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POVZETEK

Eno izmed vecjih tezav pri razvoju peroralnih farmacevtskih oblik predstavlja slaba topnost
ucinkovin. Obstaja veliko tehnoloskih pristopov, ki jih uporabljamo za izboljSanje topnosti
slabo topnih u¢inkovin. Eden izmed pristopov je uporaba dostavnih sistemov, ki omogocajo
nastanek prenasiCenja v gastrointestinalnem traktu. Vzdrzevanje kratkotrajnega stanja
prenasi¢enosti na mestu absorpcije naj bi bilo dovolj, da se poveca absorpcija u¢inkovin,
zlasti, ¢e je uéinkovina zelo dobro permeabilna. V ta namen uporabljamo pomozne snovi, ki
jim re¢emo zaviralci precipitacije. V sklopu magistrske naloge smo vrednotili topnost in
hitrost raztapljanja slabo topne modelne BCS II ucinkovine v obliki trdne disperzije.
Uporabili smo dve metodi, metodo ravnotezne dialize ter metodo raztapljanja v manjSih
volumnih. Osredotocili smo se na vpliv koli¢ine in velikosti delcev polimera, ki naj bi deloval
kot zaviralec precipitacije, na raztapljanje in topnost ucinkovine iz trdne disperzije. Dializa
kot metoda za doloCanje spro$¢anja preuc¢evane modelne ucinkovine ni bila primerna.
Koncentracije, ki smo jih dolo¢ili v akceptorskem mediju, so bile zelo nizke ali u¢inkovina
skozi dializno membrano sploh ni prehajala. V medijih, ki omogocajo sink pogoje ne moremo
spremljati nastanek prenasiCenega stanja in vpliv polimera na sproscanje ucinkovine, saj se
celotna koli¢ina ucinkovine lahko raztopi. Kot bolj relevantni so se pokazali mediji, ki
omogoc¢ajo non-sink pogoje, predvsem FaSSiF, kjer smo opazili, da, tako koncentracija kot
velikost delcev polimera imata vpliv na topnost modelne uéinkovine. Visje koli¢ine polimera
V vzorcu in uporaba polimera z manjSo velikostjo delcev so omogocile visje koncentracije
raztopljene ucinkovine oz. pocasnejSe obarjanje ucinkovine. Preverjali smo Se vpliv velikosti
delcev trdne disperzije na spro$¢anje modelne ucinkovine in ugotovili, da spro$¢anje
ucinkovine iz trdnih disperzij ni odvisno samo od velikosti delcev, na sproS¢anje morda

vpliva tudi morfologija.

Kljuéne besede: topnost, prenasicenje, zaviralci precipitacije, obarjanje, test raztapljanja



ABSTRACT

One of the biggest problems when it comes to developing oral dosage forms are poorly water-
soluble drugs. Many technological approaches have been developed to improve the solubility
of those drugs. One of the promising concepts is development of supersaturating drug
delivery systems. Maintenance of the drug supersaturation on the site of the absorption is
considered enough to improve drug absorption for well permeable drugs. Precipitation
inhibitors are used for this purpose. The goal of this work was to study the solubility and
dissolution rate of poorly soluble BCSII model drug in a form of solid dispersion with
equilibrium dialysis and small volume dissolution tests. We wanted to establish how do the
amount and particle size of applied polymer influence on solubility and dissolution rate of our
model drug. Dialysis was not proved to be a successful method in our case. Concentrations of
the model drug in acceptor medium were very low, in some cases model drug did not even
pass through dialysis membrane. In medium that allows sink conditions, the generation of
supersaturation and the influence of polymer on drug dissolution can't be observed, because
sink conditions allow that all of the drug can be dissolved in the medium. Media that allow
non-sink conditions have been proved as more relevant, in our case FaSSiF, where we noticed
that amount and particle size of used polymer have influenced solubility of our model drug.
Higher amounts and smaller particle size of used polymer enabled higher amounts of
dissolved drug and slower precipitation. We also studied the influence of particle size of solid
dispersions on model drug solubility. We noticed that particle size is not the only parameter
influencing the model drug solubility, maybe the morfology of the particles is also important.

Key words: solubility, supersaturation, precipitation inhibitors, precipitation, dissolution test



SEZNAM OKRAJSAV

BCS - biofarmacevtski klasifikacijski sistem (ang. Biopharmaceutics Classification System)
CMC — kritiéna micelarna koncentracija

Fab — faktor absorpcije

FaSSGF — simulirani zelod¢ni sok na tesc¢e (ang. fasted state simulated gastric fluid)
FaSSIF — simulirani ¢revesni sok na teS¢e (ang. fasted state simulated intestinal fluid)
FeSSIF — simulirani ¢revesni sok s hrano (ang. fed state simulated intestinal fluid)
GIT — gastrointestinalni trakt

HPMC — hidroksipropil metilceluloza

MHEC — metil hidroksietil celuloza

MWCO — mejna molekulska masa (ang. molecular weight cut-off)

NaLS — natrijev lauril sulfat

PEG - polietilenglikol

PPI — polimerni zaviralci precipitacije (ang. polymeric precipitation inhibitors)
PVDF — polivinildien difluorid

PVP — polivinil pirolidon

SDDS - dostavni sistemi, ki omogo¢ajo nastanek prenasi¢enja (ang. supersaturating drug
delivery systems)

SEDDS - samoemulgirajo¢i sistemi (ang. self-emulsification drug delivery systems)
SGF — simulirani Zelodéni sok (ang, simulated gastric fluid)

SIF — simulirani ¢revesni sok (ang, simulated intestinal fluid)

USP — Ameriska farmakopeja (ang. United States Pharmacopeia)

UZ kopel — ultrazvo¢na kopel



1. UVOD

Peroralna aplikacija zdravil je najbolj pogost in zaZelen nacin doziranja zdravil zaradi
enostavnosti in dobre kompliance pacientov. Eno izmed vecjih tezav pri razvoju peroralnih
farmacevtskih oblik predstavlja slaba topnost u¢inkovin (1). Topnost, hitrost raztapljanja in
permeabilnost so odgovorni za hitrost in obseg absorpcije ucinkovin in s tem za njihovo
biolosko uporabnost. Ker se Stevilo netopnih in slabo topnih u¢inkovin povecuje (skoraj 70
% novih ucinkovin predstavljajo v vodi netopne ucinkovine), predstavljajo te uc¢inkovine
velik izziv za raziskovalce (2). Predpogoj za absorpcijo u¢inkovine v gastrointestinalnem
traktu, predstavljata procesa raztapljanja in topnosti. Proces raztapljanja uéinkovine v
poenostavljeni obliki opise Noyes-Whitney-eva enacba (enacba 1), Kjer je m masa
raztopljene ucinkovine, t ¢as, A povrsina delca uéinkovine, ki je v stiku z medijem, D
difuzijski koeficient, Ca koncentracija u¢inkovine na povrsini delca, Cb koncentracija

raztopljene uc¢inkovine v mediju in h debelina difuznega sloja (3).

C;_T = % (Ca — Cb) Enacha 1

1.1. BIOFARMACEVTSKI KLASIFIKACIJSKI SISTEM
Biofarmacevtski Klasifikacijski sistem (ang. Biopharmaceutics Classification System,
BCS) predstavlja orodje pri razvoju peroralnih farmacevtskih oblik. Gre za znanstveno
klasifikacijo zdravilnih ucinkovin na podlagi vodotopnosti in permeabilnosti skozi
bioloSke membrane (2). Predstavlja metodo, s katero lahko identificiramo situacije, ki
dopuscajo uporabo in vitro testov raztapljanja za dokaz bioekvivalence brez uporabe

klini¢nh $tudij. Glede na pravilo BCS sistema ucinkovine razvrstimo v §tiri razrede (Slika

1) (4).
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Slika 1: Biofarmacevtski klasifikacijski sistem



a) BCSI
Razred I predstavljajo ucinkovine, ki so dobro topne in dobro permeabilne. Take
u¢inkovine se zelo dobro absorbirajo (Fab > 85% ali 90%). Hitrost praznjenja
7elodca je tisti dejavnik, ki dolo¢a hitrost absorbcije uginkovin. Ce pri in vitro
testin raztapljanja opazimo, da se v manj kot 30 minutah raztopi vsaj 85 %
uc¢inkovine, lahko in vivo pri¢akujemo skoraj 100 % absorpcijo.

b) BCSII
Razred II predstavljajo uéinkovine, ki so slabo topne in dobro permeabilne. Hitrost
absorpcije pri teh ucinkovinah je omejena s hitrostjo raztapljanja. Vcasih tudi
majhno povecanje hitrosti raztapljanja moc¢no pripomore k izboljsani bioloski
uporabnosti.

c) BCS I
Razred III predstavljajo ucinkovine, ki so dobro topne in slabo permeabilne.
Omejujoc¢ faktor za absorpcijo BCS III u¢inkovin predstavlja slaba permeabilnost.
Strategije, ki jih uporabljamo za izboljSanje permeabilnosti, so odvisne od
mehanizma transporta uc¢inkovine. Transport iz lumna ¢revesja v krvni obtok lahko
poteka transcelularno s prenaSalci, transcelularno s pasivno difuzijo ali
paracelularno.

d) BCSIV
Razred IV predstavljajo u€inkovine, ki imajo slabo tako topnost kot permeabilnost
in s tem na sploSno slabo biolosko uporabnost. Fizioloski faktorji kot so hitrost
praznjenja zelodca in Cas prehoda skozi Crevesje vplivajo na absorpcijo, zlasti pri
BCS IV ucinkovinah, kjer je hitrost absorpcije omejena zaradi slabe topnosti in
zaradi slabe permeabilnosti. Zato pri teh ucinkovinah opazimo veliko
intersubjektno in intrasubjektno variabilnost. Podobni tehnoloski pristopi, kot jih
uporabljamo pri BCS II ucinkovinah, se lahko uporabljajo za izboljSanje topnosti
BCS IV ucinkovin, cCeprav je hitrost absorpcije lahko omejena s slabo

permeabilnostjo tudi potem, ko se v gastrointestinalnem traktu u¢inkovina raztopi.

Za razdelitev u€inkovin v pravi razred BCS sistema moramo definirati, kaj to¢no pomeni
dobro topna in dobro permeabilna uc¢inkovina. Velja, da je u€inkovina dobro topna, kadar

se najvecja jakost zdravila raztopi v <250 mL vode v pH obmoc¢ju od 1 do 7,5. Uc¢inkovina



je dobro permeabilna, kadar je obseg absorpcije > 90% na podlagi masne bilance ali v

primerjavi z intravensko aplikacijo referenc¢ne jakosti (4, 5).

1.2. RAZLICNI PRISTOPI K IZBOLJSANJU TOPNOSTI
Razli¢ni pristopi za izboljSanje vodotopnosti slabo topnih ucinkovin vkljucujejo
samoemulgirajoe dostavne sisteme, zmanjSanje velikosti delcev, uporabo sotopil,
micelarno solubilizacijo, uporabo kompleksov z ciklodekstrini, trdne disperzije,
nanosuspenzije in kokristale (slika 2). Odlocitev o tem, kateri pristop bo uporabljen, v
najvecji meri zavisi od fizikalno-kemijskih lastnosti u¢inkovine ter na¢ina njene uporabe in

nacina aplikacije (6).
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Slika 2: Razlicni pristopi za izboljSanje topnosti slabo topnih ucinkovin

1.2.1. ZMANJSANIJE VELIKOSTI DELCEV
Zmanjsanje velikosti delcev je eden izmed najstarej$ih pristopov k izboljsanju bioloske
uporabnosti, saj se z zmanjSanjem velikosti delcev poveca hitrost raztapljanja slabo topnih
ucinkovin. Ker se z zmanjSanjem velikosti delcev poveca specificna povrsina, to izboljSa
interakcije u¢inkovine s topilom, kar ima za posledico povecano hitrost raztapljanja (2).
Ceprav je zmanjsanje velikosti delcev primarni nadin za povedanje hitrosti raztapljanja,

spremembe v topnosti, debelini difuzijskega sloja in spremembe v obliki delcev lahko $e



dodatno vplivajo na hitrost raztapljanja. Z zmanjSanjem velikosti delcev ne vplivamo na
ravnotezno topnost ucinkovine, saj na ta na¢in ne spreminjamo lastnosti trdnih delcev.
Razli¢ne tehnologije zmanjSanja velikosti delcev lahko opisemo kot "top-down”
tehnologije, kjer manjsi delci nastanejo s fragmentacijo vecjih, ter "bottom-up” tehnologije,
kjer delce manjSih velikosti pridobimo z rekristalizacijo ucinkovine iz prenasic¢enih

raztopin (7, 8).

1.2.2. KRISTALNO INZENIRSTVO
Ucinkovine lahko obstajajo v obliki razli¢nih polimorfov, kar pomeni, da se razlikujejo po
razporeditvi molekul ucinkovine v kristalni reSetki. Zaradi razlicne strukture so
intermolekularne sile znotraj razlicnih polimorfov razliéne, kar pomeni, da nekateri
polimorfi izkazujejo boljso topnost kot drugi. Z izrazom “crystal engineering” opisemo
pristope, s katerimi naértno spreminjamo kristalno strukturo trdnih delcev na nacin, da
ustvarjamo delce z zeljenimi lastnostmi. Z uporabo kontrolirane kristalizacije pridobivamo
delce Zeljenih velikosti in oblik. Na ta nacin pridobivamo razli¢ne polimorfe, amorfe ali
kokristale. Ponavadi so u¢inkovine bolj topne, ¢e se nahajajo v amorfni ali v metastabilni
obliki kot ¢e se nahajajo v obliki stabilnega kristala. Hitrost raztapljanja amorfne oblike je
lahko nekajkrat ve¢ja v primerjavi s stabilnim kristalom in koncentracija raztopljene
uc¢inkovine, ki jo lahko dosezemo, je vi§ja od topnosti stabilne oblike ué¢inkovine - nastane
t.i. prenasicena raztopina. Uporabo amorfne ali metastabilne oblike otezuje termodinamska
nestabilnost tak$nih oblik uéinkovin, zato je potrebno z dodatnimi pristopi, kot je
kombinacija s polimeri in tvorba trdnih disperzij, stabilizirati takSne farmacevtske oblike.
Podobno kot pri polimorfih tudi po raztapljanju kokristalov nastane prenasi¢ena raztopina,
ki je termodinamsko nestabilna in Cez ¢as pride do rekristalizacije v obliki stabilne
kristalne oblike, ki je ponavadi tudi manj topna. Prednost kokristalov je vecja stablinost v
trdnem stanju. Potencialno povecanje topnosti, ki ga omogocajo kokristali, je vecje od

tistega, ki ga omogoca vecina polimorfov (8, 9).

1.2.3. TRDNE DISPERZIJE
Za trdne disperzije je znacilno, da je ucinkovina dispergirana v inertnem nosilcu.
Ucinkovina se v nosilcu lahko nahaja v razli¢nih oblikah, lahko je popolnoma raztopljena v
nosilcu ali suspendirana v kristalni ali amorfni obliki. Nosilec se prav tako lahko nahaja v
amorfni ali kristalni obliki. Odvisno od tega, razlikujemo ve¢ vrst trdnih disperzij. Kadar

imamo kristalno zmes ucinkovine v nosilcu govorimo o evtektiku, ¢e je ucinkovina v



nosilcu raztopljena in obstaja kot homogena mesanica uc¢inkovine in nosilca (molekularna
disperzija) govorimo o trdni raztopini (8). Najpogosteje za namen izboljSanja topnosti
uporabljamo amorfne trdne disperzje. Trdne disperzije omogocajo poveCano hitrost
raztapljanja ucinkovine na ve¢ nacinov: preko zmanjsanja velikosti delcev, povecane
solubilizacije ter preko stabilizacije ucinkovine v obliki bolj topne amorfne oblike. Z
uporabo zelo vodotopnih nosilcev je omogocen hiter vstop medija v matriks trdnih disperij
ter izboljSano omocenje. Na zacetku so se kot nosilci uporabljali nizkomolekularne, dobro
vodotopne molekule, kot so urea, alifatske kratkoverizne karboksilne kisline in sladkorji.
Danes so bolj pogosti nosilci polimeri (PVP, PEG, polimetakrilati in HPMC) ter
povrsinsko aktivne snovi, ki omogocajo emulzifikacijo in solubilizacijo ucinkovin.
Stabilizacija trdnih disperzij lahko poteka preko razliénih mehanizmov; zmanjSanje
molekulske gibljivosti preko lokalno pove¢ane viskoznosti, ustvarjanje intermolekularnih
interakcij med polimerom in ucinkovino, ter preko zaviranja nukleacije. Ti procesi

omejujejo transformacijo u¢inkovine iz amorfne v bolj stabilno kristalno obliko (10-12).

1.2.4. SAMOEMULGIRAJOCI SISTEMI
Samoemulgirajo¢i sistemi (ang. self-emulsification drug delivery systems, "SEDDS")
predstavljajo ucinkovit pristop za pove€anje bioloske uporabnosti slabo topnih u¢inkovin,
posebej, ko imamo opravka z zelo lipofilnimi uéinkovinami. To so meSanice olj,
povrsinsko aktivnih snovi, sotopil in solubilizirane ucinkovine (13). Ko ucinkovina v
obliki SEDDS pride v gastrointestinalni trakt in se dispergira, se lahko obori. Pristopi, s
katerimi zelimo prepreciti obarjanje, bazirajo na povecanju solubilizacije. Tudi ¢e bi
omogocili popolno solubilizacijo v gastrointestinalnem traktu pa ne pomeni nujno, da bi s
tem tudi izboljSali absorpcijo, saj je prehod u¢inkovine skozi ¢revesno membrano mozen le
za prosto u¢inkovino, ki se nahaja v ravnotezju s solubiliziranimi molekulami v micelih.
Za razliko od standardnih SEDDS, ki poskusajo v celoti solubilizirati u¢inkovino, obstajajo
tudi S-SEDDS (ang. supersaturable self-emulsification drug delivery systems), ki
poskusSajo ustvariti prenasi¢eno stanje v gastrointestinalnem traktu ter na tak nacin povecati

absorpcijo u¢inkovine (14).

1.2.5. CIKLODEKSTRINI
Ciklodekstrini so oligosaharidi, velike molekule, za katere je znacilno, da imajo hidrofobno
notranjost in hidrofilno zunanjost. Hidrofilna povrSina ciklodekstrinom daje dobro

vodotopnost, hidrofobna notranjost pa predstavlja primerno mikrookolje za ustrezno veliko



lipofilno ucinkovino. Ciklodekstrini so lahko razli¢nih velikosti, odvisno od tega iz koliko
monomernih enot so sestavljeni. Na podlagi tega razlikujemo o (6 monomernih enot), (7
monomernih enot) in y (8 monomernih enot) ciklodekstrine. Ciklodekstrine zelo pogosto
uporabljamo v razvoju farmacevtskih oblik, saj povecujejo topnost, biolosko uporabnost in
stabilnost u¢inkovin, maskirajo barvo in vonj ter prepreijo gastrointestinalno in o¢esno
iritacijo. Navidezno topnost slabo topnih uc¢inkovin povecujejo tako, da tvorijo inkluzijske
komplekse. Obstajajo razli¢ni naéini priprave kompleksov u¢inkovina-ciklodekstrin, vsaka
metoda pa lahko rezultira z nastankom razli¢énega kompleksa (razlike v velikosti delcev,
koli¢ini nastalega kompleksa ali stopnji amorfizacije kon¢nega kompleksa). To pomeni, da
je izbira metode klju¢nega pomena, kadar nacrtujemo komplekse med ucinkovino in

ciklodekstrinom (2, 5, 9).

1.3. SUPERSATURACIJA
Z novimi spoznanji je vzdrzevanje kratkotrajnega stanja prenasi¢enosti na mestu absorpcije
lahko dovolj, da se poveca absorpcija u¢inkovin, zlasti, ¢e je le-ta zelo dobro permeabilna
(15).

Znotrajcrevesna koncentracija ucéinkovine ni nujno omejena z njeno topnostjo Vv
gastrointestinalnem soku. U¢inkovine se lahko nahajajo v raztopini v koncentracijah, ki so
nad njihovo topnostjo, v t.i. stanju supersaturacije ali prenasi¢enja. Stopnjo prenasi¢enja
(S) lahko opiSemo kot razmerje med izmerjeno koncentracijo (C) in ravnotezno topnostno
koncentracijo (Cs) u€inkovine, v enakem mediju. Kadar je S=1 imamo nasiceno raztopino.

Pri S <1 govorimo o nenasi¢enih, pri S > 1 pa o prenasiCenih raztopinah.
C
~ Cs

Nastanek prenasi¢enega stanja lahko pozitivno vpliva na povecanje bioloSke uporabnosti

S

ucinkovin, ki imajo slabo bioloSko uporabnost zaradi njihove slabe vodotopnosti.
Ucinkovina se v stanju prenasi¢enja nahaja v termodinamsko nestabilnem stanju in ima

tendenco, da se vrne v ravnotezno stanje, tako da se obori (14).

1.3.1. NASTANEK PRENASICENEGA STANJA
Prenasi¢eno stanje v GIT nastane zaradi hitre spremembe v topnostnih parametrih.
Prenasi¢eno stanje lahko ustvarimo naravno pri prehodu $ibkih baz iz zelodénega medija v
tanko €revo z nevtralnim okoljem ali induciramo z uporabo razli¢nih formulacij, ki jim

re¢emo SDDS (supersaturating drug delivery systems) (16). Uc¢inkovine, ki so kemijsko



Sibke baze, so v kislem mediju ionizirane in zato veliko bolj topne kot v bolj bazicnem
mediju tankega Crevesja. Po prehodu v tanko ¢revo, se tvori prenasi¢eno stanje, ki mu

lahko sledi obarjanje (15).

Ce zelimo, da nastanek prenasi¢enega stanja omogo¢i bolj§o absorpcijo uéinkovine,
moramo poskrbeti, da prenasiCeno stanje v gastrointestinalnem okolju nastane ter da
u¢inkovina v prenasi¢enem stanju ostane dovolj ¢asa, da lahko vpliva na absorpcijo (17).
Obstaja ve¢ razlicnih formulacij, ki omogocajo nastanek prenasi¢enega stanja v Crevesju.
Ene Ze dostavimo v obliki raztopin (npr. sistemi s sotopili, formulacije z lipidi), drugi so
trdni dostavni sistemi z visoko energijo, ki omogocajo hitro raztapljanje ucinkovine in
vi§jo navidezno topnost (npr. amorfne farmacevtske oblike, kristalini¢ne soli, kokristali).
Za nastanek termodinamsko nestabilnega stanja potrebujemo ucinkovino v visji energijski
obliki kot je kristalini¢ni prah, najpogosteje amorfno obliko u¢inkovine. Zac¢etnemu delu,
ko po raztapljanju ali dispergiranju nastane prenasi¢eno stanje v Crevesju reCemo Skok
(ang. spring). Ucinkovina mora v obliki prenasi¢enega stanja ostati dovolj casa za
izboljsanje bioloske uporabnosti, kar lahko dosezemo z zacasnim zaviranjem obarjanja z
uporabo pomoznih snovi, ki preprec¢ijo nukleacijo ali rast Kristalov in jim pravimo zaviralci
precipitacije. Temu delu, v katerem vzdrzujemo stanje prenasicenja pravimo padalo (ang.
parachute) (14, 18). Koncept generiranja in vzdrzevanja prenasi¢enega stanja imenujemo
“skok in padalo” (ang. spring and parachute) (slika 3). Tak sistem poskusa zagotoviti
nastanek dovolj stabilne prenasicene raztopine v ¢revesju, da omogoci ustrezno absorpcijo,
njegova uspesnost pa je odvisna od hitrosti obarjanja uc¢inkovine iz prenasi¢ene raztopine
(19).

skok+padalo

Koncentracija

Cas
Slika 3: Koncept “skok in padalo”



1.3.2. ZAVIRALCI PRECIPITACIE
V prenasicenih raztopinah koncentracija ucinkovine preseze ravnotezno topnost. Visje
koncentracije raztopljene ucinkovine v ¢revesju vodijo do poveCane absorpcije, vendar se
pri vecjih koncentracijah uéinkovina nahaja v termodinamsko nestabilnem stanju in ima
tendenco do obarjanja preden se absorbira. Stopnja prenasi¢enja je vodilna sila za
obarjanje, vecje kot je prenasicenje, hitrejse bo obarjanje. Pri oblikovanju formulacij, ki
omogoc¢ajo nastanek prenasiCenega stanja, je pomembno, da ucinkovino vzdrzujemo Vv
prenasi¢enem stanju in vivo preden se u¢inkovina absorbira, tako, da prepre¢imo obarjanje.
Za ta namen uporabljamo pomozne snovi, ki jim pravimo zaviralci precipitacije. Kot
zaviralce precipitacije lahko uporabimo razli¢ne polimere, povrSinsko aktivne Snovi,
ciklodekstrine, sotopila itd. Najpogosteje kot zaviralce precipitacije uporabljamo polimere;
celulozne derivate in vinilne polimere. Izbor polimera zavisi od u¢inkovine. Ponekod so za
doseganje optimalnih ucinkov zaviralcev precipitacije uporabljene mesanice polimerov
(npr. meSanica PVP/HPMC se pokazala kot uspe$na kombinacija pri zaviranju obarjanja
karbamazepina ter pri povecanju stabilnosti nanosuspenzije, preko zaviranja rasti
kristalov). PovrSinsko aktivne snovi omogocajo solubilizacijo ucinkovine ter s tem
zmanjSujejo raven prenasienja. PovrSinsko aktivne snovi kot zaviralci precipitacije
delujejo, kadar se nahajajo v koncentracijah blizu ali nad kriticno micelarno koncentracijo
(CMC), ceprav so nekatere povrSinsko aktivne snovi delovale kot zaviralci precipitacije
celo pri koncentracijah pod njihovo CMC. Ciklodekstrini so zelo dobri solubilizatorji in se
pogosto uporabljajo za izboljSanje bioloske uporabnosti. S hidrofobni ucinkovinami
ustvarjajo komplekse in na ta nacin izbolj$ajo njihovo topnost in zmanj$ajo stopnjo
prenasi¢enja. Poleg tega, da povecajo topnost, tudi stabilizirajo prenasiCene raztopine
preko zaviranja nukleacije in oviranja rasti kristalov. Zaviranje obarjanja lahko doseZzemo
kineti¢no ali termodinamsko. Z uporabo povrsinsko aktivnih snovi , ciklodekstrinov ali
sotopil ve¢inoma doseZzemo termodinamsko zaviranje, kar pomeni da povecamo topnost
uéinkovine in s tem zmanjSamo stopnjo prenasi¢enja. Pri kinetiénem zaviranju
preprec¢ujemo ali upocasnjujemo obarjanje uéinkovine iz prenasi¢ene raztopine. Tako vrsto

zaviranja omogocajo polimeri (20).

1.3.3. POLIMERNI ZAVIRALCI PRECIPITACIE
Najbolj pogosto kot zaviralce precipitacije uporabljamo polimerne zaviralce precipitacije
(ang. polymeric precipitation inhibitors, PPIs). Razlog za njihovo uéinkovitost kot zaviralci



precipitacije so interakcije med u¢inkovino in polimerom, ki delujejo tako, da se vmesajo v
nukleacijo in rast kristalov preko interakcij z u€inkovino ali s spreminjanjem lastnosti

medija (20).

Vodikove vezi med molekulami ucinkovine in polimera povecajo nukleacijsko
aktivacijsko energijo in tako povzrocijo zakasnitev nukleacije. Na splosno velja, da se
vodikove vezi tvorijo med snovmi, ki imajo donorje in akceptorje vodikovih vezi v svoji
strukturi. To pomeni, da se bodo vodikove vezi tvorile med ucinkovino, ki ima veliko
donorjev vodikovih vezi s polimerom, ki ima veliko akceptorjev vodikovih vezi, in
obratno, med ucinkovino, ki ima veliko akceptorjev vodikovih vezi s polimerom, ki ima

veliko donorjev vodikovih vezi, ter na ta na¢in omogocajo zaviranje obarjanja.

Poleg zaviranja nukleacije igra pomembno vlogo tudi povecana hidrofobnost pomoznih
snovi. To je pokazala primerjava dveh serij hidroksipropil metil celuloze (HPMC), Kkjer se
je kot bolj ucinkovita pokazala HPMC, ki je vsebovala ve¢ metilnih skupin in je bila bolj
hidrofobna. HPMC, metil hidroksietil celuloza (MHEC) in polivinil pirolidon (PVP) so
polimeri, ki so uspe$no zavirali rast kristalov na nacin, da so okoli novonastalih kristalov
ustvarili zascitni sloj. S povecanjem hidrofobnosti pomoznih snovi se velikost delcev
kristal¢kov zmanjSala, medtem ko hidrofilni polimeri niso zavirali rasti kristalov. Vi§ja
hidrofobnost polimera poveca adsorpcijo polimera na povrSino kristala, kar poveca
zaviranje obarjanja. Vendar pa najbolj hidrofobni polimeri niso nujno najboljsi in ne dajejo
najboljsih ucinkov. V raziskavi, kjer so proucevali vpliv razlicno hidrofobnih polimerov na
zaviranje rasti kristalov ritonavira, so se zmerno hidrofobni celulozni polimeri izkazali kot
bolj ucinkoviti od hidrofilnih ali zelo hidrofobnih polimerov. Hidrofilni polimeri bolj
interagirajo z molekulami topila, zelo hidrofobni pa interagirajo z drugimi monomeri in
tvorijo skupke. V  obeh primerih pride do manjSe adsorpcije na povrsino kristala in

zmanjSanega zaviranja obarjanja.

Poleg hidrofobnosti polimerov je pomembna tudi gibljivost verig polimera. Rigidne
strukture se lazje adsorbirajo na povrsino kristalov, fleksibilne pa raje tvorijo zanke, kar

pomeni manjsi kontakt s povrsino kristala.

Na adsorpcijo polimerov na povrsino kristala vpliva tudi molekulska masa polimera in
stericno oviranje. Polimeri z vi§jo molekulsko maso so ucinkovitejsi pri vzdrZzevanju

prenasi¢enega stanja. Razlog naj bi bil v tem, da imajo polimeri z vi§jo molekulsko maso



ve¢ funkcionalnih skupin, ki lahko interagirajo s povrSino kristala. Polimer z najvi§jo
molekulsko maso pa ni nujno najuéinkovitej$i, saj steri¢no oviranje omejuje dostop

polimeru do povrSine kristala.

V doloc¢enih primerih imajo polimeri tudi vpliv na ravnotezno topnost. Kadar polimer
poveCa topnost ucinkovine, se stopnja prenasiCenja zmanjSa, lahko tudi pod mejo
nasi¢enja. V tem primeru bo obarjanje inhibirano, vendar s spremembo v termodinamiki
sistema (spremenjena bo ravnotezna topnost) in ne s spremembo Vv hitrosti obarjanja. Eno
izmed prvih $tudij, kjer so proucevali vpliv polimerov na obarjanje u¢inkovine, so izvedli
Yamashita in sodelavci z uporabo slabo topne ucinkovine takrolimus. lzdelali so trdne
disperzije z uporabo treh razli¢nih polimerov, PEG 6000, PVP in HPMC. Po raztapljanju
trdnih disperzij so koncentracije v primerjavi z ravnotezno topnostjo bile tudi 25krat vecje.
Razlika med samimi polimeri je bila vidna Se po 24 urah, ko je koncentracija takrolimusa
padla s ~50 ug/mL na 6 pg/mL pri uporabi PEG 6000, na 30 pg/mL pri uporabi PVP, pri
HPMC pa je bila skoraj nespremenjena. HPMC se je v tem primeru pokazala kot najbolj

ucinkovita, saj je preprecila obarjanje u¢inkovine in vzdrZevala prenasi¢eno stanje (15).

1.4. IN  VITRO METODE DOLOCANJA IN VREDNOTENJA
PRENASICENEGA STANJA

Poznamo razli¢ne in vitro pristope za vrednotenje prenasi¢enja, obarjanja in inhibicije

obarjanja. Med seboj se razlikujejo v nacinu induciranja prenasi¢enega stanja, metodah, s

katerimi merimo nastalo prenasi¢eno stanje ali obarjanje in po eksperimentalnih pogojih.

Najpogostejsa metoda, ki jo uporabljamo za karakterizacijo takih farmacevtskih oblik, je

test raztapljanja (21).

Teste raztapljanja ponavadi izvajamo v sink pogojih. Po Evropski farmakopeji so sink
pogoji zagotovljeni takrat, ko je volumen medija za raztapljanje vsaj 3-10x vecji od
volumna nasicenja (22). Pri raztapljanju uc¢inkovine in vivo najpogosteje ne dosegamo sink
pogojev, posebej ko imamo opravka s slabo topnimi uc¢inkovinami. Tako volumen kot tudi
sestava uporabljenega medija imata pomemben vpliv na rezultate testov raztapljanja in so
lahko kriticnega pomena, ¢e zelimo s testi raztapljanja napovedati, kako se bo ucinkovina
obnasala v gastrointestinalnem traktu (GIT) (23). Sink medij je neprimeren za proucevanje
zaviranja obarjanja. Ce Zelimo ovrednotiti supersaturacijo in spremljati tendenco
ucinkovine v prenasi¢enem stanju do obarjanja, moramo uporabiti hon-sink pogoje. To so

potrdili tudi Stevilni poskusi, v katerih so in vitro testi raztapljanja v non-sink pogojih
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boljse napovedali dejansko in vivo obnasSanje ucinkovine kot rezultati pridobljeni pri Sink

pogojih (3).

Enostavne vodne pufrne raztopine, ki jih ponavadi uporabljamo pri testih raztapljanja niso
primeren medij za raztapljanje, ¢e zelimo napovedati obnasSanje farmacevtske oblike v
GIT. Ti mediji posnemajo samo pH vzdolz prebavil, ne pa tudi sestavo tekoCine v GIT
(npr. ionsko mo¢, povrsinsko aktivne snovi,...). Namesto njih uporabljamo biorelevantne
medije, ki se bolj priblizajo pogojem v gastrointestinalnem traktu, kot so SGF (simulirani
zelod¢ni sok, ang, simulated gastric fluid), SIF (simulirani ¢revesni sok, ang, simulated
intestinal fluid), FaSSGF (simulirani Zelod¢ni sok na teSCe, ang. fasted state simulated
gastric fluid) FaSSIF (simulirani ¢revesni sok na tese, ang. fasted state simulated
intestinal fluid), FeSSIF (simulirani ¢revesni sok s hrano, ang. fed state simulated intestinal
fluid) (23, 25).

1.5. DIALIZA
Dializa je enostavna vendar ucinkovita metoda za loCevanje dveh komponent, za
proucevanje interakcij med molekulami in pri Studijah vezave u€inkovin na proteine. Pri
dializi imamo dva med seboj loCena prostora z dializno membrano. Na eni strani
membrane, ki ji reCemo tudi donorska stran, imamo znano koncentracijo u¢inkovine in
medija. Na drugi strani, znani tudi kot akceptorska stran, imamo dializat, katerega po
koncani dializi uporabimo za analize (25). Na akceptorski strani je ponavadi volumen
uporabljenega pufra dovolj velik, da omogoca Sink pogoje in tako prepre¢i difuzijo
ucinkovine iz akceptorske strani nazaj v donorsko. Kadar imamo v akceptorskem in
donorskem delu enak medij in je u¢inkovina v donorskem delu popolnoma raztopljena,
dosegamo sink pogoje takrat, ko koncentracija u¢inkovine v akceptorskem delu ne presega
10% koncentracije ucinkovine v donorskem delu (26). Membrana je polprepustna, kar
pomeni, da je prepustna samo za doloc¢ene velikosti molekul, ostale pa zadrzi na eni strani
membrane. Katere snovi bodo prehajale skozi in katere bo membrana zadrzala, je odvisno
od velikosti molekul ter od velikosti por izbrane membrane. Prehod skozi membrano
poteka na osnovi koncentracijskega gradienta iz dela, kjer je koncentracija visja, v del, kjer
je koncentracija nizja. Izmenjava snovi skozi membrano poteka dokler ni dosezeno

ravnotezje (slika 4) (27, 28).
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Slika 4: Dializa. Prehod skozi membrano poteka na osnovi koncentracijskega gradienta iz dela,
kjer je koncentracija visja, v del, kjer je koncentracija nizja. Izmenjava snovi skozi membrano
poteka dokler ni dosezeno ravnoteZje.
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2. NAMEN DELA

V magistrskem delu bomo vrednotili topnost in hitrost raztapljanja slabo topne modelne
BCS Il u¢inkovine. Modelno spojino bomo vrednotili v obliki trdne disperzije z metodo

ravnotezne dialize ter metodo raztapljanja v manjSih volumnih.

Delo bo osredoto¢ena0 na preverjanje vpliva koli¢ine in velikosti delcev polimera na
raztapljanje in topnost ucinkovine iz trdne disperzije. Polimer, ki ga bomo vrednotili, je
znan po svoji sposobnosti, da prepreCuje obarjanje in vzdrzuje prenasi¢enje slabo topnih
spojin. Za analizo vzorcev bomo uporabili sprektrofotometricno metodo v primeru
dolocanja sproscanja z dializo in HPLC analizo vzorcev v primeru, ko bomo izvajali teste

raztapljanja.

Topnost in hitrost raztapljanja sta parametra, ki vplivata na absorpcijo ucinkovine v
pogojih in vivo. Ze majhna sprememba v topnosti in hitrosti raztapljanja lahko moéno
vpliva na absorpcijo in posledi¢no na biolo§ko uporabnost uéinkovine, zato ju je tudi

smiselno vrednotiti.
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3. MATERIALI IN METODE
3.1. APARATURE IN PRIBOR

Pri naSem delu smo uporabljali naslednje aparature in pribor:

% dializna membrana Spectra/Por®, Spectrum Laboratories, MWCO: 6-8 kD
*» plasticna zapirala, Spectrum Laboratories

% HPLC, Alliance Waters Corporation, ZDA

¢ Magnetno mesalo, IKA, C mag

% pH meter, Mettler Toledo, Svica

« Pipete Biohit m200, Sartorius, Nemcija

+»» Mikrotitrski ¢italec Infinite M1000, Tecan in Infinite F200, Tecan

% Analitska tehtnica XPE105 Delta Range®, Mettler Toledo, Svica

* Membranski filtri, Erweka, 1 um, 0,2 pm, 0,45 um

¢+ Aparatura za raztapljanje, Erweka

¢+ Brizge, BD EmeraldTM, BD Becton, Dickinson and Company, ZDA,10 mL
% Centrifuga, Eppendorf MiniSpin®™, Eppendorf, Nem&ija

+«+ Steklene kroglice, Swarco, 1,55-1,85 mm

% Viale, Waters, ZDA

¢ Steklovina:¢ase, bucke, merilni valji

+ Kovinske Zlicke in spatule

3.2. KEMIKALIJE

Pri nasem delu smo uporabljali naslednje kemikalije:

+«»+ acetonitril, CH3CN, J.T.Baker, ZDA

¢ citronska kislina, CgHgO7, Merck, Nemcija

% klorovodikova kislina, HCI, Titrisol®, za pripravo raztopine 1 M HCI, Merck,
Nemcija

% natrijev hidroksid, NaOH, Titrisol®, za pripravo raztopine 1 M NaOH, Merck,
Nemcija

¢ natrijev klorid, NaCl, Merck, Nemcija

¢ kalijev klorid, KCI, Merck, Nem¢ija

¢+ natrijev dihidrogen fosfat, NaH,PQO,, Merck, Nemcija

+« dinatrijev hidrogenfosfat dihidrat, Na,HPO4x2H,0, Merck, Nemcija
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¢ kalcijev klorid dihidrat, CaCl,x2H,0, Merck, Nemcija

« natrijev lavril sulfat, NaLS, NaC;,H25SO4, Merck, Nemcija
+¢+ natrijev tauroholat, C,sHs4NNaO-S

% lecitin

¢ SIF prasek, Biorelevant

% polimer

¢ Intralipid, Sigma-Aldrich, ZDA

Vsi vzorci, ki smo jih uporabili pri naSem delu, razen vzorca referen¢nih tablet, so bili

izdelani v podjetju Lek d.d.

3.3. PUFRI IN RAZTOPINE
4,4 M NaCl

Za pripravo 4,4 M NaCl smo v 0,5 L buc¢ko zatehtali 128,58 g NaCl in do oznake dopolnili

A4

s precis¢eno vodo. Raztopino smo dobro premesali.
Na-fosfatni pufer pH 5,7

Za pripravo Na-fosfatnega pufra pH 5,7 smo natehtali 11 g NasPO4 x12 H,O in ga

raztopili v 1 L precis¢ene vode. Pufru smo dodali toliko 1 M HCI, da smo dobili pH
vrednost 5,7.

Fosfatni pufer pH 7,2

Za pripravo fosfatnega pufra pH 7,2 smo si pomagali s tabelo za pripravo Mcllvain pufra
pH 7,2, katerega pripravimo z meSanjem dveh raztopin. Za pripravo 1 L pufra smo zmesali
869,5 mL 0,2 M NayHPO, in 130,5 mL 0,1 M citronske kisline. Po pripravi pufra smo s

pH-metrom preverili ustreznost pH.

Priprava medijev za dializo:

40 mM NaLS v vodi:

Za pripravo 40 mM NaLS v vodi smo natehtali 5,78 g NaLS in ga raztopili v 500 mL

preciscene vode.

40 mM NaLS v fosfatnem pufru pH 7,2:
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Za pripravo 40 mM NaLS v fosfatnem pufru pH 7,2 smo natehtali 5,78 g NaLS in ga
raztopili v 500 mL fosfatnega pufra pH 7,2.

Priprava medijev za teste raztapljanja:

0,1 M HCI

Za pripravo 0,1 M HCI smo dali v 5,0 L buco, ki je do polovice Ze napolnjena s pre¢is¢eno
vodo, 500 mL 1 M HCI in do oznake dopolnili s precis¢eno vodo ter raztopino dobro

premesali.
0,3% NaLS v vodi

Za pripravo 0,3% NaLS v vodi smo natehtali 15 g NaLS. Med meSanjem na magnetnem

mesSalu smo zatehto prenesli v 5,0 L precis¢ene vode in raztopili.

0,3% NaLS v Na-fosfatnem pufru pH 5,7

Za pripravo 0,3% NaLS v Na-fosfatnem pufru pH 5,7 smo natehtali 3 g NaLS. Med
mesanjem na magnetnem mesalu smo zatehto prenesli v 1,0 L Na-fosfatnega pufra pH 5,7

in raztopili.
1,5 % NaLS v vodi

Za pripravo 1,5 % NaLS v vodi smo natehtali 15 g NaLS. Med meSanjem na magnetnem

mesalu smo zatehto prenesli v 1,0 L precis¢ene vode in raztopili.
FaSSiF pH 6,5

Za pripravo FaSSiF-a pH 6,5 smo natehtali 30,93 g NaCl in 17,19 g NaH,PQO, in ju
raztopili v 5,0 L preciS¢ene vode. Med meSanjem smo umerili pH raztopine na vrednost
pH=6,5 z raztopino 1M NaOH. V tako pripravljeni raztopini smo raztopili 11,2 g SIF

praska.
Karbonatni FaSSiF pH 6,5

Za pripravo karbonatnega FaSSiF-a pH 6,5 smo natehtali 20,0 g NaCl, 5,1 g KCl in 0,42 g
CaCl; x 2H,0 in jih raztopili v 5,0 L 0,001M HCI. V pripravljeni raztopini smo raztopili
8,25 g natrijevega tauroholata in 10 g lecitina. pH pripravljene raztopine smo uravnali z

nasic¢eno raztopino NaHCO3 v posodi, tik pred za¢etkom poskusa.
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Za pripravo karbonatnega FaSSiFa smo pripravili Se nasi¢eno raztopino NaHCO3. V ¢aSo
smo prenesli 1 zlico NaHCOj3 in dodali 100 mL precis¢ene vode. Na magnetnem mesalu
smo pustili mesati raztopino 30 minut. Pred zacetkom poskusa v karbonatnem FaSSiF-u
smo z brizgo odvzeli del nasicene raztopine NaHCOj3 in jo prefiltrirali skozi 0,45 pm filter.
Zeleli smo, da je pH karbonatnega FaSSiF-a v posodi med poskusom 6,5. Ker nismo mogli
meriti pH medija v posodi, smo pred zacetkom poskusa dolocili volumen nasi¢ene
raztopine NaHCO3 ki ga moramo dodati, da dosezemo vrednost pH 6,5. Tako smo tik pred
zaCetkom poskusa, preden smo v medij dodali vzorec, v vsako posodo, ki je Ze vsebovala

segret medij, dodali 15 mL 4,4 M NaCl in 570 pL nasi¢ene raztopine NaHCO:s.
3.4.DIALIZA

3.4.1. PREVERJANJE TOPNOSTI
Prva metoda, s katero smo dolocali sprosc¢anje ucinkovine je dializa. Najprej smo dolocali

topnost prouc¢evane u¢inkovine v izbranih pufrih.

PRIPRAVA VZORCA

Topnost proucevane u¢inkovine smo preverili v dveh medijih, 40 mM NaLS v vodi in 40
mM NaLS v fosfatnem pufru pH 7,2. Vzorce smo pripravili tako, da smo zatehtali
natan¢no priblizno 50 mg ucinkovine in zatehte kvantitativno prenesli v 25 mL bucke. V
eni bu¢ki smo uéinkovino raztopili in do oznake dopolnili s 40 mM NaLS v vodi, v drugi
bucki smo uporabili 40 mM NaLS v fosfatnem pufru pH 7,2. Pripravljene raztopine smo
30 min stresali v UZ kopeli in jih nato ez no€ pustili meSati na magnetnem mesalu.
Naslednji dan smo vzorce centrifugirali 30 minut pri 13400 rpm. Po centrifugiranju smo
supernatant redCili z enakim medijem v katerem so bili vzorci raztopljeni. Red¢enje

vzorcev za posamezen medij je prikazano v preglednici I.

Preglednica I: Redcenje vzorcev v 40 mM NaLS v vodi in 40 mM NaLS v fosfatnem pufru
pH 7,2.

MEde Vsupernatanta Vmedija Fredc‘:enja
40 mM NaLS v vodi 25 pL 975 uL 40
40 mM NaLS v
fosfatnem pufru pH 50 uL 950 uL 20
7,2
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PRIPRAVA RAZTOPIN ZA UMERITVENO KRIVULJO

Za preverjanje topnosti smo pripravili tudi umeritveno krivuljo za vsak medij posebej. Za
pripravo osnovne raztopine standarda smo zatehtali natan¢no priblizno 10 mg ucéinkovine
in jo raztopili v 25 mL medija. Raztopine za umeritvene krivulje smo pripravili z
red¢enjem osnovnih raztopin 2x, 4x, 8x, 16x, 32x, 64x, 128x, 256x. Kot medij za redCenje

smo uporabili enak medij kot smo ga uporabili za pripravo posamezne osnovne raztopine.

Umeritvene krivulje smo pripravili v dveh medijih. Prvi medij je 40 mM NaLS v vodi,

drugi medij je 40 mM NaLS v fosfatnem pufru pH 7,2.

Pripravljene raztopine standardov in vzorcev smo prenesli na mikrotitrsko plosco ter

izmerili absorbance pri valovni dolzini 262 nm na mikrotitrskem ¢italcu.

3.4.2. 1ZVEDBA DIALIZE

Poskus dialize smo postavili kot je prikazano na sliki 5.

k— ¢aza

viorec

polprepustna membrana

é— akceptorski medij

<~ magnetno me3alo

Slika 5: Shema poskusa dialize.

Kot dializno membrano smo uporabili Spectra/Por membrano z MWCO 6-8 kD v obliki
dializne vrecke. Membrano smo pred vsako uporabo namakali v vodi za 30 minut. Spodnji
del dializne vrecke smo zaprli s posebnim tesnilom, ki je hkrati magnetno in nam
omogoca, da se dializna vrecka vrti v dializnem mediju. V notranjost dializne vrecke smo

dali vzorec ter membrano zaprli s podobnim tesnilom, le da to ni magnetno. Na magnetno
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mesSalo smo postavili 0,5 L ¢aSo ter v njo dali predhodno segret dializni medij. V vseh
poskusih smo kot dializni medij uporabili 40 mM NaLS v fosfatnem pufru pH 7,2 segret na
37 °C. V caso z medijem smo postavili dializno membrano tako, da je zapiralo, ki je
sluzilo hkrati kot magnetno mesalo, bilo na dnu. Na magnetnem mesalu smo poleg vrtenja
vklopili Se gretje, tako da smo lahko temperaturo dializnega medija vzdrzevali na 37+0,5
°C, kar smo tudi preverjali s termometrom. V dolo¢enih ¢asovnih intervalih smo jemali
vzorce s pipeto. V vsaki ¢asovni to¢ki smo vzor¢ili 3x po 200 uL dializnega medija in ga
prenesli na mikrotitrsko plos¢o. Po kon¢anem poskusu smo vzorcem izmerili absorbance
na mikrotitrskem Citalcu pri valovni dolzini 262 nm.

Nekateri parametri so se od poskusa do poskusa razlikovali in so za posamezen poskus

prikazani v preglednici Il.

Preglednica 1lI: Volumen akceptorskega medija, hitrost vrtenja dializne membrane in

casovne tocke pri posameznem poskusu.

V akceptorskega medija | Hitrost vrtenja Casovne tocke (min)
Poskus 1 400 mL 100 rpm 15, 30, 45, 60, 90, 120, 150
Poskus 2 450 mL 250 rpm | 30, 60, 90, 120, 150, 180, 240
Poskus 3 450 mL 250 rpm 30, 60, 90, 120, 150, 180, 240
Poskus 4 300 mL 100 rpm 30, 60, 90, 120, 150, 180, 240

3.4.3. PRIPRAVA VORCEV
Dializo smo uporabili pri 4 poskusih. Pri vsakem poskusu smo paralelno testirali dva

vzorca.

Poskus 1

V dializno vre¢ko smo prenesli 25 mL 40 mM NaLS v fosfatnem pufru pH 7,2. V eno
dializno vrecko smo dali eno tableto, ki vsebuje 100 mg modelne ucinkovine (vzorec A).
Za drugi vzorec smo natehtali natan¢no priblizno 100 mg ucinkovine in zatehto
kvantitativno prenesli v dializno vrecko (vzorec B).

Poskus 2

Pri drugem poskusu smo vzorce pripravili v buckah in jih potem prenesli v dializne vrecke.
Za prvi vzorec smo natehtali natanc¢no priblizno 10 mg ucinkovine in zatehto kvantitativno

prenesli v 25 mL bucko ter do oznake dopolnili s fosfatnim pufrom pH 7,2 (vzorec C). Za
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drugi vzorec smo zatehtali natan¢no priblizno 10 mg uc¢inkovine in 3 mg polimera. Zatehte
smo kvantitativno prenesli v 25 mL bucke in do oznake dopolnili s fosfatnim pufrom pH
7,2 (vzorec D). V posamezne dializne vrecke smo nato prenesli 17 mL pripravljenih
raztopin.

Poskus 3

Za pripravo prvega vzorca smo zatehtali natancno priblizno 10 mg ucinkovine in jo
kvantitativno prenesli v dializno vrecko ter dodali 17 mL fosfatnega pufra pH 7,2 (vzorec
E). Za pripravo drugega vzorca smo najprej pripravili raztopino polimera. Zatehtali smo
natan¢no priblizno 66 mg polimera, zatehto kvantitativno prenesli v 50 mL bucko, raztopili
in dopolnili do oznake s fosfatnim pufrom pH 7,2. Po tem smo zatehtali natan¢no priblizno
10 mg ucinkovine in jo kvantitativno prenesli v dializno vrecko ter dodali 17 mL
pripravljene raztopine polimera (vzorec F).

Poskus 4

Prvi vzorec smo pripravili tako, da smo zatehtali natan¢no priblizno 27 mg trdne disperzije
preiskovane ucinkovine v polimeru in vzorec kvantitativno prenesli v dializno vre¢ko. V
dializno vrecko smo dodali eno merico steklenih kroglic velikosti 1,55-1,85 mm (namen
uporabe teh kroglic je pojasnjen na strani 28, poglavje 4.1.4.) in 17 mL fosfatnega pufra
pH 7,2 (vzorec G). Za pripravo drugega vzorca Smo najprej pripravili raztopino polimera.
Zatehtali smo natan¢no priblizno 3 mg polimera, zatehto kvantitativno prenesli v 25 mL
bucko, raztopili in dopolnili do oznake s fosfatnim pufrom pH 7,2. Po tem smo zatehtali
natan¢no priblizno 27 mg trdne disperzije preiskovane ucinkovine v polimeru in vzorec
kvantitativno prenesli v dializno vre¢ko. V dializno vrecko smo dodali eno merico
steklenih kroglic velikosti 1,55-1,85 mm in 17 mL pripravljene raztopine polimera (vzorec
H).

3.4.4. PRIPRAVA RAZTOPIN ZA UMERITVENO KRIVULJO
Za vsak poskus dialize smo pripravili tudi umeritveno krivuljo. Za pripravo oshovne
raztopine smo natehtali natancno priblizno 5 mg ucinkovine, zatehto prenesli v 25 mL
bucko in dopolnili do oznake ter raztopili s 40 mM NaLS v fosfatnem pufru pH 7,2. Iz
osnovne raztopine smo pripravili raztopine za umeritveno krivuljo tako, da smo osnovno
raztopino red¢ili 2x, 4x, 5x, 10x, 16x, 20x, 32x, 40x in 50x. Osnovno raztopino smo red¢ili

s 40 mM NaLS v fosfatnem pufru pH 7,2.
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3.5. TESTI RAZTAPLJANJA
Vse in vitro teste raztapljanja smo izvedli na istem aparatu za raztapljanje. Uporabljali smo

aparat z veslastim mesalom (USP apparatus 2, ang. Paddle method).

Pred zacetkom poskusa smo z merilnim valjem odmerili 250 mL pripravljenega medija za
raztapljanje in ga prenesli v posode za raztapljanje. Ko smo kot medij za raztapljanje
uporabili Intralipid je volumen medija bil 100 mL. Kot medij za raztapljanje smo v testih
raztapljanja uporabili 0,3% NaLS v Na-fosfatnem pufru pH 5,7, 1,5% NaLS v vodi,
Intralipid, 0,1 M HCI, 0,3% NaLS v vodi, FaSSiF in karbonatni FaSSiF. Ko smo
uporabljali medije, ki vsebujejo NaLS ter pri uporabi FaSSiFa in karbonatnega FaSSiFa,
smo bili pazljivi pri prelivanju, ker se medij rahlo peni. Medij smo v posodah pustili toliko
Casa, da je temperatura v posodah dosegla 37°C + 0,5°C, kar je trajalo priblizno 30 minut.
Temperaturo smo preverjali s termometrom. Ko je bila temperatura v posodah ustrezna,
smo v vsako posodo dali vzorec in takoj zaceli s poskusom. Vzorec smo natehtali tik pred
zacetkom poskusa. Pri poskusih, ki smo jih izvajali v 0,1 M HCI, 0,3% NaLS v vodi,
FaSSiF-u in karbonatnem FaSSiF-u, je vzorec bil v obliki trdne disperzije in masa vzorca
je bila 160 mg. V primeru, ko smo kot medij za raztapljanje uporabili 0,3% NaLS v Na-
fosfatnem pufru s pH 5,7, 1,5% NaLS v vodi in Intralipid, je vzorec bil v obliki tablete.
Pred zacetkom poskusa smo tablete tudi stehtali in je masa tablet bila priblizno 600 mg.
Nastavili smo tudi hitrost vrtenja mesal na 100 ali 150 obratov na minuto. Vzorce smo v
posode dajali s 5-sekundnim zamikom, da smo jih lazje vzor¢ili. Vsak vzorec smo testirali
v dveh paralelkah. Trajanje poskusa je bilo odvisno od uporabljenega medija. Poskus smo
v 0,3% NaLS v Na-fosfatnem pufru pH 5,7 in 1,5% NaLS v vodi izvajali tri ure, v
Intralipidu dve uri in v 0,1 M HCI, 0,3% NaLS v vodi, FaSSiF-u in karbonatnem FaSSiF-u

€no uro.

3.5.1. VZORCENJE
Vzorce smo v dolo¢enih ¢asovnih to¢kah vzor¢ili ro¢no z brizgo na katero smo nastavili
kanulo. Vzor¢ili smo z mesta, ki se nahaja na sredini med zgornjim delom veslastega
meSala in povr§ino medija v posodi. Vsaki¢ smo vzorcili po 10 mL in po vzoréenju nismo
vracali svezega medija v posodo. Pri testih raztapljanja, kjer smo kot medij za raztapljanje
uporabili 0,1 M HCI, 0,3% NaLS v vodi, FaSSiF in karbonatni FaSSiF, smo vzor¢ili v treh
casovnih tockah (5, 15, 60 min), pri testih, kjer smo kot medij za raztapljanje uporabili

0,3% NaLS v Na-fosfatnem pufru pH 5,7 in 1,5% NaLS v vodi smo vzor¢ili v devetih
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¢asovnih tockah (5, 10, 20, 30, 45, 60, 90, 120, 180 min). Pri testu, kjer smo kot medij za
raztapljanje uporabili Intralipid smo vzor€ili v Sestih ¢asovnih toc¢kah (5, 10, 30, 60, 90,

120 min).

3.5.2. FILTRACHNA VZORCEV
Po vzoréenju smo odvzeti vzorec filtrirali. Ze pri samem vzoréenju smo na konec kanule
nastavili 1 um filter in tako preprecili, da bi povzorcili vecje delce. Potem, ko smo odvzeli
vzorec, smo ga dodatno prefiltrirali skozi PVDF filter. Filtracija vzorcev je v nasem
primeru bila pomemben korak. S filtracijo smo locili neraztopljeni in raztopljeni del
ucinkovine in preprecili, da bi se neraztopljen del u¢inkovine naknadno raztopil v viali po
red¢enju. Na ta nacin smo ohranili zanesljive podatke o koncentraciji u¢inkovine v posodi.
Kadar smo kot medij uporabili Intralipid, smo uporabili PVDF filter z velikostjo por 0,45
um, pri vseh ostalih poskusih smo uporabili 0,2 um PVDF filter. Skozi filter smo spustili
in zavrgli ~7 mL vzorca, preostali filtrat smo red¢ili in uporabili za dolo¢anje koncentracije

raztopljene ucinkovine.

3.5.3. REDCENIJE VZORCEV
Vzorce smo takoj po filtraciji red¢ili, da preprec¢imo morebitno obarjanje u¢inkovine zaradi
majhne topnosti. Red¢ili smo z mobilno fazo v razli¢nih razmerjih, odvisno od tega v
katerem mediju smo izvajali test raztapljanja. Red¢enje vzorcev v posameznih medijih je

prikazano v preglednici I1I.

Preglednica III: Redcenje vzorcev pri testih raztapljanja v razlicnih medijih.

Medij Vyzorca Vmobilne faze Faktor redcenja

0,3% NalLS v Na- 150 uL 1350 uL 10X
fosfatnem pufru pH 5,7

1,5% NaLS v vodi 150 uL 1350 uL 10x
FaSSiF 500 uL 1000 uL 3X
Karbonatni FaSSiF 500 puL 1000 uL 3X
0,3% NaLS v vodi 250 uL 1000 uL 5x
0,1 M HCI 750 uLL 750 uLL 2X
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Pri vzorcih v Intralipidu smo vzorce najprej redcili z acetonitrilom (500 pL vzorca + 500
uL acetonitrila). RedCene vzorce smo centrifugirali 30 minut pri 13400 rpm. Po

centrifugiranju smo odpipetirali 100 pL supernatanta ter ga red¢ili s 1150 uL mobilne faze.

3.5.4. ANALIZA VZORCEV
Vzorce, ki smo jih dobili pri testih raztapljanja, smo po filtriranju in ustreznem red¢enju

analizirali s HPLC sistemom.
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4. REZULTATI IN RAZPRAVA

4.1. DIALIZA

4.1.1. ENACBA UMERITVENE KRIVULJE

Pri poskusih dialize smo pripravili umeritvene krivulje. Raztopinam znanih koncentracij

smo pomerili absorbance pri 262 nm na mikrotitrskem c¢italcu. Pri vsakem poskusu smo

pomerili absorbanco slepe raztopine in smo to vrednost upostevali ter odsteli od izmerjenih

absorbanc standardnih raztopin. V preglednicah IV in V so prikazane izmerjene absorbance

za standardne raztopine znanih koncentracij, kjer smo ze upostevali absorbanco slepe

raztopine.

Preglednica 1V: Absorbance standardnih raztopin za umeritvene krivulje pri dolocanju

topnosti v 40 mM NaLS v vodi in 40 mM NaLS v fosfatnem pufru pH 7,2. Pri absorbancah

je Ze upostevana vrednost slepe raztopine.

40 mM NaLS v vodi 40 mM NaLS v fosfatnem pufru pH 7,2
C (mg/mL) absorbanca C (mg/mL) absorbanca
0,00157 -0,0839 0,001567 0,09143
0,00314 0,22477 0,003134 0,2631
0,006281 0,12775 0,006268 0,25834
0,012561 0,25801 0,012535 0,21557
0,025123 0,44952 0,02507 0,46567
0,050245 0,80063 0,05014 1,19059
0,10049 1,75533 0,10028 2,19689
0,20098 3,46733 0,20056 3,53869

Preglednica V: Absorbance raztopin za umeritvene krivulje pri poskusih 2, 3 in 4. Pri

absorbancah je Ze upostevana vrednost slepe raztopine.

Poskus 2 Poskus 3 Poskus 4
C (mg/mL) | absorbanca | C (mg/mL) | absorbanca | C(mg/mL) | absorbanca

0,1004 1,926855 0,1056 2,110017 0,1 1,983567

0,0502 1,040955 0,0528 1,081017 0,05 1,031867
0,04016 0,829255 0,04224 0,903517 0,04 0,854177
0,02008 0,439555 0,02112 0,458067 0,02 0,432017
0,01255 0,226995 0,0132 0,238507 0,0125 0,292017
0,01004 0,285275 0,01056 0,299877 0,01 0,228957
0,006275 0,151835 0,0066 0,155017 0,00625 0,152717
0,00502 0,123595 0,00528 0,129917 0,005 0,129087
0,004016 0,112505 0,004224 0,111157 0,004 0,106457
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Na podlagi izmerjenih absorbanc smo s pomocjo linearne regresije v programu Excell
dolo¢ili enacbe umeritvenih krivulj (preglednica VI). Pri dolocanju enacbe umeritvenih
premic smo upostevali nizke absorbance, ki smo jih izmerili pri vzorcih, in smo upostevali
samo tocke, ki so se nahajale v koncentracijskem obmocju, v katerem smo pri¢akovali, da

se bodo nahajale koncentracije vzorcev.

Preglednica VI: Enacbe umeritvenih krivulj.

Dolocanje topnosti v 40 mM NaLS v vodi A=17,069c + 0,0119 R%=0,995
Dolocanje topnosti v 40 mM NaLS v | A=22,828c - 0,0559 R°=0,9939
fosfatnem pufru pH 7,2

Poskus 2 A=29,877c - 0,021 R%=0,9756
Poskus 3 A=30,626¢ — 0,0302 R%=0,9784
Poskus 4 A=21,458c — 0,0198 R°=0,9978

4.1.2. DOLOCANIJE TOPNOSTI
Topnost modelne u¢inkovine smo dolocali v dveh medijih, 40 mM NaLS v vodi in 40 mM
NaLS v fosfatnem pufru pH 7,2. S pomoc¢jo umeritvenih krivulj (preglednica VI), ki smo
jih pripravili za oba medija in izmerjenih absorbanc vzorénih raztopin smo s pomocjo
enacbe 2 dolocili koncentracijo u€inkovine v obeh medijih.

c=—XF Enacba 2

c...koncentracija vzorca
A...izmerjena absorbanca
l...odsek na y osi
k...naklon premice
F...faktor redCenja

Vecjo topnost modelne uc¢inkovine smo dolocili v 40 mM NaLS v vodi, kjer se je raztopilo
1,873 mg/mL ucinkovine. V 40 mM NaLS v fosfatnem pufru pH 7,2 smo dolo¢ili manjSo
topnost ucinkovine, raztopilo se je 1,365 mg/mL ucinkovine. V nobenem mediju se

uc¢inkovina ni raztopila popolnoma. Za nadaljne poskuse smo kot akceptorski medij
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uporabili 40 mM NaLS v fosfatnem pufru pH 7,2, zato ker smo v njemu doloc¢ili slabso
topnost in nas je zanimalo, ¢e jo lahko povecamo z dodatkom polimera k uéinkovini in

ustvarjanjem prenasicene raztopine.

4.1.3. DOLOCANJE USTREZNOSTI DIALIZNE MEMBRANE

Spros¢anje modelne ucinkovine poteka iz notranjosti dializne vreCke. Raztopljena
ucinkovina nato prehaja skozi polprepustno membrano v akceptorski medij, kjer jo
vzor¢imo. Ker smo preko koli¢ine uc¢inkovine v akceptorskem mediju zeleli spremljati, kaj
se z ucinkovino dogaja v donorskem mediju, je zelo pomembno, da ucinkovina lahko
prehaja skozi dializno membrano v akceptorski medij neomejeno. Ce prehod uéinkovine
skozi dializno membrano ni omejen, potem hitrost naras¢anja uc¢inkovine v akceptorskem
mediju ponazarja hitrost spros¢anja ucinkovine iz farmacevtske oblike. V poskusu 1 smo
dolocali ustreznost izbrane dializne membrane. V vseh poskusih dialize smo kot dializno
membrano uporabljali Spectra/Por membrano z MWCO 6-8 kD. Velikost por ponazarja
MWCO (ang. molecular weight cut-off) vrednost, ki predstavlja najnizjo molekulsko maso
topljenca, ki jo bo doloéena membrana zadrzala v 90% obsegu in ne bo difundirala skozi
membrano. Pri izbiri membrane se priporo¢a, da izberemo tak§no membrano, da ima
MWCO vrednost za polovico manjSo od molekulske mase snovi, ki jo zelimo z dializno
membrano zadrzati in vsaj 20x ve¢jo od molekulske mase snovi, za katero zelimo, da
difundira skozi membrano. Zeleli smo preveriti, ¢e je velikost por pri na$i membrani
omejujo¢ faktor, ali so pore dovolj velike, da omogocajo neomejeno difuzijo raztopljene
u¢inkovine skozi dializno membrano. Primerjali smo dva vzorca. Vzorec B predstavlja
modelno u¢inkovino v praskasti obliki, v vzorcu A se ucinkovina nahaja v obliki tablete.
Tableta potrebuje doloCen ¢as, da razpade in, da se ucinkovina lahko raztopi, tako da
pricakujemo v isti Casovni to€ki vi§je koncentracije pri vzorcu, kjer se u¢inkovina nahaja v
praSkasti obliki, skladno s tem tudi visje absorbance. lzmerjene absorbance pri poskusu
dolocanja ustreznosti membrane so prikazane v preglednici VII. 1z dobljenih podatkov smo
dolo¢ili Se razmerje Ayzorecs/Avzoreca. SKlepali smo, da prehajanje uéinkovine skozi dializno
membrano ni omejeno z velikostjo por, ¢e je razmerje absorbanc Ayzorecs/Avzoreca Visje od
1.
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Preglednica VII: Dolocanje ustreznosti dializne membrane. lzmerjene absorbance za

vzorca A in B in njihovo razmerje. Pri absorbancah je zZe uposStevana vrednost slepe

raztopine.

¢as (min) 15 30 45 60 90 120 150
AvzorecA 0,00115 | 0,00709 | 0,00647 | 0,00221 | 0,01112 | 0,01725 | 0,01784
Avzorecs 0,01115] 0,023 |0,04441] 0,01094 | 0,01823 | 0,15801 | 0,0151
szorecB/szorecA 9,70 3,24 6,86 4,95 1,64 9,16 0,85

4.1.4. POSKUSI DIALIZE

V preglednicah VIII-X so prikazani rezultati poskusov dialize.

Preglednica VIII: Izmerjene absorbance in izracunane koncentracije v poskusu 2 za vzorca

CinD.
tas vzoretV: C vzoretV: D
(min) | Absorbanca i?VXETESZ koncentracija | Absorbanca PAO-VKET(;SS Koncentracija

0,16554 0,12382

30 0,18178 | 5,06x10-2 | 2,40 x10-3 0,13812 | 2,04 x10-2 | 1,39 x10-3
0,15929 0,15408
0,12585 0,12223

60 0,13763 | 2,07x10-2 | 1,40 x10-3 0,1451 2,05 x10-2 | 1,39 x10-3
0,15345 0,14901
0,13715 0,12748

90 0,13258 | 2,25x10-2 | 1,46 x10-3 0,13576 | 1,77 x10-2 | 1,30 x10-3
0,1526 0,14474
0,11956 0,12569

120 0,1492 2,80 x10-2 | 1,64 x10-3 0,13575 | 2,02 x10-2 | 1,38 x10-3
0,16995 0,15402
0,12401 0,12445

150 0,1369 1,69 x10-2 | 1,27 x10-3 0,14338 | 1,88 x10-2 | 1,33 x10-3
0,14448 0,14337
0,13423 0,13154

180 | 0,13107 | 1,59 x10-2 | 1,24 x10-3 0,13246 | 1,78 x10-2 | 1,30 x10-3
0,13726 0,14407
0,12136 0,123

210 | 0,13151 | 1,59x10-2 | 1,24 x10-3 0,13358 | 1,90 x10-2 | 1,34 x10-3
0,14943 0,15512
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Preglednica IX: Izmerjene absorbance in izracunane koncentracije v poskusu 3 za vzorca

EinF.

tas vzore(V: E vzoref: F

(min) | Absorbanca i(ivgg?ggg koncentracija | Absorbanca iﬁv'gﬁggg Koncentracija
0,11386 0,11566

30 0,12338 | 1,27x10-2 | 1,40x10-3 0,12206 | 1,16x10-2 | 1,36x10-3
0,1392 0,13546
0,11481 0,11609

60 0,12125 | 1,40x10-2 | 1,44x10-3 0,12152 | 1,31x10-2 | 1,41x10-3
0,14423 0,1399
0,1131 0,11386

90 0,12377 | 1,23x10-2 | 1,39x10-3 0,12378 | 1,22x10-2 | 1,38x10-3
0,13851 0,13735
0,11082 0,11688

120 | 0,11925 | 9,04x10-3 | 1,28x10-3 0,1255 1,18x10-2 | 1,37x10-3
0,1354 0,13135
0,11267 0,11423

150 0,1187 1,05x10-2 | 1,33x10-3 0,1212 9,40x10-3 | 1,29x10-3
0,13843 0,13112
0,11088 0,11102

180 0,1193 8,44x10-3 | 1,26x10-3 0,12054 | 7,07x10-3 | 1,22x10-3
0,13349 0,12801
0,11261 0,11369

210 | 0,11977 | 8,02x10-3 | 1,25x10-3 0,12001 | 6,95x10-3 | 1,21x10-3
0,13004 0,12549

Preglednica X: Izmerjene absorbance in izracunane koncentracije v poskusu 4 za vzorca G

in H.
tas vzorec G vzorec H
: Povprecna . Povprecna .
min
(min) [ Absorbanca A- Aslepe Koncentracija | Absorbanca A- Aslepe koncentracija
0,11128 0,11182
30 0,11936 | 1,19x10-2 | -3,69 x10-4 | 0,11945 | 1,14x10-2 | -3,92 x10-4
0,13403 0,13192
0,11502 0,11154
60 0,11824 | 1,50x10-2 | -2,25x10-4 | 0,11837 | 1,30x10-2 | -3,18 x10-4
0,14068 0,138
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0,11333 0,11133

90 0,1209 1,45x10-2 | -2,47 x10-4 | 0,12093 1,24x10-2 | -3,45x10-4
0,1383 0,13397
0,11025 0,11251

120 | 0,11785 | 1,19x10-2 | -3,68 x10-4 | 0,12086 1,10x10-2 | -4,12 x10-4
0,13661 0,12851
0,1143 0,11238

150 | 0,11628 | 1,37x10-2 | -2,86 x10-4 | 0,11998 1,13x10-2 | -4,00 x10-4
0,13945 0,13032
0,11338 0,11057

180 | 0,12066 | 1,30x10-2 | -3,20 x10-4 0,121 1,09x10-2 | -4,18 x10-4
0,1338 0,12993
0,12482 0,14464

210 | 0,12446 | 1,76x10-2 | -1,02x10-4 | 0,13404 | 2,56x10-2 | 2,68 x10-4
0,13256 0,12698

Sproscanje modelne u¢inkovine smo najprej doloc¢ali z uporabo ravnotezne dialize. Dializa
je kot in vitro metoda za doloCanje spros¢anja pogosto uporabljena metoda, zlasti pri
farmacevtskih oblikah z velikostjo delcev v nano obmodju. Ceprav v nasem primeru
nimamo tako majhnih velikosti delcev, smo se za dializo odlocili zaradi njene enostavnosti
in hitrosti, predvsem pa zato, ker majhni volumni znotraj dializne vre¢ke omogocajo, da se
polimer, ki omogoca zaviranje obarjanja, nahaja v blizini prou¢evane modelne ucinkovine.
Z majhnim volumnom medija in z uporabo pufra brez dodanega NaLS smo Zeleli
omogociti, da znotraj dializne vrecke nastane prenasi¢eno stanje. V primerjavi z majhnim
volumnom donorskega medija, ki je v nasem primeru bil 17 mL, je volumen akceptorskega
medija veliko ve¢ji, 450 mL. Z namenom vzpostavitve sink pogojev na akceptorski strani
dializne membrane in preprecitve obarjanja ucinkovine po prehajanju skozi dializno
membrano smo uporabili vecji volumen akceptorskega medija. 1z enakega razloga smo v
fosfatni pufer, ki smo ga uporabili kot akceptorski medij, dodali povrSinsko aktivno snov
NaLS. Prav tako, veéji volumen akceptorskega medija omogoca vecji koncentracijski

gradient za prehod molekul u¢inkovine skozi dializno membrano.

Zanimalo nas je, kakSen vpliv ima dodatek polimera na topnost modelne ucinkovine.
Polimer, ki smo ga uporabili, naj bi zaviral obarjanje uc¢inkovine iz prenasi¢ene raztopine
in tako omogocil, da u€inkovina v prenasic¢enem stanju ostane dalj Casa. V poskusih dialize

smo zato vzporedno testirali dva vzorca, ki sta se razlikovala le po tem, da je bil v enem
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vzorcu polimer prisoten, v drugem pa ne. V poskusu 2 vpliv polimera na izboljSanje
topnosti uc¢inkovine ni viden. Kot je razvidno iz slike 6 so koncentracije pri obeh vzorcih v
poskusu 2 priblizno enake v vsaki ¢asovni tocki. V' 30. in 120. minuti smo opazili povi$ane
koncentracije ucinkovine pri vzorcu C, za katere predvidevamo, da so posledica
laboratorijske napake.

Za naslednji poskus smo pri vzorcu, ki vsebuje polimer, koncentracijo le-tega povecali.
Predvidevali smo, da bodo visje koncentracije polimera omogocile visje koncentracije
raztopljene ucinkovine znotraj dializne vrecke in bo zaradi vecjega koncentracijskega
gradienta tudi hitrejSe prehajanje ucinkovine skozi dializno membrano. S slike 6 je
razvidno, da so tudi v poskusu 3 koncentracije pri obeh vzorcih priblizno enake. Ce
primerjamo vzorca D in F, ki smo jih uporabili v poskusih 2 in 3 in se razlikujeta samo po
koli¢ini polimera, lahko vidimo, da vecja koncentracija polimera ni imela vpliva na

povecanje koncentracije u¢inkovine v akceptorskem mediju.

Dializa-poskus 2 in poskus 3

3,00E-03

=0
E 2,50E-03 ——\
& 2,00E-03
g_ ’ =@=V\zorec C
.8, 1,50E-03 - 5
(5]
g 1,00E-03 : : == vzorec
§ 5,00E-04 vzorec E
§ 0,00E+00 T T T T T T ) vzorec F

30 60 90 120 150 180 210

¢as (min)

Slika 6. Profili sproscanja ucinkovine za vzorce C, D, E in F v poskusih dialize 2 in 3.

Kljub temu, da pri prej$njih poskusih nismo dobili Zeljenih rezultatov, nas je zanimalo ali
bo na topnost in s tem na visje koncentracije u¢inkovine vplivalo, ¢e se uc¢inkovina nahaja
v obliki trdne disperzije, glede na to, da trdna disperzija omogoca vecjo topnost
uc¢inkovine. U¢inkovina se v obliki trdne disperzije nahaja pri vzorcih G in H. Pri prej$njih
poskusih nismo opazili razlike med vzorcem, ki vsebuje polimer in vzorcem, ki ga ne
vsebuje. Ker smo Zeleli povecati diskriminatornost, smo pri poskusu 4 zmanjsali hitrost
vrtenja z 250 rpm na 100 rpm. ZmanjSanje hitrosti vrtenja lahko privede do tega, da se

vzorec znotraj dializne vrecke ne mesa. Da bi to preprecili, Smo v dializno vre¢ko dodali
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steklene kroglice. V poskusu 4 u¢inkovina sploh ni prehajala skozi dializno membrano, kar
lahko vidimo iz preglednice X, saj so koncentracije pri poskusu 4 negativne. Razlog za to
je lahko manjsa hitrost vrtenja v primerjavi s prej$njimi poskusi. Pri 100 rpm se je vzorec
znotraj dializne vrecke posedel na dno skupaj s kroglicami, kar kaze na slabo meSanje

donorske raztopine.

Pri poskusih dialize nismo dobili zeljenih rezultatov. Kot je razvidno iz preglednic VIII-X,
so koncentracije, ki smo jih dolo¢ili v akceptorskem mediju zelo nizke pri vseh poskusih
dialize. Eden izmed moznih razlogov, zakaj so koncentracije tako nizke je, da meSanje
vzorca znotraj dializne vrecke ni bilo ustrezno. Mozen razlog je tudi vezava ucinkovine na

samo dializno membrano.

Ker se dializa kot metoda za dolo¢anje spros¢anja nase modelne ucinkovine ni pokazala

kot uspesna, smo za dolocanje spros¢anja uporabili teste raztapljanja v manjsih volumnih.
4.2. TESTI RAZTAPLJANJA

4.2.1. TESTI RAZTAPLJANJA V 0,3% NaLS V Na-FOSFATNEM PUFRU S PH
5,7 IN 1,5% NaLS V VODI
V preglednicah XI in XII so zbrani rezultati testov raztapljanja modelne uéinkovine iz

tablet v 0,3% NaLS v Na-fosfatnem pufru pH 5,7 in 1,5% NaLS v vodi.

Preglednica XI: Delez sproscene ucinkovine v odvisnosti od casa v 0,3% NaLS v Na-
fosfatnem pufru pH 5,7 pri 150 rpm iz tablet. Poleg deleza sproscene ucinkovine za
posamezne paralelke (P1, P2) so prikazani Se povprecje, standardna deviacija (SD) in
relativna standardna deviacija (RSD)

Cas % sproscene ucinkovine
(min) P1 P2 |povprecje >D RSD
5 9,1 8,3 8,7 0,6 6,5
10 22,8 23,0 22,9 0,1 0,6
20 46,1 45,1 45,6 0,7 1,6

30 58,1 56,7 57,4 1,0 1,7
45 80,5 72,6 76,6 5,6 7,3
60 85,3 83,3 84,3 1,4 1,7
90 98,5 95,3 96,9 2,3 2,3
120 97,4 94,3 95,9 2,2 2,3
180 103,4 | 100,0 101,7 2,4 2,4
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Preglednica XII: Delez sproscene ucinkovine v odvisnosti od ¢asa v 1,5% NaLS v vodi pri
150 rpm iz tablet. Poleg deleza sproscene ucinkovine za posamezne paralelke (P1, P2) so

prikazani Se povprecje, standardna deviacija (SD) in relativna standardna deviacija (RSD)

Cas (min) % sproscene uéinkovimve. D RSD
P1 P2  |povprecje
5 3,3 2,8 3,1 0,4 11,6
10 9,8 9,3 9,6 0,4 3,7
20 29,1 22,2 25,7 4,9 19,0
30 40,2 36,7 38,5 2,5 6,4
45 73,2 70,4 71,8 2,0 2,8
60 96,8 90,0 93,4 4,8 51
90 95,4 98,0 96,7 1,8 1,9
120 102,4 | 104,2 103,3 1,3 1,2
180 103,5| 103,9 103,7 0,3 0,3

Dolocali smo spros¢anje modelne u¢inkovine iz tablet v 0,3% NaLS v Na-fosfatnem pufru
pH 5,7 in 1,5% NaLS v vodi. Teste raztapljanja ponavadi izvajamo v sink pogojih, kar
pomeni, da je volumen uporabljenega medija dovolj velik, da omogo¢i, da se celotna
koli¢ina u¢inkovine sprosti iz farmacevtske oblike in raztopi v mediju ter, da Ze raztopljena
ucinkovina v mediju ne vpliva na nadaljnje spros¢anje uc¢inkovine iz farmacevtske oblike.
Na zacetku poskusa je sproScanje ucinkovine potekalo hitrejSe v 0,3% NaLS v Na-
fosfatnem pufru pH 5,7. Na sliki 7 vidimo, da se je Zze po priblizno 60 minutah v obeh
medijih sprostila celotna koli¢ina ucinkovine in je v raztopljeni obliki ostala do konca

poskusa.

Uporabili smo slabo topno u¢inkovino, ki jo glede na BCS klasifikacijo uvrstimo v drugi
razred. Eden izmed nacinov za izboljSanje topnosti slabo topnih ucinkovin, ki smo ga
uporabili tudi v naSem primeru, je uporaba farmacevtske oblike, ki omogoca nastanek
prenasi¢enega stanja v GIT. V medijih, ki omogoc¢ajo sink pogoje, ne moremo proucevati
zmoznost uporabljene oblike, da tvori prenasi¢eno stanje, saj volumen medija, ki ga
uporabimo, omogoca, da nasiCena raztopina ne nastane in, da se lahko raztopi celotna
koli¢ina uéinkovine. S testi raztapljanja smo zeleli ¢im bolj natan¢no napovedati, kako se
bo udinkovina obnaSala v pogojih in vivo, zato smo za proucevanje nastanka in
vzdrZevanja prenasiCenega stanja uporabili medije, ki omogocajo non-sink pogoje. Prav

tako smo uporabili bolj biorelevantne medije od klasi¢nih pufrov, ki posnemajo samo pH
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vzdolZ GIT, saj poleg pH na topnost in hitrost raztapljanja u¢inkovine vpliva tudi sestava

medija.
Sproscanje ucinkovine v 0,3 % NaLS v Na-
fosfatnem pufru pH 5,7 in 1,5% NaLS v vodi
120,0
100,0
3 800
;g 600 =0—0,3% NaLS v Na-fosfatnem
>§ ! pufru pH 5,7
g 40,0 ——1,5% NaLS v vodi
S
20,0
0,0 - T T T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
cas (min)

Slika 7:Povprecni profili spro§canja uc¢inkovine iz tablet v 0,3% NalLS v Na-fosfatnem pufru pH 5,7
in 1,5% NaLS v vodi pri 150 rpm.

4.2.2. SPROSCANIJE V INTRALIPIDU
V preglednici X111 so prikazani rezultati testa raztapljanja modelne u¢inkovine iz tablet X v
Intralipidu.

Preglednica XIII: Delez sproscene ucinkovine v odvisnosti od casa v Intralipidu pri 150
rpm iz tablet. Poleg deleza spro$cene ucinkovine za posamezne paralelke (P1, P2) so

prikazani Se povprecje, standardna deviacija (SD) in relativna standardna deviacija (RSD)

Cas % sproscéene ucinkovine

(min) P1 P2  |povprecje >D RSD
5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
10 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
30 0,3 0,3 0,3 0,0 0,0
60 0,8 0,8 0,8 0,0 0,0
90 1,3 1,3 1,3 0,0 0,0
120 1,8 1,9 1,9 0,1 3,8
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Kot eden izmed bolj biorelevantnih medijev smo uporabili Intralipid. Intralipid je 20%
emulzija olja v vodi, sestavljena iz 20% sojinega olja, 1,2% fosfolipidov iz jajénih
rumenjakov in 2,25% glicerina, ostalo je voda. Zaradi svoje sestave Intralipid simulira
pogoje v GIT po obroku. Kot je razvidno s slike 8, je spros¢anje u¢inkovine v Intralipidu
potekalo pocasi. V dveh urah se je iz trdne disperzije sprostilo manj kot 2% ucinkovine. 1z

tega razloga Intralipid nismo uporabili kot medij za raztapljanje v nadaljnjih poskusih.

Sproscanje v Intralipidu
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Slika 8: Povprecni profil sproséanja ucinkovine iz tablet v Intralipidu pri 150 rpm.

4.2.3. VPLIV SESTAVE ZUNANIJE FAZE NA TOPNOST UCINKOVINE

V preglednicah XIV-XVII so zbrani rezultati testov raztapljanja ucinkovine iz trdne
disperzije v FaSSiF-u, 0,3% NaLS v vodi, karbonatnem FaSSiF-u, 0,1M HCI pri 100 rpm.
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Preglednica XIV: Delez sproscene ucinkovine v odvisnosti od ¢asa v FaSSiF-u pri 100 rpm
iz trdnih disperzij. Poleg deleza sproscene ucinkovine za posamezne paralelke (P1, P2) so

prikazani se povprecje, standardna deviacija (SD) in relativna standardna deviacija (RSD)

Vzorec | &as (min) % sproscene ucinkovine SD RSD
P1 P2 povprecje
5 25,4 26,1 25,75 0,5 2,1
PTD1 15 33,4 32,2 32,8 0,9 2,7
60 35,1 32,6 33,85 1,8 5,2
5 29,3 27,6 28,5 1,1 4
PTD2 15 35,2 33,6 34.4 1,1 3,3
60 34,1 33,9 34 0,2 0,5
5 26,3 27,8 27 1,1 4
PTD3 15 33,2 33,7 33,4 0,3 1
60 33,8 34 33,9 0,1 0,4
5 26,2 25,3 25,7 0,6 2,3
PTD4 15 35,2 33,9 34,5 0,9 2,6
60 29 28,1 28,6 0,7 2,5
5 27,3 27,5 27.4 0,1 0,3
PTD5 15 34 31,3 32,6 1,9 6
60 29 28,8 28,9 0,1 0,5
5 26,9 28 275 0,8 2,8
PTD6 15 35,2 34,8 35 0,2 0,7
60 28,3 28,3 28,3 0 0,1
5 31,1 30,3 30,7 0,6 1,9
PTD7 15 35,4 34,1 34,7 0,9 2,7
60 25,4 24,7 251 0,5 2,1
5 31,4 32,1 31,7 0,5 1,6
PTD8 15 35,8 36,2 36 0,2 0,7
60 24,3 25 24,7 0,5 2
5 30,5 30 30,2 0,4 1,2
PTD9 15 35,4 34,6 35 0,6 1,8
60 26 25,8 25,9 0,2 0,8
5 30,7 26,6 28,7 2,9 10
PTD10 15 35,7 32,9 34,3 2 5,9
60 20,5 20,1 20,3 0,3 1,5
5 30,5 30 30,3 0,3 1,1
PTDI11 15 34,4 34,3 34,3 0,1 0,3
60 19,8 20,3 20 0,3 1,5
5 279 28,7 28,3 0,6 2
PTD12 15 33,4 32,7 33,1 0,5 1,6
60 19,9 19,9 19,9 0 0,2
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Preglednica XV: Delez sproscene ucinkovine v odvisnosti od casa v 0,3% NaLS v vodi pri
100 rpm iz trdnih disperzij. Poleg deleza sproscene ucinkovine za posamezne paralelke
(P1, P2) so prikazani Se povprecje, standardna deviacija (SD) in relativna standardna

deviacija (RSD)

vzorec | &as (min) % sproscene ucinkovine SD RSD
P1 P2 povprecje
5 5,1 5,4 5,3 0,2 3,8
PTD1 15 7.4 7,5 75 0,1 0,7
60 12,6 13 12,8 0,3 2,5
5 5,1 4,3 4,7 0,6 12,1
PTD2 15 7.9 6,5 7,2 1 14,3
60 14,2 12 13,1 1,6 12
5 4,5 5,6 5 0,8 15,1
PTD3 15 6,9 8 75 0,8 10,8
60 11,6 17,2 14,4 4 27.4
5 1,7 1,3 1,5 0,3 19,4
PTD4 15 3,6 2,7 3,2 0,7 21,6
60 12,5 9,1 10,8 2,4 21,8
5 1,7 1,6 1,7 0,1 3,9
PTD5 15 3,2 3 3,1 0,1 4,4
60 11,4 10,4 10,9 0,7 6,4
5 1,7 1,2 1,5 0,4 275
PTD6 15 2,9 2,4 2,7 0,4 13,4
60 9,2 9 9,1 0,1 1,2
5 2,9 1,8 2,4 0,7 31,4
PTD7 15 5,2 3,5 4,3 1,2 26,8
60 13,7 11,2 12,5 1,8 14
5 1,9 3,2 2,5 0,9 35,8
PTD8 15 4,1 5,4 47 0,9 19,7
60 13,6 13,1 13,4 0,4 2,9
5 1,5 1,8 1,7 0,2 11,3
PTD9 15 2,6 3,2 2,9 0,4 14,2
60 9,4 12,2 10,8 1,9 17,7
5 3,3 2,7 3 0,5 15,3
PTD10 15 5,7 47 5,2 0,7 14,3
60 15,9 13,6 14,8 1,6 11
5 3,4 3,2 3,3 0,1 3,9
PTD11 15 5,9 55 5,7 0,3 4,7
60 15,6 14,5 15,1 0,7 4,9
5 1,8 2,3 2,1 0,3 15
PTD12 15 2,9 3,9 3,4 0,7 20,5
60 10,9 10,2 10,6 0,5 4,9
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Preglednica XVI: Delez sproscene ucinkovine v odvisnosti od casa v karbonatnem FaSSiF-
U pri 100 rpm iz trdnih disperzij. Poleg deleza sproscene ucinkovine za posamezne
paralelke (P1, P2) so prikazani Se povprecje, standardna deviacija (SD) in relativna

standardna deviacija (RSD)

Vzorec | &as (min) % sproscene ucinkovine SD RSD
P1 P2 povprecje
5 1,1 1 1 0 2,7
PTD1 15 2,1 2,1 2,1 0 0,3
60 10,9 11,9 11,4 0,7 6,3
5 1,3 1,1 1,2 0,1 9,4
PTD2 15 3,2 2,7 3 0,3 10,4
60 17,3 15 16,1 1,6 10
5 1,2 1,3 1,2 0 3
PTD3 15 2,9 3,2 3 0,3 8,5
60 15,6 18,4 17 2 11,7
5 1,3 1,2 1,2 0,1 4,9
PTD4 15 2,9 2,7 2,8 0,2 7.3
60 15,9 12,5 14,2 2,4 16,9
5 1,2 1,3 1,2 0 2,5
PTD5 15 2,9 2,9 2,9 0 1,7
60 15,4 16,7 16 0,9 5,7
5 1,2 1,4 1,3 0,1 9,3
PTD6 15 2,8 3,3 3 0,3 10,6
60 14,4 17,3 15,9 2 12,7
5 1,6 1,5 1,5 0 2,5
PTD7 15 3,3 3,2 3,3 0,1 3,4
60 19,7 17,5 18,6 1,6 8,5
5 1,6 105 1,6 0 1
PTD8 15 3,7 3,7 3,7 0 0,1
60 21,3 221 21,7 0,5 2,5
5 1,4 1,4 1,4 0 0,1
PTD9 15 3,3 3,4 3,4 0,1 2,7
60 19,5 23 21,3 2,5 11,7
5 1,2 0,9 1,1 0,2 19,7
PTD10 15 2,7 2,2 2,5 0,4 16,1
60 16 13,6 14,8 1,7 11,5
5 1,1 1,3 1,2 0,2 14,5
PTD11 15 2,6 3,1 2,8 0,4 13
60 17 19,8 18,4 2 10,6
5 1,4 1,3 1,3 0,1 3,8
PTD12 15 3,1 2,9 3 0,1 3,6
60 18,9 20,3 19,6 1 5,1
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Preglednica XVII: Delez sproscene ucinkovine v odvisnosti od casa v 0,1 M HCI pri 100
rpm iz trdnih disperzij. Poleg deleza sproscene ucinkovine za posamezne paralelke
(P1, P2) so prikazani Se povprecje, standardna deviacija (SD) in relativna standardna

deviacija (RSD)

Vzorec | ¢as (min) % sproscene ucinkovine SD RSD
Pl P2 povprecje
5 2 2 2 0 0,3
PTD1 15 2,9 2,7 2,8 0,2 5,3
60 5,9 5,8 5,9 0,1 1,7
5 2,1 2,1 2,1 0 1,2
PTD2 15 3,1 3 3 0,1 2,1
60 6,1 6 6,1 0 0,7
5 2,1 2 2,1 01 | 34
PTD3 15 3 3 3 0 0,4
60 6,1 6,2 6,2 0,1 1,4
5 1,8 1,8 1,8 0 2,3
PTD4 15 3,2 2,9 3,1 0,2 7
60 6,1 6,2 6,1 0,1 1,6
5 1,8 1,7 1,7 01 | 35
PTD5 15 2,9 2,8 2,8 0,1 2,9
60 5,9 5,8 5,9 0 0,5
5 1,7 1,7 1,7 0 0,1
PTD6 15 2,8 2,8 2.8 0 0,3
60 5,9 5,6 5,8 02 | 32
5 2 1,9 1,9 01 | 45
PTD7 15 3,2 3,2 3,2 0 1,4
60 6,9 6,8 6,8 0,1 1,3
5 1,9 1,9 1,9 01 | 33
PTD8 15 3,3 3,1 3,2 01 | 43
60 7 6,8 6,9 0,1 2
5 1,7 1,8 1,8 01 | 43
PTD9 15 2,9 3,2 3,1 0,2 6
60 6,4 6,9 6,7 03 | 44
5 1,9 1,8 1,8 01 | 61
PTD10 15 3,2 3 3,1 0,2 5,2
60 6,9 6,5 6,7 0,3 4
5 1,8 1,7 1,8 0,1 3
PTD11 15 3 3,3 3,2 0,2 5,2
60 6,5 6,4 6,5 0 0,7
5 1,7 1,8 1,7 01 | 53
PTD12 15 2,8 3,2 3 03 | 10,2
60 6,3 6,8 6,5 03 | 53
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Dolocali smo spros¢anje u€inkovine iz trdnih disperzij. Zanimalo nas je, kako spremembe
v sestavi zunanje faze vzorcev vplivajo na topnost in hitrost raztapljanja uéinkovine.
Zunanjo fazo predstavljajo vse pomozne snovi, ki poleg trdne disperzije sestavljajo
proucevane vzorce. V ta namen smo uporabili vzorce PTD1-PTD12. Uporabljeni vzorci so
fizikalna zmes trdne disperzije modelne uc¢inkovine v polimeru in zunanje faze. Sestava

vzorcev PTD1-PTD12 je prikazana v preglednici XVIII.

Preglednica XVIII: Sestava vzorcev PTD1-PTD12.

Trdna Zunanja faza
disperzija | Polimer1 | Polimer 2
(mg) (mg) (mg)
PTD1 400 30 60
PTD2 400 30 70
PTD3 400 30 80
PTDA4 400 20 60
PTD5 400 20 70
PTD6 400 20 80
PTD7 400 15 60
PTDS8 400 15 70
PTD9 400 15 80
PTD10 400 0 60
PTD11 400 0 70
PTD12 400 0 80

Iz preglednice XVIII je razvidno, da se vzorci med seboj razlikujejo samo po sestavi
zunanje faze. Koli¢ina uporabljene trdne disperzije je pri vseh vzorcih enaka, razlikujejo se
le v koli¢ini uporabljenih polimerov v zunanji fazi. Zunanjo fazo sestavljata dva polimera,
polimer 1 in polimer 2. 1z literature je znano, da oba polimera lahko vplivata na zaviranje
obarjanja ucinkovine iz prenasicene raztopine, ter na ta nacin lahko vzdrzujeta poviSano
koncentracijo u¢inkovine. Vpliv sestave zunanje faze na sproS¢anje ucinkovine iz trdne
disperzije smo dolocali s testi raztapljanja v FaSSiF-u, karbonatnem FaSSiF-u, 0,1 M HCI
in 0,3% NaLS v vodi. Uporabljeni mediji omogocajo t.i. non-sink pogoje, kar bolj realno

opise dejanske pogoje v katerih poteka raztapljanje ucinkovine v GIT.
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Slika 9. Povprecni profili sproséanja ucinkovine iz trdne disperzije v FaSSiF-u pri 100 rpm.

Vpliv sestave zunanje faze na sproscanje modelne ucinkovite je najbolj viden pri FaSSiF-
u. FaSSiF je biorelevanten medij, ki s svojo sestavo simulira pogoje na tes¢e v tankem
¢revesju. Razlike med vzorci so opazne samo v 60. minuti, po 5. oz 15. minuti med vzorci
ni opazne razlike. Ze po 5 minutah se je iz trdnih disperzij sprostilo 25-30% uginkovine.
Na sliki 9 so prikazani povpreéni profili spro$canja ucinkovine iz trdne disperzije v
FaSSiF-u. 1z oblike profilov vidimo, da koncentracije u¢inkovine narasc¢ajo do 15. minute.
Po tem nastane prenasi¢ena raztopina in u€inkovina se zacne obarjati. Hitrost obarjanja
ucinkovine se pri vzorcih razlikuje. Pri 60 minuti je najvecji deleZz spro$¢ene ucinkovine
opazen pri vzorcih PTDI1, PTD2 in PTD3, kar predstavlja vzorce, ki vsebujejo najvecje
koli¢ine polimera 1. Na sliki 10 lahko vidimo, da je za vzdrzevanje koncentracij
raztopljene ucinkovine poleg prisotnosti polimera pomembna tudi njegova koncentracija,
saj se paralelno z zmanjSanjem koncentracije polimera 1 v vzorcu zmanjsuje tudi delez
spros¢ene ucinkovine, ker se poveca hitrost obarjanja. NajmanjSi deleZ sproScene
uéinkovine po 60 minutah smo dolo¢ili pri vzorcih, ki ne vsebujejo polimera 1 (PTD10,
PTDI11, PTD12). Med vzorci, ki imajo enako koli¢ino polimera 1 in se med seboj
razlikujejo v koli¢ini polimera 2 (na sliki 10 oznaceni z isto barvo) ni opaznih razlik, kar
pomeni, da polimer 2 ne vpliva na povecanje topnosti proucevane ucinkovine v FaSSiF-u
in je za povecano topnost in vzdrZzevanje koncentracije uc¢inkovine odgovoren polimer 1.
Visje koncentracije polimera 1 Vv Vvzorcu zagotavljajo vi§jo topnost ucinkovine.

Predvidevamo, da polimer 1 deluje kot polimerni zaviralec obarjanja. Preko interakcij z

40



modelno ucinkovino upocasni njeno obarjanje in tako omogoci boljSo topnost in viSje

koncentracije uc¢inkovine.
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Slika 10:Odstotek sproscene ucinkovine v FaSSiF-u iz trdne disperzije v 60. minuti pri vzorcih
PTD1-PTD12.

V 0,3% NaLS v vodi je prav tako viden vpliv sestave na sproScanje ucinkovine iz trdne
disperzije. Razlike med vzorci so opazne v 5. in 15. minuti (slika 11). Visje koncentracije
raztopljene ucinkovine smo opazili pri vzorcih, ki vsebujejo 30 mg polimera 1 in pri
vzorcih, ki polimera 1 ne vsebujejo. Vpliv na spros¢anje uéinkovine ni linearen, kot smo
ga opazili pri FaSSiF-u, modeliranje podatkov v programu Modde je pokazalo, da je vpliv

v obliki kvadratne funkcije.

Sestava vzorcev ne vpliva na spros¢anje modelne ucinkovine v 0,1 M HCI, vendar ima
polimer pomembno vlogo tudi v tem mediju. Pri pH 1 uporabljeni polimer preprecuje
raztapljanje modelne uéinkovine, ker pri tako nizki pH vrednosti ni topen. VV 0,1 M HCI je

delez sproscene ucinkovine majhen, v eni uri se sprostilo manj kot 7 % ucinkovine.

Eksperimentalni rezultati pridobljeni v karbonatnem FaSSiF-u ne korelirajo s sestavo
vzorcev (slika 12). Koncentracija modelne u¢inkovine ni bila visje, ¢e je v zunanji fazi bila

prisotna vecja koli¢ina polimera 1.
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Slika 11:Odstotek sproscene ucinkovine v 0,3% NaLS v vodi iz trdne disperzije v a) 5. minuti in b)
15. minuti pri vzorcih PTD1-PTD12.
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4.2.4. VPLIV VELIKOSTI DELCEV POLIMERA NA TOPNOST UCINKOVINE
V preglednicah XIX in XX so zbrani rezultati testov raztapljanja ucinkovine iz trdne
disperzije v 0,3% NaLS v vodi in FaSSiF-u, pri 150 rpm.

Preglednica XIX: Delez sproscene ucinkovine v odvisnosti od c¢asa v 0,3 NalLS v vodi pri
150 rpm iz trdnih disperzij. Poleg deleza sproscene ucinkovine za posamezne paralelke
(P, P2) so prikazani Se povprecje, standardna deviacija (SD) in relativna standardna

deviacija (RSD)

Vzorec | &as (min) % sproscene ucinkovine sSD RSD
P1 P2 povprecje
5 4,7 3,5 4,1 0,9 21,7
PTD1 15 10,8 8,7 9,8 1,4 14,8
60 33,9 29,4 31,6 3,2 10,1
5 6 5,8 5,9 0,1 2,2
PTD2 15 12,6 12,1 12,3 0,4 3,3
60 35,2 33,4 34,3 1,3 3,7
5 4,5 4,2 4,3 0,2 4,9
PTD3 15 10,7 10,1 10,4 0,4 4,2
60 33,3 33 33,1 0,2 0,7
5 5,2 3,8 4,5 1 21,6
PTD13 15 12,7 10,5 11,6 1,5 13,1
60 46,9 35,1 41 8,4 20,4
5 4,8 2,3 3,6 1,8 49
PTD14 15 10,3 6,5 8,4 2,7 32,3
60 29,5 25,5 275 2,8 10,3
5 2,5 3,7 3,1 0,8 27,3
PTD15 15 6,8 9,1 8 1,6 20,2
60 27,2 32,2 29,7 3,5 11,9

Preglednica XX: Delez sproscene ucinkovine v odvisnosti od casa v FaSSiF-u pri 150 rpm
iz trdnih disperzij. Poleg deleza sproscene ucinkovine za posamezne paralelke (P1, P2) so

prikazani Se povprecje, standardna deviacija (SD) in relativna standardna deviacija (RSD)

vzorec | &as (min) % sproscene ucinkovine sSD RSD
Pl P2 povprecje
5 31,3 30,6 30,9 0,5 1,5
PTD1 15 43,2 42,9 43,1 0,2 0,4
60 53,1 34,9 44 129 | 29,2
5 31,2 31,6 31,4 0,3 0,8
PTD2 15 42,1 44,8 43,5 1,9 4,4
60 36,4 32,3 34,3 2,9 8,3
PTD3 5 32 31,9 32 0 0,1
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15 44,7 48,1 46,4 2,4 5,3
60 36 36,2 36,1 0,2 0,5
5 31,4 30,9 31,2 0,4 1,2
PTD13 15 39,7 455 42,6 4,1 9,7
60 24,1 24,3 24,2 0,1 0,4
5 28,1 26,7 27,4 1 3,8
PTD14 15 40,2 40,2 40,2 0 0,1
60 23,8 24.4 24,4 0,4 1,7
5 29,1 29,8 29,5 0,5 1,8
PTD15 15 38,1 36,3 37,2 1,3 3,5
60 27,2 22,7 24,9 3,2 13

Preverjali smo vpliv velikosti delcev polimera 1 na topnost modelne u¢inkovine iz trdne
disperzije. Poskus smo izvajali pri 150 rpm. Uporabili smo vzorce, ki vsebujejo 30 mg
polimera 1 v zunanji fazi, saj smo pri njih ugotovili najvecji vpliv na topnost modelne
u¢inkovine v predhodnih poskusih. Sestava vzorcev, ki smo jih uporabili, je prikazana v
preglednici XXI. Uporabljeni vzorci so fizikalna zmes trdne disperzije modelne u¢inkovine
v polimeru in zunanje faze. Vzorci PTD1-3 se od vzorcev PTD13-15 razlikujejo le v
velikosti delcev polimera 1. Vzorci PTD13-15 vsebujejo polimer 1 z velikostjo delcev, ki

je 20x vecja od velikosti delcev polimera 1 v vzorcih PTD1-3.

Preglednica XXI: Sestava vzorcev PTD1-PTD3 in PTD13-15. Velikost delcev polimera 1 v
vzorcih PTD13-15 je 20x vecja od velikosti delcev polimera 1 v vzorcih PTDI1-PTDS3.

Trdna Zunanja faza
disperzija Polimer 1 Polimer 2
(mg) (mg) (mg)
PTD1 400 30 60
PTD2 400 30 70
PTD3 400 30 80
PTD13 400 30 60
PTD14 400 30 70
PTD15 400 30 80

Pri dolocanju vpliva sestave zunanje faze na topnost modelne u¢inkovine smo opazili vpliv
samo v FaSSiF-u in 0,3% NaLS v vodi, tako da smo ta dva medija uporabili za doloCanje
vpliva velikosti delev polimera. V FaSSiF-u je velikost delcev polimera imela vpliv na

spros¢anje ucinkovine iz trdne disperzije. Razliko med vzorci lahko vidimo na sliki 13 v
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60. minuti, kjer je delez sproscene ucinkovine iz vzorcev PTDI1-3 vecji kot pri vzorcih
PTD13-15. Pri vzorcih, ki so vsebovali polimer 1 z manjs$imi delci, vidimo, da je obarjanje
u¢inkovine potekalo pocasneje. Na sliki 14 so prikazani povprecni profili spro§¢anja v
0,3% NaLS v vodi. V tem mediju razlike med vzorci in vpliv velikosti delcev polimera 1
nismo opazili. Hitrost spros¢anja u¢inkovine ni bila vecja, ¢e smo uporabili polimer 1 z

manj$imi delci.
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Slika 13: Povprecni profili spros¢anja ucinkovine iz trdne disperzije v FaSSiF-u pri 100 rpm.
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Slika 14: Povprecni profili sproscanja ucinkovine iz trdne disperzije v 0,3 % NaLS v vodi pri 100

rpm.
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Primerjali smo rezultate, ki smo jih dobili za vzorce PTD1, PTD2 in PTD3 v FaSSiF-u in
0,3% NaLS v vodi, pri 100 in 150 rpm. Hitrost vrtenja smo pri testu raztapljanja povecali
zato, ker smo pri poskusih, ki smo jih izvedli pri 100 rpm opazili, da se na dnu posode
zbirajo delci v obliki stozca. Gre za t.i “cone effect”. Zaradi poCasne hitrosti meSanja se
razpadla farmacevtska oblika posede na dno posode. V takem primeru medij ne pride v stik
z delci, ki se nahajajo znotraj nastalega stozca in je spros¢anje uc¢inkovine manj ué¢inkovito.
Ko smo povecali hitrost vrtenja, smo opazili hitrejSe sproscanje ucinkovine v obeh medijih.
V 0,3% NaLS v vodi (slika 15) je vpliv nastalega stoZca na zmanj$ano spro$¢anje
ucinkovine lepo viden. Ko smo povecali hitrost vrtenja, smo opazili, da se je v 60. minuti
sprostilo 20% ve¢ uéinkovine. V FaSSiF-u smo opazili razliko pri vzorcih v 15. minuti.
Delez sproscene ucinkovine, ki smo ga dolo¢ili v 5. in 60. minuti, je bil priblizno enak pri
150 rpm in pri 100 rpm. S slike 16 je razvidno, da je spros¢anje uc¢inkovine pri 150 rpm
hitrej$e in prenasiceno Stanje nastane prej. Prav tako lahko vidimo, da je prenasi¢eno stanje
gonilna sila za obarjanje ucinkovine. Pri 15 minuti so vi§je koncentracije raztopljene

uc¢inkovine pri 150 rpm omogodile hitrejse obarjanje u¢inkovine.
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Slika 15: Povprecni profili sproséanja ucinkovine iz trdne disperzije v 0,3% NaLS v vodi pri 100
rpm in 150 rpm.
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Slika 16: Povprecni profili sproscanja ucinkovine iz trdne disperzije v FaSSiF-u pri 100 rpm in
150 rpm.

4.25. VPLIV VELIKOSTI DELCEV TRDNE DISPERZIJE NA SPROSCANJE
UCINKOVINE IZ ZDROBLJENIH TABLET
V preglednicah XXII in XXIIl so zbrani rezultati testov raztapljanja ucinkovine iz
zdrobljenih tablet v 0,3% NaLS v vodi in FaSSiF-u, pri 150 rpm.

Preglednica XXII: Delez sproscene ucinkovine v odvisnosti od casa v 0,3 NaLS v vodi pri
150 rpm iz zdrobljenih tablet. Poleg deleza sproscene ucinkovine za posamezne paralelke
(P1, P2) so prikazani Se povprecje, standardna deviacija (SD) in relativna standardna

deviacija (RSD)

vzorec | &as (min) % sproscene ucinkovine SD RSD
P1 P2 povprecje

5 6,4 3,8 5,1 1,9 37

T1 15 12,7 9,7 11,2 2,1 19,1
60 35,1 33,7 34,4 1 2,9

5 5,3 6,5 5,9 0,8 14,2

T2 15 11,9 13,7 12,8 1,3 10
60 35,1 38,4 36,7 2,4 6,5

5 8,6 8,8 8,7 0,1 1,5

referencal 15 16,7 16,5 16,6 0,2 1,1
60 42,4 39,6 41 2 4,8
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Preglednica XXIII: Delez sproscene ucinkovine v odvisnosti od c¢asa v FaSSiF-u pri 150
rpm iz zdrobljenih tablet. Poleg deleza sproscene ucinkovine za posamezne paralelke
(P1, P2) so prikazani Se povprecje, standardna deviacija (SD) in relativna standardna

deviacija (RSD)

vzorec | &as (min) % sproscene ucinkovine SD RSD
Pl P2 povprecje

5 30,7 31,8 31,2 0,8 2,5

T1 15 38,6 36,2 37,4 1,7 4,6
60 20,9 20,6 20,8 0,2 1,1

5 35,5 36,4 35,9 0,7 1,9

T2 15 33,2 33,9 33,6 0,5 1,4
60 18,7 17,2 18 1,1 6

5 28,3 28,2 28,2 0,1 0,4

referencal 15 35,5 35,6 35,6 0,1 0,2
60 21,5 21,1 21,3 0,3 1,4

Pred testom raztapljanja smo tablete zdrobili v terilnici. Vrednotili smo dva vzorca tablet,
ter ju primerjali z vzorcem referencnih tablet. Proucevani vzorci imajo enako kvantitativno
in kvalitativno sestavo kot patentna prijava originatorja. Izdelani so na enak nacin,
razlikujejo se le v velikosti delcev trdne disperzije. Velikost delcev v referenénem vzorcu
je 330 um, vzorec T1 vsebuje trdno disperzijo z velikostjo delcev 330 um in vzorec T2
vsebuje trdno disperzijo z velikostjo delcev 298 um. V FaSSiF-u je vpliv velikosti delcev
trdne disperzije viden v 5. minuti (slika 17). Najhitrejse spros¢anje opazimo pri vzorcu T2,
ki vsebuje manjSe delce. Kasneje ta vpliv ni viden, saj je deleZ spros¢ene u€inkovine visji
pri vzorcih, ki vsebujejo vecje delce. Pri referen¢nem vzorcu in vzorcu Tl najvi§je
koncentracije opazimo Sele pri 15. minuti. Pri vzorcu T2 zaradi manjSih delcev hitreje
pride do vi§jih koncentracij in do prenasienja, posledi¢no tudi do hitrejsega obarjanja
ucinkovine, tako da predvidevamo, da je to razlog za nizji delez sproS¢ene ucinkovine iz
tablet, ki vsebujejo trdno disperzijo z manj$imi delci. V 0,3 % NaLS v vodi so razlike med
vzorci minimalne. Spro$canje ucinkovine je potekalo najhitreje pri refereneCnem vzorcu.
Ceprav ima vzorec T1 delce enake velikosti kot referenca, smo pri njem opazili po¢asnejse
sproscanje. Na sliki 18 lahko vidimo majhno razliko med vzorcema T1 in T2, sproscanje

ucinkovine je pri vzorcu z manjSo velikostjo delcev potekalo malenkost hitreje.
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Slika 17: Povprecni profili sproscanja ucinkovine iz zdrobljenih tablet v FaSSiF-u pri 150 rpm.
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Slika 18: Povprecni profili sproscanja ucinkovine iz zdrobljenih tablet v 0,3% NaLS v vodi pri 150

rpm.
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4.2.6. VPLIV VELIKOSTI DELCEV TRDNE DISPERZIJE NA SPROSCANIJE
UCINKOVINE
V preglednicah XIV in XV so zbrani rezultati testov raztapljanja u¢inkovine iz trdnih

disperzij v 0,3% NaLS v vodi, pri 100 in 150 obratih na minuto.

Preglednica XIV: Delez sproscene ucinkovine v odvisnosti od casa v 0,3% NaLS v vodi pri
100 rpm iz trdnih disperzij. Poleg deleza sproscene ucinkovine za posamezne paralelke

(P, P2) so prikazani Se povprecje, standardna deviacija (SD) in relativna standardna

deviacija (RSD)

Cas % sproscene ucinkovine
VZOTEC 1 (min) P1 7 el | 0
5 11,2 10,4 10,8 0,5 4,8
TD1 15 17,3 15,9 16,6 1 6,1
60 36,6 35,3 36 0,9 2,6
5 7,1 8,2 7,6 0,7 9,7
TD2 15 9,5 11,9 10,7 1,6 15,3
60 19,7 22,3 21 1,8 8,6
5 6,2 6,1 6,2 0,1 1,1
TD3 15 8,9 8,5 8,7 0,3 3,9
60 16,6 16,6 16,6 0 0

Preglednica XV: Delez sproscene ucinkovine v odvisnosti od casa v 0,3% NaLS v vodi pri
150 rpm iz trdnih disperzij. Poleg deleza sproscene ucinkovine za posamezne paralelke

(P1, P2) so prikazani Se povprecje, standardna deviacija (SD) in relativna standardna

deviacija (RSD)

&as % sproscene ucinkovine

vzorec (min) 51 = ovpredje SD RSD
5 18,3 22 20,1 2,6 13

TD1 15 30,1 38,4 34,2 59 17,2
60 60,6 76,5 68,6 11,2 16,3

5 22,5 15,6 19,1 4,9 25,8

TD2 15 37 25,1 31,1 8,4 27,1
60 70,5 51,1 60,8 13,7 22,5

5 17,3 16,1 16,7 0,9 53

TD3 15 27,9 25,3 26,6 1,8 6,8
60 57,1 56,5 56,8 0,4 0,7
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Iz poskusa s tabletami nismo ugotovili smiselne korelacije med odstotkom sproscene
ucinkovine in velikostjo delcev trdne disperzije, zato smo spremljali sproscanje ucinkovine
iz trdnih disperzij brez zunanje faze. S tem smo izlo¢ili vpliv polimera v zunanji fazi na
topnost preucevane ucinkovine in edina razlika med vzorci je velikost delcev trdne
disperzije. Primerjali smo tri vzorce z velikostjo delcev 260,5 pm (TD1), 347,5 um (TD2)
in 291,5 um (TD3). Poskuse smo izvajali v 0,3 % NaLS v vodi pri dveh razli¢nih hitrostih
mesanja, 100 rpm in 150 rpm. Najvecji delez sprosc¢ene ucinkovine smo opazili pri vzorcu
z najmanjSimi delci (TD1). Vzorca TD2 in TD3 se nista razvrstila po pricakovanjih. Vecji
delez spros¢ene ucinkovine smo opazili pri vzorcu TD2, ki vsebuje delce vecjih velikosti
kot vzorec TD3. Predvidevamo, da spros¢anje ucinkovine iz trdne disperzije ni odvisno
samo od velikosti delcev. Pri obeh hitrostih so se vzorci razporedili enako, vendar so

razlike med vzorci bolj opazne pri niZji hitrosti vrtenja (Slika 19).
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Slika 19: Povprecni profili sproS¢anja ucinkovine iz trdne disperzije v 0,3% NaLS v vodi pri 100

rpm.
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Slika 19: Povprecni profili sproscanja ucinkovine iz trdne disperzije v 0,3% NaLS v vodi pri 150
rpm.
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5. ZAKLJUCEK

V magistrskem delu smo vrednotili topnost in hitrost raztapljanja slabo topne modelne

ucinkovine, ki se glede na BCS klasifikacijo uvrséa v drugi razred.

Dializa se kot metoda za dolocanje spros¢anja preucevane modelne u¢inkovine ni pokazala
kot uspesna. Koncentracije modelne ucinkovine, ki smo jih dolocili v akceptorskem mediju
so bile zelo nizke, v primeru trdne disperzije pa ucinkovina sploh ni prehajala skozi

dializno membrano.

Sestava zunanje faze v trdni disperziji je vplivala na spros¢anje modelne ucinkovine v
FaSSiF-u. Visja koli¢ina polimera v vzorcu je zagotovila visje koncentracije raztopljene
uéinkovine. 'V 0,3 % NaLS je kvadrat koli¢ine polimera v pripravku koreliral s
koncentracijo raztopljene u¢inkovine. Sestava zunanje faze ni imela pomembnega vpliva

na koncentracijo raztopljene u¢inkovine v 0,1 M HCI in v karbonatnem FaSSiF-u.

Velikost delcev polimera je pomembna za vzdrzevanje prenasiCene koncentracije in
zaviranje obarjanja u¢inkovine v FaSSiF-u. Pri vzorcih, ki vsebujejo polimer z manjSo
velikostjo delcev je obarjanje u¢inkovine potekalo pocasneje. V 0,3% NaLS vpliv velikosti

delcev na spros¢anje ucinkovine nismo opazili.

Vpliv velikosti delcev trdne disperzije na spros¢anje modelne ucinkovine iz zdrobljenih
tablet je viden le v prvi €asovni tocki v FaSSiFu, kjer je sproS¢anje u¢inkovine hitrejSe iz
tablet, ki vsebujejo trdno disperzijo z delci manjsih velikosti, kasneje pa ta vpliv ni viden.
V 0,3% NaLS so razlike med vzorci minimalne. Ker nismo ugotovili smiselne korelacije
med odstotkom sproscene ucinkovine in velikostjo delcev trdne disperzije, ki vstopa v
tablete, smo spremljali Se spro$¢anje ucinkovine iz trdnih disperzij z razli¢no velikostjo
delcev, ki ne vsebujejo zunanje faze,. Ugotovili smo, da so razlike med vzorci vecje pri
niZjih hitrostih vrtenja in, da sproscanje uc¢inkovine iz trdnih disperzij ni odvisno samo od

velikosti delcev, na spro$¢anje morda vpliva tudi morfologija.
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