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POVZETEK

Z in vitro testi se z vidika razvoja novega generi¢nega izdelka Zelimo ¢im bolj priblizati
pogojem v prebavnem traktu in tako napovedati in vivo obnasanje zdravila. Za doseganje
boljse in vivo napovedne vrednosti so v podjetju Lek d.d. v sodelovanju s Fakulteto za
strojni$tvo v Ljubljani razvili napravo, ki posnema gibanje ¢revesa. Namen magistrske naloge
je bil nadgraditi dosedanje S$tudije in ovrednotiti primerjavo med mehansko razli¢no
obcutljivimi farmacevtskimi oblikami (FO) na napravi za posnemanje Crevesnega gibanja.
Izhajali smo iz predhodnega raziskovalnega dela, kjer so na napravi za posnemanje ¢érevesnega
gibanja testirali ogrodne tablete iz polietilen oksida (PEO). Naprava je omogocila dobro
loCevanje med razliénimi vzorci. Nadaljevali smo s testiranjem ogrodnih tablet iz PEO z
razli¢nimi viskoznostmi. Naprava je dobro lo¢ila med vzorci posameznih viskoznosti in jih
smiselno razporedila glede na delez sproscene u¢inkovine. Zanimalo nas je, ¢e bo naprava za
posnemanje gibanja ¢revesa pokazala visoko diskriminatorno mo¢ tudi pri ogrodnih tabletah
drugega izbranega polimera. Ker je hidroksiporopilmetil celuloza (HPMC) najpogosteje
uporabljen polimer pri tej vrsti FO, smo za izvedbo poskusov izbrali dva razli¢na vzorca
HPMC ogrodnih tablet. Spreminjali smo nastavitve programov in ovrednotili vpliv razli¢no
intenzivnega gibanja na kinetiko spros$¢anja u¢inkovine. Rezultati so bili pri¢akovani, saj je bil
pri najbolj intenzivnem gibanju delez spros¢ene ucinkovine najvecji. Na voljo so nam bili tudi
rezultati in vivo farmakokineti¢ne Studije s preu¢evanimi vzorci, s katero smo primerjali nase
in vitro dobljene rezultate. Razmerja med deleZzem spros$éene ucinkovine obeh vzorcev in vitro
v vsaki Casovni tocki S0 bila primerljiva z razmerjem Cmax Vrednosti iz in vivo $tudije. Na
podlagi teh rezultatov smo zakljucili, da v primeru testiranih HPMC ogrodnih tablet naprava
za posnemanje Crevesnega gibanja omogoca dobro in vivo napovedno mo¢, saj se v primerjavi
s konvencionalnimi in vitro testi bolje pribliza pogojem v prebavnem traktu, ki jim je FO
izpostavljena. Kot zadnjo FO smo izbrali osmotske ¢rpalke. Gre za mehansko neobcutljivo
FO, zato bi pri razlicnih nastavitvah programov morali dobiti enak deleZz sproscene
ucinkovine. Ker dosedanja verzija naprave ne omogoca hitrejSega gibanja platforme, smo
dodatne poskuse naredili $e na napravi z vesli (USP Il) pri dveh razli¢nih hitrostih vrtenja.
Potrdili smo, da so osmotske ¢rpalke mehansko neobcutljive, zaradi ¢esar jih lahko uporabimo

kot negativno kontrolo za teste vpliva mehanskih obremenitev na profil sproscanja.



ABSTRACT

When developing a new generic product it is desirable for in vitro tests to approach the in vivo
conditions in the gastrointestinal tract in order to predict the behavior of drug. To achieve
better in vivo prediction Lek d.d., in collaboration with the Faculty of Mechanical Engineering
in Ljubljana, developed a device that simulates the peristaltic movements of the human
intestine. The purpose of the master's thesis was to upgrade the results from previous studies
and to evaluate the comparison between mechanically variably sensitive dosage forms on an
apparatus simulating the movement of human intestine. We proceeded from the previous
research work in which polyethylene oxide (PEO) matrix tablets were tested. Apparatus
simulating the movement of human intestine showed good discriminatory results between
different samples. We continued with analyzing the PEO matrix tablets of different viscosities.
Apparatus was able to make a good distinction between samples of different viscosities and
distributed them logically according to the release rate of active substance. We wanted to find
out if apparatus simulating the movement of human intestine would show a high
discriminatory power with matrix tablets made from another polymer. Since the
hydroxypropyl methylcellulose (HPMC) is the most commonly used polymer in this type of
dosage forms, we made further experiments with two different samples of HPMC matrix
tablets. We were changing the program settings on apparatus and evaluated the influence of
various motion intensities on drug release kinetics. The results were in accordance with our
expectations as the most intensive movement showed the highest release rate. We compared
our results with the results from in vivo pharmacokinetic study preformed with the same
formulations. The ratio between the release rates of two different formulation samples in vitro
at each time point was comparable to the ratio of the ¢, values from the in vivo study for the
same two formulations. Based on these results, we concluded that in the case of HPMC matrix
tablets the apparatus simulating the peristaltic movement of human intestine provides a good
in vivo prediction power. As compared with conventional in vitro tests apparatus enables a
better approximation of the conditions in gastrointestinal tract. As the last dosage form we
selected the osmotic pumps. Osmotic pumps are not mechanically sensitive; therefore the
release rate of the active substance should stay the same even when changing the program

settings. Since the current version of the apparatus does not allow faster movement of the



platform, additional experiments were performed on USP Il at two different rotational speeds.
We confirmed that osmotic pumps are not mechanically sensitive, that is why they can be used

as a negative control for tests of the impact of mechanical stress on the release profiles.



SEZNAM OKRAJSAV

ZU- zdravilna uc¢inkovina

PEO- polietilen oksid

HPMC- hidroksipropilmetil celuloza

FO- farmacevtska oblika

GIT-gastrointestinalni trakt

USP I- naprava s kosarico

USP IlI- naprava z vesli

USP Il1- naprava z recipro¢nimi cilindri

USP IV- naprava s pretocno celico

MMC- migracijski motori¢ni kompleks

RPM- stevilo obratov na minuto

SD- standardna deviacija

RSD- relativna standardna deviacija

Cmax- Maksimalna koncentracija zdravilne u¢inkovine v plazmi
tmax- €as, ko je doseZzena maksimalna koncentracija v plazmi
fi-faktor razliénosti

f,- faktor podobnosti
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1. UvOD
1.1. Testi za sprosc¢anje

1.1.1. Farmakopejske naprave za spros$canje

Naprava s kosarico (USP 1) in naprava z vesli (USP I1)

Napravi USP I in Il sta bili prvi farmakopejski napravi za testiranje spro$¢anja in sta $e danes
najpogosteje uporabljeni metodi sproscanja. V svoji sestavi se razlikujeta le v tem, da ima
USP | v posodi za testiranje koSarico, naprava USP Il pa ima namesto kosarice namesc¢eno
veslo. Napravi sta v osnovi sestavljeni iz posode, ki ima natan¢no definirano obliko, dimenzije
in material. Posoda je potopljena v vodno kopel, ki omogoca termostatiranje na 37°C in se
tako glede temperature pribliza pogojem v prebavnem traktu. Volumen uporabljenega medija
je lahko med 500- 1000 mL. Vendar ti volumni niso biorelevantni, saj so FO navadno zauzite
na tes¢e, ko volumen tekoCine v Zelodcu redko preseze 100 mL (tipi¢en razpon 50-200 mL),

volumni uporabljeni pri testiranju pa so

posledicno preveliki, da bi se priblizali

o fiziologkim pogojem v Zelodeu. Pri USP 1 edini
[ l ‘ 1 L mehanski vpliv povzroca vrtenje koSarice, V
;*/ \'4 y katero damo FO, pri USP Il pa nastanejo
v : hidrodinamski tokovi kot posledica vrtenje vesla

1, 2).

Slika 1: Prikaz vzorca gibanja na napravi USP II.
Povzeto po (2).

Naprava z recipro¢nimi cilindri (USP 111)

Naprava je sestavljena iz steklenih posod, v kateri se nahajajo cilindri z mrezastim dnom.
Cilinder je postavljen v posodo z vzdrzevano temperaturo 37°C, obi¢ajno v termostatirani
vodni kopeli. V cilindre vstavimo FO. Cilinder se premika navzgor in navzdol v mediju, kar
omogoca nastanek hidrodinami¢nih pogojev. Uporabljen volumen medija je zgolj 250 mL, kar
lahko predstavlja problem pri ustvarjanju ,,sink pogojev’. S pravilno izbiro medijev, je z
napravo USP III mozno relativno dobro posnemati pogoje vzdolz celotnega GIT. Naprava je

primerna za testiranje FO s prirejenim spros¢anjem in pelet (2).

Y1zraz sink pogoji se na nanasa na koncentracijo, ki je vsaj 3-10x niZja od nasi¢ene koncentracije pri
obravnavanih pogojih.



Naprava s preto¢no celico (USP IV)

Naprava USP |V je sestavljena iz posode z izbranim medijem, vodne ¢rpalke in vodne kopeli,
ki vzdrzuje temperaturo medija na 37+0,5°C. Pomemben del naprave je érpalka, ki potiska
medij navzgor proti celici s stalnim pretokom 4, 8 ali 16 mL/min. Celica je postavljena
navpi¢no in vsebuje filtrni sistem, ki preprecuje uhajanje neraztopljenih delcev iz zgornjega
dela celice. Naprava lahko deluje kot odprt ali zaprt sistem. Kot odprt sistem omogoca
konstantno dovajanje svezega medija za raztapljanje, v primeru zaprtega sistema pa doloc¢en
volumen medija krozi skozi celico.

USP 1V se najpogosteje uporablja za testiranje spros¢anja iz FO s podaljSanim spro$¢anjem,
saj je posamezna FO lahko izpostavljena razliénim pogojem v prebavnem traktu. Uporabna je

tudi za vrednotenje trdnih disperzij (1, 2).

1.1.2. Alternativni testi spros¢anja

Pri prehodu skozi prebavni trakt so peroralne FO izpostavljene razli¢nim fizioloskim pogojem,
kot so spreminjajo¢ se pH, raznolika sestava gastrointestinalnih tekocin, ¢as prehoda preko
Crevesja, peristaltiéne kontrakcije in hidrodinamika tekocin. Studije so pokazale, da imajo
parametri, povezani z motiliteto Zelodca in Crevesja velik vpliv na kinetiko spro$¢anja
uéinkovine in na njeno absorbcijo. Razumevanje in poznavanje pogojev v ¢loveskem telesu je
klju¢no za predvidevanje in vivo obnaSanja pri razvoju novega izdelka.

Klasi¢ni testi disolucije imajo pomanjkljivost pri testiranju kompleksnejsih formulacij, saj ne
dajejo relevantnih in vivo rezultatov. Eden glavnih razlogov je, da klasi¢ni testi spro§¢anja ne
posnemajo dinami¢nih sprememb, ki se dogajajo v ¢loveskem prebavnem traktu. Vec€ina FO s
podaljSanim spro$¢anjem je Se posebej obcutljiva na mehanske draZljaje, saj skozi prebavni
trakt prehajajo v nerazpadli obliki (3,4).

Z razvojem novih alternativnih metod za testiranje sproScanja FO, se zelimo ¢im bolj priblizati
dejanskim pogojem v prebavnem traktu. Pred samim razvojem novih metod se moramo
zavedati in vivo parametrov, ki vplivajo na spro$¢anje FO, kot so razli¢ni vzorci gibanja (npr.
migracijski motori¢ni kompleks (MMC)), volumni Zelod¢nih in ¢Erevesnih tekoc€in, hitrost

praznjenja zelodca in trajanje prehodov skozi razli¢ne dele prebavnega trakta (4).



1.1.2.1. Modifikacije obstojecih farmakopejskih testov
Naprava z vrte¢o se posodo

Naprava z vrte¢o se posodo je bila razvita z namenom, da
bi se z ustvarjanjem povrSinskih striznih sil in vitro bolje
priblizali in vivo pogojem v zelodcu. Naprava omogoca

tudi oceno mehanskega vpliva hrane.

Racunalniski model je nastal iz podatkov, pridobljenih z

magnetno  resonanénim  slikanjem  (MRI) polnega

Cloveskega zelodca, s katerim so ocenili strizne sile na
povrsini FO. Glede na dobljene podatke so naredili novo

napravo, ki bi s pomocjo racunalniskih simulacij in vitro

ponazorila strizne sile, ki jim je FO izpostavljena pri

prehodu skozi zelodec.

V studiji so testirali hidrofilne ogrodne tablete, pri katerih

Slika 2: Princip delovanja . ] . o
naprave z vrte¢o se posodo. je klju¢nega pomena razmerje med gibanjem Zelod¢ne

Povzeto po (5).

vsebine in spros¢anjem zdravilne ucinkovine (ZU) iz FO.
Kréenje Zelodénih misic namre¢ ustvarja vzorec gibanja tekoCine, ki povzro€a nastanek
striznih sil, kar vpliva na hitrost erozije in posledi¢no na hitrost spros$c¢anja iz ogrodnih tablet.
Naprava je sestavljena iz ¢aSe z drogom, ki je pritrjen na njeno dno. Vrtenje ¢aSe omogoca
kontroliran in predvidljiv tok tekogine okoli tablet. Casa je postavljena v vodno kopel, kar
omogoca vzdrZzevanje temperature v zZelenem obmocju. S povecanjem viskoznosti in hitrosti
obratov na napravi se povecajo strizne sile in erozija.

V primerjavi z USP | se na napravi z vrteco posodo ustvarijo vecje strizne sile in posledi¢no
vi§ja stopnja erozije, s ¢imer se bolj priblizamo in vivo pogojem v zelodcu. Poskusov na
napravi USP 1l niso izvedli, saj naprava zaradi velike verjetnosti adhezije FO na steno posode
ni primerna za testiranje hidrofilnih ogrodnih tablet. Naprava z vrte¢o se posodo ima tudi
nekaj slabosti. Trenutno se lahko na njej izvajajo testiranja le z enoodmernimi FO, raztopljena
ucinkovina pa se ne porazdeljuje enakomerno po mediju. Koncentracije spros¢ene uc¢inkovine

zato ne moremo izmeriti z uporabo UV-VIS spektrometrije, ampak z dolo¢itvijo izgube mase

(5).



Naprava z mreZico in balonom

Garbacz in sodelavci so oblikovali novo napravo, ki omogoca in vitro posnemanje parametrov,
ki so pomembni za ustvarjanje hidrodinamskih pogojev in mehanskih obremenitev in vivo.
Naprava se najpogosteje uporablja za testiranje FO s prirejenim spro$¢anjem.

Glavni del predstavlja osrednja os s Sestimi komorami, kamor med poskusom vstavimo
preiskovano FO. Znotraj posamezne komore se nahaja balon. Osrednja os je povezana z enoto
za urejanje tlaka v balonu, na drugi strani pa z motorjem, ki omogoc¢a vrtenje 0si. Balon v
komori se napihne zaradi dotoka zraka. S polnjenjem in praznjenjem balona je ponazorjeno
gibanje v GIT. Naprava z izpostavitvijo FO razlicnemu zaporedju gibov, tla¢nih valov in faz

premora, posnema pogoje in vivo (6).

Preto¢ni sistem s steklenimi kroglicami

Preto¢ni sistem s steklenimi kroglicami je eden izmed novejsih alternativnih testov sproscanja,
ki so ga razvili na Fakulteti za farmacijo Univerze v Ljubljani. Z napravo so zeleli ponazoriti
nain gibanja v GIT in prikazati kontakt FO s sluznico prebavnega trakta. Naprava je
sestavljena iz steklene posode, v kateri se nahajajo steklene kroglice. Kroglice poganja
magnetna meSalna palica. Trdna FO je stalno v stiku s povrsino plasti steklenih kroglic, ki
ustvarjajo valovit vzorec gibanja. Gre za odprt preto¢ni sistem. Medij se dovaja v posodo in iz
posode s peristalti¢no ¢rpalko pri konstantnem pretoku. Na ta nacin se ohranita enak volumen
medija in pretok med celotnim poskusom. Fizi¢ne vplive na FO se lahko preucuje s

spreminjanjem koli¢ine steklenih kroglic in spremembo hitrosti meSanja. Njihov vpliv na

profile raztapljanja je odvisen od lastnosti posamezne FO, zlasti njene mehanske obcutljivosti
3.7).

Slika 3: Pretocni sistem s steklenimi kroglicami. Povzeto po (7).



Naprava, ki predstavlja kombinacijo USP I1I in plasti¢nih kroglic

Gre za kombinacijo naprave USP Il in plasti¢nih kroglic. Z napravo so dosegli raven A in
vitro-in vivo korelacije in ugotovili, da je za pribliZzanje in vivo rezultatom, potrebna zadostna
mehanska obremenitev in vitro. Kljuénega pomena so okrogle plasti¢ne kroglice. Gostota
kroglic je podobna gostoti izbranega medija, kar omogoca ustrezno gibanje kroglic in
pogostejSe interakcije s tabletami. Kroglice imajo gostoto med 1,1 g/mL in 1,5 g/mL in
predstavljajo mehansko obremenitev za FO, kar omogoca boljse posnemanje pogojev v
prebavnem traktu (8). Naprava je primerna predvsem za testiranje ogrodnih tablet, saj je
spros¢anje ucinkovine pri ogrodnih tabletah kombinacija erozije polimernega ogrodja in
difuzije, na kar vplivajo hidrodinamski pogoji v GIT. Med testiranji se lahko spreminjajo

gostota in velikost kroglic, hitrost pomakanja FO in sestava medija (3, 8, 9).

1.1.2.2. Dinamic¢no sestavljeni sistemi

Umetni model Zelodca in dvanajstnika

Gre za enega bolj enostavnih sistemov. Naprava je sestavljena iz dveh delov, ki predstavljata
model Zelodca in dvanajstnika. Med seboj sta povezana s ¢rpalko. Kot v in vivo okolju se
tekocina iz Zelodca pretaka proti dvanajstniku in tako omogoca nastanek dinamic¢nih pogojev v
sistemu. Delez sproséene ucinkovine je enak njeni bioloski uporabnosti in je sorazmeren
koli¢ini u¢inkovine, ki se nahaja v teko¢ini modela dvanajstnika.

Model ima zaradi svoje enostavnosti veliko omejitev. Z vidika posnemanja hidrodinamskih
pogojev se ne pribliza dovolj in vivo pogojem. Prav tako ne omogoca odstranjevanja
uc¢inkovine iz sistema in posledi¢no ne zagotavlja sink pogojev. Za boljse posnemanje in vitro
pogojev bi bilo potrebno zagotoviti tudi nadzor nad temperaturo, pH, peristaltiénim mes$anjem

in sekrecijo prebavnih sokov (pepsin, HCI, pankreati¢ni sok...) (2, 10).

Dinami¢ni model Zelodca
Model omogoca pridobitev podatkov o obnaSanju hrane in peroralnih FO v Zelodcu in za
ocenitev interakcij med hrano in uc¢inkovino. Model Zelodca dobro posnema in vivo pogoje v

zelodcu- peristalti¢no gibanje, strizne sile, praznjenje Zelodca, pH in obnaSanje encimov.



Osrednji del naprave predstavlja elasticna membrana v obliki stozca, ki omogoca raztezanje
ob dodatku hrane. Membrano obdaja vodna kopel, ki omogoca termostatiranje na 37°C. Pritok
encimov in Kisline se izvede preko zanke s Sobami, ki se nahaja na vrhu stozca. pH je
nadzorovan z uporabo pH elektrod, ki omogocajo nadzor nad dodajanjem kisline. Pod
membrano se nahaja antrum, ki je v obliki valja. V valju se nahajata bat, ki omogoc¢a nadzor
nad volumnom tekocine in del, na katerega je pritrjen elasti¢en obro¢, ki se premika po
anturmu in povzrofa nastanek peristalticnih kontrakcij. Pomemben del naprave je tudi
zaslonka, ki se nahaja med glavnim delom Zelodca in antrumom in je med praznjenjem

zelodca zaprta. (11)

Gastrointestinalni model TIM
TIM-1 je dinami¢ni, raCunalni§ko nadzorovan model ¢loveskega zgornjega prebavnega trakta,
ki je sestavljen iz razli¢nih predelov. Dobro posnema fizioloske pogoje v Zelodcu in tankemu
¢revesu- dinamiko mesanja, praznjenje Zelodca, Case prehoda ¢revesa, pH prebavnih sokov,
telesno temperaturo ter sestavo in dinamiko prebavnih sokov.

Sestavni deli modela TIM-1 so opisani

ﬁl (e | na Sliki 4.

Hidrodinamski pogoji v napravi TIM-1
r_‘ ot J__.,f"‘ﬁ_-!_é- Pp0ogoJ P

so nadzorovani s pritiskom vode na

fleksibilno membrano, kar povzroci

nastanek  peristaltiénih  kontrakcij.

A

Prehod je reguliran z odpiranjem in
zapiranjem zaklopk, ki povezujejo
vsakega izmed glavnih predelov in
omogoc¢ajo nadzorovan prehod tekocCin,

delcev hrane in peroralnih  FO.
Slika 4: Sestavni deli naprave TIM-1: A: Zelodec, B: . . . .

pilori¢ni sfinkter, C: dvanajstnik, D:ventil, E: jejunu, TIM-1  torej omogoca  pridobitev
F:ventil, G: ileum; H:ileocekalni sfinkter, I:zelod¢ni

sokovi J:sokovi dvanajstnika, K:sokovi jejunuma/ileuma informacij o bioloski razpoloZljivosti

L:predfilter M: semipermeabilna membrana N: ¢rpalka uéinkovin pri prehodu skozi zgornji del
za filtracijo P: pH elektrode Q: senzorji za viSino, R:
senzorji za temperaturo S: senzorji za pritisk. Povzeto po GIT.
2).



Ce povezemo TIM-1 s TIM-2, ki posnema pogoje v debelem &revesu, lahko preucujemo
sproscanje ucinkovine skozi celoten prebavni trakt.

Kljub temu, da model omogoc¢a dobro posnemanje pogojev in vivo, ima tudi nekaj
pomanjkljivosti. Iz predela dvanajstnika se spro$¢ena ucinkovina ne izloc¢a s filtracijo ali
dializo. Skupen volumen v tankem &érevesu TIM-1 je 300 mL. Ceprav je volumen realen,
model ne omogoca posnemanja in vivo porazdelitve tekocin po malih zepkih, ki lahko

nastanejo v ¢revesu (2).

InZenirski model Zelodca in tankega ¢revesa

Nov model omogoca zelo dobro posnemanje in vivo pogojev: temperature telesa, Zelodca in
Crevesa; variacije v pH vrednostih, izlo¢anje prebavnih sokov, ¢ase prehodov, meSanje
himusa, praznjenje tekocin in trdnih snovi ter pasivno absorbcijo.

Sistem je sestavljen iz 6 prostorov, ki so poimenovani: (R1) rezervoar za hrano, (R2) predel za
mesanje hrane s slino, (R3) predel Zelodca in trije predeli tankega ¢revesa: (R4) dvanajstnik,
(R5) jejunum, (R6) ileum. Vsak predel vsebuje pH senzor, ki omogoca uravnavanje pH
vrednosti z dodajanjem klorovodikove kisline ali natrijevega hidrogenkarbonata.

Racunalnisko upravljane peristaltiéne ¢rpalke omogocajo prehod himusa iz enega predela v
drugega ter dotok sline in razli¢nih prebavnih sokov — pepsina, lipaz in HC1 v zelodcu, Zol¢nih
in pakreatiénih sokov ter elektrolitov v dvanajstniku in natrijevega hidrogenkarbonata v
tankem Crevesu. Jejunum in ileum sta povezana z dializnim sistemom, ki omogoca pasivno
absorbcijo vode in prebavnih produktov.

Zelodec predstavlja komora z inovativnim dizajnom, ki ima na vsaki strani dva bata. Bata
omogocata mehansko meSanje himusa. Pritisk v Zelodcu je uravnavan preko senzorja, ki
uravnava razdaljo med batoma. Ta razdalja se lahko prilagodi glede na koli¢ino vstopnega
obroka in himusa, ki zapusc¢a Zelodec.

Naprava je povezana z raCunalnikom, ki omogoca spreminjanje razliénih parametrov-
temperature, pH vrednosti in pretoka ¢rpalke v razliénih predelih. Rezervoar za hrano
posnema pravi obrok hrane in omogoc¢a njen kontinuiran dotok v zelodec z nadzorovano
hitrostjo v ¢asovnem obdobju 20 min. Delci hrane so lahko veliki od 1-8 mm, za izvedbo

poskusa pa ni potrebna predhodna homogenizacija (12).



1.2. Tanko ¢revo

Tanko Crevo je sestavljeno iz dvanajstnika (duodenum), zgornjega dela Crevesa (jejunum) in
spodnjega dela ¢revesa (ileum) (13).
Dolzina tankega crevesa je med ljudmi
\ razlicna, med 2 in 7 metrov, notranji
premer pa med 2 in 4 cm (4). Zaradi
svoje anatomske sestave, je tanko crevo

primarno mesto za absorbcijo hranil in

Tanko
trevo

ZU. V Zelodcu namrec¢ absorbcija ne

~ | | Debeloérevo

potece ali pa je minimalna. U¢inkovine se
v veliki vecini sprostijo v zelodcu in v
raztopljeni obliki preidejo v tanko ¢revo,
kjer poteCe absorbcija.

Crevo je nagubano, kar poveda notranjo
Slika 5: Anatomski deli prebavil. povrsino za 600- krat in posledi¢no tudi
Prirejeno po (14). povrsino namenjeno absorbciji u¢inkovin.
Prebavni sokovi so heterogena meSanica sline, Zelodénih izloc¢kov, izlo¢kov pankreasa in
zol¢a. Pomembne komponente prebavnih sokov predstavljajo zol¢ne soli, bilirubin, elektroliti
(natrijevi, kloridni, bikarbonatni ioni), izloc¢ki pankreasa z bikarbonatnimi ioni ter prebavni
encimi-lipaza, pepsin, amilaza, tripsin... (1,15).

Pogoji v prebavnem traktu vplivajo na hitrost raztapljanja in absorbcijo uc¢inkovin. Volumen
tankega Crevesa je odvisen od koli¢ine tekocCine, ki preide v ¢revo kot posledica praznjenja
zelodca, absorbcije tekoCin skozi Crevesno steno in Casa prehoda skozi ¢revo (15). Volumen
tekocine vsebine tankega crevesa v stanju na tesce je okoli 125 mL, vendar vrednosti variirajo
glede na posameznika (od 30-420 mL) (4,15). V dvanajstniku prihaja do velikih nihanj pH
vrednosti, saj se tu mesajo kisla Zelod¢na vsebina ter izlocki pankreasa in zol¢a (1). Vzdolz
tankega crevesa pH vrednosti narascajo- od 6,5 v dvanajstniku do 6,6 v jejunumu in do 7,5
na koncu ileuma (1). Povprecna temperatura v tankem crevesu je 37°C, vrednosti pa se lahko
povisajo po telesni aktivnosti. Cas prehoda hrane in u¢inkovin preko &revesa znaga 3-4 ure. Je

neodvisen od zauzite hrane, nanj pa vplivata hitrost praznjenja ¢revesa in pretok (15).



Gibanje muskulature tankega ¢revesa

V tankem crevesu prihaja do nastanka dveh osnovnih vzorcev gibanja- peristalticnega in
segmentacijskega (16). Segmentacija nastane, ko se del tankega Crevesa poveca in raztezanje
Crevesne stene izzove lokalizirane koncentricne kontrakcije vzdolz Crevesa. Te kontrakcije
povzrocijo segmentacijo in razdelijo ¢revo v razmaknjene odseke. Ob koncu relaksacije enega
niza kontrakcij, se navadno za¢nejo nove. Segmentacija omogo¢a mesanje humusa z izlocki
tankrega ¢revesa (17, 16).

Peristalticno gibanje omogoca premikanje vsebine proti debelemu crevesu. Peristalticna
aktivnost se mocno poveca po obroku. Nastane kot posledica povecane miSi¢ne kontrakcije v
steni prebavil. Na povecano peristalti¢no gibanje vplivajo ziv¢ni signali in tudi hormoni, kot
so gastrin, inzulin in serotonin (17).

Kljub razdelitvi, pa je razlika med peristalticnim in segmentacijskim gibanjem simboli¢na, saj

vsako gibanje ¢revesa povzroc¢i do neke mere nastanek obeh opisanih vzorcev gibanja (17).

Migracijski motori¢ni kompleks

V prebavilih se v stanju na te$¢e pojavi val kontrakcij, imenovan MMC. Zaéne se v zelodcu in
nadaljuje naprej proti tankemu ¢revesu. MMC je sestavljen iz §tirih faz: prva faza predstavlja
obdobje mirovanja, torej fazo, v kateri se kontrakcije ne pojavljajo. Traja priblizno 30-60
minut. V drugi fazi se za¢nejo neredne, srednje mo¢ne kontrackcije. Druga faza naj bi trajala
20-40 minut. Tretja faza je kraj$a, med 5-20 minut in predstavlja obdobje intenzivnih
kontrakcij. V tretji fazi MMC se pilorus odpre in omogoca prehod vecjih delcev v tanko ¢revo.
Razen v tretji fazi, preko pilorusa prehajajo samo delci veliki med 1 in 2 milimetra (1, 18).
Tretja faza omogoca, da zelodec zapustijo vecji delci in se vsebina Zelodca izprazni (19).
Nekateri avtorji navajajo tudi Cetrto fazo, ki predstavlja prehod nazaj v prvo fazo in naj bi
trajala med 0-5 minut (1,18).

Povprecen cikel MMC v prebavilih zdravega ¢loveka naj bi potekal v obdobju 90- 120 minut,
vendar so vrednosti lahko v razponu 15-180 min (15). Velik razpon je posledica inter-

individualne variabilnosti jakosti kontrakcij v prebavnem traktu posameznika (19).



1.3. FO s prirejenim spros$¢anjem

Prednosti uporabe FO s prirejenim spro$¢anjem so zmanj$ana pogostost odmerjanja, manjsa
nihanja plazemskih koncentracij, zmanjSanje nezelenih ucinkov kot posledica doseganja
visokih plazemskih koncentracij v kratkem c¢asu, zmanjSana akumulacija u¢inkovine pri
zdravljenju kroni¢nih boleznih in izboljSana komplianca s pacienti. Vendar pa se pri uporabi
FO s prirejenim spro§¢anjem pojavijo omejitve, kot so sprostitev celotnega odmerka naenkrat
(ang. dose dumping), zamik v zacetku delovanja, moznost povecanja predsistemskega
metabolizma in manjSa moznost prilagoditve odmerka ter s tem individualnega zdravljenja.
Prav tako niso vse ucinkovine primerne za vgradnjo v FO s prirejenim spro$éanjem.
Problemati¢ne so ucinkovine s kratkim ali dolgim ¢asom eliminacije, uc¢inkovine ki se slabo
absorbirajo, u¢inkovine z ozkim terapevtskim oknom in u¢inkovine, ki v veliki meri zapadejo

predsistemskemu metabolizmu (20, 1).
FO s prirejenim spros¢anjem v ve¢ini spadajo v eno izmed Klasifikacij:

1. Ogrodni sistemi (hidrofilni, hidrofobni)
2. Oblozeni sistemi z rezervoarjem (ang. reservoir systems). Glede na uporabljene
polimere, lo¢imo dve skupini:

a.) Enostavni difuzijsko/erozijski sistemi, pri katerih je jedro z ZU obdano s hidrofilno
ali v vodi netopno oblogo. SproS€anje ucinkovine je dosezeno z difuzijo
uc¢inkovine skozi oblogo ali po eroziji polimerne obloge.

b.) Osmotski sistemi, pri katerih je jedro obdano s polprepustno polimerno membrano
z lasersko ali mehansko ustvarjeno odprtino. Sproséanje ucinkovine je dosezeno

preko osmotskega tlaka (20).

1.3.1. Ogrodne tablete

Pri izdelavi FO s prirejenim spros¢anjem najpogosteje uporabljamo ogrodne tablete. Pri
ogrodnih tabletah je ZU skupaj s pomoznimi snovmi homogeno razporejena v ogrodnem
sistemu. Spro$¢anje ucinkovine pote¢e po mehanizmu difuzije ali erozije. Glede na lastnosti

materialov ogrodne sisteme razdelimo na hidrofilne, kjer so uporabljeni materiali v vodi topni
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ali nabrekajo, in na hidrofobne sisteme, sestavljene iz v vodi netopnega inertnega matriksa z

minimalnim nabrekanjem (20).
a.) Hidrofilne ogrodne tablete

Pri hidrofilnih ogrodnih tabletah je ucinkovina dispergirana v topnem ogrodju polimera.
Polimer tvori ogrodje, ki ob stiku z vodo hidratira, hitro nabrekne in tvori gelski plas¢ na
povrsini sistema. Mehanizmi, ki vplivajo na spros¢anje iz hidrofilnih ogrodnih tablet so
raztapljanje, nabrekanje ogrodja, difuzija uéinkovine preko gelskega plas¢a in erozija.
Prispevek posamezne komponente k celotnemu sproséanju pa je odvisen od ucinkovine in

sestave ogrodja (21).
b.) Hidrofobne ogrodne tablete

V hidrofobnih ogrodnih sistemih je u¢inkovina zmesana z inertnim ali hidrofobnim polimerom
in stisnjena v tableto. PodaljSano spros€anje je posledica difuzije raztapljajoce ucinkovine
skozi pore delcev polimera. Omejujo¢ dejavnik predstavlja penetracija medija v ogrodje
tablete (22).

1.3.2. Polimeri uporabljeni v ogrodnih tabletah

V tabeli so prikazani najpogosteje uporabljeni polimeri v hidrofilnih in hidrofobnih ogrodnih
tabletah (22).

Tabela 1: Pregled polimerov v hidrofilnih in hidrofobnih ogrodnih tabletah. Povzeto po (22).

Polimeri

Hidrofilne | HPMC, Hidroksipropilceluloza (HPC), Hidroksietilceluloza (HEC), PEO,
ogrodne ksantan gumi, natrijev alginat, polisaharidi manoze in galaktoze, hitosan,

tablete pre¢no premrezeni homopolimeri in kopolimeri akrilne kisline (22).

Hidrofobne Polietilen, polivinil klorid (PVC), etil celuloza (EC), akrilatni polimeri in
ogrodne njihovi kopolimeri (22).

tablete
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Polietilen oksid

PEO je neionski homopolimer etilen oksida. Je hidrofilen in ima veliko sposobnost nabrekanja
in erozije po izpostavljenosti mediju raztapljanja. Nabrekanje je neodvisno od pH vrednosti.
Topnost je pomemben dejavnik pri razvoju hidrofilnih ogrodnih sistemov, saj vpliva na
lastnosti gelskega plasca in hitrost spros¢anja iz FO. Kot polimer je varen in se ne absorbira
preko GIT.

Na spros¢anje ucinkovine iz FO, ki vsebujejo PEO kot polimer, vplivajo topnost ZU,
viskoznost PEO in koncentracija PEO v posamezni FO. Vis§je stopnje viskoznosti polimera
bolj nabrekajo v primerjavi z nizjimi stopnjami. Vec¢ja kot je topnost ucinkovine, vecja je
hitrost spros¢anja iz FO. S povecanjem koncentracije PEO nad 40% w/w se hitrost spros¢anja

iz FO zmanjsa (23).

Hidroksipropilmetil celuloza

HPMC je najpogosteje uporabljen polimer v ogrodnih tabletah, saj so njegove lastnosti dobro
poznane, prav tako pa je varen za uporabo. Je neionski polimer, kar zmanjSa moZnost
interakcij pri uporabi Kislih ali bazi¢nih medijev. HPMC dobro nabreka in v ogrodnih tabletah
omogoca nastanek moc¢nejSega gelskega plasca in sproscanje skozi dalj$e casovno obdobje v
primerjavi z drugimi celuloznimi polimeri.

Stopnja erozije je odvisna od molekulske mase, sestave in ionske mo¢i elektrolitov v izbranem
mediju ter lastnosti ZU in pomoznih snovi v ogrodju tablete. Z vecanjem stopnje substitucije s
hidroksi-propoksi skupinami HPMC ali molekulske mase polimera se zmanjSuje hitrost

spros¢anja iz FO (24).

Primerjava spros$¢anja iz ogrodnih tablet iz HPMC in PEO

Stopnja sproscanja iz ogrodnih tablet, ki kot polimer vsebujejo HPMC ali PEO, je odvisna od
viskoznosti obeh polimerov. Polimera se razlikujeta v hitrosti nabrekanja. Ogrodne tablete iz
HPMC nabrekajo poc¢asneje, volumen se povec¢uje kontinuirano. Pri PEO pa pride do hitrega
nabrekanja. Nastane Sibkejsi gelski plas¢, ki je bolj dovzeten za erozijo. Volumen tablete se
zmanjsuje progresivno. Pri HPMC kot pri PEO se s povecevanjem viskoznosti polimera
zmanjsSuje stopnja hidratacije in povecuje odpornost na erozijo v primerjavi z polimeri nizje

viskoznosti, zato se z veCanjem viskoznosti zmanjsuje deleZ spro$¢ene uéinkovine (25).
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1.3.3. Osmotske ¢rpalke

Osmotske ¢rpalke so eden izmed najbolj obetavnih sistemov za doseganje prirejenega
spros¢anja. Njihova prednost so izboljsana komplianca s pacienti kot posledica zmanjSanja
pogostosti odmerjanja in zadrzevanje plazemskih koncentracij ucinkovine znotraj
terapevtskega okna. Na sproscanje uéinkovine pH okolja in hidrodinamski pogoji nimajo
vpliva, sproscanje je torej neodvisno od gastrointestinalne molitete. Testi opravljeni z uporabo
osmotskih ¢rpalk dajejo zelo dobro in vitro- in vivo korelacijo (26,27).

Osmotski dostavni sistemi za peroralno aplikacijo so sestavljeni iz tabletnega jedra,
oblozenega s semipermeabilno membrano. Jedro poleg ucinkovine vsebuje tudi osmotsko
sredstvo, ki povle¢e vodo iz okoliskega medija preko semipermeabilne membrane in v vodi
nabrekajoci polimer. Obloga ima eno ali ve¢ odprtin, preko katerih se iz jedra sprosca
raztopina ali suspenzija u€inkovine skozi daljSe ¢asovno obdobje. SproSc¢anje ucinkovine iz
naprave je kontrolirano z dotokom vode preko membrane. Voda stalno doteka iz okolja v
jedro, kjer raztaplja ucinkovino in osmotsko sredstvo. Ko jedro hidratira, se mu poveca
prostornina in nastala raztopina ali suspenzija u€inkovine pronica skozi temu namenjeno
odprtino kot posledica spremembe osmotskega tlaka. Odprtina skozi katero prehaja
ucéinkovina je tako velika, da minimizira difuzijo in preprecuje nastanek hidrostatskega tlaka,

ki bi lahko spremenil osmotski tlak in

Odprtina skozi katero prehaja

volumen osmotske crpalke(26,27). utinkovina

Obstaja ve¢ vrst osmotskih ¢rpalk:

Rose-Nelsonova  ¢rpalka, Higuchi-

Leeper osmotska ¢&rpalka, Higuchi-

Theeuwes osmotska Crpalka, Semipermeabilna Jedro Odprtina skozi katero prenaja

membrana utinkovina

elementarna osmotska Crpalka (EOP),

push-pull osmotska ¢rpalka (PPOP),

OsmOtSka érpalka S kOHtrOliranO V vodi nabrekajoci V vodi nabrekajoci
polimer polimer

pOl‘OZHOStj 1) (CPOP)’ tekoél Oralni Pred hidrataciio Po hidrataciii

osmotski sistemi (L-OROS) in sendvic Slika 6: Prikaz delovanja osmotskih

¢rpalk. P 28).
osmotske tablete (SOT) (28). crpalk. Povzeto po (28)
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2. NAMEN DELA

Z in vitro profili dolo¢amo sprosc¢anje ZU iz FO za namene kontrole kakovosti izdelka ali za
razvoj novih FO. Na podro¢ju razvoja so rezultati in vitro testiranj nadalje uporabni pri
izgradnji modelov za napovedovanje sprosc¢anja ZU in vivo. Napovedna vrednost je boljsa, ¢e
se S pogoji v in vitro sistemu ¢im bolj priblizamo pogojem v prebavnem traktu, ki jim je
ucinkovina na svoji poti izpostavljena: pH, spremenljivi volumni Zelodénih in ¢revesnih
tekoc€in, dinamika gibanja, sile in tlaki ter trajanje prehodov skozi razlicne dele prebavnega
trakta,... V ta namen so v podjetju Lek d.d. v sodelovanju s Fakulteto za strojnistvo v Ljubljani
razvili napravo, ki se s svojo obliko in delovanjem Zeli priblizati gibanju tankega Crevesa. Z
ostalimi izbranimi eksperimentalnimi parametri se lahko priblizamo tudi nekaterim drugim
pogojem v ¢loveskem telesu. V eksperimentalnem delu bomo z omenjeno napravo preucevali
delez sproscene ucinkovine iz treh razlicnih FO.

Prva FO bodo ogrodne tablete iz PEO, izdelane s polimeri razli¢nih viskoznosti- Visoke,
srednje in nizke viskoznosti. Ker viskoznost polimera vpliva na hitrost spro$¢anja u¢inkovine,
smo se odlocili, da bomo preverili, kako izbrani pogoji testiranja na napravi za posnemanje
Crevesnega gibanja vplivajo na kinetiko spro$c¢anja u¢inkovine. Pricakujemo, da bo naprava
pri izbranih enakih pogojih dobro lo¢ila med vzorci razli¢nih viskoznosti.

Kot drugo FO smo izbrali ogrodne tablete iz HPMC-ja. Poskusi s tem polimerom na napravi
za posnemanje Crevesnega gibanja Se niso bili izvedeni. Izbrali smo ga, ker je HPMC
najpogosteje uporabljen polimer pri ogrodnih tabletah, Zeleli pa smo tudi narediti primerjavo z
ogrodnimi tabletami iz PEO. Testirali bomo vzorca dveh razli¢nih formulacij ogrodnih tablet
iz HPMC. Vzorec 1 bomo testirali pri treh razlicno intenzivnih nastavitvah programov.
Pricakujemo, da bodo med programi opazne razlike v delezu sprosc¢ene ucinkovine. Vzorec 2
bomo testirali le pri Osnovnem programu. Dobljene rezultate bomo primerjali z rezultati
pridobljenimi na razlicnih napravah za testiranje sproScanja in rezultati in vivo
farmakokineticne Studije, ki so bili predstavljeni predhodno v znanstvenem clanku. Glede na
Ze objavljene rezultate domnevamo, da bo pri ustrezni enaki nastavitvi programa opazna
razlika med proucevanima vzorcema.

Tretja izbrana FO bodo osmotske ¢rpalke. Test bomo opravili na napravi za posnemanje

¢revesnega gibanja pri Osnovni nastavitvi programa in na napravi USP II, pri dveh razli¢nih
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hitrostih vrtenja. Pri¢akujemo, da med rezultati ne bo opaznih razlik, saj mehanski dejavniki
nimajo vpliva na hitrost spros¢anja uc¢inkovine iz osmotskih ¢rpalk. Osmotske ¢rpalke bomo
uporabili kot negativno kontrolo, kot primerjavo s prvima dvema FO, ki sta obcutljivi na

mehanske vplive.
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3. MATERIALI IN METODE

3.1. Materiali

3.11. FO

Tableta 2: Opis BCS razreda, Tipa FO in polimera v ogrodju prou¢evanih FO.

BCS razred Tip FO Polimer v ogrodju
FO1 Razred 111 Ogrodna tableta PEO
FO 2 Razred Il Ogrodna tableta HPMC
FO3 Razred Il Osmotska ¢rpalka PEO in HPMC

Vzorci, ki smo jih uporabili, so bili izdelani v podjetju Lek, d.d. Ljubljana v Razvojnem centru

Slovenije.

3.1.2.

3.1.3.

Naprave

Tehtnica, Mettler Toledo, Greifenesee, Svica

Analitska tehtnica, Mettler Toledo, Greifenesee, Svica

pH meter, Mettler Toledo, Greifenesee, Svica

Pipete Rainin, Mettler Toledo, Greifenesee, Svica

Termometer, Hanna Instruments, Woonsocket, Rhode Island, ZDA

Magnetno mesalo z grelcem, IKA®- Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Nemd&ija
UZ kadicka, VWR, Radnor, Pensilvanija, ZDA

HPLC sklopljen z UV detektorjem Alliance,Waters, Milford, Massachussetts, ZDA
Naprava z vesli (USP 1), sklopljena z avtomatskim vzoréevalnikom, Agilent
Technologies, Santa Clara, ZDA

Razplinjevalec MediPrep, Erweka GmbH, Heusenstamm, Nem¢ija

Kemikalije

KH,PO4, Merck KgaA, Darmstadt, Nemcija

NaOH Titrisol 1 M, Merck KgaA, Darmstadt, Nemc¢ija
NaCl, Merck KgaA, Darmstadt, Nemc¢ija

HCI, Titrisol 1 M, Merck KgaA, Darmstadt, Nemcija
85%H3P0O,4, Merck KgaA, Darmstadt, Nemcija
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- MeOH, J.T.Baker® Center Valley, Pensilvanija, ZDA

- EtOH, J.T.Baker™ Center Valley, Pensilvanija, ZDA

- CHsCN, J.T.Baker®”, Center Valley, Pensilvanija, ZDA

- Pufri za kalibracijo pH metra, Merck KgaA, Darmstadt, Nemcija

- deionizirana voda

3.1.4. Ostalo
- Steklovina: ¢ase, merilne bucke, merilni valji,
- Kovinske spatule, Zlice
- Plasti¢ne kapalke, ¢olnicki
- Magnetna mesala

- Membranski filter 0,45 um

3.2.Metode
3.2.1. Priprava medijev

Fosfatni pufer pH 6,8 (0,05M)

Najprej smo pripravili 0,2M KH,PO,4. V 5 L ¢aso smo nalili priblizno 4 L deionizirane vode.
Natehtali smo 136,1 g KH,PO,4, ga kvantitativno prenesli v ¢aso in mesali na magnetnem
mesalu, dokler se vsi delci niso raztopili. Vsebino ¢ase smo prelili v 5,0 L bucko in dopolnili z
deionizirano vodo do oznake. Iz tako pripravljene raztopine smo nato pripravili 0,05 M
fosfatni pufer. V 5 L ¢aso smo z merilnim valjem smo odmerili 1250 mL 0,2 M KH,PO,, 560
mL 0,2 M NaOH in dodali 3000 mL deionizirane vode. pH smo uravnavali na 6,8+0,05 z 0,2
M NaOH. Nato smo raztopino kvantitativno prenesli v 5,0 L bucko, dopolnili do oznake z

deionizirano vodo in premesali.
0,01 M HCI + NaCl (2g/L)

V 5 L ¢aso smo nalili priblizno 4,5 L deionizirane vode. Z merilnim valjem smo odmerili 50,0
mL 1M HCI in jo kvantitativno prelil v ¢aso z deionizirano vodo. Nato smo natehtali 10,0 g
NaCl in vsebino kvantitativno prenesli v ¢aso. Ko so se vsi delci raztopili, smo vsebino ¢ase

prelil v 5,0 L bucko, dopolnili do oznake z deionizirano vodo in premesali.
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3.2.2. Priprava standardov
Standard 1

Natan¢no smo natehtali predpisano koli¢ino delovnega standarda, ga kvantitativno prenesli v
50,0 mL bucko in raztopili v 5,0 mL metanola. Do oznake smo dopolnili z medijem za
raztapljanje (fosfatni pufer pH 6,8) in premesali. 5,0 mL raztopine smo odpipetirali v 50,0 mL
bucko, dopolnili z medijem za raztapljanje in premesali. Standardne raztopine smo pripravljali

v dveh paralelah.

Standard 2

Natan¢no smo natehtali predpisano koli¢ino delovnega standarda, ga kvantitativno prenesli v
250,0 mL bucko in raztopili v 10,0 mL 96% etanola. Do oznake smo dopolnili z medijem za
raztapljanje (fosfatni pufer pH 6,8) in premesali. 1,0 mL raztopine smo odpipetirali v 50,0 mL
bucko, dopolnili z medijem za raztapljanje in premesali. Standardne raztopine smo pripravljali

v dveh paralelah.

Standard 3

Natan¢no smo natehtali predpisano koli¢ino delovnega standarda, ga kvantitativno prenesli v
200,0 mL bucko s pomoc¢jo medija za raztapljanje (0,01 M HCI + NaCl (2g/L)) in dopolnili z
medijem do 75 % volumna bucke. Buc¢ko smo za 5 min postavili v ultrazvo¢no kadicko, da se
je uéinkovina v celoti raztopila. Bucko smo odstranili iz kadicke, pocakali, da se je raztopina
termostatirala do sobne temperature, nato pa dodali medij za raztapljanje do oznake.
Standardne raztopine smo pripravljali v dveh paralelah.

3.2.3. lzvedba testa namakanja

Pred zacetkom testiranj na FO 3, smo opravili test namakanja v dveh medijih - 0,01 M HCI +
NaCl (2g/L) in 0,05 M fosfatnim pufrom pH 6,8. Vzeli smo dve 50,0 mL ¢asi in v vsako nalili
30,0 mL medija- v prvo 30 mL 0,01 M HCI + NaCl (2g/L) in v drugo 0,05 M fosfatni pufer
pH 6,8. Nato smo v obe ¢asi dali osmotske ¢rpalke in spremljali, kaj se dogaja s farmacevtsko
obliko. Spremembo smo opazovali vsako uro, celoten test pa je trajal 24 ur. Potek testa smo

fotografirali.
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3.2.4. Analitika vzorcev

Vzorce smo analizirali na HPLC-ju z UV detektorjem. Pred analizo smo vzorce ustrezno

razredcili:

FO 1in 2: 300 uL vzorca in 1200 uL medija (5- kratno redcenje)
FO 3: 1500 puL vzorca (redc¢enje ni bilo potrebno)
Kromatografski pogoji analize 1

Mobilna faza: vodni del: fosfatni pufer pH 4,0
organski modifikator: acetonitril
Kolona: nepolarna C18
Pretok: 1,5 mL/min
Volumen injiciranja: 10 uL
Valovna dolZina: to¢na vrednost leZi na intervalu med 240 in 260 nm

Kromatografski pogoji analize 2

Mobilna faza: acetonitril:metanol:NaEDTA:glacialna ocetna kislina (V/V/V/V)= a:b:c:d
Kolona: nepolarna C18
Pretok: 2,0 mL/min

Volumen injiciranja: 10 uL
Valovna dolZina: to¢na vrednost leZi na intervalu med 240 in 260 nm

Kromatografski pogoji analize 3

Mobilna faza: vodni del: fosfatni pufer pH 2,0, organski modifikator: voda: acetonitril
Kolona: nepolarna C18
Pretok: 0,8 mL/min

Volumen injiciranja: 10 pL

Valovna dolzina: to¢na vrednost leZi na intervalu med 220 in 240 nm
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3.3. Naprava za posnemanje ¢revesnega gibanja

Naprava je namenjena posnemanju gibanja ¢loveskega tankega Crevesa, predvsem v smislu

gibanja stene vsebnika, ki ponazarja ¢revesno steno in posledi¢no gibanja vsebine v njem.

3.3.1. Opis naprave

Naprava za posnemanje Crevesnega gibanja je sestavljena iz platforme, ki je postavljena v
komoro in omogoc¢a termostatiranje na 37 °C. Na platformi so nameScene zaslonke, ki jih
poganjajo motorji preko polzevega gonila. Omogoc¢ajo zvezno spreminjaje velikosti premera
odprtine zaslonk, ki predstavljajo krozne kontrakcije. Sestavni del sta tudi dve silikonski vreéi
v obliki cevi, okoli vsake pa so nameScene po Stiri zaslonke. Silikonski vre¢i posnemata lumen
tankega Crevesa. Volumen medija, Ki ga uporabimo, je obi¢ajno med 150 in 200 mL. Cevi
imata dve odprtini. Zgornja odprtina je namenjena vzorcenju in je med potekom eksperimenta
delno odprta, spodnja odprtina pa je popolnoma zaprta s posebej oblikovanim zamaskom.
Naprava je povezana z raCunalnikom. Preko programa lahko uravnavamo hitrost gibanja

zaslonk, amplitudo in zakasnitev zacetka gibanja med sosednjima zaslonkama.

Slika 7: Naprava za posnemanje gibanja ¢revesa. Slika je bila posneta z mobilno napravo.
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Ogrodje umetnega Crevesa in komora za termostatiranje

Na osnovno ogrodje je gibljivo vpet aktuacijski sklop. Ogrodje je postavljeno v komoro, Ki
omogoca termostatiranje z vro¢im zrakom. Z vzdrzevanjem temperature na 37 °C, Zelimo
posnemati pogoje v ¢loveskem telesu. V vratih komore je stekleno okno, ki omogoca

opazovanje delovanja naprave med eksperimentom.

Programska oprema

Programska oprema omogoca pravilno delovanje naprave. NameSCena je na osebnem
racunalniku, ki omogoca upravljanje in nadzor naprave. Racunalnik je povezan s krmilnikom
preko USB-ja, krmilnik pa je povezan s stikali in motorji, ki se nahajajo znotraj komore. S
spreminjanjem nastavitev v programu lahko ustvarimo pogoje, ki poshnemajo gibanje
prebavnega trakta. V programu lahko izberemo zacetne odprtine zaslonk in njihovo amplitudo,
periodo gibanja zaslonk, zakasnitev med sosednjima zaslonkama, trajanje izvajanja programa
ter ¢as, po katerem se obnovijo nakopi¢ene napake zakasnitev faz med zaslonkami. Napake
namre¢ nastanejo zaradi zaostajanja ali prehitevanja izhodnega signala zaslonk in jih je po

dolo¢enem ¢asovnem obdobju potrebno obnoviti, da se ohrani enak vzorec gibanja.

Fleksibilna vreca

Fleksibilna vre¢a naprave za posnemanje Crevesnega gibanja je silikonski vsebnik cevaste
oblike z notranjim premerom 3-4 cm in dolzino 24 c¢m, ki ima na obeh koncih name$éena
zapirala, ki se lahko med poskusom pritrdita ali odstranita. Med poskusom je na levi strani
vsake cevi namesceno plasti¢no koleno s podaljskom, ki preprecuje iztekanje medija. Na desni
strani cevi pa je namesceno zapiralo, ki se ob koncu izvajanja poskusa odstrani in omogoca
praznjenje medija. S pol odprtim sistemom, prepreCujemo nastanek prevelikega tlaka, ki bi
lahko povzrocil poskodbo silikonske cevi, ¢e bi bila cev zaprta na obeh straneh. Na platformi
sta namesSceni 2 silikonski vreci, tako da je eksperiment mogoce izvajati hkrati v 2 paralelah.
Fleksibilni vre¢i dopuséata volumen medija do 200 mL in se s tem priblizata in vivo pogojem
v prebavnem traktu. V stanju na tesce je namre¢ povprecen volumen tekocCe vsebine v tankem
¢revesu priblizno 125 mL (15). Vreci sta izdelani iz materiala, ki omogoca raztezanje in
fleksibilnost med izvajanjem poskusa in hkrati povrnitev v prvotno obliko po konéanem

delovanju kontrakcij.
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Zaslonke in platforma

Glavni del naprave predstavlja 8 zaslonk, ki so namescene na zgornji stani platforme. Okoli
vsake cevi se nahajajo po 4 zaslonke, ki jih poganja motor preko polzevega gonila in omogoca
zvezno spreminjanje velikosti kroznih kontrakcij. Tekom poskusa so nastavitve izbrane tako,
da se vnaprej doloci Cas zakasnitve zacetka gibanja vsake naslednje zaslonke, kar omogoca
nastanek razli¢nih vzorcev gibanja, ki se priblizajo vzorcem peristalticnega gibanja v tankem
¢revesu. Zaslonke so vpete v platformo, ki jo poganjata dva elektromotorja in se vrti v smeri
dveh osi (X in Z osi). Kot vrtenja okoli vsake osi je v obmocju + 30°. Gibanje platforme
omogoca nastanek hidrodinami¢nih pogojev in mesanje tekocine znotraj cevi.

Amplituda kontrakcij zaslonk je razdalja od zacetne do kon¢ne pozicije vsakega mehanizma in
doloca premer zozenja zaslonk. Vi§ja amplituda kontrakcij zaslonk povzro¢i nastanek oZjega
notranjega premera cevi in posledi¢no vecjega mehanskega pritiska. Perioda kontrakcij je ¢as,
potreben, da se vsaka zaslonka skr¢i in ponovno vrne v zacetni polozaj.

Cas, ki je potreben, da platforma dokonéa gibanje okoli ene osi, je opredeljen s periodo
platfome. Kot vrtenja platforme okoli vsake osi pa lahko spremenimo z nastavitvijo amplitude.

Amplituda in perioda platforme se lahko nastavita posamezno za vsako 0s.

Fleksibilna vreca

Zaslonke

Platforma

Slika 8: Shema naprave za posnemanje gibanja ¢revesa. Sestavne dele predstavljajo platforma, dve fleksibilni
vreéi in zaslonke. Prirejeno po (9).
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3.3.2. Izvedba testa sproS¢anja na napravi za posnemanje ¢revesnega gibanja

Prizgali smo komoro in nastavili temperaturo na 37 °C. Nato smo prizgali ra¢unalnik in
vmesnik na napravi. Pripravili smo silikonsko cev, jo pravilno vstavili v komoro in na spodnji
strani cevi pritrdili ¢rn zamasek. Medtem smo medij segreli na temperaturo med 40,0-41,0 °C.
Ko se je medij segrel na zeleno temperaturo, smo z merilnim valjem odmerili ustrezno
koli¢ino medija (1 cev = 170 mL). Medij smo kvantitativno prenesli v cev in namestili
zamasek na levi strani cevi (plasticno koleno s podaljskom). Program smo zagnali brez
stiskanja zaslonk za 10-15 min, da sta se temperaturi medija in vrece izenacili. Po 10-15 min
smo preverili temperaturo znotraj cevi, ki mora biti okoli 37 °C (37,0 = 0,5 °C). Nato smo
isto¢asno namestili tableti v obe silikonski cevi in priceli z eksperimentom. Test smo izvajali 6
ur (v nekaterih primerih tudi 8 ur), vzoréili pa vsako uro. Ob ¢asu vzoréenja smo iz cevi
odvzeli 3,0 mL vzorca, ki smo jih nadomestili s 3,0 mL medija. Vzorce smo prefiltrirali skozi
filter 0,45 pm v vialo in jih ustrezno red¢ili. Po zadnjem vzor¢enju smo ustavili program in po
odstranitvi zamaska na desni strani izpraznili vsebino posamezne cevi.

Pri izvajanju poskusov smo uporabili razline nastavitve programov, pri katerih smo

spreminjali nastavitve platforme in tako dosegli razli¢ne hitrosti.

Tabela 3: Nastavitve programov, ki smo jih uporabili pri izvedbi poskusov.

Kontrakcije zaslonk Nagib platforme
Nastavitve Amplituda (°) Perioda (s) | Amplituda (°)  Perioda (s)
Program A 21 10 23 10
(Osnovni program)
Program B 21 10 11 10
Program C 21 10 11 20

Program A je poimenovan Osnovni program, saj smo ga uporabili pri testiranju vsake FO.
Nastavitve programa A so bile uporabljene v predhodnih poskusih. Med razvojem metode na
napravi za posnemanje ¢revesnega gibanja so namre¢ odkrili specifi¢ne nastavitve programa,

ki so se izkazale kot najbolj optimalne (4).
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3.3.3. Pregled opravljenih poskusov

Poskuse smo opravljali na treh razli¢énih FO. Vse FO smo testirali na napravi za posnemanje

Crevesnega gibanja, dodatne teste za FO 3 pa smo izvedli $e na napravi USP II.

FO1: Na napravi za posnemanje gibanja Crevesa SMO analizirali tri vzorce razlicnih
viskoznosti- nizke, srednje in visoke viskoznosti. Poskuse za FO 1 smo izvedli v fosfatnem
pufru pH 6,8 pri Osnovnem programu. Vsi testi so trajali 6 ur.

FO2: Poskuse na napravi za posnemanje ¢revesnega gibanja smo izvedli na dveh vzorcih.
Najprej smo analizirali vzorec 1 pri treh razli¢nih nastavitvah programov (Program A, B, C).
Nato smo opravili $e poskuse na vzorcu 2 pri Osnovnem programu. Po dva testa za primerjavo
spros¢anja uéinkovine iz dveh razli¢nih vzorcev smo izvajali 8 ur, preostale teste pa 6 ur. Kot
medij smo uporabili deionizirano vodo.

FO3: Pred izvedbo testov na napravah smo opravili test namakanja, kjer smo se odlo¢ili za
medij, v katerem smo potem izvedli nadaljnje poskuse na napravi za posnemanje ¢revesnega
gibanja. Izbrali smo medij 0,01 M HCI + NaCl (2g/L). Teste smo izvajali 6 ur pri Osnovnemu
programu. Dodatne poskuse smo opravili se na napravi USP II pri dveh razli¢nih hitrostih

obratov: 50 obratov/min in 100 obratov/min, trajali pa so 24 ur.

3.4. Izracun faktorja podobnosti (f;) in faktorja razli¢nosti (f;)

Za primerjavo dobljenih profilov spros¢anja lahko uporabimo metodo izracuna f; in f,. Glede
na napotke FDA, sta si profila, ki ju primerjamo, podobna, ¢e je f, med 50-100 in vrednost f;
med 0-15. Dva profila se med seboj razlikujeta, ¢e je vrednost f,<50 in f;>15. S povecevanjem

vrednosti f; se povecuje razlika med dvema profiloma (29, 30).

£ = {[Se | R, - T, | VIXa" R, 1} 100
f,= 50« log {[1+(1m)Y _"(R,-T,) J*= 100}

Slika 9: Formuli za izracun fiin f,. Vrednost n predstavlja Stevilo odvzemov vzorcev. Rt in Tt predstavljata delez

spro§¢ene uéinkovine reference in testiranega vzorca v posamezni ¢asovni to¢ki. Povzeto po (30).

24



4. REZULTATI

Testirali smo tri razlicne FO. V Tabelah 4-7 so predstavljeni rezultati, dobljeni na napravi za
posnemanje ¢revesnega gibanja, v Tabeli 8 pa so predstavljeni rezultati spros$¢anja, ki smo jih

izvedli na napravi USP II.
4.1. FO 1: Ogrodne tablete iz PEO

Prva FO, ki smo jo testirali, so bile ogrodne tablete iz PEO. Vzorci so bili treh razli¢nih
viskoznosti- nizke, srednje in visoke. Pri izvajanju testa na napravi za posnemanje ¢revesnega

gibanja smo uporabili nastavitve za Program A, torej Osnovni program.

Tabela 4: Rezultati poskusov spro§¢anja izvedenih na FOL1.

Nizka viskoznost (n=6)

Cas (min) 0 60 120 180 240 300 360
Povprecni delez 0 17,0 33,4 48,9 66,0 81,5 94,3
sproscene
ucinkovine (%)
SD 0 5,0 6,5 8,3 9,0 9,0 8,9
RSD (%) 0 29,3 19,5 17,1 13,6 111 9,5
Srednja viskoznost (n=6)
Cas (min) 0 60 120 180 240 300 360
Povprecni delez 0 10,6 25,5 39,5 53,9 67,7 81,8
sproscene
ucinkovine (%)
SD 0 1,2 2,9 2,9 3,1 3,6 4,1
RSD (%) 0 11,6 11,4 7,4 5,8 54 50
Visoka viskoznost (n=6)
Cas (min) 0 60 120 180 240 300 360
Povprecéni delez 0 8,0 20,6 34,8 48.6 61,7 74,6
sproscene
ucinkovine (%)
SD 0 1,8 4,5 6,2 7,9 9,0 9,4
RSD (%) 0 22,8 21,8 17,8 16,2 14,6 12,6
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Graf 1: Povpre¢ni delez spros¢ene uéinkovine pri nizki viskoznosti vzorca. Interval napake predstavlja vrednosti

RSD. Na grafu je prikazana tudi enacba, ki predstavlja enacbo premice in R? ki predstavlja Pearsonov koeficient
korelacije.
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Graf 2: Povprecni deleZ spro$éene ucinkovine pri srednji viskoznosti vzorca. Interval napake predstavlja
vrednosti RSD. Na grafu je prikazana tudi enacba, ki predstavlja enatbo premice in R?, ki predstavlja Pearsonov
koeficient korelacije.
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Graf 3: Povpre¢ni delez spro§¢ene uéinkovine pri visoki viskoznosti vzorca. Interval napake predstavlja vrednosti
RSD. Na grafu je prikazana tudi enagba, ki predstavlja ena&bo premice in R?, ki predstavlja Pearsonov koeficient
korelacije.
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4.2. FO2: Ogrodne tablete iz HPMC-ja

Pri ogrodnih tabletah iz HPMC-ja smo izvedli teste vzorcu dveh razlicnih formulacij.
Formulaciji sta se razlikovali glede na delez in viskoznost polimera. Vzorec 1 je vseboval 20%
HPMC viskoznosti 15,000 Pas, Vzorec 2 pa 35% HPMC z viskoznostjo 4,000 Pas (8).
Najprej smo Vzorec 1 testirali pri razli¢nih programih, nato pa smo testirali $¢ \Vzorec 2 pri

Osnovnem programu.
4.2.1. Razli¢ne nastavitve programov

Ogrodne tablete iz HPMC-ja smo testirali pri treh razli¢nih nastavitvah programov na

Vzorcul. Spremembe nastavitev programov so navedene v Tabeli 2.

Tabela 5: Rezultati poskusov spro$¢anja izvedenih na FO 2 na VVzorcu 1 pri razli¢nih nastavitvah programov.

Program A (n=6)
Cas (min) 0 60 120 180 240 300 360
Povprecni delez 0 7,9 15,6 24,4 32,5 41,3 49,7
sproscene ucinkovine (%)
SD 0 0,5 0,9 1,2 1,9 1,8 1,6
RSD (%) 0 6,4 5,8 5,0 5,7 4,4 3,3
Program B (n=6)
Cas (min) 0 60 120 180 240 300 360
Povprecni delez 0 6,5 13,0 20,1 27,3 34,8 42,9
sproscene ucinkovine (%)
SD 0 0,7 0,8 1,0 1,7 2,1 3,0
RSD (%) 0 11,3 6,3 5,1 6,1 6,1 7,1
Program C (n=6)
Cas (min) 0 60 120 180 240 300 360
Povprecni delez 0 5,0 10,0 15,7 21,2 27,3 33,4
sproscene ucinkovine (%)
SD 0 0,9 1,6 2,2 2,9 3,2 4,0
RSD (%) 0 18,5 15,8 14,0 13,5 11,8 11,9
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Program A
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Graf 4: Povpreéni deleZ sproséene ucinkovine Vzorca 1 pri Programu A. Interval napake predstavlja vrednosti
RSD. Na grafu je prikazana tudi enagba, ki predstavlja enabo premice in R?, ki predstavlja Pearsonov koeficient
korelacije
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Graf 5: Povprecni deleZ sproscene ucinkovine VVzorca 1 pri Programu B. Interval napake predstavlja vrednosti
RSD. Na grafu je prikazana tudi enacba, ki predstavlja enacbo premice in R?, ki predstavlja Pearsonov koeficient
korelacije
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Graf 6: Povpreéni deleZ spros¢ene ucinkovine VVzorca 1 pri Programu C. Interval napake predstavlja vrednosti
RSD. Na grafu je prikazana tudi enacba, ki predstavlja enatbo premice in R?, ki predstavlja Pearsonov koeficient
korelacije
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4.2.2. Primerjava dveh HPMC vzorcev

Pri ogrodnih tabletah iz HPMC-ja smo izvedli preizkus spros¢anja $e na dodatnem vzorcu.
Testiranje smo izvedli pri nastavitvah za Program A. Po dva testa za primerjavo spro$¢anja
ucinkovine smo izvajali 8 ur (Casovni tocki 420 min in 480 min izvedeni v dveh paralelah),

preostale teste pa 6 ur (6 paralel).

Tabela 6: Rezultati poskusov spros¢anja izvedenih na FO 2 na VVzorcu 1 in Vzorcu 2 pri Programu A.

Vzorec 1 (n=6)
Cas (min) 0 60 | 120 180 | 240 300 360 420 480
Povprecni deleZ sproscene 0 79 | 156 | 24,4 | 32,5 | 41,3 | 49,7 | 58,5 | 66,0
ucinkovine (%)
SD 0 05| 0,9 1,2 1,9 1,8 1,6 3,0 3,7
RSD (%) 0 6,4 | 5,8 5,0 5,7 4,4 3,3 51 5,6
Vzorec 2 (n=6)
Cas (min) 0 60 120 | 180 240 300 | 360 420 480
Povprecni deleZ sproscene 0 3,8 9,9 17,2 24,3 31, | 39,6 | 46,5 | 55,8
ucinkovine (%) 9
SD 0 |04 1] 07 | 11 1,1 1,5 | 2,3 20 | 2,3
RSD (%) 0 9,4 7,4 6,4 4,5 4,6 5,7 4,3 4,2

*420 in 480 min vzorceni v dveh paralelah

Vzorec 2
70,0
2
P
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£ 400 ———
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u

Graf 7: Povprecni deleZ sproséene ucinkovine pri analizi VVzorca 2 pri programu A. Interval napake predstavlja
vrednosti RSD. Na grafu je prikazana tudi enagba, ki predstavlja enabo premice in R?, ki predstavlja Pearsonov
koeficient korelacije
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4.3.FO3: Osmotske ¢rpalke

Najprej smo opravili preizkuse na napravi za posnemanje Crevesnega gibanja pri Osnovni

nastavitvi programa, nato pa smo opravili dodatne teste Se na napravi USP Il pri dveh razli¢nih

hitrostih vrtenja.

4.3.1. Poskusi izvedeni na napravi za posnemanje ¢revesnega gibanja

Najprej smo testirali osmotske ¢rpalke na napravi za posnemanje ¢revesnega gibanja pri

Programu A.

Tabela 7: Rezultati poskusov spro¢anja za FO 3 na napravi za posnemanje ¢érevesnega gibanja.

Program A (n=4)
Cas (min) 0 60 120 180 240 300 360
Povprecni deleZ sproscene 0 0 0,4 2,0 5,1 9,9 14,6
ucinkovine (%)
SD 0 0 0,2 1,8 3,1 4,1 51
RSD (%) 0 0 45,5 87,7 61,5 41,6 34,7

4.3.2. Poskusi izvedeni na napravi USP Il pri dveh razli¢nih hitrostih vrtenja

Opravili smo Se dodatne preizkuse na napravi USP Il pri dveh razli¢nih nastavitvah hitrosti.

Tabela 8: Rezultati poskusov sprog¢anja za FO3 na napravi USP II pri dveh razli¢nih nastavitvah obratov.

USP 11, 50 obratov/min (n=4)

Cas (min) 120 240 360 | 480 | 600 | 720 | 840 | 1080 | 1200 | 1440
Povprecni delez 0,0 2,6 11,6 | 196 | 30,2 | 42,1 | 543 | 78,8 | 84,8 | 85,9
sproscene
ucinkovine (%)
SD 0,0 1,2 2,2 3,2 4,0 5,3 6,2 5,9 3,0 3,3
RSD (%) 0,0 46,7 194 | 164 | 13,1 12,5 11,5 7,4 3,5 3,9
USP I, 100 obratov/min (n=4)
Cas (min) 120 240 360 | 480 | 600 | 720 | 840 | 1080 | 1200 | 1440
Povprecni delez 0,1 2,2 10,5 | 185 | 29,6 | 41,2 | 53,3 | 79,3 | 88,3 | 89,3
sproscene
ucinkovine (%)
SD 0,2 2,7 6,0 8,2 8,7 9,4 11,2 5,9 51 6,0
RSD (%) 200,0 | 120,6 | 57,1 | 441 | 29,4 | 229 | 210 | 7,4 5,8 6,7
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4.4, Ostali testi
Test namakanja za FO 3

Pred izvedbo poskusa z osmotskimi ¢rpalkami, smo za izvedbo testa izbirali med dvema
medijema- 0,01 M HCI + NaCl (2g/L) in 0,05 M fosfatnim pufrom pH 6,8. Zato smo najprej
opravili test namakanja.

V prvi uri so bile opazne najve¢je spremembe in najbolj se je povecal volumen same FO.
Opazili smo, da je bila difuzija delcev pri FO v 0,05 M fosfatnem pufru pH 6,8 hitrejsa. Test
smo pustili tudi ¢ez no¢. Po 24 urah smo opazili, da se je povrsina FO v 0,01 M HCI + NaCl
(2g/L) skoraj v celoti obarvala rdece. V 0,05 M fosfatnem pufru pH 6,8 je bila Se bolj opazna
meja med belo in rdeCo plastjo, iz bele plasti iz odprtine za iztis, je bilo vidno iztekanje

uc¢inkovine, kar je bilo tudi v skladu s predhodnimi literaturnimi ugotovitvami.

Na podlagi testa smo se odlocili, da za izvedbo testa na napravi za posnemanje ¢revesnega
gibanja uporabimo medij 0,01 M HCI + NaCl (2g/L).

Slika 10: Rezultati testa namakanja za FO 3. Slike so bile posnete z mobilno napravo. Levo zgoraj je bila posneta
slika ob zacetku izvajanja poskusa, desno zgoraj po eni uri, levo spodaj po Sestih urah in desno spodaj po

Stiriindvajsetih urah.
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5. RAZPRAVA

Naprava za posnemanje cCrevesnega gibanja je v predhodnih S$tudijah Ze pokazala
diskriminatorne rezultate med dvema razliénima formulacijami iz PEO. Proucevali so dve
razli¢ni formulaciji ogrodnih tablet iz PEO na napravi za posnemanje ¢revesnega gibanja pri
razli¢nih nastavitvah programov. Formulacija A je vsebovala u¢inkovino in kombinacijo PEO
nizke in srednje viskoznosti, formulacija B pa ucinkovino in PEO srednje viskoznosti (4).
Poskuse smo nadgradili tako, da smo testirali ogrodne tablete iz PEO treh razli¢nih
viskoznosti. Raziskovalno delo smo nadaljevali z ogrodnimi tabletami iz HPMC-ja.
Predvidevali smo, da bo naprava za posnemanje ¢revesnega gibanja dobro lo¢ila med vzorci
ogrodnih tablet z drugim polimerom. Nazadnje smo testirali S osmotske ¢rpalke. Uporabili
smo jih kot negativno kontrolo, saj gre za mehansko neobcutljive FO. Pri¢akovali smo, da
razli¢ne intenzitete programov ne bodo imele bistvenega vpliva na kinetiko spros¢anja ZU iz

osmotskih ¢rpalk.

5.1.Rezultati glede na posamezno FO
5.1.1. FO1: Ogrodne tablete iz PEO

Kot prvo FO smo izbrali ogrodne tablete iz PEO. Gre za mehansko ob¢utljivo FO, saj so v
literaturi Ze pokazali, da razlicne hitrosti vrtenja v. USP II vplivajo na razli¢no kinetiko
sprosc¢anja ZU iz ogrodnih PEO tablet (22). Predhodno so sodelavci prikazali, da tudi razli¢ne
nastavitve v napravi za posnemanje crevesnega gibanja, vplivajo na deleZ sproScene
uc¢inkovine (4). Prav tako so v okviru raziskovanja in optimizacije naprave ze izvedli teste veé
razli¢nih vzorcev pri eni izbrani nastavitvi, za katero se je izkazalo, da uspesno in smiselno
lo¢i med vzorci razli¢ne sestave (4). Najboljse razlikovanje med vzorci je bilo dosezeno pri
Programu A, zato smo pri analizi vzorcev FO 1 uporabili enake nastavitve. Za izvedbo nasega
poskusa smo zato uporabili enake pogoje, kot so jih uporabili v predhodnih testiranjih. Poleg
enakih nastavitev smo uporabili enak medij, fosfatni pufer pH 6,8, ki se pogosto uporablja za
disolucijske teste, saj je pH vrednost podobna tisti v tankem ¢revesu.

Pri izvedbi poskusa smo izbrali nastavitve Progama A (prikazano v Tabeli 3). Testirali smo
ogrodne tablete iz PEO, ki se po sestavi razlikujejo glede na stopnjo viskoznosti polimera.
Glede na pretekle obetavne rezultate, smo predvidevali, da bo naprava za posnemanje
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Crevesnega gibanja dobro loc¢ila med vzorci razli¢nih viskoznosti. Formulacije z nizjo stopnjo
viskoznosti polimera so namre¢ bolj dovzetne za erozijo, zato se gelski plas¢ hitreje odstrani s

povrsine tablete (4). Posledi¢no se pri polimerih nizje stopnje viskoznosti, sprosti veéji delez

uc¢inkovine.
Primerjava deleZa sproscene ucinkovine pri razli¢nih
viskoznostih PEO
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Graf 8: Povprecni delez sproséene ucinkovine pri treh razliénih viskoznostih PEO. Interval napake predstavlja

vrednosti RSD.

Na Grafu 8 so prikazani rezultati primerjave polimerov razli¢nih viskoznosti. Iz grafa je
razvidno, da je najvecji delez sproscene u€inkovine doseZen pri polimeru nizke viskoznosti,

ey

viskoznosti se glede na delez spros¢ene ucinkovine nahaja med polimeroma visoke in nizke
viskoznosti.

Dokazali smo, da je pri polimeru nizje viskoznosti, Kjer je sproS¢anje odvisno predvsem od
erozije in so tablete zato bolj dovzetne za mehanske vplive, delez sproscene ucinkovine vecji
kot pri polimeru visje viskoznosti. Profila sproscanja polimerov visoke in nizke viskoznosti
smo namre¢ med seboj primerjali z izraCunom f;. Dobili smo vrednosti f,=27 in f,=40 (n=6), s
¢emer smo potrdili, da se profila visoke in nizke viskoznosti med seboj razlikujta. Pri polimeru
srednje viskoznosti f; in f, nismo racunali, saj je razpon stopnje viskoznosti velik- torej se
lahko polimer srednje viskoznosti bolje pribliza ali zgornji ali spodnji meji viskoznosti (23). Z
uporabo naprave za posnemanje ¢revesnega gibanja lahko torej uspesno lo¢imo med vzorci, ki

vsebujejo razli¢ne viskoznosti PEO polimera.
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5.1.2. FO2: Ogrodne tablete iz HPMC-ja

Poskuse smo nadaljevali na ogrodnih tabletah iz HPMC-ja, saj je to najpogosteje uporabljen
polimer pri tej FO. Zeleli smo razsiriti uporabnost naprave za posnemanje gibanja ¢revesa in
testirati, ali bomo tudi pri ogrodnih HPMC tabletah dosegli visoko diskriminatorno mog.

Za naSe poskuse smo uporabili vzorec, ki so ga testirali na razli¢nih napravah za preizkusanje
spro$¢anja. Vzorec dveh razli¢nih formulacij ogrodnih tablet s HPMC so najprej testirali na
USP | in USP IlI. Metodi sta pokazali nizko diskriminatorno mo¢ med formulacijama. Nato so
izvedli farmakokineti¢no Studijo, kjer so opazili, da je in vivo razlika med formulacijama
(Cmax) Veliko vecja, kot je bilo to predvideno iz in vitro testov (8).

Na podlagi rezultatov farmakokineti¢ne $tudije so zaceli razvijati metodo, ki zdruzuje napravo
USP 1II in plasti¢ne kroglice in posnema pogoje v GIT traktu (9). Ker smo imeli na voljo
rezultate deleza spro§cene uc¢inkovine na razli¢nih napravah in rezultate Studije in vivo, nas je
zanimalo, kaks$ni bodo rezultati spro$¢anja, ¢e enaka vzorca testiramo na napravi za
posnemanje gibanja ¢revesa.

V predhodnih testiranjih na razliénih farmakopejskih napravah za sproscanje, so kot medij
uporabili vodo (8). Ker smo zeleli posnemati enake pogoje, smo kljub temu, da to ni
biorelevanten medij, za izvedbo poskusov kot medij uporabili vodo. Med izvajanjem testiranj
so namre¢ ugotovili, da z uporabo vode kot medija doseZejo hitrejSe profile sproscanja in
boljso diskriminatornost (8).

Poskuse smo izvajali 6 ur, po dva testa za primerjavo spros¢anja u¢inkovine iz dveh razli¢nih
vzorcev pa smo izvajali 8 ur. Zeleli smo, da bi imeli ve& ¢asovnih tock, saj bi bila tako
primerjava z rezultati predhodnih Studij, kjer so teste izvajali v ¢asovnem obdobju do 14 ur
(odvisno od vrste naprave), ¢im boljsa. Zaradi ro¢nega vzoréenja, pa je izvedba poskusa,
Casovno daljsa vec kot 8 ur, na napravi za posnemanje gibanje ¢revesa, tezko izvedljiva.
Najprej smo na Vzorcu 1 opravili poskuse pri treh razlicnih nastavitvah programov, kjer smo
med posameznimi programi spreminjali le nastavitev nagiba platforme, nastavitve kontrakcij
zaslonk pa smo ohranili enake pri vseh programih. V rac¢unalniskem programu naprave je
mozno lodeno spreminjati nastavitve za kontrakcijo zaslonk in gibanje platforme. Cas
potreben za dokonCanje gibanja nagiba okoli osi, je opredeljen s periodo platforme. S

spremembo amplitude platforme lahko prilagodimo rotacijski kot okoli vsake osi (4).
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Posamezne nastavitve programov so prikazane v Tabeli 3. Kot prvi izbrani program smo
uporabili Program A, kjer je amplituda platforme 23° in perioda 10 s. Nastavitve programa
smo izbrali, ker je v dosedanjih raziskavah na napravi za posnemanje gibanja ¢revesa dobro
lo¢il med posameznimi vzorci, uporabili pa smo ga tudi pri izvedbi poskusov na FO1. Sklenili
smo, da Program C prav tako izberemo na podlagi ze izvedenih poskusov na napravi za
posnemanje ¢revesnega gibanja (4). Zmanjsali smo amplitudo na 11° in povecali periodo na
20 s, v primerjavi z Osnovnim Programom A. Pricakovali smo, da bomo z dvakratnim
zmanj$anjem amplitude in dvakratnim povecanjem periode, dosegli najpocasnejSe gibanje
platforme in posledi¢no najnizji delez spro$¢ene ucinkovine. Nato smo se odlocili, da
preizkusimo poiskati Program B, ki bi glede na nastavitve gibanja platforme, predstavljal
srednjo vrednost. Amplitudo platforme smo glede na nastavitve Osnovnega programa A
zmanj$ali na 11°, periodo pa smo ohranili na vrednosti na 10 s, kot pri Programu A.
Pricakovali smo, da bomo z dvakratnim zmanjSanjem amplitude in periodo enako kot pri
Osnovnem programu, dosegli gibanje platforme, ki bo poc¢asnejse kot pri Osnovnem programu

A, vendar hitrejSe kot pri nastavitvah programa C.

Primerjava deleZa sproscene oblike pri razlicnih nastavitvah
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Graf 9: Graf povpre¢nega deleZa spro$¢ene uéinkovine pri razli¢nih nastavitvah programov. Interval
napake predstavlja vrednosti RSD.

Na Grafu 9 so prikazani rezultati povpre¢nega deleza sproS¢ene ucinkovine pri treh razli¢nih

nastavitvah programov. Najvecji delez spros¢ene ucinkovine je bil dosezen pri Programu A,

v
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delez sproscene ucinkovine. Ker gre za ogrodne tablete, ki so obcutljive na mehanske
drazljaje, hitrost gibanja platforme, vpliva na hitrost spros¢anja u¢inkovine.

Pri nastavitvah Programa A je delez spros¢ene u¢inkovine najveéji. Z zmanjSanjem amplitude
u¢inkovine. Ce zmanj$amo amplitudo, zmanjSamo rotacijski kot okoli osi, s povecanjem
periode platforme pa podaljSamo cas, ki je potreben za dokoncanje nagiba okoli osi. Tako
dosezemo pocasnejSe gibanje platforme. Zaradi poCasnejSega gibanja platforme sklepamo, da
se tudi tekocCina v notranjosti silikonske cevi pretaka pocasneje in hkrati manj intenzivno ter s
tem ustvarja manjS$o hidrodinamsko obremenitev na povrsini ogrodne tablete. Predvidevamo,
da je tudi tableta v notranjosti cevi v primerjavi s Programom A bolj stati¢na in polimer na
povrsini tablete zaradi manj intenzivnega premikanja ne erodira tako hitro. Program B se je
glede na delez sproscene uéinkovine uvrstil v sredino. Ker smo zmanjsali le amplitudo za
polovi¢no vrednost in ne tudi periode, smo dosegli manjsi hidrodinamski stres v primerjavi s
Programom A, saj se je tekocina v notranjosti gibala manj intenzivno zaradi manjsega naklona
platforme.

Dokazali smo, da s spreminjanjem nastavitev periode in amplitude platforme na napravi za
posnemanje gibanja ¢revesa dosezemo razli¢ne hitrosti gibanja in posledi¢no razli¢ne deleze
spros¢ene ucinkovine iz HPMC ogrodnih tablet. Na intenzivnost programa tako vplivata
amplituda in perioda gibanja platforme. Pri najbolj intenzivnem gibanju platforme dosezemo
najvec¢ji delez spros¢ene ucinkovine, pri najpocasnejSem gibanju platforme pa je delez
Nato smo poskuse izvedli Se na drugem vzorcu. Glede na rezultate, ki so nam bili na voljo,
smo sklepali, da je za dobro lo¢bo med vzorcem klju¢na visoka mehanska obremenitev tablet.
Vzorca sta se namreC pri in Vitro testiranjih dobro locila pri tistih metodah, kjer je bila
obremenitev vecja (npr. USP Il z dodatkom kroglic) ter v in vivo studiji, kjer je vpliv
¢revesnega gibanja zelo izrazit. Pri€akovali smo, da bo zaradi specificnega gibanja vsebine v
silikonski cevi, tudi naprava za posnemanje Crevesnega gibanja uspesno loc¢ila med dvema
testiranima vzorcema.

Poskuse smo izvedli pri Programu A. Za ta program smo se odlocili, saj se je Ze na primeru
ogrodnih tablet iz PEO izkazalo, da z izbranim programom dosezemo profile sprosc¢anja z

visoko stopnjo diskriminatornosti. Kot medij smo uporabili vodo.
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Na Grafu 10 je prikazan povprecni delez sprosScene ucinkovine dveh razli¢nih vzorcev

ogrodnih tablet iz HPMC v ¢asovnem obdobju 8-ih ur.
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Graf 10: Primerjava povprecnega deleza spro$¢ene ucinkovine pri dveh vzorcih. Interval napake predstavlja
vrednosti RSD.

V rezultatih predhodno opravljene Studije je profil spros¢anja Vzorca 1 hitrejsi v primerjavi s
profilom spros¢anja Vzorca 2 (8). Grafi¢no je torej Vzorec 1 zgoraj, Vzorec 2 pa pod njim.
Naprava za posnemanje ¢revesnega gibanja torej razporedi vzorce v enakem vrstnem redu v
primerjavi z drugimi in vitro metodami (8).

V ¢lanku so primerjali profile spro§¢anja dveh vzorcev na napravah USP I, USP II in napravi
ki predstavlja kombinacijo USP Ill in plasti¢nih kroglic. Ugotovili so, da napravi USP I in
USP Il ne zagotavljata dobrih diskriminatornih rezultatov. Rezultati in vivo namreé
dokazujejo, da sta vzorca razli¢na, vendar napravi USP I in USP II tega ne pokazeta in vitro.
Naprava, ki predstavlja kombinacijo USP Il in plasti¢nih kroglic, pa je med vzorcema dobro
locila (8).

Na Grafu 11 so prikazani povpre¢ni delezi sproscene ucinkovine na razlicnih napravah za
testiranje sproS¢anja. Grafi a), b) in ¢) so povzeti po Ze objavljeni raziskavi (5). Na grafu d) so
predstavljeni rezultati povprecnega deleza sprosc¢ene ucinkovine na napravi za posnemanje
Crevesnega gibanja. Vzorcenja na napravi sSmo izvajali 8 ur, zato so zaradi boljse primerjave
grafi prikazani v enakem casovnem obdobju, kljub temu, da so bila testiranja na ostalih

napravah izvedena v obdobju do 14 ur.
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Iz grafov je razvidno, da je najmanjSa razlika med vzorcema opazna na napravah USP | in

USP Il. Naprava, ki predstavlja kombinacijo USP Il in plasti¢nih kroglic ter naprava za

posnemanje Crevesnega gibanja, dobro locita med testiranima vzorcema. Naprava za

posnemanje Crevesnega gibanja pokaze vecjo razliko med vzorcema v primerjavi z USP | in

USP Il. Metoda je torej bolj diskriminatorna. Dokazali smo, da naprava za posnemanje

Crevesnega gibanja dobro lo¢i med dvema razlicnima formulacijama ogrodnih tablet iz

HPMC. Dokazali smo tudi, da metoda zagotavlja dobre diskriminatorne rezultate, saj pri dveh

vzorcih, ki se razlikujeta in vivo, razliko med vzorcema pokaze tudi in vitro.
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Graf 11: Primerjava povpreénega deleza spro$¢ene ucinkovine dveh vzorcev na razli¢nih napravah za testiranje

spros¢anja. Grafi a), b) in ¢) so povzeti po (8). Graf d) predstavlja rezultate pridobljene na napravi za posnemanje

¢revesnega gibanja. Interval napake predstavlja vrednosti RSD.
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Profile sproscanja dobljene na razlicnih napravah smo ovrednotili tudi s primerjavo f;.
Faktorje smo izracunali iz rezultatov predhodne $tudije (8) in rezultatov dobljenih na napravi
za posnemanje ¢revesnega gibanja. Zanimalo nas je, kako se profila spro$¢anja na napravi za

posnemanje ¢revesnega gibanja med seboj razlikujeta v primerjavi z ostalimi metodami.

Tableta 9: f1 na razli¢nih napravah za testiranje spros¢anja iz FO. f; so za naprave USP I, USP Il in napravo ki

predstavlja kombinacijo USP III in plasti¢nih kroglic povzeti po (8). Vrednost na napravi za posnemanje

Crevesnega gibanja je bila izraunana glede na eksperimentalne podatke.

Naprava f,

USP | (n=6) 11

USP Il (n=6) 13

Kombinacija USP lll in plasti¢nih kroglic (n=5) 15

Naprava za posnemanje crevesnega gibanja 35
(n=6)

n= §tevilo to¢k za izrac¢un fj

V Tabeli 9 so prikazani f; na razli¢nih napravah za testiranje sproscanja iz FO. Za izracun f; na
napravi za posnemanje ¢revesnega gibanja smo uporabili Sest ¢asovnih tock, saj se Stevilo
paralelk v posameznih ¢asovnih tockah razlikuje. 1z rezultatov je razvidno, da ima najman;jsi f;
naprava USP 1, sledi USP Il in nato naprava, ki predstavlja kombinacijo USP III in plasti¢nih
kroglic. Z napravo za posnemanje ¢revesnega gibanja smo dosegli visok fi- vi§ji v primerjavi z
ostalimi metodami. Po napotkih FDA profila, ki ju primerjamo, nista razli¢na, ¢e je vrednost f;
med O in 15 (30). Profila spros¢anja dveh razlicnih vzorcev, dobljena na napravi za
posnemanje Crevesnega gibanja, se razlikujeta bolj v primerjavi z ostalimi metodami. S
primerjavo f; smo $e dodatno potrdili domnevo o dobri diskriminatorni moci rezultatov,
dobljenih na napravi za posnemanje ¢revesnega gibanja.

V ¢lanku so predstavili tudi rezultate farmakokineti¢ne Studije. 1z dobljenih plazemskih
profilov so dolocili povpreéno maksimalno plazemsko koncentracijo in AUC. Pri podajanju
rezultatov farmakokineti¢ne Studije so izraunali razmerje med obema vzorcema tako, da so

vrednosti maksimalne plazemske koncentracije (Cmax) delili. Razmerja so podana v odstotkih

(8).
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Tableta 10: Razmerje maksimalnih plazemskih koncentracij (cmax) formulacije A in formulacije B. Povzeto po

(8).

Vzorec C max
Formulacija A 20,7
Formulacija B 15,6

Razmerje Cpmax (%) 132,7

Glede na povpreéne deleze sproS¢ene ucinkovine dobljene na napravi za posnemanje
¢revesnega gibanja Smo izrac¢unali razmerje med vzorcema v posameznih ¢asovnih tockah. 1z
podatkov predhodne Studije smo izraCunali tudi razmerja med vzorcema v posameznih
¢asovnih toc¢kah na ostalih predhodno proucevanih napravah za posnemanje sprosc¢anja iz FO
(8). Rezultati so prikazani v Tabeli 11. Zaradi primerjave z napravo za posnemanje ¢revesnega
gibanja so razmerja na vseh napravah prikazana v casovnih to¢kah do 8 ur. Po internih
podatkih za tmax uéinkovine smo sklepali, da so za primerjavo z in vivo podatki najbolj

relevantna disolucijska razmerja v drugi polovici profila spros€anja.

Tabela 11: Razmerje med povpre¢nimi delezi sproséene ucinkovine dveh vzorcev v posameznih ¢asovnih tockah
na razli¢nih napravah za posnemanje spro$¢anja iz FO. Podatki za naprave USP I, USP Il in napravo, Ki
predstavlja kombinacijo USP III in plasti¢nih kroglic so povzeti po (8). Podatki na napravi za posnemanje
Crevesnega gibanja S0 bili dolo¢eni eksperimentalno.

Cas (min) 240 300 360 420 480
Vzorecl/Vzorec2 na napravi USPI (%) 125,1 / 117,4 / 111,1
Vzorecl/Vzorec2 na napravi USPII (%) 129,9 / 111,0 / 113,3

Vzorecl/Vzorec2 na napravi, ki predstavlja kombinacijo 124,3 / 118,0 / 104,1
USP 11l in plasti¢nih kroglic (%)

Vzorecl/Vzorec2 na napravi za posnemanje ¢revesnega 134,0 | 129,4 | 125,5 | 125,8 | 118,4
gibanja (%)

Razmerje Cmax iz farmakokineti¢ne 3tudije je 132,7 %. Ce razmerje primerjamo z rezultati v
Tabeli 11, vidimo, da se rezultati, pridobljeni na napravi za posnemanje ¢revesnega gibanja,

priblizajo rezultatom farmakokineti¢ne Studije.
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Naprava za posnemanje ¢revesnega gibanja se v primerjavi z drugimi in vitro sistemi najbolj
pribliza in vivo rezultatom vzdolz celotnega profila spros¢anja. Sklepamo, da se naprava dobro
pribliza in vivo razmerju zaradi specificnega vzorca gibanja, ki ga ustvarjajo zaslonke in
premikanje platforme. Zaslonke namre¢ stisnejo silikonsko cev in tako vplivajo na fizi¢ni
kontakta tablete s steno, platforma pa omogoc¢a nastanek hidrodinamskih pogojev in meSanje
tekoCine znotraj cevi. Nastavitve na napravi za posnemanje Crevesnega gibanja prav tako
omogocajo, da s spreminjanjem casa zakasnitve zaCetka gibanja vsake zaslonke, pride do
nastanka gibanja, ki se pribliza vzorcu peristalticnega gibanja v tankem ¢revesu.

Iz dobljenih rezultatov predvidevamo, da lahko z novo napravo za posnemanje ¢revesnega
gibanja ustvarimo pogoje, ki pri mehansko obcutljivih formulacijah omogocajo podobne
profile spro$c¢anja, kot potekajo in vivo. Uspesno dosezeno ujemanje med in vitro in in vivo
rezultati na izbranem primeru formulacije s HPMC nam kaze, da smo na dobri poti za
ustvarjanje hidrodinamskih pogojev, kot so tisti in vivo. Seveda bo potrebno za potrditev te
hipoteze napraviti Se ve¢ poskusov z razlicnimi formulacijami in opraviti ve¢ meritev vzorcev
gibanja tekocin in farmacevtske oblike. Poleg podobnih hidrodinamskih pogojev pa ne smemo
zanemariti tudi direktnega vpliva pritiskov in sil stene prebavnega trakta na FO, kar pa je tudi

predmet tekocih raziskav.
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5.1.3. FO3: Osmotske ¢rpalke

Kot zadnjo FO smo izbrali osmotske ¢rpalke. Za to FO je znacilno, da pH okolja in
hidrodinamski pogoji nimajo vpliva na hitrost sproS¢anja ucinkovine. Ker je spro$canje
neodvisno od gastrointestinalne molitete, smo predvidevali, da razli¢ne nastavitve programov
na napravi za posnemanje gibanja crevesa, ne bodo imele vpliva na delez sproscene
ucinkovine.

Pred samo izvedbo testov na napravi smo najprej izbrali ustrezen medij. Na podlagi
znanstvenih ¢lankov in splo$nih postopkov za FO 3, smo se odlocali med dvema medijema-
med 0,01 M HCI + NaCl (2g/L) in 0,05 M fosfatnim pufrom pH 6,8. Opravili smo test
namakanja in se na podlagi vizualnih rezultatov odlo¢ili, da prve poskuse izvedemo v 0,01 M
HCI + NaCl (2g/L). Po prvih testiranjih smo ugotovili, da je po Sestih urah delez sprosc¢ene
u¢inkovine relativno nizek, zato smo poskus izvedli se v 0,05 M fosfatnem pufru pH 6,8.
Vendar pa je bil delez spros¢ene uéinkovine $e niZji, zato smo poskuse nadaljevali v prvotno
izbranem mediju. Za izvedbo poskusov na napravi za posnemanje ¢revesnega gibanja smo
izbrali 0,01 M HCI + NaCl (2g/L). Kljub dejstvu, da to ni medij, kateremu bi bila u¢inkovina
izpostavljena skozi daljSe Casovno obdobje, je spro$¢anje v tem mediju hitrejSe zaradi samih
kemijskih lastnosti u¢inkovine.

Na napravi za posnemanje Crevesnega gibanja smo izvedli stiri poskuse pri Programu A.
Prvotno smo nameravali opraviti testiranja pri razlicnih nastavitvah programov, vendar je bil
delez spros¢ene ucinkovine po Sestih urah zelo nizek, zato se nam ni zdelo smiselno, da bi
uporabili Se pocasnejsi program. Prav tako s trenutno napravo zaradi njene zmogljivosti ni
mogoce izbrati nastavitev, ki bi omogocale Se hitrejSe premikanje platforme.

Odlo¢ili smo se, da bomo dodatne poskuse opravili §e na napravi USP Il, pri dveh razli¢nih
nastavitvah hitrosti- 50 obratov/minuto in 100 obratov/minuto. Osmotske ¢rpalke so mehansko
neobcutljive, zato smo predvidevali, da bo delez sproscene oblike pri obeh nastavitvah hitrosti
primerljiv.

Graf prikazuje primerjavo deleza spro$¢ene ucinkovine na napravi za posnemanje ¢revesnega
gibanja in USP II pri dveh razli¢nih nastavitvah hitrosti. 1z grafa je razvidno, da je delez
sprosc¢ene ucinkovine na napravi USP II pri dveh razli¢nih nastavitvah hitrosti primerljiv, kar

smo potrdili tudi z izratunom fj in f,. IzraCunan vrednost f;=1 in f,=95 (n=10). Glede na
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smernice FDA, smo dokazali, da sta profila med seboj podobna. Prav tako je rezultat
primerljiv z napravo za posnemanje ¢revesnega gibanja, vendar fi in f, zaradi nizkega deleza

sprosc¢ene ucinkovine in visokih RSD vrednosti, nismo racunali.

Primerjava sproscanja na napravi USP Il in napravi za
posnemanje ¢revesnega gibanja
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Graf 12: Primerjava povpre¢nega deleza spros¢ene u¢inkovine na napravi USP II pri dveh razli¢nih nastavitvah
hitrosti in napravi za posnemanje ¢revesnega gibanja. Interval napake predstavlja vrednosti SERM.

Delez sproséene ucinkovine na napravi za posnemanje ¢revesnega gibanja je po 6 urah zelo
nizek, saj gre za osmotske Crpalke, ki omogocajo spros€anje u¢inkovine skozi daljSe casovno
obdobje. Za doseganje rezultatov, ki bi omogocali najboljso primerjavo, bi teste na napravi za
posnemanje ¢revesnega gibanja morali izvajati 24 ali vsaj 12 ur. Vendar naprava ne omogoca
avtomatskega vzorcenja, zato je ro¢no vzorcenje v obdobju 24 ur tezko izvedljivo.

Sodelavci iz Leka, kjer je bilo opravljeno raziskovalno delo v okviru te magistrske naloge
trenutno v sodelovanju s Fakulteto za strojniStvo izdelujejo novo napravo za posnemanje
Crevesnega gibanja, ki bo poleg drugih manjs$ih sprememb omogocila tudi hitrejSe gibanje
platforme. Testiranje osmotskih ¢rpalk bi lahko nadaljevali na novi napravi, saj bi tako
ustvarili $e bolj intenzivne in dinami¢ne pogoje v notranjosti silikonskih vre¢ in bi ovrednotili,

¢e so osmotske ¢rpalke mehansko neobcutljive tudi pri Se vec¢jih mehanskih obremenitvah.
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5.2. Primerjava mehansko ob¢utljivih in neobcutljivih FO

Na napravi za posnemanje Crevesnega gibanja smo testirali mehansko obcutljive tablete z
razlicnima polimeroma- PEO in HPMC. Predvidevali smo, da bomo s spreminjanjem
nastavitev amplitude in periode platforme vplivali na hitrost sprosc¢anja iz FO. Kot negativno
kontrolo smo izbrali osmotske ¢rpalke. Gre za mehansko neobcutljive FO, zato spreminjanje
nastavitev na napravi za posnemanje ¢revesnega gibanja ne bi smelo imeti vpliva na hitrost
sproscanja iz FO.

Spros¢anje ucinkovine iz ogrodnih tablet je najpogosteje kombinacija difuzije ZU preko
gelskega plasca in erozije. Na proucevanje spros¢anja uc¢inkovine in vitro imajo velik vpliv
hidrodinamski pogoji v okolici (31). S povecevanjem mehanske obremenitve na tableto se
povecuje dovzetnost gelskega plas¢a na erozijo in posledi¢no hitrost sprosc¢anja iz FO.
Sproscanje ucinkovine iz osmotskih ¢rpalk je nadzorovano preko semipermeabilne membrane,
zato je neodvisno od vplivov okolja kot so pH, zunanji draZljaji in vrsta aparature, na kateri
izvajamo test sproScanja.

Iz dobljenih rezultatov je razvidno, da so ogrodne tablete iz PEO in HPMC dovzetne za vplive
okolice, saj smo dokazali, da s spreminjanjem nastavitev periode in amplitude platforme na
napravi za posnemanje gibanja Crevesa doseZzemo razli¢ne hitrosti gibanja in posledi¢no
razli¢ne deleZe sproScene ucinkovine.

Ker je za osmotske Crpalke znacilno, da se spros¢ajo skozi daljSe ¢asovno obdobje, trenutna
naprava pa ne omogoca $e hitrejSega gibanja platforme, bi poskuse lahko nadgradili na novi
napravi za posnemanje ¢revesnega gibanja. Dokazali smo, da je zacetni del profila sprosc¢anja
na napravi USP II in napravi za posnemanje Crevesnega gibanja podoben, vendar bi za boljso
primerjavo z ogrodnimi tabletami morali opraviti Se dodatne poskuse na novi napravi pri
hitrejSemu gibanju platforme. S hitrej§im gibanjem platforme bi povecali vpliv
hidrodinamskih pogojev v okolju in tako ovrednotili, ¢e se s poveCevanjem mehanske
obremenitve ohranja deleZ spros¢ene ucinkovine.

Dokazali smo, da s spreminjanjem nastavitev na napravi za posnemanje ¢revesnega gibanja
vplivamo na hitrost spro$¢anja u¢inkovine iz ogrodnih tablet. Za ovrednotenje vpliva naprave

na mehansko neobcutljive osmotske ¢rpalke pa bi poskuse morali e nadgraditi.
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5.3.Primerjava RSD-jev

Iz dobljenih eksperimentalnih rezultatov smo izracunali povpre¢ne vrednosti RSD. Na Grafu
13 so predstavljene RSD vrednosti za FO1 in FO2.

Povprecne RSD vrednost v posameznih ¢asovnih Povprecne RSD vrednosti v posameznih ¢asovnih
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Graf 13: Levo je prikazan graf povpre¢nih vrednosti RSD za tri razli¢ne vzorce FOL1 pri programu A, desno pa
graf, ki prikazuje povpre¢ne RSD vrednosti za Vzorec 1 FO2 pri treh razli¢nih programih.

Iz grafov je razvidno, da so RSD vrednosti v povprecju vecje pri FO1, torej ogrodnih tabletah
iz PEO, kar nakazuje, da PEO nabreka manj enakomerno, kar je tudi splosno znano dejstvo,
potrjeno iz literature predhodnih poskusov. Ogrodne tablete iz PEO namre¢ tvorijo bolj Sibek
gelski plasc, ki je bolj dovzeten za erozijo. Ogrodne tablete iz HPMC pa nabrekajo pocasneje
in tvorijo bolj ¢vrst gelski plas¢, ki omogoca konstantno spro$c¢anje skozi daljSe Casovne
obdobje. Ker ogrodne tablet iz HPMC tvorijo moc¢ne;jsi gelski plas¢ (25), so manj dovzetne za
mehanske vplive v primerjavi z ogrodnimi tabletami iz PEO in deleZ spro$€ene uc€inkovine
variira v manjsi meri.

Mozen vzrok za veéje RSD vrednosti pri ogrodnih tabletah iz PEO je tudi dodatek
polietilenglikola v granulatu. Ker gre za hidrofilen polimer, Se dodatno veze vodo in lahko
bistveno vpliva na tvorbo gelskega plaséa. Njegova porazdelitev po ogrodju vpliva na hitrost
nastanka gelskega plasca, zato nabrekanje ni vedno enakomerno in vrednosti RSD so
posledi¢no vecje.

Pri FO2 so opazne razlike v RSD vrednostih med razli¢énimi nastavitvami programov. Pri
Programu A, za katerega smo dokazali, da omogoca najhitrejSe gibanja platforme, so

povpre¢ne RSD vrednosti najnizje. Pri programu C, za katerega smo potrdili, da omogoca
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povprecne RSD vrednosti najvecje.

Pri FO3 so RSD vrednosti pri testiranju na napravi za posnemanje Crevesnega gibanja v
¢asovnem obdobju 360 min velike. Poskus smo namre¢ izvajali le 360 min in v tem ¢asovnem
obdobju se je sprostil majhen delez ucinkovine (priblizno 10 % ucinkovine). V zacetni fazi
spros¢anja so tudi pri ostalih FO razlike v RSD vrednostih najvecje, saj je delez sproscene
u¢inkovine nizek. Za osmotske Crpalke pa je znacilno, da poteka spro$canje skozi daljSe
¢asovno obdobje (priblizno 24 ur), zato je posledi¢no po 6 urah delez spros¢ene ucinkovine Se
nizji v primerjavi z drugimi testiranimi FO. Na napravi USP 1l so bile pri obeh nastavitvah
hitrosti v zacetni fazi spros¢anja vrednosti RSD vi$je, nato pa so se s Casom zmanjs$evale. S
povecevanjem deleza spros¢ene ucinkovine se torej zmanjSujejo povpreéne RSD vrednosti.
RSD vrednosti na napravi za posnemanje ¢revesnega gibanja, v ¢asovnem obdobju 360 min,
ne odstopajo bistveno od povprecnih RSD vrednosti na napravi USP II. Kljub temu, da je
naprava USP Il najpogosteje uporabljena konvencionalna in vitro metoda sproscanja in da je
naprava za posnemanje ¢revesnega gibanja veliko bolj kompleksna, so rezultati dobljeni na

obeh napravah (kar se tice RSD vrednosti) primerljivi.
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6. SKLEP

Naprava za posnemanje ¢revesnega gibanja je ena izmed novejSih alternativnih metod za
testiranje sproscanja, ki s svojo obliko in gibanjem posnema gibanje tankega Crevesa in
omogoca ponazoritev nekaterih in vivo pogojev v ¢loveskem telesu. V magistrski nalogi smo
nadgradili raziskovalno delo na napravi in ovrednotili sproscanje iz treh razli¢nih FO.

- Z izvedbo poskusov na ogrodnih tabletah iz PEO smo pokazali, da naprava za posnemanje
¢revesnega gibanja uspe$no in nazorno lo¢i med vzorci razli¢nih viskoznosti PEO polimera in
jih smiselno razporedi glede na delez sprosc¢ene ucinkovine.

- Do podobnega zakljucka smo prisli tudi pri ogrodnih tabletah iz HPMC. Dokazali smo, da s
spreminjanjem nastavitev amplitude in periode gibanja spreminjamo hidrodinamske pogoje in
s tem vplivamo na kinetiko sproscanja.

- Ugotovili smo, da lahko z napravo za posnemanje Crevesnega gibanja dosezemo bolj
diskriminatorne rezultate na izbrani FO v primerjavi z ostalimi do sedaj opisanimi in vitro
metodami (USP I, USP Il in napravo, ki predstavlja kombinacijo USP III in plasti¢nih
kroglic).

- Preko razmerij Cmax za dve razliéni formulaciji smo dokazali, da naprava za posnemanje
Crevesnega gibanja v primeru izbranih HPMC ogrodnih tablet omogoc¢a dobro korelacijo z in
Vivo sproscanjem.

- Iz rezultatov testiranja osmotskih ¢rpalk smo ugotovili, da se pri FO, ki so mehansko
neobcutljive in pri katerih sprosc¢anje ni odvisno od hidrodinamskih vplivov, na napravi za
posnemanje Crevesnega gibanja dobimo prakticno identi¢ne profile kot s konvencionalnimi
USP disolucijskimi testi, zaradi cesar lahko osmotske ¢rpalke uporabimo kot dobro negativno
kontrolo za mehansko posredovanih vplivov na sproscanje.

Na podlagi dobljenih rezultatov lahko predvidevamo, da se naprava za posnemanje ¢revesnega
gibanja s svojo obliko in specifi¢nim vzorcem gibanja dobro pribliza nekaterim pogojem, ki in
vivo vplivajo na kinetiko spros¢anja ZU iz mehansko obcutljivih FO. Delovanje zaslonk in
premikanje platforme namre¢ ustvarita dolo¢ene hidrodinamske pogoje in nastanek gibanja, ki
skuSa posnemati vzorec peristalticnega gibanja v tankem ¢revesu. Pri mehansko obcutljivih
FO, kjer je to Se posebej pomembno, lahko dobimo dobro ujemanje med in vitro vrednostmi

ter rezultati, dobljenimi in vivo.
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