponente smo zdruzili in dobro premesali ter nanesli na
model v obliki zelodca. TakSno zmes smo pripravili petkrat in tako nanesli 5 plasti, da je
bila narejena vreca debelejsa in bolj kompaktna. Po nanosu prve in druge plasti smo na
cevko in dolo¢ena mesta na vre¢i nanesli tudi steklena vlakna, ki so omogocila, da je
silikon po odstranitvi iz modela ohranil obliko zelodca. Vsako novo plast smo nanesli eno
uro po nanosu zadnje plasti. Po nanosu zadnje plasti pa smo pustili silikonske nanose susiti

vsaj 4 ure, nato pa smo vreco odstranili iz modela.

Slika 13: Fotografija rocno izdelane silikonske vrece 8.
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3.5 SESTAVA TESTNIH FORMULACIJ

Tabela 1V: Sestava pomoznih snovi testnih formulacij.

Oznaka vzorca Opis Farmacevtska oblika

Polnilo: skrob, MCC
Vezivo: HPMC

Vzorec A . . Trda Zelatinska kapsula
Razgrajevalo: natrijeva kroskarmeloza

Drsilo: magnezijev stearat

Polnilo: skrob

Vezivo: HPMC
Vzorec B . . Trda Zelatinska kapsula
Razgrajevalo: krospovidon

Drsilo: magnezijev stearat

Polnilo: $§krob, MCC
Vezivo: HPMC

Vzorec C . . Trda Zelatinska kapsula
Razgrajevalo: krospovidon

Drsilo: magnezijev stearat

Polnilo: $krob
Vzorec D Razgrajevalo: $krob Trda Zelatinska kapsula
Drsilo: magnezijev stearat

Polnilo: skrob

Vezivo: HPMC
Vzorec E ] Trda Zelatinska kapsula
Razgrajevalo: skrob

Drsilo: magnezijev stearat

Polnilo: skrob

Vezivo: HPMC
Vzorec F HMPC kapsula
Razgrajevalo: skrob

Drsilo: magnezijev stearat

Polnilo

Vzorec D = Vzorec E = Vzorec F > Vzorec A = Vzorec B =Vzorec C
Vezivo

Vzorec E = VVzorec F > VVzorec A = VVzorec B = Vzorec C > Vzorec D
Razgrajevalo

Vzorec A = Vzorec B = Vzorec C > Vzorec D = Vzorec E = Vzorec F
Voda

Vzorec E = VVzorec F > VVzorec A = VVzorec B = Vzorec C > Vzorec D
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4. REZULTATI

V tabelah V, VI, VII, VIII, IX, X, XI in XII so prikazani rezultati preskusov spro$¢anja

opravljenih na napravi za posnemanje zelod¢nega gibanja. V tabelah XII in XIV ter grafih

1 in 2 so prikazani rezultati preskusov spros¢anja opravljenih na napravi z vesli (USP II).

Tabela V: Preskusi sproséanja na napravi za posnemanje Zelodcnega gibanja s silikonsko vreéo 6 (V6) v

deionizirani vodi.

Vzorec A; Voda; V6 (n=5)

Cas [min|

0 5 10 15 20 25 30 o0
Povpretni delez 0 | 100 | 441 | 585 | 664 | 765 | / | 951
sproscene u¢inkovine [%)]
STDEV 0 11,7 19,4 16,2 13,9 10,6 / 3,0
RSD [%] 0 61,6 43,9 27,7 20,9 13,9 / 3,1

Tabela VI: Preskusi sproscanja na napravi za posnemanje Zelodcénega gibanja s silikonsko vreco 6 (V6) v

0,01 M HCI + NacCl.

Vzorec A; 0,01 M HCI + NaCl; V6 (n=5)

Cas [min]

0 5 10 15

20 25 30 ©
Povpreéni delez 0 | 192 | 553 | 727 | 867 | 940 | / | 1001
sproscene uc¢inkovine [%)]
STDEV 0 61 | 176 | 143 | 9.1 7,2 / 2,0
RSD [%] 0 31,9 | 319 | 197 | 104 | 7,6 / 2,0
Vzorec B; 0,01 M HCI + NaCl; V6 (n=5)
Cas [min] 0 5 10 15 20 25 30 o
Povprecni delez 0 | 170 | 488 | 669 | 80,8 | 876 | I 98,3
sproscene uc¢inkovine [%)]
STDEV 0 24 | 137 | 174 | 10,7 | 7.3 / 1,3
RSD [%] 0 13,9 | 281 | 26,0 | 133 | 83 / 1,3
Vzorec C; 0,01 M HCI + NaCl; V6 (n=5)
Cas [min| 0 5 10 15 20 25 30 ©
Povpreéni delez 0 | 215 | 725 | 887 | 944 | 959 | 98,8
sproscene ucinkovine [%]
STDEV 0 69 | 147 | 68 45 35 / 1,6
RSD [%] 0 31,9 | 203 | 76 48 3,7 / 1,6

30




Vzorec D; 0,01 M HCI + NaCl; V6 (n=5)

Cas [min| 0 5 10 15 20 25 30 ©
Povpreéni delez 0 | 154 | 478 | 634 | 749 | 811 | 95,7
sproscene ucinkovine [%]
STDEV 0 4,9 7.1 7,7 8,1 73 / 1,7
RSD [%] 0 32,1 | 148 | 12,2 | 109 | 9.1 / 1,8

Tabela VII: Preskusi sproscanja na napravi za posnemanje Zelodénega gibanja s silikonsko vreco 7 (V7) v

deionizirani vodi.

Vzorec A; Voda; V7 (n=5)

Cas [min] 0 5 10 15 20 25 o
Povpretni delez 0 46 | 596 | 814 | 882 | 942 | 994
sproscene u¢inkovine [%)]
STDEV 0 1,2 6,1 10,3 8,1 55 1,5
RSD [%] 0 255 | 103 | 126 9,2 5,8 1,5
Vzorec B; Voda; V7 (n=5)
Cas [min] 0 5 10 15 20 25 o
Povpretni delez 0 74 | 552 | 784 | 901 | 950 | 1001
spros¢ene ulinkovine [%0]
STDEV 0 4.4 20,5 | 13,8 8,1 5,0 1,1
RSD [%6] 0 596 | 371 | 17,6 9,0 53 1,1

Vzorec C; Voda; V7 (n=5)

Cas [min] 0 5 10 15 20 25 ©
Povprecni delez 0 82 | 628 | 820 | 899 | 932 | 981
sproscene uc¢inkovine [%]
STDEV 0 3,5 12,0 8,3 5,7 3,8 2,4
RSD [%] 0 428 | 192 | 10,1 6,4 41 2,4
Vzorec D; Voda; V7 (n=5)
Cas [min] 0 5 10 15 20 25 B
Povpretni delez 0 48 | 494 | 713 | 794 | 838 | 962
sproscene u¢inkovine [%)]
STDEV 0 2,6 16,3 20,1 17,5 13,9 3,2
RSD [%0] 0 53,5 32,9 28,1 22,1 16,6 3,3
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Tabela VIII: Preskusi sproscanja na napravi za posnemanje zelodénega gibanja s silikonsko vreco 7 (V7) v

0,01 M HCI + NacCl.

Vzorec A; 0,01 M HCI + NaCl; V7 (n=5)
Cas [min] 0 5 10 15 20 25 o
Povpretni delez 0 66 | 583 | 834 | 896 | 932 | 989
sproscene ucinkovine [%]
STDEV 0 41 22,1 14,8 10,4 73 3,0
RSD [%] 0 62,4 37,9 17,7 11,6 78 3,0

Tabela IX: Preskusi spro§éanja na napravi za posnemanje Zelodénega gibanja s silikonsko vireco 8 (V8) v

0,01 M HCI + NacCl.

Vzorec E; 0,01 M HCI + NaCl; V8 (n=5)
Cas [min] 0 5 10 15 20 25 ©
Povprecni delez 0 61 | 438 | 655 | 739 | 800 | 945
sproscene uc¢inkovine [%]
STDEV 0 2,5 7,8 15,4 16,9 13,0 1,5
RSD [%] 0 41,1 17,9 23,5 22,8 16,3 1,6
Vzorec F; 0,01 M HCI + NaCl; V8 (n=5)
Cas [min] 0 5 10 15 20 25 B
Povpreéni delez 0 17 | 55 | 295 | 580 | 724 | 1012
sproscene uc¢inkovine [%)]
STDEV 0 0,5 3,5 2,7 14,9 14,3 3,1
RSD [%] 0 30,3 63,1 9,2 25,7 19,8 3,1

Tabela X: Preskusi sproscanja na napravi za posnemanje zelodénega gibanja s silikonsko vreco 8 (V8) v

0,01 M HCI + NaCl + HPMC.

Vzorec E; 0,01 M HCI + NaCl + HPMC; V8 (n=5)

Cas [min| 0| 5|10 |15 |20 | 25| 30| 35|40 | 45 | 50 | 5 | 60 | =
Povprecni delez
sproséene udinkovine | 0 | 1,0 |14,5|43,8|60,3|75,4|79,5|80,4|79,2|82,3|81,9|83,7|82,2|80,4
[%0]
STDEV 01]01|130(248|216|156| 70|59 |55|14|03|0,0]0,7]32
RSD [%] 0 |11,0/89,3|56,5|358(206|88|73|69|17|03|00/|09]39

32




Tabela XI: Preskusi sproscanja vzorca E na napravi za posnemanje Zelodénega gibanja s silikonsko vreco 8

(V8) v razlicnih medijih.

Vzorec E; Voda; V8 (n=5)

Cas [min] 0 5 10 15 20 25 0
Povpretni delez 0 84 | 419 | 556 | 674 | 74 | 954
sproscene ucinkovine [%]
STDEV 0 3,8 4.4 8,7 6,1 6,1 0,7
RSD [%] 0 447 10,6 15,6 9,1 8,3 0,8
Vzorec E; 0,001M HCI + NaCl; V8 (n=5)
Cas [min] 0 5 10 15 20 25 0
Povprecni delez 0 105 | 462 | 597 | 736 | 809 | 957
sproscene ucinkovine [%]
STDEV 0 3,1 115 16,2 12,3 9,0 2,6
RSD [%] 0 297 | 249 | 271 | 168 | 111 2,8
Vzorec E; 0,1M HCI + NaCl; V8 (n=5)
Cas [min] 0 5 10 15 20 25 ©
Povpretni delez 0 85 | 467 | 710 | 832 | 929 | 987
sproscene ucinkovine [%]
STDEV 0 3,0 10,6 91 6,0 4,1 1,6
RSD [%] 0 347 | 227 | 129 7.3 4,4 1,7
Vzorec E; SGF; V8 (n=5)
Cas [min] 0 5 10 15 20 25 ©
Povpretni delez 0 110 | 448 | 618 | 727 | 795 | 961
sproscene ucinkovine [%]
STDEV 0 53 47 48 49 40 1,2
RSD [%] 0 48,2 | 10,4 7,7 6,7 5,1 1,3
Vzorec E; SGF + pepsin; V8 (n=5)
Cas [min] 0 5 10 15 20 25 B
Povpretni delez 0 147 | 465 | 625 | 713 | 775 | 958
sproscene ucinkovine [%]
STDEV 0 53 9,8 10,6 11,2 10,8 1,6
RSD [%] 0 35,8 21,1 16,9 15,6 13,9 1,7
Vzorec E; FaSSGF; V8 (n=5)
Cas [min| 0 5 10 15 20 25 ©
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Povprecni delez

sproscene uc¢inkovine [%] 0 8,7 37,2 51,2 63,5 713 91.8
STDEV 0 3,2 8,9 8,5 6,1 6,5 2,2
RSD [%] 0 36,2 24,0 16,6 9,6 9,1 2,4

Tabela XI11: Preskusi sproscanja vzorca E na napravi za posnemanje Zelodcnega gibanja s silikonsko vreco 8

(V8) v mediju pH=5 z dodatkom steklenih kroglic in hrane.

Vzorec E; pH=5 + Steklene kroglice (60); V8 (n=3)

Cas [min] 0 5 10 15 20 25 o
Povpretni delez 0 56 | 319 | 597 | 744 | 827 | 949
sproscene ucinkovine [%]
STDEV 0 4,0 8,2 5,9 4,7 4,7 3,3
RSD [%] 0 71,7 25,8 9,8 6,3 5,6 34

Vzorec E; pH=5 + Steklene kroglice (100); V8 (n=3)

Cas [min] 0 5 10 15 20 25 ©
Povpreéni delez 0 35 | 474 | 794 | 874 | 901 | 951
sproscene ucinkovine [%]
STDEV 0 1,8 12,6 16,2 13,4 10,0 4,0
RSD [%] 0 50,2 26,7 20,4 15,3 11,1 4,2

Vzorec E; pH=5 + Hrana; V8 (n=3)

Cas [min] 0 10 20 30 40 50 60
Povpretni delez 0 448 | 670 | 651 | 638 | 634 | 639
sproscene ucinkovine [%]
STDEV 0 73 | 16 | 14 | 14 | 15 | 19
RSD [%] 0 163 | 23 | 21 | 22 | 24 | 30

Tabela X111: Preskusi sprosc¢anja na napravi z vesli (USPII) v deionizirani vodi.

Vzorec A; Voda (n=3)

Cas [min] 0 5 10 15 20 30 45 0

Povprecni deleZ

“x e . 0 394 | 68,8 | 80,1 | 87,2 | 94,9 100,4 /
sproscene uc¢inkovine [%]

STDEV 0 6,3 7,2 4,2 2,8 1,2 0,7 /

RSD [%] 0 159 | 104 5,2 3,3 1,2 0,7 /

Vzorec B; Voda (n=3)

Cas [min] 0 5 10 15 20 30 45 0
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Povprecni delez 0 419 | 67,1 | 776 | 839 | 909 | 928 | 926
sproscene ucinkovine [%]
STDEV 0 1,3 9,0 6,5 1,7 1,6 0,8 1,0
RSD [%] 0 3,1 13,4 8,4 2,0 1,8 0,9 1,1
Vzorec C; Voda (n=3)
Cas [min] 0 5 10 15 20 30 45 ©
Povprecni delez 0 297 | 742 | 845 | 887 | 928 | 924 | 931
sproscene uc¢inkovine [%)]
STDEV 0 7,6 4,2 4,2 3,6 2,9 2,9 1,7
RSD [%] 0 25,6 5,6 5,0 4,1 31 31 1,8
Vzorec D; Voda (n=5)
Cas [min] 0 5 10 15 20 30 45 0
Povprecni delez 0 389 | 707 | 792 | 862 | 934 | 956 | 96,
sproscene uc¢inkovine [%]
STDEV 0 12,9 9,6 71 59 4,6 4,1 3,5
RSD [%] 0 332 | 135 9,0 6,8 5,0 4,3 3,6
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Graf 1: Profil sproscanja vzorca A, B, C in D v deionizirani vodi na napravi z vesli (USP 11).
Tabela X1V: Preskusi sproscanja na napravi z vesli (USPI1I) v 0,01 M HCI + NacCl.
Vzorec A; 0,01 M HCI + NaCl (n=3)
Cas [min] 0 5 10 15 20 30 45 o
Povpretni delez 0 230 | 66,0 | 804 | 87,1 | 931 | 954 | 9472
sproscene ucinkovine [%]
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STDEV 0 29 74 4,3 1,7 0,9 1,7 0,7

RSD [%0] 0 125 | 11,2 54 19 0,9 1,8 0,7

Vzorec B; 0,01 M HCI + NaCl (n=3)

Cas [min] 0 5 10 15 20 30 45 o
Povpreéni delez 0 201 | 755 | 864 | 925 | 99,8 | 1033 | 1049
sproscene ucinkovine [%]
STDEV 0 81 | 11,4 | 87 6,9 4,6 3,6 2,9
RSD [%] 0 279 | 152 | 100 | 7.4 | 46 3,5 2,8

Vzorec C; 0,01 M HCI + NaCl (n=3)

Cas [min] 0 5 10 15 20 30 45 o
Povprecni delez 0 461 | 820 | 927 | 956 | 983 | 1006 | 102,5
sproscene ucinkovine [%]
STDEV 0 63 | 12,8 | 122 | 10,7 | 7,4 42 1,2
RSD [%] 0 13,8 | 156 | 132 | 112 | 7,6 42 1,2

Vzorec D; 0,01 M HCI + NaCl (n=2)

Cas [min] 0 5 10 15 20 30 45 o

Povprecni delez

vy o . 0 36,3 57,5 67,5 77,5 89,0 96,7 101,2
sproscene ucinkovine [%]
STDEV 0 1,9 91 10,7 10,7 9,2 4,6 0,0
RSD [%0] 0 52 15,7 15,9 13,9 10,3 4,7 0,0
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Graf 2: Profil sproscanja vzorca A, B, C in D v 0,01 M HCI + NaCl na napravi z vesli (USP I1).
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5. RAZPRAVA

Preskusili smo spros¢anje modelne ZU iz petih razli¢nih formulacij trdih Zelatinskih kapsul
s takoj$njim spros$¢anjem, ki so se razlikovale glede na sestavo pomoznih snovi. Preskusili
smo tudi sprosc¢anje iste modelne ZU, vgrajene v hidroksipropil metil celulozne (HPMC)
kapsule s takoj$njim sproS€anjem. V razpravi smo formulacije nazivali kot testne

formulacije.

Preskuse sproS$¢anja smo izvedli na napravi za posnemanje zelod¢nega gibanja, Ki
omogoca priblizevanje relevantnim in vivo pogojem. Aparaturo so razvili raziskovalci
oddelka In vitro-in vivo korelacije v podjetju Lek d.d. Ljubljana v sodelovanju s Fakulteto
za strojni$tvo Univerze v Ljubljani, prav tako so vse testne formulacije kapsul produkt

razvoja podjetja Lek d.d. Ljubljana.

Na napravi za posnemanje zelodénega gibanja smo izvedli preskuse spro$éanja z uporabo

medijev razli¢nih pH-jev in mehanskih dodatkov.

5.1 PRESKUSI SPROSCANJA OPRAVLJENI NA NAPRAVI Z VESLI
(USP 1)

Na voljo so nam bili tudi rezultati preskusov spros¢anja, ki so bili izvedeni na napravi z
vesli (USP I1) z deionizirano vodo in 0,01 M HCI z dodatkom 2g/L NaCl (pH=2).
Eksperimente na aparaturi USP 11 so izvedli sodelavci oddelka In vitro in vivo korelacije za
namene razvoja formulacij. Volumen medija je znasal 900 mL, hitrost meSanja je bila 50
obratov/min, za ohranjanje pozicije kapsule je bil uporabljen sinker, rezultati so prikazani v

Tabelah XIV in XV, profili spros¢anja pa na Grafih 1 in 2.

5.2 PRESKUSI SPROSCANJA OPRAVLJENI NA NAPRAVI ZA
POSNEMANJE ZELODCNEGA GIBANJA

Pri izvajanju preskusov spros¢anja smo zeleli ¢im bolj posnemati in vivo pogoje v zelodcu,
zato smo kot medije izbrali puferne raztopine, ki zagotavljajo konstanten pH med
eksperimentom, podobno kot v zelodcu HCI kot moc¢na kislina z visoko pufersko
kapaciteto, ki se upira spremembi pH in tako preprecuje vecje spremembe v pH-ju
zelod¢ne vsebine (6). Glede na to, da pH v zelodcu znasa med 1-3 (10), smo s preskusi
spros¢anja priceli v 0,01 M HCI z dodatkom 2 g/L NaCl (pH=2), katere uporabo za

preskuse sproscanja priporocajo tudi evropski (EMA) in ameriSki regulatorni organi
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(FDA). Priprava je enostavna, medij pa je univerzalen za uporabo v Stevilnih razli¢nih

metodah za preskusSanje sproscanja.

Povpreéni volumen teko¢ine v Zelodcu na te$¢e znaSa priblizno 45 mL (10) in ce
upostevamo, da obicajno trdne FO popijemo skupaj s kozarcem vode, pacient zdravilo
zauzije s 240 mL vode (10). Zaradi navedenega dejstva smo v eksperimentih uporabili 250
mL raztopine oz. pufra. V primerjavi s konvencionalnimi metodami preskusanja spros¢anja
(USP 1'in USP I1), kjer volumen medija najveckrat znasa 900 mL, kar lahko vodi v slabso
interpretacijo rezultatov in napovedovanje in vivo sproséanja (10), je bil v naSem primeru
uporabljen volumen znatno manj$i. Ker se modelna ZU vgrajena v FO s takoj$njim
spros¢anjem uvrsca v razred BCS I, nismo pric¢akovali teZzav s topnostjo same ZU, saj se
takSna ZU v celoti raztopi v Zelodcu. Za izvedbo preskusa spro$c¢anja na nasi napravi smo
uporabili nastavitve, shranjene kot program V_002 hitra, za katerega so karakteristi¢ne
zmerne amplitude zaslonk ter hitro potujo¢i valovi kontrakcij (42). V okviru prej$njih
raziskav (sicer z drugimi oblikami in ZU) se je prav ta program uporabljal najpogosteje,

ker je dajal rezultate, ki so bili v sladu z opazenimi in vivo podatki (42).

Rezultati preskusov sprosc¢anja so prikazani v Tabelah V, VI, VII, VIII, IX, X, XI in XII.
Za vsako od testnih formulacij smo opravili v povprecju 6 ponovitev. Razlog za razli¢no
Stevilo ponovitev med testiranimi formulacijami je bil ta, da je bila naprava nov izum, na
kateri je bilo pred tem opravljenih malo Stevilo preskusov, mi pa smo Zeleli dobiti ¢im bolj
ponovljive rezultate. V Casu raziskovalnega dela se je obrabila fleksibilna vrecéa (V6) na
mestu prehoda med vreco in cevko, kjer ventil uravnava pretok medija. Cevka se je na tem
mestu stanjSala in se kasneje zacela trgati in puScati. Nadalje smo uporabili eno izmed Ze
narejenih vre¢ (V7), ki je bila po obliki in velikosti zelo podobna prejsnji vreci, s tem, da je
bila tanjSa. Po nekaj opravljenih testih in primerjavah z prej$njo vre€o, smo ugotovili, da
nova vreca ne daje dovolj diskriminatornih rezultatov, saj ni dobro lo¢ila med razli¢nimi
testnimi formulacijami, niti med razlicnimi mediji. Primorani smo bili narediti novo vreco

(V8), ki je bila po sestavi in koli¢ini materialov identi¢na prvi uporabljeni vreci (V6).

5.2.1 Gibanje relativnih standardnih deviacij (RSD)
Za vsako serijo preskusov smo izracunali povprecni delez spros¢ene ZU, standardno
deviacijo (STDEV) in relativno standardno deviacijo (RSD) v vseh ¢asovnih tockah. RSD

vrednost se je v povprecju pri testnih formulacijah gibala med 10 - 38 %. V prvih ¢asovnih

ey e
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¢asovni toc¢ki 10 min v povprecju 29 %, nato pa so do ¢asovne tocke 25 min padli na 10 %.
Na splosno je znano, da je sproscanje iz kapsul tudi v klasi¢nih aparatih za testiranje
sproscanja v prvih Casovnih tockah precej variabilno, ker se kapsule razlicno hitro
odpirajo. Ce pa je ZU dobro topna, se to $e posebej mo¢no pozna. V ¢asovni to¢ki 5 min je
vzorec A dosegel RSD celo 45 %, v ¢asovni tocki 10 min pa je vzorec B dosegel RSD 33
%. Vzorec E smo testirali v razlicnih medijih. Najvi§ja RSD vrednost je bila v povprecju
21 % v 0,01 M HCI + NaCl, najnizja RSD vrednost pa je bila v povprecju 5 % Vv acetatnem
pufru pH=5 z dodatkom hrane. Domnevamo, da je razlog za nekoliko vis§je vrednosti RSD-
jev ta, da kapsula po vstavitvi v medij med 6. in 7. zaslonko takoj spremeni svoj polozaj,
dejansko plava na povrSini medija, ker ima manj$o gostoto. Drugi izmed razlogov pa bi
lahko bil ta, da so testne formulacije vzete iz razvojne faze in zato niso bile zadosti
ponovljive. Sicer pa so zaetne povecane vrednosti RSD-jev bolj kot ne pri¢akovane, saj v
zaCetku poteka razpad FO, penetracija topila, difuzija ZU in raztapljanje z razli¢nimi

hitrostmi. Celoten potek je odvisen od zacetnega polozaja in vzorca gibanja FO ter medija.
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Graf 3: Primerjava povprecnih RSD vrednosti skozi serije preskusov pri eni izmed testnih formulacij (vzorec
E z vreco 8(V8)); serija 1 — voda, serija 2 - 0,01 M HCI + NaCl, serija 3 - 0,001 M HCI + NaCl, serija 4 -
0,1 M HCI + NacCl, serija 5 — SGF, serija 6 - SGF + pepsin, serija 7 — FaSSGF, serija 8 - 0,01 M HCI +
NaCl + 1 % HMPC, serija 9 - pH=5 + hrana, serija 10 - pH=5 + kroglice (60), serija 11 - pH=5 + kroglice
(100)
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vrednosti pri posamicni ¢asovni tocki prikazujejo odvisnosti sipanja rezultatov glede na cas sproscanja.
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5.3 PRIMERJAVA REZULTATOV

5.3.1 Vpliv silikonske vrece

V prvi tretjini raziskovalnega dela se je silikonska vre¢a V6 obrabila na mestu, kjer jo je
stiskal ventil, ki uravnava pretok oz. praznjenje Zelodca. Vreca se je na tem mestu stanjSala
in natrgala ter zacela puscati. Za nadaljnje teste smo uporabili vreco 7, ki je bila po obliki
in velikosti skoraj popolnoma podobna vreci 6, le da je bila tanjSa. Po nekaj narejenih
testih smo naredili primerjavo z rezultati, ki nam jih je dala vre¢a 6. Glede na rezultate iz
Grafa 3 in glede na literaturne podatke, je raztapljanje FO odvisno od medija nad pH=6,8.
Raztapljanje je pocasnejSe in podaljsano. Vreca 6 nam je dala ustrezne rezultate, medtem
ko vreca 7 ni loc¢ila med razliénima medijema, tako da sta profila spros¢anja v 0,01 M HCI

+ NaCl in v deionizirani vodi skoraj identi¢na (Graf 5).

Primerjava vpliva vrece na spros¢anje v dveh medijih
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Graf 5: Primerjava vpliva vrece na sproscanje v dveh medijih.

Pogledali smo tudi kako dobro ena in druga vreca locita med razli¢nimi testnimi
formulacijami. Iz Grafa 6 je razvidno, da vreca 6 lo¢i dobro med razli¢nimi testnimi
formulacijami, medtem ko je iz Grafa 7 razvidno, da vreca 7 ne lo¢i tako dobro med
razliénimi testnimi formulacijami, kot vreca 6. Za zakljucek, katera vrea daje bolj
ustrezne ali realnejSe rezultate, imamo premalo podatkov, saj bi se morali za to bolj
poglobiti v raziskovanje razlik in narediti ve¢ testov oziroma bi morali primerjati rezultate

Z in vivo rezultati Studij. Kljub temu, pa na podlagi rezultatov, ki jih lahko razberemo iz
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Grafov 6 in 7 v nadaljevanju, vidimo, da je bila vreca 6 bolj diskriminatorna kot vreca 7,
kar se nam je zdelo ustreznejSe za nadaljnja testiranja. Ker pa seveda vreca 6 ni bila

primerna ve¢ za uporabo, smo poskusili narediti repliko te vrece, to je bila vreca 8.
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Graf 6: Locljivost vrece 6 med razlicnimi testnimi formulacijami.
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Graf 7: Locljivost vrece 7 med razlicnimi testnimi formulacijami.

Vreca 8 naj bi bila po sestavi, obliki in velikosti replika vrece 6, vendar kljub temu konéni
izdelek ni bil povsem enak, saj se je izkazalo, da je bila vreca 8 nekoliko tanj$a. Tukaj

lahko opazimo, da ima ro¢na izdelava vrece zaradi nanasanja vec plasti zelo velik vpliv na
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kon¢ni izdelek, ne glede na enako koli¢ino uporabljenih komponent in oblike modela. Na
Grafu 8 lahko vidimo primerjavo profilov spros¢anja istega vzorca z uporabo razli¢nih
vre¢. Vzrok za razliko v profilih spro$¢anja je vpliv ¢loveskega faktorja, torej ro¢na
izdelava vrece. Ko bo metoda naprave za Zelodéno gibanje v prihodnosti optimizirana in
dovrSena, bo morala biti silikonska vrefa industrijske izdelave, saj bo le tako po
obrabljenosti lahko vsaka naslednja vreca identi¢na in bo dajala enake profile spros¢anja.
Zaenkrat pa lahko zagotovimo natan¢nost na tak nacin, da v ¢asu dolo¢enega projekta in
raziskovanja uporabljamo vedno samo eno vredo. Ceprav vre¢a 8 ni dala enakih rezultatov
kot vreca 6, smo se odlocili, da bomo v nadaljnjih testiranjih e vseeno raje uporabili vreco
8 kot vreCo 7, saj slednja, kot je prikazano na prejs$njih grafih, ne lo¢i dobro med razli¢nimi

mediji, niti med razli¢nimi testnimi formulacijami.

Primerjava vpliva silikonskih vre¢

0 5 10 15 20 25 30

Cas [min]

=

2 100 ~ —
E

=

= 80
Q0

=

]

£ 60
29

>

=]

Bt

g 40
>N

=

]

< 20
g

Q9

2 /-
‘é_ 0 ¥
=

"

=—0—\6 —li—V7 V8

Graf 8: Primerjava vpliva silikonskih vrec na profil sproscanja formulacije referencnega zdravila.

V sklopu optimizacije silikonske vre¢e smo analizirali tudi sproS¢anje testnih formulacij z
razli¢nimi lastnostmi (Graf 6). Med seboj so se razlikovale po sestavi in koli¢ini pomoZnih
snovi. NajhitrejSe spros¢anje izkazuje vzorec C, za njim pa vzorec A. Oba vzorca imata
enako koli¢ino in kombinacijo polnila, enak tip in koli¢ino veziva, enako koli¢ino
razgrajevala ter intragranularno in ekstragranularno enako razporejeno kolic¢ino
razgrajevala. Razlikujeta se le v tipu razgrajevala, ki ima ocitno odlo¢ilni vpliv na hitrost
spros€anja. Sledi jima vzorec B, ki ima za razliko od vzorca A in C samo en tip polnila, je

pa koli¢ina polnila enaka koli¢ini v vzorcih A in C. Vsebuje pa enak tip in koli¢ino veziva,
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prav tako pa tudi razgrajevala. NajpocasnejSe sproscanje izkazuje vzorec D, saj vsebuje
manj razgrajevala, poleg tega pa je le-to vgrajeno samo ekstragranularno, ne pa tudi
intragranularno. Vzorec vsebuje najvecjo koli¢ino polnila, ne vsebuje pa veziva.
Zaklju¢imo lahko, da nasa naprava smiselno razporedi vzorce z razli¢nimi lastnostmi glede
na hitrost spros¢anja in po pri¢akovanju glede na tehnologijo izdelave. Rezultate
sprosCanja za testne formulacije od A-D na napravi za posnemanje Zelod¢nega gibanja
lahko primerjamo tudi z rezultati spro$¢anja pridobljenimi z USP II napravo. Naprava za
posnemanje zelodénega gibanja na zacetku izkazuje pocasnejSe profile spros¢anja (Graf 6)
v primerjavi z USP II napravo (Graf 2). Nekje pri 20 min je povprecni delez spros¢ene ZU
priblizno enak za posamezno testno formulacijo pri eni in drugi napravi. Profili spros¢anja
testnih formulacij so razporejeni podobno pri obeh napravah, razen pri vrstnem redu
vzorcev A in B, ki je obraten. V primerjavi z vzorcem C ima vzorec A, kot Ze omenjeno,
enako koli¢ino in kombinacijo polnila, enak tip in koli¢ino veziva, intragranularno in
ekstragranularno enako razporejeno koli¢ino razgrajevala, vendar pa drugacen tip
razgrajevala. Vzorec B ima samo en tip polnila, je pa koli¢ina polnila enaka koli¢ini v
vzorcih A in C. Vsebuje tudi enak tip in koli¢ino veziva kot vzorca A in C. Enaka je tudi
koli¢ina in razporeditev razgrajevala, tip pa je enak tipu v vzorcu C. Tezko natan¢no
napovemo, katera naprava bolj realno lo¢i profile spros¢anja glede na testno formulacijo,
saj bi za to potrebovali tudi rezultate in vivo Studij. Lahko pa iz profilov spro$c¢anja

sklepamo, da USP II naprava omogoca vecjo diskriminatornost med vzorci.

5.3.2 Vpliv izbora medija

Pri izvajanju testov z eno izmed testnih formulacij (vzorec E) v medijih z razli¢cnim pH-
jem smo Zeleli ugotoviti, ali pH medija vpliva na razpadnost FO in raztapljanje ZU. Po
literaturnih podatkih trde Zelatinske kapsule hitro razpadejo in se hitro raztopijo ter tako
dosezejo preko 85 % sproscene ZU po 30 min v mediju s pH od 1,2 — 6,8 (33). Mediji s pH
nad 6,8 pa niso ustrezni za raztapljanje trdih zelatinskih kapsul, saj je raztapljanje ovojnice
bolj variabilno in podalj$ano (34). Nasa preuc¢evana ZU je sicer dobro topna v medijih s pH
od 1 - 10, lahko pa sprememba pH medija vseeno vpliva na hitrost raztapljanja ZU. Ne
glede na to pa so profili sproscanja na Grafu 9 odvisni predvsem od vpliva FO. 1z Grafa 9
je razvidno, da SGF (pH=1,2), 0,01 M HCI + NaCl (pH=2), in 0,001 M HCI + NaCl
(pH=3) ne povzrocijo bistvene razlike v razpadnosti FO in raztapljanju ZU. Pospesene
profile lahko opazimo v primeru 0,1 M HCI + NaCl (pH=1), saj ima res zelo nizek pH
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ocitno vecji vpliv na raztapljanje naSe ZU. Sproscanje v deionizirani vodi je pricakovano
manj$e in pocasnejse, saj gre za nevtralen pH, kar je znano tudi po literaturnih podatkih
(34), da so rezultati bolj variabilni, profili spro§¢anja pa pocasnejsi. Profil spros¢anja testne
formulacije v FaSSGF mediju (pH=1,6) je nepricakovano najbolj pocasen. Pri¢akovali bi,
da bo njegov profil sprosc¢anja bolj podoben spros¢anju v SGF (pH=1,2), 0,01 M HCI +
NaCl (pH=2) in 0,001 M HCI + NaCl (pH=3) in seveda hitrejsi od tistega v vodi. Vzrok tej
razliki bi lahko bili dodatki v SIF prasku, to sta natrijev tauroholat ali lecitin. Po
raziskovanju strokovne literature smo ugotovili, da omenjeni sestavini praska naj ne bi
vplivali na trdo Zelatinsko kapsulo. Ne vemo pa zagotovo, kako vplivata na samo ZU, saj
ni bilo mogoce zaslediti konkretnih raziskav, ki bi se nanasale nanjo (36). Kljub temu pa
smo po dodatni razpravi ugotovili, da bi na spros¢anje lahko vplival lecitin, saj je
povrsinsko aktivna snov z izrazenimi emulgatorskimi lastnostmi. V vodnih raztopinah
lahko tvori micele, odvisno od temperature sistema in hidratacije molekule (36). Notranjost
micela tvorijo lipofilni repi, zunanjost pa hidrofilne glave (37). V strukturo micela se lahko
ujame ZU in na tak nacin Se v omenjenem mediju upocasni profil spro$c¢anja. To se lahko v
ve¢ji meri zgodi v primeru ZU, ki spada v BCS Il ali 1V klasifikacijo, saj imajo take ZU
slabo topnost, kar je posledica izrazenih lipofilnih lastnosti. Ta pojav pa je mozen tudi v
primeru nase ZU, ki sicer spada v BSC I klasifikacijo. Kljub temu, da ZU ni slabo topna, je
pa dobro permeabilna in ima zato deloma izrazene tudi lipofilne lastnosti, zaradi katerih je
mozno, da se je ujela v strukturo micela, posledi¢no pa se je profil sproS¢anja upocasnil.
Vendar pa je to zgolj hipoteza in bi jo morali preveriti z »recovery« metodo na tak nacin,
da bi pri red¢enju vzorcev uporabili kot medij metanol, ki bi razbil morebitne micele, v

katere se lahko ujame ZU.
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Graf 9: Vpliv pH medija na profil sproscanja ene izmed testnih formulacij (vzorec E).

5.3.3 Vpliv encima

V umetni zelod¢ni sok (SGF) smo dodali encim pepsin, Ki ga in vivo izlo¢ajo posebne
Zleze v steni zelodca v obliki prekurzorja, pepsinogena (38). Na ta nain smo Zzeleli
ugotoviti vpliv dodatka encima na profil sprosc¢anja. Iz Grafa 10 je razvidno, da pepsin ne
vpliva na profil sproscanja. Po pregledu strokovne literature smo ugotovili, da dodatek
pepsina izboljsa profil spros¢anja v primeru pojava »crosslinking« trdih Zelatinskih kapsul
(28). »Crosslinking« pomeni premrezevanje zelatinskih molekul, pri ¢emer se tvorijo
mocéne kemijske vezi med vodikovimi in ionskimi vezmi znotraj Zelatinske verige, kar
posledi¢no spremeni in vitro in pa tudi in vivo raztapljanje trdih Zzelatinskih kapsul.
PremreZevanje povzroc¢i tvorbo pelikla na notranji ali znanji povrSini ovojnice Zelatinske
kapsule. Pelikel je tanka v vodi netopna membrana, ki prepreci, da bi se kapsula v vodnem
mediju odprla in da bi se iz notranjosti sprostila vsebina (39). Omenjen pojav lahko
povzro€i reakcija zelatine z aldehidi ali stresni pogoji shranjevanja (visoka temperatura,
visoka vlaznost, pretirana izpostavljenost svetlobi). Raziskovalci so Zze dolgo Casa nazaj
porocali, da dodatek pepsina v zelodéni medij izboljsa raztapljanje slabo topnih kapsul
(29). Dodatek pepsina prekine dolocene peptidne vezi znotraj Zelatinske molekule in tako
omogoci sprostitev vsebine iz kapsule (40). Ne glede na to, ali pride do premreZevanja
znotraj zelatinskih kapsul ali ne, ga v in vitro testiranjih spro$¢anja ponavadi dodamo v

medij in se tako ¢im bolj priblizamo pogojem in vivo (28). Ameriska farmakopeja (USP)
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priporo¢a dodatek pepsina, kadar se kot medij uporabi voda ali medij s pH pod 6,8 (39).
Glede na literaturne podatke in naSe rezultate, lahko sklepamo, da v primeru nasih trdih
zelatinskih kapsul ni prislo do premrezevanja znotraj Zelatinskih molekul, saj dodatek

pepsina ni vplival na profil sproscanja.
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Graf 10: Vpliv encima na profil spro§¢anja ene izmed testnih formulacij (vzorec E).

5.3.4 Vpliv dodatkov na kinetiko spros¢anja z namenom ponazoritve vis§je mehanske
obremenitve

Po navodilih testiranega zdravila je protokol jemanja zdravila 3 krat na dan po 3 kapsule
naenkrat skupaj s hrano. Glede na priporoceno jemanje zdravila smo se odlocili, da bomo
testirali sprosc¢anje ZU v Zelodcu skupaj z realno hrano in , ::ﬁ
se tako poskusali ¢im bolj priblizati biorelevantnim T
pogojem. Ker se po zauzitju hrane pH Zelod¢nega soka pri
zdravih ljudeh povisa na 4,5 do 5,8, smo kot medij

pripravili acetatni pufer pH=5 (1). Za vsak test smo

uporabili 125 g skuhanih testenin. Na Grafu 11 lahko

. g . v v . . “ X o
vidimo, da se je do cCasovne tocke 10 min sprostila Ze / @«\f\

v : )
skoraj polovica ZU, kar je skoraj enaka koli¢ina kot v ‘ \ - %

medijih, ki oponaSajo pogoje na teS¢e. Tukaj lahko Se Slika 14: Fotografija posneta po

enkrat potrdimo, da pH medija ne vpliva na profil koncu testaprikaterem smo v medij
pH=5 dodali testenine.
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spros¢anja. Smo pa pri¢akovali, da bo skupaj s hrano profil spros¢anja pocasnejsi, Saj
takSne navedbe najdemo tudi v strokovni literaturi (3). Dokazano je bilo, da vnos hrane
vodi v Stevilne spremembe zelod¢nih pogojev v zvezi z mehanskimi, encimskimi in
fizikalno kemijskimi vidiki. Trdne FO v Zelodcu po obroku podlezejo podobnim pogojem
kot hrana, poleg tega pa Zelodéno okolje vpliva na obnasSanje raztapljanja (3).
Abrahamsson in sodelavci so 2004 porocali, da lahko hrana znatno zakasni razpad zdravila
(npr. tablete) v zelodcu z tvorbo filma okoli tablete, ki nastane zaradi sestavin zdravila kot
tudi sestave hrane (1). Sarosiek in sodelavci, ki so izvajali testiranje s kapsulo SmartPill®,
poroc¢ajo, da je Cas zadrzevanja v zelodcu v takSnih pogojih lahko ve¢ kot 6 ur (3). Prav
tako se tudi vzorec motilitete zelodca razlikuje v stanju na tesce in v stanju po vnosu hrane
(1). Obroki, zaradi svojega volumna, kemijskih in fizikalnih lastnosti vplivajo na
amplitudo kontrakcij, dolzino oz. razdaljo $irjenja in na trajanje zelod¢ne peristaltike. Vec;ji
obroki spodbudijo mo¢ne fazne kontrakcije, ki povzrocijo destruktivne mehanske sile, ki
delujejo v stanju po obroku s silo 1,89 N, v stanju na tes¢e pa s silo 1,50 N (1, 2). V
primeru vodne vsebine so kontrakcije globoke, v primeru zelo viskozne vsebine pa plitve.
Pri zauzitju tekoCega obroka z nekaj kalorijami se lahko Zzelodec izprazni po nekaj
kontrakcijah. V nasprotju pa visoko kaloricen in tezje prebavljiv obrok vodi do globoke in
podaljsane relaksacije proksimalnega dela Zelodca in (tonusno) zaprtje antruma, pilorusa in
dvanajstnika. Zaradi tega lahko pretece tudi do nekaj ur med zauzitjem in dejanskim
efluksom delcev ali himusa (2). Tako je praznjenje Zelodca oz. pretok himusa iz Zelodca v
dvanajstnik po obroku hrane vsaj na zacetku zakasnjen in upocasnjen. Ob prihodu
peristalticnega vala se pilorus skr¢i, sfinkter zoza, himus pa je takrat potisnjen nazaj v
zelodec, kar imenujemo retropulzacija. Retropulzacija zmanjSa delce hrane v mehko
konsistenco v obliki suspenzije. Delci <1 do 2 mm prehajajo v dvanajstnik, medtem ko se
neprebavljeni delci ve¢ji od 2 mm zadrzijo v zelodcu in se izpraznijo iz Zelodca v

naslednjih I11. fazah MMC-ja ().
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Graf 11: Vpliv dodatkov na kinetiko sproséanja z namenom ponazoritve visje mehanske obremenitve na

profil sproséanja ene izmed testnih formulacij (vzorec E).

Glede na literaturne podatke bi morali za bolj ustrezne rezultate, ki bi dejansko oponaSali
stanje po obroku in vivo, spremeniti nastavitve programa zelodénega simulatorja. Morali bi
povecati amplitudo kontrakcij, saj so v stanju po obroku le-te moc¢nejSe ter spremeniti
periodo kontrakcij, saj se spremeni tudi trajanje in razdalja Sirjenja peristaltiCnega vala.
Prav tako bi morali zakasniti in upocasniti pretok, saj se pilorus ne odpre, dokler hrana
skupaj z zdravilom ne razpade na dovolj majhne delce in tako se lahko hrana skupaj z
zdravilom v Zelodcu zadrZzuje tudi do nekaj ur. Za racionalni razvoj novih FO moramo
ravno zato zelo dobro poznati lastnosti Zelodénega delovanja v stanju po obroku, saj le-te
dolocajo proces raztapljanja trdne FO in njihovo BU. V nasem primeru nismo spreminjali
nastavitev programa zaradi primerjalnega vidika, saj smo Zeleli opraviti vse preskuse v
enakih pogojih in znotraj tega opazati razlike. Na Grafu 11 lahko tudi opazimo, da od 20.
min naprej povprecni delez spros¢ene ZU zac¢ne padati. Razmisljali smo, da bi lahko temu
bil vzrok vezava ZU na $krob iz testenin. Vendar pa v strokovni literaturi nismo zasledili
podatkov o mozni reakciji Skroba z naso ZU. Eden izmed moznih vplivov je tudi

zmanjSana difuzija zaradi prisotnosti hrane.

Kot nadomestilo za uporabo hrane v in vitro testiranjih spros¢anja smo zeleli uporabiti
steklene kroglice (@=1 cm) v mediju pH=5. Pri uporabi 60 kroglic vidimo, da je do
Casovne tocke 10 min za 13 % manjsi delez sproSc¢ene ZU kot v primeru testa s hrano ali

SGF-jem, ki oponasa stanje na teS¢e. Do te toc¢ke bi lahko rekli, da teh 60 kroglic dejansko
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bolj oponaSa vpliv hrane in vivo, saj je brez spremembe nastavitev programa profil
spro$¢anja pocasnejsi. Ze od Easovne todke 15 min pa tudi ta medij daje podobne rezultate
kot medij s hrano in SGF. V primeru uporabe 100 kroglic je profil spros¢anja do ¢asovne
tocke 10 min podoben kot v primeru medija s hrano in SGF, od te ¢asovne tocke naprej pa
se povpreéni delez spros¢ene ZU zelo poveca in je skoraj za priblizno 20 % visji od vseh
ostalih testiranih medijev. To se verjetno kaze kot velika mehanska obremenitev FO, zaradi
velikega Stevila steklenih kroglic. Cetudi s steklenimi kroglicami ne moremo natanéno
ponazoriti stanja po obroku, Ze zaradi tega, ker smo uporabili enak program kot za
testiranje spros¢anja na tesce, ima dodatek 100 kroglic vpliv na sproscanje, s ¢imer tak test
ponuja dodatne moznosti raziskovanja mehanskih vplivov na FO. Profil spros¢anja ni
zakasnjen in upocasnjen, kot je dejansko po obroku, saj bi za to morali namesto SGF
medija, ki simulira stanje na teSce, za bolj ustrezno primerjavo vpliva steklenih kroglic,
izvesti Se testiranje v mediju s pH=5 brez dodatkov, vendar pa sam medij s pH=5 brez
dodatkov ni in vivo relevanten. Ne glede na vse, kot ze omenjeno, je vgrajena ZU v testnih
formulacijah dobro topna v Sirokem pH obmoc¢ju, zato sam medij s pH=5 ne bi pokazal

bistveno drugacnega profila sproS¢anja, kot ga pokaze SGF medj;.

Zeleli smo ugotoviti tudi, ali lahko kot nadomestek hrane pri in vitro testiranju spro$¢anja
uporabimo medij s poveéano viskoznostjo. Glede na rezultate iz Grafa 12 je razvidno, da
povecana viskoznost medija nima enakega vpliva na testno formulacijo kot hrana. Do
Casovne tocke 10 min je povprecni delez spros¢ene ZU zelo nizek v primerjavi s tistim
skupaj s hrano, komaj 14,5 %. To bi lahko bila posledica omejene difuzije ZU iz FO zaradi
povecane viskoznosti medija, ki je znasala 150 cP. Vzrok pa bi lahko bila tudi vezava ZU
na HMPC, vendar sklepamo, da je za to manjSa verjetnost, saj se HPMC uporablja tudi kot
pomozZna snov Vv testnih formulacijah in naj bi bila zato inertna. Nekje med ¢asovno tocko
20 in 30 min se povprec¢ni delez spros¢ene ZU celo poveca od tistega skupaj s hrano in je
skoraj za 20 % vi§ji. Po pregledu strokovne literature o vplivu viskoznosti Zelodénega
medija na profil sprosc¢anja, smo odkrili, da povecana viskoznost medija le malo vpliva na
praznjenje zelodca. Marciani in sodelavci so dokazali, se stopnje praznjenja zelodca
razlikujejo le za faktor 1,3, tudi ¢e se viskoznost testnih obrokov hrane razlikuje za faktor
1000 (1). Porocali so tudi, da visoko viskozni obrok ni popolnoma razredcen niti po 72.
min. Viskoznost je zanimiva lastnost tudi zaradi dejstva, da je obratno sorazmerna z

difuznostjo, ki nadalje vpliva na zelod¢no prebavo hranil ter raztapljanje FO in ZU, kar
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potrjuje naso domnevo, zakaj je profil sprosc¢anja do ¢asovne tocke 10 min upocasnjen.
Poleg tega viskoznost in reoloske lastnosti himusa vplivajo na Zelodéno meSanje in pogoje
pretoka v stanju po zauzitju obroka, kar posledi¢no vpliva tudi na motiliteto Zelodca (3).
Ne glede na vse, bi morali tudi v tem primeru spremeniti nastavitve programa Zelodénega
simulatorja ter pretok, amplitudo in periodo kontrakcij prilagoditi obnasanju zelodca v

stanju po obroku.

Vpliv dodatkov na kinetiko spros¢anja z namenom
ponazoritve vi§je mehanske obremenitve
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Graf 12: Vpliv dodatkov na kinetiko sproscéanja z namenom ponazoritve visje mehanske obremenitve na

profil sprosc¢anja ene izmed testnih formulacij (vzorec E).

Za konec pa smo primerjali tudi vpliv viskoznosti medija brez in z dodatkom 1 % HPMC
na povprecni delez spros¢ene ZU. Na Grafu 12 lahko vidimo primerjavo obeh medijev z
eno izmed testnih formulacij. Profil spro$¢anja testne formulacije v mediju brez dodatka
HPMC-ja je drugacen v primerjavi z medijem z dodatkom 1 % HPMC-ja. Najvecja razlika
je v ¢asovni tocki 10 min, kjer je razlika v delezu spros¢ene ZU skoraj 30 %. Od casovne
toCke 10 min naprej se profil spros€anja v mediju z dodatkom 1 % HPMC-ja zacne
priblizevati profilu sproscanja v mediju brez dodatka HPMC-ja, v ¢asovni tocki 25 min pa
se skoraj popolnoma ujameta. Tukaj lahko vidimo, da povecana viskoznost medija v
zaetnih Casovnih toCkah moc¢no upocasni profil sprosc¢anja, kar je posledica omejene
difuzije ZU iz FO. 25 min po zacetku testa pa sta deleza sproS¢ene ZU skoraj enaka in

vpliv razlike v viskoznosti medijev ni ve¢ opazen.
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5.3.5 Vpliv farmacevtske oblike

S primerjavo na Grafu 13 smo zeleli ugotoviti vpliv tipa kapsule na profil sproscanja.
Naceloma so bile vse naSe testne formulacije vgrajene v trde Zelatinske kapsule (v
nadaljevanju HGC kapsule). Za primerjavo smo eno izmed testnih formulacij vgradili v
HPMC kapsulo. Med samo izvedbo preskusov smo s kamero opazovali razpadanje obeh
FO. HGC kapsule so ponavadi razpadle nekje med 3. in 5. min, medtem ko so HMPC
kapsule za razpad potrebovale ve¢ ¢asa in so razpadle nekje do 10. min. Tudi v strokovni

literaturi navajajo, da se zacetni razpad ovojnice pri HGC kapsulah zgodi v 1,5 - 3 min, pri

HPMC kapsulah pa v 4,5 min (35). HGC formulacije razpadejo priblizno dvakrat hitreje
kot HPMC formulacije (33).

. - Y .
Slika 15: Razlike med razpadanjem HGC in HPMC kapsul. Levo je prikazan razpad HGC kapsule v 4. in 8.
minuti, desno je prikazan razpad HPMC kapsule v 4. in 8. minuti.
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Graf 13: Vpliv FO (HGC / HPMC) na profil sproscanja testnih formulacij (vzorec E in F).
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Pri HGC kapsulah ovojnica enakomerno razpade in se zacne raztapljati, medtem ko se
spros¢anje vsebine iz HPMC kapsul zgodi na prelomih najSibkejSih tock ovojnice brez
popolnega razpadanja ovojnice (33). HGC kapsule tako hitro razpadejo in se raztopijo ter v
30 min dosezejo preko 85 % spros¢ene ZU v razli¢nih medijih od pH 1,2 — 6,8; medtem ko
HPMC kapsule izkazujejo zakasnjeno sproscanje, je pa njihovo raztapljanje prav tako
neodvisno od pH-ja medija (33). Vseeno pa sta Donauer in Lobenberg predlagala, da
acetatni pufer ni ustrezen za testiranje in vitro raztapljanja HPMC kapsul, ker lahko
prisotnost ionov ovira hitro raztapljanje ovojnice ter priporocata, da se kot medij uporablja
demineralizirana voda (33). Eden izmed drugih strokovnih virov pa pravi, da je
raztapljanje HPMC kapsule odvisno od pH-ja in ionske moci medija (41). Ceprav HGC
kapsule izkazujejo hitrejSi Cas raztapljanja v prvih 10 - 30. min v primerjavi s HPMC
kapsulami, ta razlika nima znatnega vpliva na BU vgrajene ZU (35). Glede na podatke iz
strokovnih virov smo z uporabo naprave za posnemanje Zzelodénega gibanja in s
pridobljenima profiloma sproscanja uspeli pokazati razliko v razpadnosti razlicnega tipa

kapsul.
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6. SKLEP

Z napravo za posnemanje Zelodénega gibanja smo na testnih formulacijah s takoj$njim
sprosCanjem preskusali vplive razli¢nih pogojev na kinetiko sproscanja. Uporabili smo
razli¢ne formulacije trdih kapsul. Z eksperimenti smo Zzeleli pokazati odzivnost in vitro
modela s ciljem doseganja razlik, za katere smatramo, da se v podobni meri izrazijo tudi in
Vvivo. Spremembe, ki smo jih uporabili za ovrednotenje, so vkljucevale sestavo medija (pH,
dodatek hrane, steklenih kroglic, encima, poveCanje viskoznosti medija) in silikonske

vrece.

Pokazali smo, da je odziv naprave zelo odvisen od vrste uporabljene vrede. Ceprav so vse
tri preskusene silikonske vrece skoraj identicne sestave, velikosti in oblike, izkazujejo
razli¢ne profile spro$¢anja, kar je posledica razlik v lastnostih vreée. To pomeni, da je
treba nameniti izboru in stanju vrece veliko pozornosti pri zagotavljanju kontroliranih
pogojev delovanja modela v prihodnjem raziskovalnem delu. Pokazali smo tudi, da so
dolocene vrece bolj diskriminatorne od drugih pri primerjavi spros¢anja razli¢nih testnih
formulacij. V sklopu optimizacije silikonske vre€e smo analizirali tudi spro$¢anje testnih
formulacij z razli¢no sestavo in koli¢ino pomoznih snovi. Zaklju¢imo lahko, da naprava
smiselno razporedi vzorce z razlicnimi lastnostmi glede na hitrost sproscanja. Rezultate
spros€anja na napravi za posnemanje zelodénega gibanja smo primerjali tudi z rezultati
spro$¢anja pridobljenimi z USP II napravo, kjer smo opazili podobno razporejene profile
spro$¢anja, razen dveh vzorcev, ki sta zamenjala vrstni red. Ker (8¢) nimamo in vivo
profilov, na tem mestu tezko zaklju¢imo, katera naprava je dala bolj in vivo relevantne

rezultate.

Uspeli pa smo dokazati, da se z izborom medijev da z novim modelom znacilno vplivati na
potek sproScanja, Kjer smo z novo napravo dobili smiselno razporeditev profilov
spros€anja glede na pH medija. Pokazali smo tudi, da ni prislo do pojava »crosslinking-a«
trdih Zelatinskih kapsul, saj dodatek encima pepsina ni vplival na profil sproscanja. Sicer
pa je bil glavni namen testiranja z encimi ta, da smo dokazali, da naprava za posnemanje

zelod¢nega gibanja Ze brez dodatka encimov v medij dobro razgradi kapsulo.

Pri testiranju vpliva dodatkov na kinetiko spro$¢anja z namenom ponazoritve visje
mehanske sile nismo uspeli pridobiti pricakovanih rezultatov. Ob dodatku hrane v

silikonsko vrec¢o skupaj z medijem in FO ni prislo do zakasnjenega profila sprosc¢anja, kot
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je to splo$no znano, ¢e zdravilo vzamemo skupaj s hrano. Za bolj ustrezne rezultate, ki bi
dejansko oponasali stanje po obroku in vivo, bi morali spremeniti nastavitve programa
zelod¢nega simulatorja. Morali bi povecati amplitudo kontrakcij, saj so v stanju po obroku
le-te moc¢nejse ter spremeniti periodo kontrakcij, saj se spremeni tudi trajanje in razdalja
Sirjenja peristalticnega vala. Prav tako bi morali zakasniti in upocasniti pretok, saj se
pilorus ne odpre, dokler hrana skupaj z zdravilom ne razpade na dovolj majhne delce in
tako se lahko hrana skupaj z zdravilom v Zelodcu zadrzuje tudi do nekaj ur. Pokazali smo,
da z uporabo steklenih kroglic kot nadomestilo za uporabo hrane ne moremo natan¢no
ponazoriti stanja po obroku, ze zaradi tega, ker smo uporabili enak program kot za
testiranje sproscanja na tesce. Ima pa dodatek 100 kroglic vpliv na sproscanje, s ¢imer tak
test ponuja dodatne moznosti raziskovanja mehanskih vplivov na FO. Prav tako smo
pokazali, da povecana viskoznost medija nima enakega vpliva na testno formulacijo kot
hrana, kar je bilo mogoce zaslediti tudi v strokovni literaturi, ki navaja, da poveCana
viskoznost medija le malo vpliva na praznjenje zelodca. Vsekakor pa povecana viskoznost
medija zakasni profil sproS€anja v primerjavi z medijem z nizjo viskoznostjo, kar je
posledica omejene difuzije ZU iz FO. Zaklju¢imo lahko, da je z naso napravo mozno
raziskovati vpliv dodatkov na kinetiko sproS$¢anja z namenom ponazoritve mehanske
obremenitve FO, ki kaze na zelo dobro izhodis¢e za nadaljnje raziskave v tej smeri. S
prilagoditvijo programa (amplituda in perioda kontrakcij) bi se lahko v prihodnosti
priblizali in vivo rezultatom vpliva hrane, poveCane viskoznosti medija ali kakr$ne koli

druge mehanske obremenitve na FO v Zelodcu.

Na koncu pa smo uspeli pokazati, da z uporabo naprave za posnemanje zelodénega gibanja
lahko prikazemo razliko v razpadnosti razli¢nega tipa kapsul. Potrdili smo, da trde
zelatinske kapsule razpadejo enkrat hitreje kot HPMC kapsule ter, da ovojnica trdih
zelatinskih kapsul razpade enakomerno, medtem ko se spros¢anje vsebine iz HPMC kapsul
zgodi na prelomih naj$ibkejsih tock ovojnice brez popolnega razpada ovojnice. Poleg tega
pa smo potrdili, da imajo trde Zelatinske kapsule hitrej$i profil spros¢anja v zacetnih

¢asovnih tockah v primerjavi S HPMC kapsulami, ki kazejo zakasnjen profil sproS¢anja.
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