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POVZETEK

Mukoadhezija je sposobnost snovi, farmacevtskih oblik ali medicinskih pripomockov, da se za
dolocen ¢as prilepijo na tkivo. Mukoadhezija se lahko v farmacevtski industriji uporablja za
povecanje bioloske uporabnosti zdravilnih u¢inkovin, saj tako farmacevtski obliki omogoc¢imo
daljsi stik s sluznico ali dosezemo ciljano terapijo. V ta namen se uporabljajo razli¢ni
mukoadhezivni polimeri, Ki interagirajo z mukusom oz. mucinom v njem. Pri kontaktu polimera
z mucinom ta medseboj interagirata, kar se lahko odraza v njunih reoloskih lastnostih.

V magistrski nalogi smo preucili reolosko interakcijo Carbopola 974P, Noveona AA-1, PVP-
K90, Avicela RC-591 in Maldexa 150 s komercialno dostopnim mucinom tipa Il iz svinjskega
zelodca. Reoloske spremembe smo spremljali z reoloskimi parametri G', G", n*| in reoloskim
sinergizmom. Z reoloSkim sinergizmom smo ovrednotili interakcijo med mucinom in
mukoadhezivnim polimerom. Pri razvoju reoloSke metode smo uporabljali amplitudni in
frekvencni test, vecji del razvoja pa je predstavljala ustrezna priprava in predpriprava vzorcev.
Na podlagi rezultatov smo razvili modele vpliva koncentracije Avicela RC-591 in Maldexa 150
na reoloSke parametre in reolo$ki sinergizem ob zdruzitvi z mucinom.

Vse vzorce je potrebno pred meritvijo pripraviti na enak na¢in. V nasih poskusih smo vzorce
¢ez noC pustili v hladilniku in jih pred meritvijo dobro premesali. Vzorec smo pred meritvijo
nalili v reometer in pocakali $¢ 5 minut. Ugotovili smo, da niso vsi izbrani polimeri primerni
za reolo$ko vrednotenje mukoadhezivnosti, saj se je struktura vzorcev s Carbopolom 974P in
Noveonom AA-1 ob zdruzitvi z mucinom porusila, ¢eprav veljata za ena izmed najboljsih
mukoadhezivov. NajboljSo interakcijo izbranih polimerov z mucinom smo dosegli, ko smo
zdruzili vzorce z mucinom v razmerju 80:20. Ugotovili smo, da se s povecano koncentracijo
PVP-K90 zviSuje reoloski sinergizem, kar kaze na mukoadhezivne lastnosti polimera. Pri
dodatku mucina vzorcem, ki so vsebovali Avicel RC-591 in Maldex 150 smo ugotovili, da
mucin povzro¢i hitrejSo vzpostavitev gelske strukture, kar je posledica njegove interakcije z
Avicelom, medtem ko Maldex 150 vzpostavitev gelske strukture zavira. S postavljenimi modeli
s pomoc¢jo nacrtovanja eksperimentov smo potrdili, da pride do interakcije med Avicelom RC-
591 in mucinom, kar se odraza na poviSanih reoloskih parametrih in reoloSkem sinergizmu.
Postavljeni modeli so dobri in bi se lahko uporabljali za kvantitativno deformulacijo vzorcev z
mukoadhezivnimi polimeri. Vendar je absolutna primerjava mukoadhezivnosti razli¢nih
polimerov samo s pomoc¢jo reologije tezavna in jo je potrebno uporabljati komplementarno z
drugimi metodami merjenja mukoadhezivnosti.

Kljuéne besede: mukoadhezija, reologija, Avicel-RC-591, PVP-K90, eksperimentalni nacrt
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ABSTRACT

Mucoadhesion is the ability of substances, dosage forms or medical devices to adhere to tissue.
It can be used in pharmaceutical industry to prolong contact of the dosage form with mucosa or
for targeted treatment. Bioavailability is therefore increased. Mucoadhesive polymers interact
with mucus or more specifically with mucin within it. Polymers and mucin interact while in
contact and their interaction can be observed rheologically.

In this master thesis we studied rheological interaction of polymers Carbopol 974P, Noveon
AA-1, PVP-K90, Avicel-RC591 and Maldex 150 with commercially available mucin from
porcine stomach type Il. Changes in rheological behaviour were monitored by rheological
parameters G', G", n*| and by rheological synergism. Rheological synergism was used to
evaluate interaction between mucin and mucoadhesive polymers. Amplitude and frequency
sweep were used for the development of our method. The biggest part of the development
included appropriate sample preparation and its pretreatment. Based on our results we created
a model with which we evaluated influence of Avicel RC-591 and Maldex 150 concentration
on rheological parameters and rheological synergism in mixtures with mucin.

All samples must be pretreated in the same way. We stored the samples in the fridge overnight
and vigorously mixed them before measurement. We then poured samples into the rheometer
and let them rest for 5 minute. We found out that not all polymers can be used for rheological
evaluation of mucoadhesion. Gel structures of samples containing Carbopol 974P and Noveon
AA-1 were destroyed when mixed with mucin dispersion even though both polymers are widely
considered as good mucoadhesive polymers. We found out that the best interaction between
our polymers and mucin dispersion is obtained when mixing them in ratio of 80:20. We found
out that by increasing the concentration of PVP-K90 the rheological synergism is increased.
This observation shows us that PVP-K90 possesses mucoadhesive properties. By mixing
samples containing Avicel RC-591 and Maldex 150 with mucin dispersions we observed faster
formation of the gel structure which is the result of the interaction of Avicel RC-591 with mucin.
Maldex 150 slows down the formation of the gel structure. Our model confirmed that the Avicel
RC-591-mucin interaction is based on the increase of rheological parameters and rheological
synergism. With Design of Experiments created model is good and adequate and could be used
for deformulation of samples containing mucoadhesive polymers. However absolute
comparison of mucoadhesive properties of different polymers is difficult based only on
rheological measurements and should be used in combination with others methods.

Key words: mucoadhesion, rheology, Avicel-RC-591, PVP-K90, Design of Experiments
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SEZNAM OKRAJSAV

DoE
FO

G
HPMC
ME
Na-CMC
PVP
RSD
zU

nacrtovanje eksperimentov (angl. Design of Experiments)
farmacevtska oblika

elasti¢ni modul oz. modul akumulacijske energije
viskozni modul oz. modul energijskih izgub
hidroksipropilmetil celuloza

merska enota

natrijeva karboksimetil celuloza

polivinil pirolidon

Relativna standardna deviacija

zdravilna uéinkovina
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1 UVvOD

1.1 Bio/mukoadhezivnost
Adhezijo lahko definiramo kot vez, ki nastane s kontaktom med adhezivnim materialom in
povrsino. Amerisko drustvo za testiranje in materiale je adhezijo definiralo kot stanje, v katerem
se dva materiala drZita skupaj zaradi privlaénih medpovrsinskih sil, ki so lahko posledica
medmolekulskih sil, prepletanja ali obojega (1).
Bioadhezija temelji na isti definiciji, le da je vsaj eden izmed materialov bioloSkega izvora,
farmacevtski terminoloski slovar pa jo opredeli kot sposobnost snovi, farmacevtskih oblik ali
medicinskih pripomoc¢kov, da se za dolocen ¢as prilepijo na tkivo (2). V bioloskih sistemih jo
lahko razdelimo na tri tipe:
e Tip 1: adhezija med dvema bioloSkima fazama, npr. med agregiranimi trombociti in
rano.
e Tip 2: adhezija bioloske faze na umeten substrat, npr. adhezija celic na gojisca, nastanek
biofilma na proteti¢nih pripomockih ali insertih.
e Tip 3: adhezija umetnih materialov na bioloSki substrat, npr. adhezija sinteti¢nih
hidrogelov na mehka tkiva (3).
Slednji tip je tudi najpomembnejsi na podroc¢ju farmakoterapije, mehko tkivo kot substrat pa je
obicajno sluznica ali mukus. Bioadhezijo, kjer je kot substrat uporabljena mukozna membrana,

imenujemo mukoadhezija (4).

1.2 Mehanizem in teorije mukoadhezivnosti

Mukoadhezija je zelo kompleksen pojav, zato obstaja ve¢ teorij, ki poskusajo razloziti zakaj in
kako nekatere snovi izrazajo mukoadhezivne lastnosti. Najveckrat predpostavljene teorije so
teorija mocenja, teorija difuzije, teorija preloma, elektronska teorija in adsorpcijska teorija.
Mukoadhezije ne moremo pojasniti samo z enim mehanizmom, najverjetneje je kombinacija
vecih.

Proces mukoadhezije v osnovi delimo na dve fazi: fazo kontakta in fazo konsolidacije, kar
prikazuje Slika 1. Prva faza opisuje prvi stik med mukoadhezivom in mukozno membrano. V
tej fazi pride do porazdelitve in nabrekanja formulacije ter posledi¢no do globljega 0z. bolj
tesnega/tesnejSega kontakta s sluznico. Temu sledi faza konsolidacije, kjer se mukoadhezivni

materiali navlaZijo, kar omogo¢i mukoadhezivnim molekulam, da se povezejo z mukusom s



Sibkimi van der Waalsomi vezmi, vodikovimi vezmi ali z interpenetracijo. Korak konsolidacije

lahko natanéneje razlozimo s pomog¢jo teorije mocenja in teorije difuzije (5, 6).

Faza kontakta
— Faza konsolidacije

//'

FEI'II]&CE‘LTSLE[ \ — -
oblka — \\“_ / /f_ \\‘.l .r/ “\\x Mesto interakcije
5 f

Shiznica

7z mukusom

Slika 1: Prikaz poteka mukoadhezije farmacevtske oblike (Prirejeno po 5)

1.2.1 Teorija mocenja

Teorija mocenja je ena izmed najstarejSih predpostavljenih teorij, ki opisujejo adhezijo.
Uporablja se za opisovanje tekoc¢ih in nizko viskoznih bioadhezivov. Mocenje je lastnost
tekocCine, ki predstavlja njeno afiniteto do povrSine oz. zmoznost, da se razleze ¢ez dano
povrsino. To afiniteto tekocine do povrSine lahko izmerimo s pomoc¢jo merjenja sti¢nega kota
(Slika 2). Teorija mocenja adhezijo razlozi kot proces, kjer adhezivna faza penetrira v
nepravilnosti na povrSini substrata, se tam utrdi in ustvari adhezivna sidra. Ob tem
predpostavlja, da manjsi kot je sti¢ni kot mukoadhezivne tekoCine s tkivom, vecja je afiniteta

in posledi¢no ve¢ja mukoadhezivnost (5, 6).

Zrak
s~ Tekotina
Tkivo ot

Slika 2: Prikaz stika med tekocino in tkivom ter merjenje sticnega kota. ypt predstavlja povrsinsko napetost med polimerom in
tkivom, yba med polimerom in zrakom ter ya med tkivom in zrakom (prirejeno po 6).

1.2.2 Teorija difuzije

Teorija difuzije razlozi, da je mukoadhezivnost posledica premrezZenja verig polimera in verig
glikoproteina, ki je prisoten v mucinu. Sila adhezije se poveCuje z obsegom in globino
interpenetracije verig. Da pride do difuzije, je pomembno, da se prisotne snovi dobro raztapljajo

v drugih oz. imajo podobno kemijsko strukturo. Vecja kot je strukturna podobnost, moc¢nejsa



je lahko mukoadhezivna vez. Stopnja penetracije je odvisna od koncentracije polimera in
mucina, difuzijskega koeficienta, fleksibilnosti in narave verig, mobilnosti polimernih verig ter
kontaktnega c¢asa. Koncentracijski gradient Zene verige polimera v mukus in verige
glikoproteina mucina v ogrodje polimera, dokler ne pride do ravnotezne globine (5) (Slika 3).
Za ucinkovito mukoadhezivno vez naj bi bila potrebna vsaj 0,2 — 0,5 um globoka penetracija

(1). Globino interpenetracije lahko ocenimo z Enacbo 1:
l=,tD, Enacba 1

Kjer t kontaktni ¢as, Dy difuzijski koeficient bioadheziva skozi substrat in | globina
interpenetracije.

Najvecja adhezijska sila polimera je dosezena, ko je globina interpenetracije priblizno enaka
dolZini verige polimera. Studije so pokazale, da je kriti¢na molekulska masa polimera, da lahko

doseZe interpenetracijo vsaj 100 kDa (5, 7).

Slika 3: Difuzijska teorija mukoadhezije: (a) zgornja plast (polimer) in spodnja plast (mukus) pred kontaktom; (b) zgornja in
spodnja plast med prvim kontaktom; (c) zgornja in spodnja plast po daljSem kontaktu, v fazi konsolidacije (prirejeno po 5).

1.2.3 Teorija preloma

Teorija preloma se uporablja v Studijah mehanskega merjenja mukoadhezije s pomocjo
nateznih preskusov. Analiziramo namre¢ silo na povrsino, ki je potrebna, da lo¢imo dve med
seboj adherirani povrsini (Sm). Izratunamo jo kot razmerje med maksimalno silo pred lo¢itvijo
povrsin (Fm) in med skupno povrsino zdruzenih povrSin v adhezivni interakciji (Ao) (Enacba
2):

F <
Sm = A—': Enacba 2.



Teorija preloma se osredotoca samo na Silo, ki je potrebna, da lo¢imo dve povrsini, zato ne
uposteva interpenetracije oz. difuzije polimernih verig. Predpostavlja, da se ob prelomu prekine
vez med obema povrSinama, vendar se prelom obicajno zgodi zaradi presibkih kohezivnih sil
znotraj SibkejSega od obeh materialov. Slabost te metode je torej, da je obicajno izmerjena sila
mukoadhezije lazno prenizka (5, 6).

1.2.4 Elektronska teorija

Z elektronsko teorijo opisujemo adhezijo, ki nastane zaradi prenosa elektronov med mukusom
in mukoadhezivnim sistemom. Do prenosa elektronov pride zaradi razlike v nabojih med obema
strukturama, kjer je ena struktura obifajno pozitivno, druga pa negativno nabita. Prenos
elektronov obeh plasti povzro¢i nastanek dvosloja elektricnih nabojev na povrSini med
mukusom in mukoadhezivnim polimerom. Privlaéne sile znotraj dvosloja ohranjajo

mukoadhezivni kontakt med obema slojema (5, 6).

1.2.5 Adsorpcijska teorija

Pri adsorpcijski teoriji pride do adhezije zaradi razli¢nih povrsinskih interakcij med adhezivnim
polimerom in mukoznim substratom. Nastanejo lahko primarne ali sekundarne vezi. Primarne
vezi nastanejo zaradi kemisorpcije in so posledica denimo ionskih, kovalentnih ali kovinskih
vezi, vendar je ta nacin vezave nezazelen, saj je ireverzibilen. Sekundarne vezi so SibkejSe,
vendar je njihovo Stevilo zelo visoko, zato predstavljajo eno izmed najpogostejSih oblik
povrSinskin mukadhezivnih privla¢nih interakcij. Njihova prednost je, da so reverzibilne.
Primeri sekundarnih vezi so naprimer van der Waalsove sile, vodikove vezi, pa tudi hidrofobne

interakcije in elektrostatske privla¢ne (5, 6).

1.3 Mukoadhezija v farmaciji

Da se lahko zdravilne u¢inkovine (ZU) v telesu absorbirajo, morajo na nekaterin mestih preiti
skozi mukozno povrSino oz. sluznico. TaksSne povrSine lahko najdemo v oceh, ustih, v
gastrointestinalnem traktu, nosu in vagini. Difuzija skozi njih je zelo pomemben
farmakokineti¢ni parameter. ZadrZevanje zdravil na sluznici je obi¢ajno majhna, hitrost difuzije
skozi mukozne povrsine pa omejena, kar lahko zniza biolosko uporabnost zdravil. Cas, ki ga
ima ZU, da se absorbira, je kljutnega pomena in se glede na mesto aplikacije razlikuje.
Naprimer pri okularni aplikaciji ima ZU manj kot dve minuti ¢asa, preden pride do drenaze
raztopine. Pri nekaterih peroralnih zdravilih je €as absorpcije lahko omejen s kratkim

gastrointestinalnim tranzitnim ¢asom. Z namenom povecéanja bioloske uporabnosti se lahko v
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farmacevtskih oblikah uporabijo mukoadhezivi, ki imajo povecano afiniteto do mukoznih
membran in se adherirajo na sluznice. Farmacevtske oblike (FO), ki so fizikalno ali kemijsko
vezane na mukoadhezivno sredstvo, se tako posledi¢no dlje ¢asa zadrzujejo na Zelenem mestu.
Tam nastane vecja lokalna koncentracija ZU, vecji gradient ZU pa vodi do povecane absorpcije.
Stik mukoadhezivnega sredstva z mukozno membrano lahko tudi povzro¢i povecanje
permeabilnosti ZU z ve¢jo molekulsko maso, kot so peptidi in proteini. S skrbno nacrtovano
mukoadhezijo lahko omogo¢imo specifiéno zadrzevanje ZU na doloCenem mestu in tako
dosezemo ciljano terapijo (1, 3, 8).
Uporaba mukadhezije v farmaciji je relativno nova, saj so se prve Studije mukoadhezivnih
materialov za povecanje bioloske uporabnosti pojavile v 80. letih prejSnjega stoletja (8-11). Do
sedaj je bilo narejenih Ze veliko raziskav na tem podro¢ju, glede na potencialna mesta
mukoadhezije so se tekom let razvile razli¢ne farmacevtske oblike in dostavni sistemi:

e Bukalni dostavni sistemi (12),

e Podjezi¢ni dostavni sistemi (13),

e Vaginalni dostavni sistemi (14),

e Rektalni dostavni sistemi (15),

e Gastrointestinalni dostavni sistemi (15),

¢ Nazalni dostavni sistemi (16),

e Okularni dostavni sistemi (7),

e Ezofagalni dostavni sistemi (17).

Nobeden izmed dostavnih sistemov ni oficinalen in ga ne najdemo v farmakopejah.

1.3.1 Farmacevtske oblike

Tablete

Mukoadhezivne tablete so obi¢ajno majhne, plo$¢ate in ovalne, s premerom okrog 5-8 mm. Ob
stiku s sluznico se zmehcajo, adherirajo in ostanejo na mestu do raztopitve oz. dokler se ne
sprosti vsa ZU. Mukoadhezivne tablete se lahko uporabljajo na razli¢nih sluznicah — bukalno,
podjezi¢no, vaginalno in v gastrointestinalnem traktu. V gastrointestinalnem traktu lahko
delujejo lokalno ali sistemsko, obi¢ajno s podaljSanim spros¢anjem. Prednost mukoadhezivnih
tablet je predvsem v povecani bioloski uporabnosti in dolgotrajnem spros¢anju, kar zmanjSa
Stevilo aplikacij in tako poveca sprejemljivost s strani bolnika (14, 15, 18, 19).

Filmi in oblizi

Mukoadhezivni filmi in obliZi so za razliko od tablet bolj upogljivi in udobni, v primerjavi z

geli pa jih slina tezje odplakne. Obicajno se uporabljajo bukalno. Velik potencial



mukoadhezivnih filmov je dejstvo, da s filmom lahko prekrijemo rane v ustih, kar jih $¢iti pred
zunanjimi vplivi in bolj u¢inkovito zdravi bolezen. Idealni filmi so upogljivi, elasti¢ni in mehki,
kljub temu pa ne razpadejo zaradi mehanskih obremenitev v ustih. Morajo se dobro adherirati
na sluznico, njihovo nabrekanje pa ne sme biti preveliko, da ne povzrocijo nelagodja (20, 21).
Poltrdne in tekoce farmacevtske oblike

Prednost poltrdnih farmacevtskih oblik, kot so npr. oralni geli, je predvsem njihova mazljivost,
kar omogoc¢a enostavno porazdelitev po sluznici. Za razliko od tablet ali filmov je teZje
zagotoviti njihovo natan¢no odmerjanje, slabSe pa je tudi zadrzevanje na mestu aplikacije.
Glavni predstavniki te skupine so hidrogeli, med katerimi lahko nekateri gelirajo in-situ,

uporabljajo pa se tudi mazila, ustne vodice in spreji (1, 12, 22).

1.4 Mukoadhezivni polimeri

Mukoadhezivni polimeri se na sluznico adherirajo z razli¢nimi mehanizmi, izbiramo pa jih na
podlagi mesta Zeljene mukoadhezije, farmacevtske oblike in moc¢i interakcije s sluznico.
Njihova mukoadhezivnost je odvisna od Stevilnih faktorjev:

e Hidrofilnost — hidrofilne skupine (hidroksi, karboksi) omogocajo tvorbo vodikovih
vezi ter nabrekanja in imajo tako ve¢jo moznost interakcije s sluznico.

e Molekulska masa — veja kot je molekulska masa, veCja je moznost za
interpenetracijo verig.

e Viskoznost — vecja kot je viskoznost, daljsi je ¢as zadrzevanja na mestu aplikacije.

e Dolzina verige — dolZzina verige mora biti dovolj dolga, da lahko pride do
interpenetracije.

e PremrezZenost in nabrekanje — vpliva na mobilnost verig; manjSa kot je premrezZenost
polimera, vecje je njegovo nabrekanje, ve¢ja sticna povrSina in posledicno vecja
mukoadhezija.

e Konformacija molekule — pri linearni konformaciji pride do mo¢nejsih interakcij v
primerjavi s konformacijami, kjer so aktivne funkcionalne skupine tezje dostopne.

e pH - mukoadhezija nekaterih polimerov temelji na ionskih interakcijah, zato je
pomembno, da so ustrezno ionizirani.

e Koncentracija polimera — vec¢ja koncentracija polimera v trdnih oblikah izkazuje
ve¢je mukoadhezivne lastnosti. Pri poltrdnih in teko¢ih FO je potrebno najti
optimalno koncentracijo, saj mukoadhezivnost po doloc¢eni koncentraciji doseze

plato oz. se celo manj3a (6, 22).



Mukoadhezivne polimere delimo na podlagi izvora na naravne in sintezne ter na podlagi naboja
na kationske, anionske in neionske (Preglednica I). Med najbolj raziskane mukoadhezivne
polimere prve generacije spadajo derivati poliakrilne kisline, kot so karbomeri in polikarbofili
ter celulozni derivati, predvsem natrijeva karboksimetil celuloza (Na-CMC) in
hidroksipropilmetil celuloza (HPMC). Derivati poliakrilne kisline svoje mukoadhezivne
lastnosti izrazajo v glavnem zaradi vodikovih vezi, celulozni derivati pa z ionskimi
interakcijami. Od naravnih polimerov je bilo najve¢ $tudij narejenih s hitosanom, hialuronsko
kislino in razlicnimi gumiji. Mukoadhezivne polimere druge generacije imenujemo tudi
citoadhezivi, zaradi njihove specifi¢ne vezave direktno na celice. Z njimi lahko dosezemo
boljse ciljano spros$éanje iz FO in daljsi ¢as zadrzevanja na mestu delovanja. V to skupino
spadajo naprimer lecitini in tiolizirani polimeri, ki se vezejo na specifi¢ne ostanke ogljikovih
hidratov. Tiolizirane hidrofilne polimere, kot so derivati poliakrilne kisline, hitosan in celulozni
derivati, pripravimo tako, da jim uvedemo tiolno skupino, kar jim omogoci kovalentno vezavo

s cisteinskimi ostanki na sluznici (7, 12, 22).

Preglednica I: Delitev polimerov glede na izvor in naboj ter primeri polimerov za vsako izmed skupin.

agaroza, hitosan, Zelatina, hialurnska kislina, Skrob, razni gumiji (guar, ksantan,

Naravni
gelan, karagenan, rozi¢evec, pektin, Na-alginat)
Na-CMC, CMC, hidroksietil celuloza, hidroksipropil celuloza, derivati
Sintezni poliakrilne kisline (karbopoli, polikarbofili, poliakrilna Kislina, poliakrilati),
poloksameri, polivinil alkohol, polivinil pirolidon (PVP)
Kationski hitosan
Anionski hitosan-EDTA, karbopoli, karbofili, Na-alginat, Na-CMC, CMC, gumiji
NP hidroksietil Skrob, hidroksipropil celuloza, polietilenoksid, polivinil alkohol,

PVP

1.5 Mukoadhezivna zdravila na trgu

Trenutno se na razli¢nih trgih Ze najdejo razli¢na zdravila z mukoadhezivnim delovanjem, Ki
pa se vecinoma osredotocajo na ustno votlino kot mesto adhezije. Najbolj razSirjene so
mukoadhezivne bukalne tablete, ki kot mukoadhezivne polimere uporabljajo razli¢ne pomozne

snovi. V Preglednici Il je zbranih nekaj primerov mukoadhezivnih FO na trgu.



Preglednica Il: Pregled mukoadhezivnih FO na trgu.

Sitamic 50 mg (23)

Corsodyl gel (12)

Corlan
pellets/buccal
tablets (12)
Subutex sublingual
tablets (12)
Buccastem M
Buccal tablets (12)

Mikonazol

Kloreheksidinijev

diglukonat

Hidrokortizon

Buprenorfin

Proklorperazin

Mukoadhezivne bukalne
tablete

Oromukozni gel

Mukoadhezivne bukalne

tablete

Podjezic¢ne tablete

Mukoadhezivne bukalne
tablete

Mukoadhezivne bukalne

HPMC 2208

HPMC

Akacija

PVP K30

PVP K30, ksantan gumi,
gumi rozicevca

Carbomer 934P, HPMC,

Striant SR (12) Testosteron ) )
tablete polikarbofil
Onsolis (ni ve¢ na CMC, hidroksietil
trzis¢éu od 2011) Fentanil Bukalni film celuloza, hidroksipropil
(24) celuloza, polikarbofil
1.6 Mukus

Mukus je viskozna, lepljiva tekoc¢ina, s kompleksno sestavo, Ki jo izlo¢ajo ¢asaste celice sluznic
in prekriva sluznice v obliki tankega gela debeline 50 — 450 um. (18) V razli¢nih organskih
sistemih ima razliéno vlogo. Zagotavlja lubrikacijo in hidratacijo epitelija, predstavlja
pomembno bariero za difuzijo hranilnih snovi, zdravilnih uéinkovin in plinov, ter $¢iti pred
patogeni. Obicajno je sestavljen iz vode (do 95 % m/m), mucina (< 5 % m/m), soli (~ 1 % m/m),
ogljikovih hidratov in lipidov. Pri fizioloSkem pH je mukus zaradi prisotnosti sialne kisline in
sulfatnih ostankov negativno nabit, kar pomembno pripomore k bioadheziji. Glavna substanca,
ki je odgovorna za viskozne, elastiéne in gelu podobne lastnosti ter ima sposobnost
mukoadhezije so mucini. Mucini so glikoproteini z molekulsko maso med 0,5 do 20 MDa. So
visoko glikozilirani in vsebujejo ~ 80 % ogljikovih hidratov, predvsem N-acetilgalaktozamin,
N-acetilglukozamin, fukozo, galaktozo, sialno kislino (N-acetilnevraminska kislina) in sledi
manoze ter sulfatov. Moc¢no razvejane oligosahardne verige so sestavljene iz 5-15 monomerov
in se s proteinskim jedrom povezujejo preko O-glikozidne vezi, na hidroksilne stranske verige

serina in treonina (18, 25, 26).



Za mukoadhezivne raziskave se velikokrat uporabljajo razlicne zivalske sluznice (svinjski,
zajCji, podganji zelodec, Crevesje, dvanajstnik, poziralnik, nosne ali ustne sluznice, itd), za
reoloSke meritve pa se mukozni/mukusni gel postrga z razli¢nih sluznic. Oboje je z
laboratorijskega staliS¢a neprakti¢no, obstajajo pa tudi doloCene eti¢ne dileme, kar je
spodbudilo razvoj umetnih mukozo-mimeti¢nih materialov in komercialno dostopnih mucinov
(27).
V zadnjih tridesetih letih je bilo narejeno ve¢ Studij, kjer so raziskovalci korelirali
mukoadhezivnost razliénih mukozo-mimeti¢nih substratov s tkivi. V preteklosti so uporabljali
predvsem komercialno dostopne polimere, kot so polivinil klorid in polimetil metakrilati,
novosti pa se kazejo v sintezi novih mukozo-mimeti¢nih hidrogelov. Kot enega prvih
mimetikov ustne sluznice so sintetizirali interpolimerne komplekse iz poliakrilne kisline in
metilceluze, na katerih so izvajali poskuse z mukadhezivnimi tabletami (28). Kljub temu, da se
ta hidrogel ni izkazal kot popoln mukozo-mimetik, so v nadaljevanjih te raziskave uspeli
sintetizirati dva Se boljSa in sicer N-akriloilglukozamin in 2-hidroksietil metakrilat. V
primerjavi s pravo sluznico sta oba pokazala zelo podobne mukoadhezivne rezultate in
deformacijsko obnaSanje ob odstranitvi tablet (27). Z zlivanjem vzorcev po steklu s kovalentno
vezanimi hidrogeli, so dokazali tudi podoben retencijski ¢as vzorcev v primerjavi z zelod¢no
svinjsko sluznico (29).
Na trgu obstajajo trije komercialno dostopni mucini v obliki praska, ki jih proizvaja Sigma-
Aldrich. Razlikujejo se po izvoru, Cistosti in vsebnosti vezane sialne kisline, ki je pri
fiziolosSkem pH negativno nabita in ima lahko pomembno vlogo pri mukoadheziji (30) in sicer:

e TipI-S—mucin iz goveje podceljustne Zleze slinavke, ki vsebuje 9 — 17 % vezane sialne

kisline (31);
e Tip Il — mucin iz svinjskega zelodca, ki vsebuje ~1 % vezane sialne kisline (32);
e Tip Il —mucin iz svinjskega zelodca, ki vsebuje 0,5 — 1,5 % vezne sialne kisline, delno
preciséen prasek (33);

Kljub temu da je zgradba ¢loveskih in svinjskih sluznic podobna, (34) je bilo z reoloskimi
preiskavami rehidriranih razlicnih komercialno dostopnih mucinov ugotovljeno, da se njihove
raztopine oz. disperzije ne obnaSajo enako kot s sluznic pridobljen mukozni gel. Komercialno
dostopni mucini tako ne morejo sluziti kot dober model in-vivo pogojev. Eden izmed razlogov
je ta, da se pri izolaciji fizikalno-kemijske lastnosti preve¢ spremenijo, mucini se razbijejo na
manjSe dele in rekonstitucija primarne strukture ni ve¢ mozna (35). Ne glede na vrsto

uporabljenega mucina in na veliko variabilnost ostalih eksperimentalnih pogojev in metod, so



Stevilne Studije pokazale, da interakcije med mucinom in razli¢nimi polimeri nedvomno

obstajajo. Nekatere interakcije je mogoce ovrednotiti tudi z reologijo (36).

1.7 Reologija
Reologija je interdisciplinarna veda, ki preucuje tok in deformacijo snovi, predvsem tekocin,
poltrdnih snovi ter viskoelasti¢nih trdnih snovi. Pojem reologija je leta 1929 prvi opredelil prof.
E.C. Bingham, medtem pa prvi zametki reologije izvirajo Ze iz 17. stoletja, ko je Robert Hooke
na osnovi teorije elasti¢nosti izpeljal Hookov zakon (37). Tako v farmaciji kot v kozmetiki se
je reologija izkazala za zelo pomembno, saj z njo proucujemo notranjo strukturo sistemov,
spremljamo fizikalno stabilnost materialov in zdravil, vpliv temperature in njihovo kakovost
tako pri vhodnih snoveh kot pri konénih izdelkih (38).
Osnovne reoloSke parametre lahko predstavimo s preprostim modelom dveh ravnih vzporednih
plos¢, med katerima imamo tekocino. Zgornjo plos¢o premikamo z doloc¢eno silo F [N] in
hitrostjo v [m/s], spodnja plo$¢a pa miruje. Ob premikanju v teko¢ini nastane plastni laminarni
tok posameznih plasti, ki so med seboj razlicno razmaknjene, glede na smer gibanja pa se
gibljejo z razli¢nimi hitrostmi (38).
Strizno napetost (t) [Pa] opredelimo kot razmerje sile (F), ki deluje na ploskev (strizna sila)
ter njeno povrsino (S) (Enacba 3).

F

T=5 Enacba 3

Strizna napetost je pri elastitnem obnasanju linearno sorazmerna S Silo in snov se po

razbremenitvi povrne v zaéeto stanje. Pri trdnih snoveh to opisuje Hookov zakon (Enacba 4):

T=§=G><@ Enacba 4

Strizna napetost povzro¢i strizno deformacijo, ki jo podamo s kotom zasuka (@) in je odvisna
od odpornosti telesa na spremembo oblike (G). Ce majhno poveéanje zunanje sile povzroéi
ve¢jo deformacijo in se ta ne povrne v prvotno stanje, govorimo o plasti¢ni deformaciji (37,
38).

Strizna hitrost (y = D) je ovrednotena kot razmerje med spremembo hitrosti v smeri y (dv) in

razmikom med sosednjima tekoc¢inskima plastema (dx) (Enacba 5) (37, 38).

D =]'/=% Enacba 5

Dinami¢na viskoznost (1) je lastnost, ki predstavlja notranje trenje pri pretakanju tekocine 0z.
notranji upor proti strizni deformaciji. Dinamic¢na viskoznost je doloCena kot razmerje med

strizno napetostjo in strizno hitrostjo (Enacba 6).
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I s

n=-[Pa-s] Enacba 6

<

Glede na spreminjanje viskoznosti ob razli¢nih obremenitvah lahko teko¢e snovi delimo na
Newtonske oz. idealne in ne-Newtonske oz. realne sisteme. Pri Newtonskih je viskoznost
neodvisna od delovanja sile na sistem in njenega trajanja, ampak je odvisna samo od
temperature in atmosferskega tlaka. Ne-Newtonski sistemi so kompleksnejsi, njihova
viskoznost pa je odvisna od obremenitve (npr. jakosti, smeri). V nekaterih primerih je
viskoznost odvisna tudi od casa delovanja mehanske sile na sistem — temu pravimo ¢asovno
odvisni sistemi. Casovno neodvisne sisteme delimo na psevodplasti¢ne, dilatantne in plastiéne,

Casovno odvisne pa na tiksotropne, reopeksne in viskoelasti¢ne (37, 38). (Preglednica I11)

Preglednica Il1: Delitev ne-Newtonskih sistemov glede na njihovo c¢asovno odvisnost.

Viskoznost neodvisna od delovanja sile na sistem in njenega

! trajanja
psevdoplasticni Viskoznost s povecano strizno obremenitvijo pada
dilatantni Viskoznost s povecano strizno obremenitvijo narasca
S Viskoznost s povecano strizno obremenitvijo pada, vendar snov
S stece Sele pri doloceni mejni (plasticni) napetosti
tiksotropni Viskoznost pri isti obremenitvi s ¢asom upada
reopeksni Viskoznost pri isti obremenitvi s ¢asom naras$ca
viskoelasti¢ni Zelo kompleksni — kaZejo viskozno in elastiéno obnasanje hkrati

1.7.1 Viskoelasti¢ne lastnosti snovi

Viskoznost (tudi plasti¢nost) in elasticnost sta dve osnovni lastnosti materialov, ki se kazeta kot
odziv na delovanje razli¢nih sil (npr. strizne, natezne, tlacne sile). Vecina tekocin se obnasa kot
realna tekocina, kar pomeni, da izkazuje tako elasticne kot viskozne lastnosti, odvisno od
striznih pogojev in Casa delovanja striga. Viskoelasticne snovi imajo Sposobnost, da del
vstopajoée strizne energije shranijo (viskozna lastnost), del deformacije pa po odvzemu
napetosti povrnejo (elasti¢na lastnost) (37, 38).

Te kompleksne lastnosti snovi merimo z uporabo novejs$ih viskozimetrov, ki omogocajo
oscilacijske meritve (npr. amplitudni in frekvenéni preizkus), Ki bistveno manj posegajo v
notranjo strukturo vzorca med meritvijo in ne porusijo sekundarnih vezi. VVzorec izpostavimo
stalnim, vendar razliéno velikim oz. hitrim striznim silam, ki oscilirajo levo in desno. Ce

oscilacijo interpretiramo kot nihanje lahko strizno deformacijo opazimo kot vsiljeno nihanje.
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Rezultat oscilacijske meritve so elasti¢ni modul G', viskozni modul G" in fazni zamik & (37,
38).
Elasti¢ni modul G' (modul akumulacije energije, angl. Storage modulus) je v fazi z vsiljeno

strizno deformacijo in predstavlja del energije, ki se shrani in povrne po obremenitvi (Enacba

7) (37).
G = ;—“ cosé Enacba 7

Viskozni modul G™ (modul energetskih izgub, angl. Loss modulus) je izven faze z vsiljeno

strizno deformacijo in predstavlja del energije, ki se po obremenitvi ne povrne (Enacba 8) (37).

G' = s5iné Enacba 8

Fazni zamik () je tangens razmerja viskoznega in elasticnega modula in zavzema vrednosti
med 0° in 90° (Enacba 9) (37).

tané = % Enacba 9

Amplitudni preizkus

Amplitudni preizkus je oscilacijska meritev, ki jo izvajamo pri konstantni frekvenci, kjer
zvezno sinusoidno spreminjamo amplitudo strizne deformacije, merimo pa odziv, to je
spremembo strizne napetosti. Amplitudni preizkus se najpogosteje uporablja kot prva meritev
za opredelitev viskoelasti¢nih lastnost snovi, saj z njim dolo¢imo linearni viskoelasti¢ni odziv.
Znano je, da je strizna deformacija takih snovi do neke kriticne amplitude neodvisna od
amplitude, nad kriticno amplitudo pa se spremeni urejenost notranje strukture, kar vodi do
nelinearnih, nepravilnih odzivov. Nadaljnje preizkuse, pri katerih spreminjamo frekvenco
oscilacije izvajamo znotraj vnaprej dolocenega linearnega viskoelasticnega odziva, torej pri
nizjih amplitudah kot je kriti¢na amplituda (37).

Frekven¢ni preizkus

Frekvenc¢ni preizkus je oscilacijska meritev, ki jo izvajamo pri konstantni amplitudi strizne
deformacije ali amplitudi strizne napetosti. Zvezno sinusoidno spreminjamo frekvenco
oscilacije. Frekven¢ni preizkusi se izvajajo znotraj zgoraj vnaprej doloCenega linearnega
viskoelasti¢nega odziva, kot 0dziv 0z. rezultat meritve pa dobimo odvisnost dinami¢nih koli¢in
(G', G", 9) od frekvence. Frekven¢na odvisnost dinami¢nih koli¢in viskoelasti¢énih materialov
je lastnost snovi, ki nam omogoca sklepanje o tipu mikrostrukture prouc¢evane snovi, jakosti

vezi med strukturnimi elementi, stopnji geliranosti, premrezenosti polimerov in podobno (37).
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Casovni preizkus

Casovni preizkus je oscilacijska meritev, ki jo izvajamo pri konstantni strizni napetost in pri
konstantni frekvenci, reoloske parametre pa spremljamo kot funkcijo preteCenega Casa. S
¢asovnim testom spremljamo, kako se struktura snovi spreminja skozi Cas, z njim pa lahko

spremljamo procese kot so razpad ali regeneracija strukture, izhlapevanje topil ipd. (39).

1.8 Reolosko vrednotenje mukoadhezije

In-vitro/ex-vivo metode dolocanja mukoadhezivnosti so za razvoj bioadhezivne FO klju¢nega
pomena, saj pomagajo razumeti interakcijo in mo¢ adhezije med formulacijo in mukozno
membrano. S tem klju¢no pomagajo pri razumevanju permeabilnosti, spro$¢anja, stabilnosti,
itd. (8). Za vrednotenje mukoadhezivnosti se raziskovalci posluzujejo veliko razliénih in-vitro
metod, ki obicajno temeljijo na sili lo¢itve adhezivnih plasti, ¢asu retencije na tkivu,
fluorescenci, spektroskopiji kot tudi na reoloskih lastnostih formulacije (22, 30).

Razli¢ne viskoznosti polimerov in mucinov so posledica razli¢nih verig molekul, medsebojnega
prepletanja verig in medmolekularnih interakcij kot so vodikove, elektrostati¢ne in hidrofobne
vezi. Vse te interakcije lahko najdemo tudi pri procesu mukoadhezije, zato je smiselno sklepati,
da bi jo lahko preiskovali z reoloskimi meritvami. Prve reoloSke Studije za proucevanje
mukoadhezivnosti sta izvedla Hassan in Gallo (40) na Brookfieldovem viskozimetru, Kjer sta
ovrednotila ve¢ polimerov. Predpostavljala sta, da se energija fizikalnih in kemijskih vezi, Ki
nastanejo pri interakciji med mucinom in polimerom, lahko pretvori v mehansko energijo ali
delo. Delo povzro¢i prerazporeditev makromolekul, le-ta pa je podlaga za spremembo
viskoznosti, ki jo lahko pripiSemo mukoadheziji. Enostavno povedano, viskoznost zmesi
polimera in mucina se poveca v primerjavi z vsoto viskoznosti posamic¢nih komponent. To
povecanje je posledica dodatnih interakcij med komponentama, torej mukoadhezije.
Viskoznost sistema mucin-polimer sta razdelila na razliéne komponente (Enacba 10) (8).

Ne=MNm +1Mp+MNp Enacba 10

Nt je viskoznostni koeficient sistema, nm in np pa sta viskoznostna koeficienta mucina oz.

polimera. b je prispevek mukoadhezije in se izra¢una po Enacbi 11 (8).

Np =N =N — Ny Enacba 11

Pri tem je klju¢no, da so vse meritve izvajanje pri enakih pogojih. Glavna kritika te metode je
porusitev strukture mucina in polimera zaradi uporabe rotacijskega Brookfieldovega

viskozimetra. Da bi se izognili porusitvi strukture, so se zacele uporabljati oscilacijske metode,
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ki vzorcev ne porusijo, izmerijo pa tako viskozni (G") kot elasti¢ni odziv (G') vzorca. Z isto
predpostavko, da je reoloSki odziv zmesi polimer-mucin vecji kot vsota njunih posameznih
odzivov, se je vpeljal parameter, imenovan reoloski sinergizem, ki ga opisuje Enacba 12 (8):

AG' = G,meéanica - [G’polimer + G’mucin] Enacba 12

Reoloski sinergizem se lahko izrauna tako za G', G" ali za kompleksno viskoznost, ¢lene v
enacbi pa ustrezno nadomestimo. Za izracun reoloskega sinergizma je potrebno narediti dve
razli¢ni meritvi, najprej amplitudni test, nato pa Se frekvencni test. Z amplitudnim testom pri
konstantni frekvenci spreminjamo obremenitev vzorca in spremljamo odziv modulov. 1z grafa
dolo¢imo obmocje, v katerem je viskoelasticen odziv linearen in si dolo¢imo amplitudno
obremenitev, pri kateri bomo izvajali frekvencni test. Rezultate pridobljene s frekvenénim
testom uporabimo za izraun reoloskega sinergizma. Reoloski sinergizem (AG') lahko izrazimo
tudi v relativni obliki (AG'relativni) in sicer primerjamo, kolikokrat vecji odziv dobimo pri
meSanici polimer-mucin v primerjavi s samim polimerom (Enacba 13) (8):

’ ’
AG/ G mesanica— (G014 + G'mucin) .
AG’relativni = = P Enacba 13

G/polimer G/polimer

Relativna oblika sinergizma naleti na matemati¢no tezavo, saj je najmanjsa vrednost, ki jo lahko
dosezemo -1, medtem ko gredo lahko pozitivne vrednosti v neskonénost. Vrednost relativnega
sinergizma je torej odvisna predvsem od vrednosti G' polimera. Tezavo se da reSiti z vpeljavo
logaritmskega razmerja modula (logG’), ki je podan kot razmerje med logaritmom modula

meSanice (G'mesanica) in modula polimera (G'polimer) (Enacba 14) (8):

logG' = log (M) Enacba 14

G’ polimer

Ta parameter da pozitivnim in negativnim vrednostim enako tezo in jih naredi med seboj bolj
primerljive (8).

Vendar, kaj pomeni primerljivo? Studije so pokazale, da je primerjanje in razvri¢anje
mukoadhezivnih lastnosti razli¢nih polimerov na podlagi razli¢nih Studij zapleteno. Eden izmed
razlogov je ta, da ne vemo, na podlagi ¢esa bi polimere primerjali. Ali pripravimo vse polimere
v isti koncentraciji ali jih pripravimo v taksnih, da imajo med seboj primerljive reoloske
lastnosti (npr. viskoznost), torej v razli¢nih koncentracijah? Razli¢ni polimeri interagirajo z
mucinom tudi po drugaénih mehanizmih, kar se lahko odraza v drugacnih reoloSkih
interakcijah. Tudi metode priprave vzorcev so si med Studijami zelo razlicne. V nekaterih se
uporabljajo razli¢ni komercialno dostopni mucini, ki imajo sicer manjSo variabilnost med
serijami, vendar ne izkazujejo podobnih reoloskih lastnosti kot naravni mucin. Spet druge

VoW v

uporabljajo sveze pre¢iséen mucin Zivalskega izvora. Z razliénimi nacini pre¢is¢evanja lahko
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pri nekaterih pogojih pride do denaturacije proteinov, z mehansko ekstrakcijo pa lahko
zmanjSamo dolZino polimernih verig, oboje lahko mo¢no vpliva na dobljene rezultate. Kljub
temu, da je sveze pre¢iséen mucin reolosko bolj podoben naravnemu mucinu, Ze njegov izvor
pove, da ima vecjo variabilnost. Z merjenjem istih polimerov, z uporabo razlicnih metod
medsebojnega primerjanja, razli¢nih priprav vzorcev in uporabo razli¢nih vrst mucina lahko
pridemo do razli¢nih razvrstitev polimerov po sposobnosti mukoadhezije. Tudi uporaba
razlicnih sinergistiénih parametrov lahko pomembno vpliva na razvrstitev, kar interpretacijo
rezultatov Se dodatno otezuje. Kljub temu, da je vec S$tudij pokazalo korelacijo med
mukoadhezivnostjo nekaterih polimerov z uporabo reoloskih metod in metod natezne trdnosti,

uporaba reologije kot edine metode za dolo¢anje mukoadhezivnosti ni priporocljiva (36, 41).

1.9 Nadrtovanje eksperimentov

Nacrtovanje eksperimentov (DoE — angl. Design of Experiments) je pristop, kjer nacrtujemo
eksperimente z namenom, da nam izvedeni poskusi dajo maksimalno koli¢ino uporabnih
podatkov. Cilj tega pristopa je postaviti matemati¢ni model, ki nam omogoca napovedovanje
in interpretacijo rezultatov ter optimizacijo procesov in parametrov. DoE se uporablja v zelo
razli¢nih panogah, od farmacevtske in kemicne, do Zivilske, zelezarske, komunikacijske, itd.
Uporablja se za razvoj in optimizacijo izdelkov in procesov, za zmanjSanje onesnazevanja in
stroskov, kot tudi za testiranje robustnosti in reSetanje. ReSetanje se uporablja za identifikacijo
najbolj vplivnih faktorjev (npr. koli¢ino sestavin, procesne parametre) v dolo¢enem procesu in
nam dolo¢i obmocje, v katerem je ta faktor smiselno preiskovati. Sledi faza optimizacije, katere
cilj je predvideti vse odzive znotraj preiskovanega obmocja in dolociti taksno kombinacijo
vrednosti faktorjev, ki nam dajo Zelen oz. optimalen rezultat. Pri testiranju robustnosti Zelimo
ugotoviti, kako se izdelek ali proces obnaSa pri majhnih spremembah faktorjev, ter mu tako
dolo¢imo obmocja vecje robustnosti in temu primerno spremenimo specifikacije izdelka ali
procesa. Za nacrtovanje eksperimentov si je potrebno najprej dolociti Stevilo faktorjev, ki jih
bomo spreminjali in njihovo obmocje, potem pa odzive, ki jih bomo spremljali in dolociti cilj,
kaj Zelimo z modelom doseci (npr. specifikacijsko obmocje). Na podlagi Stevila preu¢evanih
faktorjev lahko izvedemo delne, popolne ali sestavljene vecfaktorske nacrte, nato pa izvedemo
eksperimente v skladu z nacrtom. Zbrane podatke s pomocjo regresije analiziramo in postavimo
model, ki nam pove, kateri faktorji so pomembni, kako se med seboj povezujejo in vplivajo na
odzive. Rezultate lahko prikazemo z grafom z izoértami, ki jasno vizualizira vpliv posameznih
faktorjev, z njegovo pomocjo pa lazje izberemo ustrezne pogoje za pridobitev zelenih rezultatov
(42).
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2 NAMEN

V magistrski nalogi bomo razvili reolosko metodo, s katero bomo vrednotili mukoadhezivnost
razliénih teko¢ih formulacij. Mukoadhezivnost bomo merili z oscilacijskimi preizkusi z
reometrom na podlagi reoloSkega sinergizma. Za vsak vzorec bomo naredili amplitudni test,
nato pa v linearnem obmocju odziva Se frekvencni test. Najprej bomo izdelali vzorce z
razli¢nimi potencialno mukoadhezivnimi polimeri in sicer: Carbopol 974P, Noveon AA-1,
PVP-K90, Avicel RC-591, Maldex 150 ter disperzije z razli¢nimi koncentracijami mucina tipa
II. Iz vzorcev in disperzij bomo naredili zmesi v razli¢nih razmerjih in z razlicnimi kon¢nimi
koncentracijami mucina v zmesi. Tako bomo preucili vpliv redéenja in koncentracije mucina
na reoloski sinergizem. Preiskali bomo tudi, ali sta dve razli¢ni seriji mucina med seboj
primerljivi in na primeru PVP-K90 proudili, kaksen je vpliv koncentracije polimera na reoloski
sinergizem. Z dvema izbranima polimeroma bomo z nacértovanjem eksperimentov izdelali
vzorce in preucili vpliv Avicela RC-591 in Maldexa 150 ob zdruzitvi z mucinom na reoloske
parametre ter reoloski sinergizem. S ¢asovnim testom bomo najprej preverili, kako se DoE
vzorci obnasajo v odvisnosti od ¢asa, da bomo temu primerno prilagodili metodo. Avicel RC-
591 namrec izrazuje tiksotropijo, torej od Casa spreminjajoce se reoloske lastnosti. Na podlagi
rezultatov bomo izdelali model vpliva obeh faktorjev (koli¢ine Avicela RC-591 in koli¢ine
Maldexa 150) na reoloSke parametre (G', G") in reoloski sinergizem ter poskusali prepoznati

specifi¢no interakcijo z mucinom.
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 Materiali

Mikrokristalna celuloza in natrijeva karboksimetil celuloza (Avicel RC-591)

Avicel RC-591 je mesanica dveh netoksi¢cnih materialov, torej mikokristalne celuloze in
natrijeve karboksimetil celuloze, v ustreznem razmerju. Avicel RC-591 vsebuje 8,3-13,8 % Na-
CMC (43). Je bel ali sivkasto bel higroskopen prasek brez vonja in okusa, ki v vodi ob
dispergiranju tvori gel ali belo motno disperzijo. Uporablja se za pripravo tiksotropnih gelov,
za stabilizacijo emulzij in suspenzij, kot sredstvo za uravnavanje viskoznosti in za
preprecevanje sedimentacije. V farmacevtski in kozmeti¢ni industriji se uporablja za pripravo
nosnih sprejev, topikalnih sprejev in losjonov, oralnih suspenzij, emulzij, krem in gelov (44,
45).

Karbomer (Carbopol 974P)

Karbomeri so beli, voluminozni, higroskopni, kisli praski z znacilnim vonjem. So sinteti¢ni
polimeri akrilne kisline, premrezene z alil sukrozo, alil etrom ali pentaeritritolom. Vsebujejo
med 52 in 68 % karboksilnih skupin, razli¢ni tipi pa se med seboj razlikujejo po viskoznosti,
tipu polimera in polimerizacijskih topilih. Pri tekoc€ih in poltrdnih pripravkih se uporabljajo za
pripravo krem, mazil, losjonov in gelov za ocesno, rektalno, topikalno ter vaginalno uporabo.
Karbomeri, ki imajo nizje ostanke topil (s ¢rko P za $tevilko v imenu, npr. Carbopol 974P) se
lahko uporabljajo tudi v peroralnih pripravkih, suspenzijah, kapsulah in tabletah. Pri trdnih FO
je njihova vloga uravnavanje spros¢anja in vezivo, v tekoc¢ih 0z. poltrdnih pa ga uporabljamo
za stabilizacijo emulzij in suspenzij, kot zgoscevalo in bioadhezivno sredstvo. Karbomeri v
vodi tvorijo kisle koloidne disperzije, ki jih je potrebno nevtralizirati, da nastane viskozen gel.
Karbomeri so nekompatibilni s fenolom, kationskimi polimeri, mo¢nimi kislinami in z visokimi
koncentracijami elektrolitov (44, 45). V Studijah na podro¢ju mukoadhezije se najved
uporabljata Carbopol 974P in 934P, ki imata pri enakih koncentracijah zelo podobne reoloske
lastnosti, razlika med njima pa je v polimerizacijskem topilu (46, 47).

Polikarbofil (Noveon AA-1)
Noveon AA-1 je sestavljen iz belih do kremno belih zrnc z znacilnim vonjem. Polikarbofil je
sinteti¢ni polimer akrilne kisline, premrezen z divinil glikolom, ki je netopen v vodi, vendar

nabreka do 1000x svojega volumna. V farmacevtski industriji se v nizkih koncentracijah (pod
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1 %) uporablja kot sredstvo za zgos¢evanje, uporablja pa se tudi kot adsorbent, emulgator,
sredstvo za suspendiranje, uravnavanje sproscanja in vezivo pri tabletiranju. Ima zelo dobre
bioadhezivne lastnosti pri bukalni, o¢esni, nazalni, vaginalni in rektalni aplikaciji. Polikarbofil
v vodi tvori kisle koloidne disperzije, ki jih je potrebno nevtralizirati, da nastane viskozen gel.
Nekompatibilnost s kationskimi polimeri, mo¢nimi kislinami in elektroliti se kaze v zmanjSani

viskoznosti gela (44, 45).

Polivinilpirolidon K90 (PVP-K90)

PVP-K90 je bel ali bledo rumenkast higroskopen prah, z rahlim znacilnim vonjem.
Polivinilpirolidon je linearni sinteti¢ni polimer iz N-vinil-2-pirolidinona, Stevilo povezanih
monomernih enot pa nam poda K-vrednost ob imenu. Vec¢ja K-vrednost pomeni vec¢jo stopnjo
polimerizacije in viSjo viskoznost vodne raztopine. PVP-K90 ima molekulsko maso med
1.000.000 in 1.500.000 g/mol in se uporablja kot vezivo v tabletah in zrncih, kot stabilizator v
peroralnih, oralnih in dermalnih suspenzijah ter kot zgoséevalo v etanolno-vodnih peroralnih
raztopinah (44, 45).

Maltodekstrin (Maldex 150)

Maldex 150 je bel higroskopen prasek brez vonja, topen v vodi in sladkega okusa. Kemijsko je
zmes glukoze, oligosaharidov in polisaharidov iz D-glukoznih enot, ki so povezani z 1,4-a. in
1,6-a glikozidnimi vezmi. Pri tabletah se uporablja kot polnilo in vezivo, kot korigens okusa,

pri tekocih formulacijah pa za povecanje viskoznosti in preprecevanje kristalizacije v sirupih
(44, 45).

Brezvodna glukoza

Brezvodna glukoza je glukoza brez kristalno vezane vode z empirico formulo CsH1206. Je bel
prah s sladkim okusom, brez vonja. Uporablja se kot pomozna snov za pripravo in uravnavanje
osmolarnosti raztopin za injekcije in intravenske infuzije ter kot vezivo in polnilo pri FO za

peroralno uporabo (44, 45).

Citronska kislina monohidrat
Brezbarvni ali beli kristali mocno kislega okusa in brez vonja z empiricno formulo
CeHsO7-H20. V farmacevtski industriji se uporablja kot sredstvo za uravnavanje kislosti,

kelator, kot korigens okusa in antioksidant (44, 45).
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Natrijev citrat dihidrat

Brezbarvni kristali, zrnca ali bel praSek slanega okusa in brez vonja z empiri¢no formulo
CsHsNaszO7-2H20. V farmacevtski industriji se uporablja kot sredstvo za uravnavanje kislosti,
kelator ali kot korigens okusa. Nekompatibilen je z mo¢nejSimi antioksidanti, uporablja pa se
tudi kot antikoagulant (44, 45).

Dinatrijev EDTA
Bel kristaliniénen prasek brez vonja in z rahlo kislim okusom z empiri¢no formulo
Ci10H14N2Na20s-2H20. Uporablja se kot kelator ve¢ valentnih ionov in je nekompatibilen z

moc¢nimi oksidanti, bazami in polivalentnimi kovinami (44, 45).

Kalijev sorbat

Kalijev sorbat je kalijeva sol sorbinske Kisline. Je bel ali skoraj bel kristalinicen prah z
znaCilnim vonjem z empiricno formulo CsH7O2K. Uporablja se kot konzervans s
protibakterijskim in protiglivicnim delovanjem pri peroralnih in topikalnih formulacijah,

predvsem pri tistih, ki vsebujejo neionske surfaktante (44, 45).

Natrijev hidroksid
Bela ali skoraj bela trdna snov v obliki vecjih pelet, kosmicov ali pali€ic. Na zraku veze nase
vodo in ogljikov dioksid. Je zelo kavsti¢en, v farmacevtskih pripravkih pa se uporablja kot

sredstvo za uravnavanje pH. Kot mo¢na baza s kislinami tvori soli (45).

Polisorbat 80

Polisorbat 80 je rumena, viskozna tekoc¢ina oljnega videza z znacilnim vonjem in rahlo grenkim
okusom. Je zmes delnih estrov polioksietiliranega sorbitana z mas¢obnimi kislinami, iz Stevilke
za imenom pa lahko sklepamo na Stevilo acilnih in oksietilenskih skupin. Je hidrofilna neionska
povrsinsko aktivna snov, uporablja pa se kot emulgator pri pripravi O/V emulzij in kot

solubilizator pri peroralnih in parenteralnih suspenzijah (44, 45).

Glicerol
Glicerol je bistra, viskozna, brezbarvna, higroskopna tekoc¢ina brez vonja, ki je sladkega okusa
in ima empiri¢no formulo C3HsOs. V farmacevtski industriji in kozmetologiji se uporablja kot

vlazilec, emoliens, topilo za peranteralne FO, pri peroralnin FO pa kot topilo, sladilo in
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zgoscevalo. Uporablja se tudi kot plastifikator pri filmskih oblogah in pri pripravi mehkih
Zelatinskih kapsul in globul. Pri lokalni uporabi deluje tudi protiglivi¢no in protimikrobno (44,
45).

Mucin (iz prasi¢jega Zelodca, tip 11)

Komercialno dostopen mucin tipa Il, proizvajalca Sigma-Aldrich je nepre¢is¢en rumenkast
prasek z znacilnim vonjem, pridobljen iz svinjskega Zelodca. Raztopine oz. disperzije v vodi so
svetlo rumene do temno rjave, odvisno od koncentracije. Vsebnost sialne kisline v mucinu tipa
Il je manjSa kot 1,2 % (32).

Precis¢ena voda (Lek d.d.)

Precisc¢ena voda za uporabo v farmacevtski industriji iz sistema Lek d.d.

3.2 Aparature

e Case (20-2000 mL)

e Kovinske zlicke

e Steklene palcke

e Kapalke

e Colni&ki za tehtanje

e Merilne pipete (1 mL, 2 mL)

e Parafilm®

e Tehtnica VIBRA AJP, Shinko Denshi, Japonska

¢ Analitska tehtnica METTLER TOLEDO AX205 DR, Mettler Toledo, Svica

e Magnetno mesalo Yellow line MST digital, IKA, Nemcija

e Grelnik C-MAG HP 7, IKA, Nemcija

e Propelersko meSalo Eurostar power-b, IKA-WERE, Nemcija

e Rotacijski reometer Haake Rheostress RS75, Thermo Scientific, ZDA, geometrija
stozec (premer 60 mm, 2°), plosca (premer 60 mm)

e Homogenizator ULTRA-TURRAX T18, IKA, Nemcija
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3.3 Metode

3.3.1 Metode priprave vzorcev
Vsi vzorci z mukoadhezivnim polimerom imajo enako kvalitativno sestavo, kot je navedeno v
Preglednici IV.

Preglednica 1V: Kvalitativna sestava vzorcev z mukoadhezivhm polimerom

Surovina
Mukoadhezivni polimer
Brezvodna glukoza
Maldex 150
Dinatrijev EDTA
Citronska kislina monohidrat
Natrijev citrat dihidrat
Polisorbat 80
Aroma
Glicerol
Kalijev sorbat

Preci$¢ena voda

Kot mukoahezivne polimere smo uporabili naslednje snovi: Carbopol 974P, Noveon AA-1,
PVP-K90, Avicel RC-591 in Maldex 150. Pripravljeni vzorci se med seboj razlikujejo le po
uporabljenem polimeru, ostale komponente pa se niso spremenile ali pa so bile spremembe za
naSe raziskave nerelevantne, npr. druga aroma. Pri vzorcih, ki vsebujejo Carbopol 974P ali
Noveon AA-1 kot polimer, smo brezvodno glukozo, Maldex 150 in glicerol predhodno raztopili
v delu vode in pripravljeno raztopino uporabljali pri nadaljnji pripravi vzorcev. Razlog je bil
dolg cCas raztapljanja velikih koli¢in sladkorjev v majhni koli¢ini vode. Vzorce, ki smo jih
uporabljali za namene DoE in vzorce s PVP-K90, smo pripravili brez uporabe predhodno
narejenih sladkornih raztopin, sladkorje smo dodajali med postopkom priprave.

Ker je v sestavi uporabljena zelo majhna koli¢ina polisorbata 80, Smo za natan¢no tehtanje,
pripravili 100 g 1,0 % recepturne olajSave polisorbata 80 v vodi. Raztopino smo pripravili z
meSanjem na magnetnem meSalu pri sobni temperaturi do raztopitve. Raztopino smo po vsaki
uporabi zaprli z aluminijasto folijo, zatesnili s parafilmom in shranili v hladilniku do nadaljnje
uporabe. Uporabljala se je najve¢ en mesec, nato se je zavrgla in naredila nova.

Vse sestavine so bile natehtane na tehtalne Colni¢ke ali v ¢ase in ustrezno kvantitativno
prenesene. Pri 1000 g vzorcih smo uporabljali 2 L ¢aso, pri 500 g vzorcih pa 800 mL c¢asSo.
Propelersko meSalo smo namestili navpi¢no nad ¢aso tako, da je meSalo segalo priblizno 3 cm

od dna caSe. Hitrost meSanja oz. Stevilo obratov na minuto smo prilagajali glede na dodane

21



pomozne snovi, da je pri meSanju nastajal enakomeren vrtinec, v katerega smo postopoma
dodajali ekscipiente. Pri homogeniziranju z Ultraturraxom smo uporabljali nastavek 18 in ga
navpicno potopili v vzorec, da je segal do globine okrog 1 cm od dna ¢ase. PomoZne snovi Smo
dodajali v predpisanem vrstnem redu in jih mesali predpisan &as. Ce se katera izmed pomoznih
snovi v predpisanem ¢asu S$e ni raztopila ali dispergirala, smo meSali do raztopitve ali
dispergiranja in to ustrezno zapisali.

Vsi vzorci so bili narejeni pri sobni temperaturi okrog 23°C, razen e je pri pripravi vzorca

napisano drugace (npr. segrevanje pri raztapljanju sladkorjev).

3.3.2 Priprava vzorcev s Carbopol 974P (0,8 in 1,2 %) in Noveon AA-1 (0,8 %) kot

polimerom

Ker so dobre mukoadhezivne lastnosti Carbopola 974P in Noveona AA-1 Ze dobro znane (48),
smo Zeleli prou¢iti, kako se njuna mukoadhezivnost izraza v reolo3kih lastnostih. Zeleli smo ju
uporabiti kot pozitivno kontrolo oz. za dolocitev vrednosti reoloskih sinergizmov, ki jih imajo
dokazano mukoadhezivni polimeri. Pripravljeni vzorec je imel sestavo navedeno v Preglednici
V.

Preglednica V: Sestava vzorcev s Carbopolom 974P in Noveonom AA-1 kot mukoadhezivnim polimerom

Carbopol 974P ali Noveon AA-1  8,00/12.00 g
Brezvodna glukoza 100,00 g
Maldex 150 260,00 g
Dinatrijev EDTA 0,50 g
Citronska kislina monohidrat 1,50 g
Natrijev citrat dihidrat 0,50 g
Polisorbat 80 0,10 g
Aroma 5,00 g
Glicerol 50,00 g
Kalijev sorbat 2,00 g

2M NaOH ad pH 4,5 mL
Precis¢ena voda ad g

1000,00

Priprava vzorcev:
e Faza 1. Vzorce smo pripavili tako, da smo v del vode med dispergiranjem s
propelerskim mesalom pocasi dodajali Carbopol 974P ali Noveon AA-1, dokler se ni

dispergiral.
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3.3.3

Faza 2: V manjSem delu vode smo med meSanjem z magnetnim meSalom raztopili
predpisano koli¢ino dinatrijevega EDTA, citronsko kislino, natrijev citrat in aromo z
okusom ¢esnje, da smo dobili bistro raztopino.

Faza 3: V manjsi del vode smo med meSanjem z magnetnim meSalom raztopili
predpisano koli¢ino kalijevega sorbata.

V ustrezno preracunano koli¢ino predhodno pripravljene raztopine brezvodne glukoze
in Maldexa 150 v vodi in glicerolu smo med meSanjem z propelerskim meSalom
postopoma dodali fazo 1, fazo 2, ustrezni del recepturne olajSave polisorbata 80 in fazo
3. Zmes smo meSali do nastanka raztopine homogenega videza.

pH smo z 2M NaOH ob meSanju naravnali na vrednost 4,5, da je priSlo do geliranja.
Vzorec smo dopolnili do predpisane mase z pre¢is¢eno vodo in meSali Se 10 minut s
propelerskim meSalom.

Vzorec smo prekrili za aluminijasto folijo, zatesnili s parafilmom in shranili v hladilniku

za nadaljnjo uporabo.

Priprava vzorcev s PVP-K90 (7, 10, 14 %) kot polimerom

Priprava vzorcev s PVP-K90 se od priprave vzorcev s Carbopolom 974P ali Noveonom AA-1

ne razlikuje. Izpustili smo le fazo nevtralizacije, saj PVP-K90 ne potrebuje specificnega pH za

geliranje oz. za povecanje viskoznosti. Izdelali smo 500 g vzorca (Preglednica VI).

Preglednica VI: Sestava vzorcev s PVP-K90 kot mukoadhezivnim polimerom

3.34

Surovina Koli¢ina Enota
PVP-K90 35/50/70,00 g
Brezvodna glukoza 50,00 g
Maldex 150 130,00 g
Dinatrijev EDTA 0,25 g
Citronska kislina monohidrat 0,75 g
Natrijev citrat dihidrat 0,25 g
Polisorbat 80 0,05 g
Aroma 2,50 g
Glicerol 25,00 g
Kalijev sorbat 1,00 g
Precis¢ena voda Ad 500,00 g

Izdelava vzorcev z na¢rtovanjem eksperimentov

Z racunalniskim programom MODDE smo izdelali na¢rt eksperimentov, s katerim smo variirali

dva faktorja — koli¢ino Avicela RC-591 in Maldexa 150 v formulaciji. Uporabili smo popoln

dvofaktorski nacrt, ki smo ga razsirili, za primer, ¢e bi se na§ model obnasal kvadratno in ne
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linearno. S takSnim reSetanjem smo zeleli ugotoviti, kateri izmed dveh faktorjev (koli¢ina
Avicela RC-591 in koli¢ina Maldexa 150) mo¢neje vpliva na mukoadhezivne interakcije z
mucinom oz. kateri izkazuje vecji reoloski sinergizem. V ta namen smo v modelu spremljali
reoloske parametre G', G" ter reoloski sinergizem. Koli¢ino Avicela RC-591 in Maldexa 150
smo povecali (+) in/ali zmanjSali (-) za 50 %, vzorec s ciljanima vrednostima (0) (005D in
006D) pa smo izdelali dvakrat, ker sluzita kot centralni tocki in sta merili eksperimentalne
napake oz. ponovljivosti metode. Program nam je izdelal nacrt eksperimentov in dolocil
nakljuéni vrstni red priprave vzorcev (Preglednica VII), da smo se izognili vplivu zunanjih
dejavnikov, ki lahko vplivajo na potek eksperimentov, in vkljucili napake, ki jih naredimo pri
izdelavi vzorca. lzdelali smo 500 g vsakega vzorca s sestavo prikazano v Preglednici VIII. Pri
vseh vzorcih smo uporabljali enak postopek priprave z enakimi ¢asami, mesali in vrstnim redom

dodajanja snovi.

Preglednica VII: Vrstni red priprave DoE vzorcev in vaiirani faktorji v vzorcih

001D 4. i +
002D 6. +

003D 2. + -
004D 8 0 +
005D 9. 0 0
006D 10. 0 0
007D 7. 0 =
008D 3. - +
009D 5. -

010D 1. - -

Preglednica VIII: Sestava vzorcev narejenih po DoE

Avicel RC-591 5,00/10,00/15,00 g
Maldex 150 195,00/260,00/390,000 g
Brezvodna glukoza 50,00 9
Dinatrijev EDTA 0,25 9
Citronska_kislina 0,75 g
monohidrat
Natrijev citrat dihidrat 0,25 9
Polisorbat 80 0,05 9
Aroma 2,50 9
Glicerol 25,00 9
Kalijev sorbat 1,00 9
Predis¢ena voda ad 500,00 g
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Priprava vzorcev:

e Faza 1: V del vode smo med dispergiranjem s proplereskim meSalom pocasi dodajali
Avicel RC-591, dokler se ni dispergiral. Nato smo to disperzijo 30 minut homogenizirali
z Ultraturraxom.

e Faza 2: Enako kot pri zgornjih vzorcih smo pripravili raztopino dinatrijevega EDTA,
citronske kisline, natrijevega citrata in arome sladke pomarance.

e Faza 3: Pripravili smo raztopino kalijevega sorbata.

e Suspenzijo (faza 1) smo segreli na 50 °C na elektriénem grelniku, da so se sladkorji
hitreje raztopili ter med stalnim meSanjem postopoma dodajali Maldex 150 do
raztopitve, nato pa smo postopoma dodali Se brezvodno glukozo. V fazo 1 smo med
meSanjem dodali fazi 2 in 3.

e Po ohladitvi smo vzorce dopolnili do predpisane mase in jih ustrezno shranili v

hladilniku pred zdruzitvijo z mucinom.

3.3.5 Priprava vzorcev mucina

Priprave vzorcev mucina se med razli¢nimi Studijami razlikujejo, saj trenutno e ni poenotenega
nacina priprave mucina, ki bi dajal relevantne rezultate ne glede na vrsto uporabljenega
mukoadhezivnega polimera. Najvecja razlika pri pripravi vzorcev mucina se pojavi na podlagi
izvora — glede na to ali je mucin pridobljen svez, iz tkiva, ali komercialno dostopen v obliki
prasSka. Nekatere Studije so svez mucin uporabljale brez predhodne obdelave (35), drugod so ga
pred uporabo Se precistili. Za preciS¢enje naravnega mucina sta se ve¢inoma uporabljali metodi
po Fogg s sodelavci (36, 49) ali po Mortazavi s sodelavci (50-54). Prednost komercialno
dostopnih mucinov je njihova manj$a variabilnost med serijami, vendar mnoge Studije, ki so
uporabljale iste mucine, med seboj niso popolnoma primerljive zaradi razlicnih priprav
vzorcev. V Studijah je mozno zaslediti uporabo vseh treh razli¢nih tipov, prevladujeta pa tip II
(40, 54-57) intip 111 (41, 47, 54, 58-62). Neposredna primerjava obeh pri dolo¢anju reoloskega
sinergizma Se ni bila raziskana, z obema pa so bile pri razli¢nih polimerih opaZzene reoloske
interakcije oz. reoloski sinergizmi. Uporabljeni mediji za dispergiranje mucina so bili voda (47,
54-56, 58, 59, 61, 62) simuliran zelod¢ni sok z in brez pepsina (58, 59), 0,1 M HCI, 0,1 M
acetatni pufer (40) ali fosfatni pufer s pH 6,6 (57). Studije so pokazale, da imajo lahko ioni in
pH pomemben vpliv na nekatere ionske mukoadhezivne polimere, pri neionskih pa vecjega
vpliva ni bilo opaziti (40, 55). Disperzije mucina so bile pripravljene v razli¢nih koncentracijah

od 6 do 30 %, prevladovale pa so 10, 12 in 15 % disperzije.
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Za poskuse smo v tej magistrski nalogi uporabljali »Mucin from porcine stomach, Type ll«
proizvajalca Sigma-Aldrich, iz katerega smo pripravili 12, 15 in 20 % disperzije mucina v
demineralizirani vodi. V vseh poskusih smo uporabljali mucin iz iste serije in sicer serijska
Stevilka: SLBQ2688V (v nadaljevanju imenovan mucin 1), le za en set poskusov smo pripravili
20 % disperzijo mucina iz druge serije: SLBT3650 (v nadaljevanju imenovan mucin 2). Mucina
sta se med seboj malo razlikovala v barvi, vonju in velikosti delcev, vendar po dispergiranju
med njima na videz ni bilo bistvenih razlik v barvi, vonju ali reoloskih lastnostih. Ustrezno
koli¢ino mucina smo postopoma, v ¢asu 15 minut, stresali v predpisano koli¢ino vode ob
meSanju s propelerskim meSalom. Hitrost meSanja propelerskega meSala smo prilagajali glede
na koli¢ino dodanega mucina in sicer od 500 do 1100 rpm. Ko smo dosegli koncentracijo
mucina okrog 13,5 %, je disperzija zacela izkazovati t.i. Weissenbergov efekt, kjer
neNewtonske tekocine zaradi elasti¢nih sil plezajo po vrteci se palici 0z. v naSem primeru po
meSalu (63). Nastale disperzije so bile rjave barve z znacilnim vonjem po mucinu. VSi
pripravljeni vzorci so imeli pri rokovanju elasti¢ne lastnosti, med seboj pa so se razlikovali po
viskoznosti — ve&ja kot je bila koncentracija mucina, vi§ja je bila viskoznost. Ce smo se vzorcev
dotaknili s spatulo in jo dvignili iz ¢ase, so se nitke »vlekle« tudi do 20 cm. Vse pripravljene
vzorce smo prekrili z aluminijasto folijo, zatesnili s parafilmom in jih pustili dva dni v
hladilniku pri 4°C, da se ustrezno hidrirajo (54). Vzorce mucina smo porabili v enem tednu,
potem smo jih zavrgli in pripravili nove.

3.3.6 Zdruzitev vzorcev mucina in vzorcev s polimeri

Da lahko izmerimo reoloski sinergizem je potrebno preiskovane mukoadhezivne vzorce
zdruziti z mucinom, da pride do medsebojnih interakcij in tako do spremembe reoloskih
lastnosti. V $tudijah se pojavita dva razli¢na nac¢ina zdruzitve vzorcev z mucinom. Hagerstrom
in Edsman (41, 60) sta mucin v obliki praska dodajala vzorcem s polimeri, oboje pa se je
hidriralo v kon¢nem vzorcu, pred uravnavanjem pH. V postopku ni natan¢no navedeno ali sta
dodajala najprej mucin, najprej polimer ali celo oboje hkrati, kar bi lahko pomembno vplivalo
na njuno interakcijo. Menimo, da ta metoda ne posnema in-vivo stanja, saj se mucin na tak na¢in
lahko Ze vgradi v reSetko polimera pri geliranju. In-vivo pride v stik z gelom mucina $ele kon¢na
formulacija, zato je smiselno, da se disperzije mucina in vzorci s polimerom naredijo lo¢eno in
zdruzijo neposredno pred meritvijo. TakSen postopek so uporabile tudi Studije, za katere smo v
zgornjem poglavju navedli medije za dispergiranje. Kot ze re¢eno, se v razli¢nih Studijah
pojavljajo razli¢ne izhodne koncentracije mucina (6-30 %), kon¢ne koncentracije mucina v
vzorcu po zdruzitvi pa se gibljejo v dokaj ozkem obmocju med 3 in 5 %. Prevladujejo Studije,

v katerih so uporabljali 4 % kon¢no koncentracijo mucina v vzorcu. Specifi¢nih razlogov
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raziskovalci ne navajajo, v eni izmed $tudij pa je mogoce zaslediti, da je v telesu za nastanek
gela mucina potrebna koncentracija okrog 5 %, zato bi bilo smiselno uporabljati takSne
koncentracije (64).
Za izracun reoloskega sinergizma je potrebno narediti tri razli€ne vzorce:
1. zdruzen vzorec polimera z disperzijo mucina
2. zdruZen vzorec polimera z vodo v enakem razmerju, kot bi bil z mucinom (slep vzorec,
ki definira prispevek polimera na reolo3Kki sinergizem)
3. zdruzen mucin z vodo v enakem razmerju, kot bi bil s polimerom (slep vzorec, Ki
definira prispevek mucina na reoloski sinergizem)
Za naSe raziskave smo se na podlagi literature in preteklih Studij odlo¢ili, da bomo pripravili
vzorce tako, da bo kon¢na koncentracija mucina v zdruZzenem vzorcu 2 ali 4 %. Pri uporabi 12,
15 in 20 % disperzije mucina to pomeni Sest razli¢nih razmerij med vzorci mucina in polimera
(imenu vzorca dodana ¢rka Z, kot zmes) (Preglednica IX, Preglednica X). Kot slepe reference
smo Vv istih razmerjih zdruzili vzorce s polimerom z demineralizirano vodo (imenu vzorca
dodana ¢rka V, kot voda) (Preglednica IX, Preglednica X) in vzorce samo mucina z
demineralizirano vodo (Preglednica XI).
Vzorec 001C(Z/V) v Preglednici 9 torej beremo kot dva vzorca. Naredili smo 001CZ in 001CV
— enkrat s 4 % mucina v kon¢nem vzorcu in enkrat s 4 % vode v kon¢nem vzorcu. Na enak
nacin beremo tudi vse nadaljne tabele z vzorci, Kjer Z predstavlja zmes med vzorcem polimera

in disperzijo mucina, V pa zdruZene vzorce polimera z vodo.

Preglednica IX: Priprava zmesi vzorcev derivatov poliakrilne kisline z mucinom oz. vodo v razlicnih razmerjih z razlicno
Koncno koncentracijo mucina

001C(Z/V) Carbopol 974P 0,80 4 66,66 : 33,33
002C(Z/V) Carbopol 974P 0,80 15 4 73,33 : 26,66
003C(Z/V) Carbopol 974P 0,80 20 4 80,00 : 20,00
004C(Z/V) ~ Carbopol 974P 0,80 12 2 83,33 : 16,66
005C(Z/V) ~Carbopol 974P 0,80 15 2 86,66 : 13,33
006C(z/V) Carbopol 974P 0,80 20 2 90,00 : 10,00

00INZ  Noveon AA-1 0,80 12 2 83,33 : 16,66

002NZ  Noveon AA-1 0,80 20 4 80,00 : 20,00
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Preglednica X: Priprava zmesi vzorcev s PVP-K90 z mucinom oz. vodo v razlicnih razmerjih z razlicno koncno koncentracijo
mucina

001P(Z/V) PVP-K90 10,00 4 66,66 : 33,33
002P(Z/V) PVP-K90 10,00 15 4 73,33 : 26,66
003P(Z/V) PVP-K90 10,00 20 4 80,00 : 20,00
004P(Z/V) PVP-K90 10,00 12 2 83,33 : 16,66
005P(Z/V) PVP-K90 10,00 15 2 86,66 : 13,33
006P(Z/V) PVP-K90 10,00 20 2 90,00 : 10,00

Preglednica XI: Priprava slepih vzorcev mucina v razlicnih razmerjih z razlicno konc¢no koncentracijo mucina

001M slepa razt. (voda) 4 66,66 : 33,33
001M slepa razt. (voda) 15 4 73,33 : 26,66
003M slepa razt. (voda) 20 4 80,00 : 20,00
004M slepa razt. (voda) 12 2 83,33 : 16,66
005M slepa razt. (voda) 15 2 86,66 : 13,33
006M slepa razt. (voda) 20 2 90,00 : 10,00

Vzorce smo pri sobni temperaturi zdruzili v ¢asi in jih 15 minut meSali z magnetnim meSalom
z 500 obrati na minuto. VVzorce, ki jih z magnetnim meSalom zaradi velike viskoznosti nismo
uspeli premesati, smo mesali rocno s stekleno palcko 30 minut. Vse pripravljene vzorce smo
prekrili z aluminijasto folijo, zatesnili s parafilmom in jih pred reoloskimi meritvami pustili en
dan v hladilniku pri 4°C

Na podlagi rezultatov smo nadaljnje vzorce zdruzili z disperzijo mucina le v razmerju 80:20. V
kon¢nih vzorcih smo imeli torej 4 % mucina (Z), za kar smo uporabili disperzijo z 20 % mucina.
V istem razmerju smo jih zdruzili Se z vodo, da smo dobili slepe vzorce (V).

Za preucevanje vpliva razli¢ne koncentracije PVP-K90 in razli¢ne serijske Stevilke mucina na

reoloski sinergizem smo pripravili vzorce prikazane v Preglednici XII.
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Preglednica XIl.: Priprava zmesi z razlicno koncentrirane PVP-K90 in uporabjenim razlicno serijsko Stevilko mucina

007PZ1/V  PVP-K90 7,00 mucin 1 4 80,00 : 20,00
007PZ2/V = PVP-K90 7,00 mucin 2 20 4 80,00 : 20,00
008PZ1/V  PVP-K90 10,00 mucin 1 20 4 80,00 : 20,00
008PZ2/V = PVP-K90 10,00 mucin 2 20 4 80,00 : 20,00
009PZ1/V  PVP-K90 14,00 mucin 1 20 4 80,00 : 20,00
009PZ2/V = PVP-K90 14,00 mucin 2 20 4 80,00 : 20,00

Ker razli¢ni serijski Stevilki mucina nista izkazovali signifikantnih razlik v reoloSkem
sinergizmu, smo za nadaljnje poskuse uporabljali le mucin 1. DoE vzorce v Preglednici VI smo

zdruzili na zgoraj opisan nacin, da smo pripravili zmesi prikazane v Preglednici XIII.

Preglednica XIII: Priprava zmesi DoE vzorcev z mucinom (Z) ali z vodo (V) s 4 % koncno koncentracijo mucina.oz. vode

001D(Z/V) + 4 80,00 : 20,00
002D(Z/V) + 20 4 80,00 : 20,00
003D(Z/V) + - 20 4 80,00 : 20,00
004D(Z/V) 0 + 20 4 80,00 : 20,00
005D(Z/V) 0 0 20 4 80,00 : 20,00
006D(Z/V) 0 0 20 4 80,00 : 20,00
007D(Z/V) 0 - 20 4 80,00 : 20,00
008D(Z/V) - + 20 4 80,00 : 20,00
009D(Z/V) - 0 20 4 80,00 : 20,00
010D(Z/V) - - 20 4 80,00 : 20,00

Vzorca 005D(Z/V) in 006D(Z/V) sta ponovitvi. Vzorcem 002D, 004D in 005D smo brez
redéenja z vodo ali zdruzitve z mucinom naredili e ¢asovni preizkus. Vzorce 002D, 004D in
005D smo v razmerju (80:20) zdruZili tudi z 12 in 15 % disperzijami mucina (Preglednica X1V).
Na ta nacin smo vzorce vedno razred¢ili na isto koncentracijo polimerov, variirali pa smo

kon¢no koncentracijo mucina v vzorcu.
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Preglednica XIV: Priprava zmesi DoE vzorcev z razlicnimi koncentracijami koncnega mucina v zmesi

002DZ2 4+ 0 80,00 : 20,00
002DZ3 + 0 12 2,4 80,00 : 20,00
004DZz2 0 4 15 3,0 80,00 : 20,00
004DZ3 0 + 12 2,4 80,00 : 20,00
005DZ2 0 0 15 3,0 80,00 : 20,00
005DZ3 0 0 12 2,4 80,00 : 20,00

3.3.7 Reoloske metode

Za vrednotenje mukoadhezivnih lastnosti z reologijo je, kot Ze opisano v uvodu, potrebno
narediti dve vrsti meritev — amplitudni in frekvencni test. Z amplitudnim testom dolo¢imo
obmocje, v katerem ima vzorec linearni viskoelasti¢ni odziv, s frekven¢nim testom pa lahko v
tem obmocCju sklepamo na tip mikrostrukture snovi, jakost vezi, stopnjo geliranosti,
premrezenost polimerov, ipd. (37). Za meritve smo uporabljali rotacijski reometer Haake
Rheostress RS 75 z merilnim sistemom stoZec-plosca.

V nobeni Studiji, razen v eni (57), ni bilo posebej navedeno ali so vzorce pred meritvijo
premesali ali ne, kar pa lahko zelo vpliva na obnaSanje vzorca. Na podlagi dejstva, da je
potrebno vse suspenzije pred uporabo pretresti, smo vzorce pred meritvijo meSali 5 minut z
magnetnim meSalom pri 500 obratih na minuto (vzorci z nizko viskoznostjo) ali 10 minut s
stekleno pal¢ko (vzorci z visoko viskoznostjo). Vzorec smo previdno nalili na plos¢o, da smo
zapolnili ves prostor med sistemom stoZec-plosca, meritev pa smo izvajali pri rezi priblizno
0,095 mm (natan¢no velikost reze je dolo¢il reometer sam). Ko smo sistem stoZec-plosca
zdruzili, smo vzorec pustili stati S 5 minut. DoE vzorci vsebujejo Avicel RC-591, ki izkazuje
casovno odvisne, tiksotropne lastnosti, zato smo pred amplitudnim in frekven¢nim testom
naredili Se Casovni test. Z njim smo ugotovili, koliko ¢asa lahko pustimo vzorec stati v reometru
pred zaCetkom meritve. Vse meritve smo izvajali pri 23 °C.

Pogoji, pod katerimi so bili v pregledanih Studijah narejeni amplitudni testi, se med seboj
bistveno ne razlikujejo in so bili narejeni pri frekvenci 1 Hz. Amplitude niso bile navedene,
meritve pa smo izvajali v podro¢ju od 0,1 do 10 Pa. Frekvenc¢ne teste so v razli¢nih Studijah
delali v razli¢nih intervalih — od velikih (0,1 Hz do 100 Hz) (58, 59), do majhnih (0,5 Hz do 1,5
Hz) (56), prevladoval pa je interval 0,01 Hz ali 0,1 Hz do 10 Hz (36, 45 47, 54, 62). Pri metodi

smo se na podlagi preliminarnih meritev odlo¢ili za interval od 0,1 Hz do 10 Hz. Pri vigjih
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frekvencah so se namre¢ meritve G' in G" obnasale zelo nepredvidljivo, njihova vrednost pa je
variirala.

Pri merjenju smo spremljali parametre G', G" in n*| (kompleksna viskoznost), ki smo jih na
podlagi preteklih Studij odcitali pri frekvenci 1 Hz (41, 55). V Studijah se uporablja tudi
povprecna vrednost reoloskih parametrov na obmocju od 0,1 Hz do 10 Hz, ki pa je dober
priblizek odcitka pri frekvenci 1 Hz (52, 53). Meritve smo za razvoj metode pomerili dvakrat,
vrednosti pa povprecili za nadaljnjo obdelavo. Za postavljanje modela smo DoE vzorce
pomerili trikrat, vrednosti pa povprecili za nadaljnjo obdelavo. Pregled parametrov meritev je

prikazan v Preglednici XV.

Preglednica XV: Pregled parametrov reoloSkih meritev

S . : Strizna napetost t: Kotna frekvenca o:
Oscilacijski amplitudni test 0,1 Pa— 10,0 Pa 1,000 Hz 20
S ‘. Kotna frekvenca o: Strizna napetost T:
Oscilacijski frekven¢ni test 0,000 Hz — 10,00 Hz 0.4 Pa 20
Strizna napetost t:
x . Cast: 0,001 Pa
S 20Ut 0s-1800s Kotna frekvenca o: 100
1,000 Hz
Temperatura 23,00°C+0,10 °C
Sirina reze 0,095 mm

3.3.8 Obdelava DoE podatkov

Podatke za vzorce, ki smo jih naredili z nacrtovanjem eksperimentov, sSmo analizirali s
programom MODDE z metodo multiple linearne regresije in jih logaritmi¢no transformirali.
Dobili smo stiri grafe, s pomog¢jo katerih smo podatke interpretirali.

Graf »Replicate plot« nam pokazZe variacijo vseh eksperimentov v primerjavi z variacijo
ponovljenih eksperimentov. Zelimo, da je variacija med ponovljenimi eksperimenti manjsa kot
med vsemi drugimi, kar pomeni, da je model dober. Na tem grafu lahko opazimo tudi
izstopajoce vrednosti, ki so lahko posledica napa¢ne meritve, napa¢no izvedenega eksperimenta
ali pa rezultat ne ustreza postavljenemu modelu (42, 65).

Z grafom »Summary of Fit« lahko ocenimo, ali je na$ postavljen model dober. To naredimo s
pomod&jo parametrov R?, Q?, veljavnosti (»model validity«) in ponovljivosti (»reproducability«)
modela. R? nam pove, kako dobro se podatki ujemajo s postavljenim modelom, njegova
vrednost pa lahko zavzema vrednost med 0 in 1, kjer O pomeni slabo ujemanje, 1 pa odli¢no
ujemanje. S Q? izrazimo napovedno mo¢ modela, torej kako dobro lahko model napove

nadaljnje eksperimente. Njegova vrednost je lahko od minus neskonéno do 1. Za vrednosti Q?

31



vecje kot 0,1 lahko re¢emo, da je njegova napovedna moc¢ signifikantna, nad 0,5 dobra nad 0,9
pa odli¢na. Veljavnost nam pove ali je model na sploSno ustrezen, za dober model pa mora biti
ta vrednost vecja kot 0,25. 1z stolpca »ponovljivost« lahko razberemo, ali so eksperimenti in
meritve dovolj robustne oz. ponovljive, za dober model pa so potrebne vrednosti nad 0,5 (42,
65).

Graf »Coefficients« se uporablja za dolo¢itev najpomembnejsih faktorjev in je sestavljen iz
dvostranskega 5 % intervala zaupanja, ki nam pokaZe znailnost parametrov. Ce interval
zaupanja prehaja cez Y=0, je model statisticno neznacilen, ¢e pa Y=0 ne precka, je model
statisticno znacilen (42, 65).

Na grafu »Residuals normal probability« imamo na komulativni normalni lestvici verjetnosti
oznacene rezidule 0z. ostanke, iz katerih lahko ugotovimo, ali imamo izstopajoce vrednosti, ki
ne sledijo postavljenemu modelu. Normalno porazdeljeni reziduali lezijo na premici, kot
izstopajoCe vrednosti pa obravnavamo vrednosti izven Stirih standardnih deviacij. Kadar smo
podatke napacno transformirali ali imamo opravka s kvadratnimi odnosi med faktoriji,

eksperimenti lezijo na ukrivljeni krivulji (42, 65).
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA

4.1 Reologija mucinov

Najprej smo izhodne 12, 15 in 20 % disperzije mucinov v demineralizirani vodi pomerili na
reometru in jim dolo¢ili G', G" in kompleksno viskoznost ter spremljali, kako se njihove
vrednosti spreminjajo glede na koncentracijo. Ze na pogled so si bili vzorci med seboj razli¢ni

v viskoznosti, ve¢ja kot je bila koncentracija mucina, vija je bila viskoznost.
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Slika 4. Frekvencni test disperzij mucina — odvisnost reoloskih parametrov G' in G" od koncentracije mucina
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Slika 5: Frekvencni test disperzij mucina — odvisnost kompleksne viskoznosti |;*| od koncetracije mucina
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Preglednica XVI: Prikaz rezultatov reoloskih parametrov disperzij z razlicnimi koncentracijami mucina

12 % mucin 1 0,353 1,621 0,264 1,267
15 % mucin 1 2,603 6,152 1,063 3,549
20 % mucin 1 10,395 16,980 3,169 6,585

Vsi merjeni parametri se pri vi$jih koncentraciji mucina povecéajo, ne glede na koncentracijo pa
je bil G' zmeraj manjSi kot G" (Slika 4). To pomeni, da disperzija pri uporabljenih
koncentracijah ne tvori gela. Z visjo koncentracijo se veca tudi kompleksna viskoznost (Slika
5). Vi§ja kot je koncentracija mucina, veéja je absolutna razlika med G" in G', kar pomeni, da
mucin bolj prispeva k viskoznim lastnostim, kot k elasti¢cnim (Preglednica XVI). Pri 20 %
disperziji mucina je pri vi§jih frekvencah sicer viden t.i. »cross-over« oz. to¢ka prekriZanja,
kjer G' postane vecji kot G". To bi lahko nakazovalo, da bi pri Se visjih koncentracijah mucina
morda lahko dobili strukturo gela. Da komercialno dostopni mucini tudi v visjih koncentracijah
ne tvorijo gela so pokazale tudi druge Studije, torej se naSe ugotovitve z njimi skladajo (35, 54).
Nezmoznost tvorbe gela je verjetno posledica tega, da se pri izolaciji mucina njegove fizikalno-
kemijske lastnosti spremenijo, mucini se fragmentirajo na manjSe dele in rekonstitucija

primarne gelske strukture, ki jo ima naravni mucin, ni ve¢ mozna.

Da lahko izra¢unamo reoloSkegi sinergizem po enacbi 13, potrebujemo ¢len, ki ga prispeva
mucin (G'mucin). Ta ¢len smo dobili tako, da smo nase disperzije mucina zmesali z vodo v istem
razmerju, kot ¢e bi jih pomeSali z vzorcem, nato pa smo jim pomerili reoloSke lastnosti.

Pomerili smo torej slepe vzorce za dolocitev G'mucin.

Preglednica XVII: Prikaz rezultatov reolodkih parametrov raztopin mucina v vodi

001M 1 12 4 66,66 : 33,33  0,0244 0,0858 0,0142
003M 1 20 4 80,00:20,00 @ 0,0066 0,0917 0,0146
004M 1 12 2 83,33:16,66 0,0081 0,0436 0,0071
006M 1 20 2 90,00:10,00 @ 0,0136 @ 0,0570 @ 0,0093
Demi voda 1 / / / 0,0182 0,0355 0,0063

Pripravljene disperzije se med seboj na videz niso bistveno razlikovale in so bile na pogled
konsistence vode. V Preglednici XVII lahko vidimo, da so vrednosti G', G" in [n*| zelo majhne
in pri istih kon¢nih koncentracijah (001M proti 003M in 004M proti 006M) relativno
primerljive. Primerljivost je smiselna, saj smo v kon¢ni fazi pripravili raztopine z isto kon¢no
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koncentracijo mucina. Kljub temu so vrednosti tekom meritve moc¢no variirale, kar je obicajno
pri oscilacijskih meritvah mo¢no razredéenih raztopin, Ki so konsistence vode. Posledica tega
je, da zaradi variacije v meritvi G' pri 4 % konéni koncentraciji mucina nista bili primerljivi.
Pripravljene raztopine prav tako niso izkazovale lastnosti gela (G '< G"), kar smo pri¢akovali.
Viskoznost raztopin z visjo koncentracijo mucina je bila ve¢ja kot pri raztopinah z nizjo
koncentracijo. Kot receno so bile vrednosti zelo majhne in jih ni smiselno primerjati relativno
ter tako reci, da je viskoznost 4 % raztopin dvakrat vecja kot viskoznost 2 %. To sicer drZi
vendar so raztopine med seboj Se vedno na videz enake in podobne vodi. Za primerjavo smo z
isto metodo pomerili Se vodo in dobili dokaj podobne rezultate, kar Se bolj potrjuje, da so

pripravljene disperzije po svojih reoloskih lastnostih podobne vodi.

Ker je ¢len G'mucin V enacbi 13 za reoloski sinergizem vedno konstanten, ¢e vzorce red¢imo v
istem razmerju in ker je njegova vrednost zanemarljiva, smo enacbo poenostavili, kar so na
podlagi podobnih rezultatov naredili tudi v nekaterih drugih Studijah (56, 60, 62) (Enac¢ba 15):

1 _ ! ] v
AG" = G jesanica — G potimer Enacba 15

Po diskusiji, kako bi lahko vseeno v enacbo zajeli delez mucina, ne da bi ga redcili z vodo in
tako dobili zanemarljivo majhno vrednost, smo teoreti¢no postavili enac¢bo 16:

AG' = G mesanica — [xG,polimer + yG,mucin] Enacba 16

V tej enacbi x in y pred reoloSkim parametrom predstavljata masni deleZ vzorca s polimerom
(x) in vzorca mucina (y) v njuni zmesi, parameter pa izmerimo ¢istemu, nerazred¢enemu
vzorcu. Ta enacba predpostavlja, da se parametri pri visjih koncentracijah zmanjsujejo linearno
glede na koncentracijo, kar bi bilo potrebno najprej dokazati, bi pa to zahtevalo Se Stevilne
dodatne meritve in preverjanja, kako se spreminjajo reoloski parametri glede na masni delez
polimera in mucina. Vsekakor bi na ta na¢in verjetno izracunali manjSe sinergizme, saj bi
upostevali delez mucina, vendar bi bile morda tako bolj natanéne. Za nadaljnjo obdelavo
podatkov smo uporabljali uveljavljeno Enacbo 15, vsekakor pa bi bilo zanimivo v nadaljnjih
Studijah uporabiti Se Enac¢bo 16 in rezultate primerjati. Pri postavljanju modela s pomocjo
nacrtovanja eksperimentov smo se odlocili, da bomo kljub zanemarljivemu delezu raztopine
mucina na sinergizem vseeno uporabljali Enac¢bo 12, ki vsebuje tudi prispevek disperzije

mucina.
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4.2 Reologija derivatov poliakrilne kisline (Carbopol 974P in Noveon AA-1)

Ob zduzitvi vzorcev z mucinom so nastale zelo podobne zmesi, zato smo se odloéili, da za
zacetek pomerimo le vzorca, ki sta si bila po razmerju in vsebnosti mucina najbolj razli¢na —
torej 001CZ (najviSja vsebnost mucina) in 006CZ (najniZja vsebnost mucina). Rezultati so
zbrani v Preglednici XVIII. Z zdruzitvijo z mucinom smo pripravili vzorce 00xCZ, z zdruzitvijo
z vodo pa 00xCV.

Preglednica XVIII: Prikraz rezultatov reoloskih meritev za vzorce 001C, 006C in vodo

001CV 12 4 66,66:33,33 1 3,248 2,422 0,646
001CZ 12 4 66,66:33,33 1 0,038 0,433 0,069

006CV 20 2 90,00:10,00 1 29,765 8,168 4,913
006CZ 20 2 90,00:10,00 1 0,213 0,868 0,142
Dt / / / 1 0,018 0,036 0,006
voda

001C 12 4 66,66:33,33
006C 20 2 90,00:10,00 1 -29,552 -7,300 -4,770

[EEN

-3,210 -1,988 -0,577

Vzorca razred¢ena z vodo (0znaka V) sta si med seboj zelo razlina, kar je razvidno tudi iz
vrednosti reoloskih parametrov. G' je pri 006CV Kar Sestkrat ve¢ji kot pri 001CV, G" je ve¢ji
trikrat, [n*| pa dobrih sedemkrat. Ko vzorec razred¢imo z vodo se mu zmanjsajo tako elasti¢ne
(G") kot viskozne (G") lastnosti, mo¢no pa vplivamo tudi na njegovo viskoznost. Carbopol 974P
je tisti, ki s tvorbo resetke najbolj pripomore k elasticnim in viskoznim lastnostim, zato je
smiselno, da niZja kot je njegova koncentracija, manjsi bosta vrednosti G' in [n*|. Pri vzorcih
razredCenih z vodo je G' > G", kar pomeni, da vzorci izkazujejo lastnosti gela. Gel je ob&utno
mocnejsi pri vzorcu z ve¢jo koncentracijo polimera (006C). Vzorci zdruZeni z mucinom
(oznaka Z), ne izkazujejo vec lastnosti gela saj je G' < G", kar pomeni, da je struktura gela ob
zdruzitvi razpadla. Ne moremo sicer trditi, da na koncu nastanejo enake zmesi, saj so pri 006CZ
vrednosti parametrov visje, kot pri 001CZ, vendar so kljub temu, da smo vzeli dva najbolj
razli¢na vzorca, numeri¢ne vrednosti v podobnih velikostnih razredih. Ob zdruZitvah vzorcev
poliakrilne kisline z mucinom je bila pri vseh vzorcih (001CZ-006CZ) takoj opazena porusitev

viskozne strukture, ne glede na razmerje vzorca in mucina, polimera in koncentracije mucin. 1z
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dveh zelo viskoznih raztopin/disperzij je po zdruzitvi namesto pricakovanega mocnejSega in
bolj ¢vrstega gela oz. Se bolj viskozne tekoCine, nastala mnogo manj viskozna tekocina. Vsi
vzorci so si bili po zdruZitvi na videz zelo podobni. Presenetilo nas je predvsem dejstvo, da so
vrednosti G' in G" obcutno manjse, Kot pri vzorcih razred¢enimi z vodo, ¢eprav bi pricakovali,
da bi se zaradi interakcij z mucinom povecale. Posledi¢no smo dobili tudi negativne sinergizme
pri vseh pomerjenih vzorcih, kar pomeni, da je interakcija z mucinom negativna — ne pride do
ojacanja gela ali viskoznosti in ne pride do mukoadhezije, temveg ravno obratno. Ce pogledamo
vrednosti sinergizmov, lahko vidimo, da so vrednosti skoraj neodvisne od vrednosti reoloskih
parametrov zmesi (Z), ve¢inoma so odvisne od parametrov razredéenih vzorcev z vodo (V), Ki
so tolikokrat veéji. Glede na to, da so si bile zmesi med seboj podobne in bi verjetno izmerili
zelo majhne in podobne vrednosti parametrov, smo se odlocili, da ostalih meritev ne bomo
izvajali, saj je zelo o€itno, da so disperzije mucina s temi vzorci nekompatibilni.

Negativni sinergizem, do katerega pride pri meSanju Carbopola 974P in Carbopola 934P z
disperzijami komercialno dostopnega mucina so zaznali tudi v drugih Studijah (41, 55, 60) in
bi lahko bil posledica ionov v mucinu. Derivati poliakrilne kisline so namre¢ zelo ob¢utljivi na
pH in ionsko moc¢ hidratacijskega medija, ioni pa lahko s §Citenjem karboksilnih skupin in
posledi¢no druga¢no ureditvijo verig porusijo njegovo strukturo in spremenijo reoloske
lastnosti. (55, 60, 62). Z izbiro druga¢nih medijev, tipov in dialize mucina so namre¢ lahko
dosegli tudi pozitivne sinergizme. VVzorci polimerov in mucina, pripravljeni v pre¢iséeni vodi
niso izkazovali pozitivnega sinergizma v koncentracijskem obmocu polimera od 0,25 do 1,5 %,
ne glede na tip uporabljenega mucina (tip I-111) in dializo. Z dializiranim mucinom tipa | in
uporabo pufrov (fosfatni pufer pH 7, acetatni pufer pH 4,5), pa je bil opazen sinergizem.
Struktura se torej ni porusila. Pozitivni sinergizem z mucinom tipa | so zaznali tudi v mediju iz
umetnih solz, mo¢nejsa interakcija tipa I od ostalih mucinov pa je verjetno posledica strukturnih
razlik in molekulske mase (55, 60). Zanimivo je tudi dejstvo, da so v eni izmed Studij opazili
pozitivni reoloski sinergizem v 0,9 % NaCl le pri koncentraciji polimera 0,5 %, pri 2 %
koncentraciji polimera pa je bil le-ta negativen. S konvencialno interpretacijo bi lahko rekli, da
Sibkejsi kot je gel, mo¢nejsa je mukoadhezivna interakcija, kar pa ni smiselno in je bilo z
uporabo metode merjenja mukoadhezije prek natezne trdnosti na svinjski nosni sluznici tudi
ovrzeno. Hagestorm s sodelavci v svoji Studiji meni, da ioni niso edini razlog za negativni
sinergizem, saj mucin tipa I vsebuje ve¢ ionov kot mucin tipa III, izraza pa ve¢jo reolosko
interakcijo. Eden izmed razlogov bi lahko bil, da z dodatkom disperzije mucina mo¢nim gelom,
le-te razred¢imo na manjSo koncentracijo — mucin zapolni prostor okrog reSetke, celokupna

koncentracija se zmanj$a, posledi¢no pa nastane Sibkejsi gel. Obratno se morda zgodi pri Sibkih
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gelih, kjer je koncentracija polimera nizka. Z dodatkom mucina se celokupna koncentracija
poveca, mucin zapolni prostor okrog resetke in struktura se ojaca (41). V naSi magistrski nalogi
tako nizkih koncentracij polimera nismo uporabljali, zato tega pojava nismo opazili. Rezultati
nasih raziskav se s pregledanimi Studijami, ki uporabljajo komercialno dostopne mucine,
ujemajo. Za nadaljnji razvoj naSe metode, bi lahko uporabili Se ve¢ razli¢nih pufrov in variirali
ionsko moc¢, ter tako spremljali njihov vpliv na derivate poliakrilnih kislin, prav tako pa bi lahko
poskusili Se z uporabo drugih tipov mucina — tudi naravnega.

V Studijah, kjer so uporabljali naravni mucin, ki bolje ponazarja in-vivo pogoje, SO namre¢
ugotovili, da je reoloSka interakcija s Carbopoli, Noveonom AA-1 in Se nekaterimi drugimi
mukoadhezivnimi polimeri pozitivna. (51, 53) Na podlagi dobljenih rezultatov in pregleda
literature, smo prisli do zakljucka, da derivatov poliakrilne kisline s preu¢evano reolosko
metodo in z uporabo komercialno dostopnega mucina tipa Il ne moremo primerjati. Glede na
Studije smo negativni sinergizem pri¢akovali, vendar smo vseeno zeleli preskusiti, ¢e pride do
negativnega sinergizma tudi v nasi sestavi, ki vsebuje poleg polimerov tudi sladkorje, glicerol,
konzervanse, itd. Kljub temu pa nismo pricakovali, da ob zdruzitvi pride do razpada strukture
in utekoCinjenja vzorcev. Zato menimo, da uporaba logaritmizirane enacbe za reoloski
sinergizem, z namenom, da damo pozitivnim in negativnim vrednostim enako tezo, ni smiselna.
Ceprav z metodo nismo uspeli ovrednotiti mukoadhezivnih lastnosti obeh polimerov, to ne
pomeni, da polimera nista mukoadhezivna ali da s takSnim pristopom ne bi mogli vrednotiti
mukoadhezivnih lastnosti katerih drugih, na pH in ionsko mo¢ manj ob¢utljivih polimerov —
npr. PVP-K90.
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4.3 Vpliv uporabe razli¢nih izhodnih koncentracij mucina na reologijo vzorcev
s PVP-K90

Eksperimenti v tem sklopu so bili zastavljeni na enak naé¢in kot pri derivatih poliakrilne kisline,
saj smo najprej Zeleli ugotoviti, ali obstaja mejna koncentracija mucina, pri kateri ne pride ve¢
do povecanja reoloskih interakcij in ¢e uporaba razli¢nih zacetih koncentracij disperzij mucina

vpliva na izmerjene reoloSke parametre.

Preglednica XIX: Prikaz rezultatov reoloskih meritev vzorcev s PVP-K90 z razlicnimi koncentracijami mucina

001PZ/V  PVP-K90 10,00 4 66,66 : 33,33 6,67
002PZ/V ~ PVP-K90 10,00 15 4 73,33 : 26,66 7,33
003PZ/V  PVP-K90 10,00 20 4 80,00 : 20,00 8,00
004PZ/V  PVP-K90 10,00 12 2 83,33 : 16,66 8,33
005PZ/V  PVP-K90 10,00 2 86,66 : 13,33 8,66
006PZ/V  PVP-K90 10,00 2 90,00 : 10,00 9,00

001PZ 1 0,700 5,204 0,836
001PV 1 0,007 1,553 0,247
002PZ 1 2,138 9,669 1,576
002PV 1 0,093 1,782 0,284
003PZ 1 5,920 16,675 2,816
003PV 1 0,598 4,283 0,688
004PZ 1 2,363 10,145 1,658
004PV 1 1,135 7,410 1,194
005PZ 1 3,113 12,460 2,013
005PV 1 1,716 8,563 1,390
006PZ 1 5,661 19,630 3,252
006PV 1 2,433 11,080 1,805
001P 1 0,669 3,565 0,574
002P 1 2,020 7,801 1,278
003P 1 5,297 12,307 1,608
004P 1 1,204 2,649 0,450
005P 1 1,373 3,812 0,608
006P 1 3,204 8,464 1,432
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Slika 7: Vpliv zacetne koncentracije mucina v disperziji na G' (levo) in na sinergizem G' (desno)
25,0 14,0
120 .
20,0 ™ . =
° glu,u §
15,0 = *
L2 . E = -
= R g &0 he
T T 6,0 '
10,0 LA ® 4% konina £ o . ® 43 konéna
' konc. mucina Z 40 R kenc. mudina
5,0 . ® 2% konfna 20 - ® 2% konfna
konc. mucina konc. mucina
0,0 0,0

10 25 25

. ﬂS .20 . 15 20
Zacetna koncentracija mucina [%] Zatetna koncentracija mucina [%6]

Slika 8: Prikaz vpliva zacetne koncentracije mucina v disperziji na G" (levo) na sinergizem G" (desno)
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Slika 9: Vpliv zacetne koncentracije mucina v disperziji na | *| (levo) in na sinergizem |, *| (desno)

Pregled numeri¢nih rezultatov za G' in G" v Preglednici XIX pokaZe, da nobeden izmed
pripravljenih vzorcev ni izkazoval lastnosti gela (G' je namre¢ povsod nizji kot G"), ne glede
na to ali smo ga pomesali z vodo ali z mucinom. Parametri vzorcev razred¢enih z vodo (V), S0
se z ve¢jim delezem vode 0z. manjSim deleZzem vzorca smiselno zmanjSevali (od 006PV proti
001PV), najbolj ob¢utno pa se je zmanjSeval G".

Zelo zanimivo je dejstvo, da ob istih kon¢nih koncentracijah mucina dobimo razli¢ne vrednosti
tako za sinergizme kot za posamezne reoloSke parametre. To pomeni, da je razmerje, v katerem
zdruzimo vzorce polimera z mucinom pomembno, posledi¢no pa tudi koncentracija polimera.
Ce pogledamo grafe sinergizma (desni grafi) (Slika 7, Slika 8, Slika 9), bi bilo na prvi pogled
lahko takoj oc€itno, da vi§ja kot je kon¢na koncentracija mucina v vzorcu vecja je reoloska
interakcija. Vrednosti sinergizmov za 4 % kon¢ne koncentracije mucina so namrec Vvisje kot za
2 %, razen pri 12 % odstotnem zacetnem mucinu. Na podlagi tega bi lahko rekli, da je kon¢na
koncentracija mucina odlocilen faktor, s katerim dosezemo mo¢nejse interakcije z mucinom in
ne koncentracija polimera. Vendar, ¢e pogledamo kako je sestavljena enacba za izraun
sinergizma to morda ni res. Upostevati moramo, da enacba za sinergizem vsebuje tudi ¢len
vzorca polimera razredéenega z vodo. Bolj kot razredéimo vzorec, manjse so vrednosti
reoloSkih parametrov, vecji je sinergizem, ne glede na to, ali so vrednosti reoloskih parametrov
zmesi sorazmerno veéje. Ce pogledamo grafe, kjer ne primerjamo sinergisti¢nih parametrov,
ampak reoloske parametre zmesi (Slike 7, 8 in 8 levo), vidimo druga¢no sliko. Vrednosti
parametrov 2 % zmesi, kjer je delez PVP-K90 vedji, so vecinoma ViSje, kot vrednosti
parametrov 4 % zmesi, kjer je delez PVP-K90 nizji. To kaZe na dejstvo, da je pomembna tudi
koncentracija polimera in ne samo koncentracija mucina. 1zjema, ki bi lahko kazala na popolno
razmerje in blizanju platoju interakcije, se pojavi pri 20 % zacetni koncentraciji mucina. TO

lahko vidimo iz grafa za G' (Slika 7 levo), kjer je vrednost pri 4 % kon¢ni koncentraciji visje
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kot pri 2 %, vrednosti pa sta si blizu. 1z grafov lahko interpretiramo, da je interakcija odvisna
od obojega — tako koncentracije polimera, kot tudi od koncentracije mucina. Glede na to, da so
si reolo$ki parametri z uporabo 20 % disperzije mucina najbolj blizu in da z njimi doseZzemo
tudi najvecji sinergizem, smo se odlo¢ili, da bomo za nadaljnje poskuse meSali vzorce s
polimerom z disperzijo mucina v razmerju 80:20, uporabljali pa bomo 20 % disperzijo mucina.
Na tak na¢in smo torej dobili 4 % konéno koncentracijo mucina v zmesi.

Ker smo Zeleli potrditi ali visja koncentracija PVP-K90 daje moc¢nej$o interakcijo z mucinom
in vecji reoloski sinergizem, smo v istem razmerju in z isto zacetno disperzijo mucina zme3ali

vzorce z razlicnimi koncentracijami PVP-K90.

4.4  Vpliv razli¢ne koncentracije PVP-K90 in uporaba razli¢ne serije

komercialno dostopnega mucina na reologijo

Preglednica XX: Rezultati reoloskih parametrov, kompleksne viskoznosti in sinergizmov pri vzorcih z razlicnimi
koncentracijami PVP-K90 in dvema razlicnima serijama komercialno dostopnega mucina

| [ [

007PZ1 1 2,074 9,236 1,507 /
007PZ2 1 2,780 9,171 1,526 /
Povpredje 1 2,427 9,204 1,517 6,777
007PV 1 0,094 2,544 0,405 2,450
008PZ1 1 7,641 24,835 4,136 /
008PZ2 1 7,658 24,455 4,079 /
Povpredje 1 7,650 24,645 4,108 16,996
008PV 1 2,379 9,360 1,539 6,981
009PZ1 1 33,040 77,435 13,410 /
009PZ2 1 29,680 73,495 12,620 /
Povpretje 1 31,360 75,465 13,015 44,105
009PV1 1 8,577 34,595 5,673 26,018

007P1 1 1,980 6,693 1,101 /
007P2 1 2,686 6,627 1,120 /
Povprecje 2,333 6,66 1,1105 4,327
RSD / 21,41 % 0,70 % 1,21 % /
008P1 1 5,262 15,475 2,598 /
008P2 1 5,279 15,095 2,540 /
Povpredje 5,271 15,285 2,569 10,015
RSD / 0,22 % 1,76 % 1,58 % /
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009P1 1 24,463 42,840 7,737 /

009P2 1 21,103 38,900 6,947 /
Povprecje 22,783 40,87 7,342 18,087
RSD / 10,43 % 6,82 % 7,61 % /

Legenda: Stevilka 1 pri vzorcu pomeni mucin 1, Stevilka 2 pri vzorcu pomeni mucin 2

Iz rezultatov v Preglednici XX lahko vidimo, da vzorci PVP-K90 razredceni z vodo v nobeni
izmed koncentracij niso izkazovali lastnosti gela (G' < G"), kar pomeni, da prevladujejo
viskozne lastnosti. Z visjo koncentracijo polimera (vzorci 007P proti 009P) se obe vrednosti
povecujeta, kar pomeni, da so tako viskozne kot elasti¢ne lastnosti v tej formulaciji predvsem
posledica koncentracije PVP-K90 in ne toliko ostalih komponent v formulaciji. Absolutno
gledano, se razlika med G" in G' povecuje, kar pomeni, da PVP-K90 v osnovi izraza veé
viskoznih kot elasti¢nih lastnosti, podobno kot mucin.

Ko oboje zdruzimo v zmes, prav tako ne nastanejo geli, saj so G' Se vedno nizji od G", imajo
pa te zmesi obc¢utno visje vrednosti reoloskih parametrov in viskoznosti kot vzorci z vodo.
Vrednosti smiselno naraséajo tudi s povecano koncentracijo PVP-K90. Tudi razlika med G" in
G' v zmeseh z vecjo koli¢ino PVP-K90 nara$¢a, k ¢emer pripomore tudi mucin, ki izraza vec¢
viskoznostnih lastnosti G". Ne najdemo torej nobene anomalije, s katero bi lahko potrdili, da
med polimerom in mucinom pride do specificne interakcije, ki bi kateri parameter
nesorazmerno povecala ali zmanjSala. Tako PVP-K90 kot mucin bolj povecata G" kot G' in
oboje se sorazmerno povecéa v zmesi, kar bi enostavno lahko bila posledica prispevka obeh.
Visoke vrednosti sinergizmov v Preglednici XX kazejo na to, da interakcija med polimerom in
mucinom kljub temu obstaja. Z vecjo koncentracijo polimera se zviSuje tudi sinergizem, kar
kaZze na mukoadheivne lastnosti PVP-K90. Za potrditev bi potrebovali korelacijo s kaksno

izmed drugih metod.

Kot Ze re¢eno, kljub temu, da sta se mucina med seboj nekoliko razlikovala v barvi, vonju in
velikosti delcev, po dispergiranju med njima ni bilo bistvenih razlik v obnasanju ali barvi. Zeleli
smo ugotoviti ali z vzorci vseeno tvorita podobne ali razli¢ne interakcije. Ce pogledamo
Preglednico XX, lahko vidimo, da so vrednosti reoloskih parametrov in sinergizmov z uporabo
razli¢nih mucinov med seboj relativno podobne glede na red velikosti. 1z tega lahko sklepamo,
da PVP-K90 tvori podobne interakcije z obema mucinoma in bi lahko na podlagi obeh dolo¢ili,
da z vigjo koncentracijo polimera lahko doseZemo vegji reoloski sinergizem. Ce pogledamo
deviacije, opazimo, da je najmanjSi RSD pri vseh parametrih pri 10 % koncentraciji PVP-K90

(vzorec 008P), To bi lahko pomenilo, da sta koncentracija mucina in PVP-K90 v idealnem
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razmerju, enake interakcije pa se pojavijo z obema mucinoma. Vecja odstopanja so opazna pri
G' pri vzorcu 007P (RSD 21,41 %) in pri vseh parametrih vzorca 009P (RSD med 6,82 in 10,43
%). Vzroka ne znamo natanéneje razloziti, lahko pa na podlagi rezultatov sklepamo, da je
primerjava med njima mogoca in zadovoljivo dobra, vsekakor pa je priporocljivo, da za vzorce,
ki jih Zelimo med seboj primerjati, uporabljamo isto serijo mucina. Navsezadnje je mucin tipa
IT nepreciscen, pridobljen iz posusenega mucina iz svinjskega zelodca, na specifikaciji pa ima
predpisano samo vrednost sialne Kisline, ki mora biti okrog 1 %. Bioloka variabilnost mucina
je lahko torej pomemben faktor, ¢e zelimo vrednosti natan¢no kvantificirati ali jih korelirati s
kaksno izmed drugih metod merjenja mukoadhezivnosti. V tem primeru bi bilo smiselno
uporabljati isto serijo. Ce pa je na$ cilj samo priblizno ovrednotiti, katera izmed podobnih
formulacij izkazuje bolj$e interakcije z mucinom, bi lahko uporabljali tudi razliéne mucine. Za
nadaljnje raziskave z DoE vzorci smo se odlo¢ili, da bomo uporabljali samo eno serijo mucina

in sicer LOT: SLBQ2688V, saj smo se zeleli izogniti napaki, nastali zaradi razli¢nih mucinov.

4.5 Casovni preizkus vzorcev narejenih po DoE

Vzorci, ki smo jih pripravili po DoE, med drugim vsebujejo Avicel RC-591 kot polimer. Avicel
RC-591 izraza viskoelasti¢ne lastnosti — natan¢neje tiksotropijo. Pri tiksotropnih materialih
viskoznost z naras¢ujoco silo in ¢asom pada, njihova struktura pa se po prenechanju obremenitve
obnovi. Posledica tega je, da je Cas, ki ga potrebujemo od premesanja vzorca do reoloske
meritve lahko klju¢en za interpretacijo rezultatov, sploh ¢e pri meritvi uporabljamo nizko
obremenitev, ki strukture med meritvijo ne porusi. Vse do sedaj pripravljene poskuse smo pred
meritvijo pustili 5 minut v reometru, da smo cas, kot komponento meritve, poenotili. Pri tem
poskusu smo Zeleli ugotoviti, koliko ¢asa je smiselno, da vzorci stojijo v reometru pred
meritvijo, da tiksotropija ne bi pomembno vplivala na naSe meritve. Izmed pripravljenih
vzorcev smo s tem postopkom analizirali tri vzorce. Dva vzorca, ki imata poviSanega enega
izmed variiranih faktorjev (002D in 004D) in vzorec s ciljanima vrednostma Avicela RC-591
in Maldexa 150 (005D). Vse tri vzorce smo zdruzili tudi z 20 % disperzijo mucina v razmerju
80:20 (oznaka DZ pri vzorcu) in jih pomerili. Meritev smo izvajali 30 minut pri konstantnih

pogojih pri amplitudi 0,001 Pa in frekvenci 1 Hz.
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Slika 10: Vpliv ¢asa na reoloske parametre vzorcev 002DZ, 004DZ in 005DZ
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Slika 11: Ppliv ¢asa na reoloske vzorcev 002D, 004D in 005D

Rezultati rocke prekrizanja (angl. »crossover«) vzorcev 002D(Z), 004D(Z) in 005D(2)

2000

@ 002DZ G'
A 002DZ G"
® 004Dz G'
A 004DZ G"
@ 005DZ G'
A 005DZ G"

@ 002D G'
A 002D G"
® 004D G'
A 004D G"
@ 005D G'
A 005D G"

002D 138,9 +
002DZ 57,29 +
004D 1137 0
004DZ 1064 0
005D vedno G" > G' 0
005DZ 294 0

Legenda: + predstavlja povisano kolicino polimera, 0 pa ciljano.

oo + + OO
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Da bi dolocili ¢as stanja vzorca v reometrom pred zadetkom meritve, smo s pomocjo
spremljanja Casovne odvisnosti reoloskih parametrov dolocili tocko, kjer so se parametri
razmeroma ustalili in se spreminjali linearno. Prav tako nismo Zeleli mo¢no podaljSati meritve.
Kot dober kompromis med obojim smo se odlocili za ¢as 300 s 0z. 5 min (navpicna ¢rtkana Crta
na Sliki 10 in Sliki 11), ki je enak Casu, ki smo ga uporabljali Ze pri prej$njih meritvah. Metoda
je torej ostala nespremenjena, smo pa tako dobili pomembne informacije o obnaSanju vzorcev
v kombinaciji z mucinom.

Iz Slike 10 in Slike 11 lahko razberemo, da vrednosti reoloskih parametrov res narascajo s
casom meritve. To je najbolj opazno pri 002DZ, kjer naraste G' za trikrat v pol ure in ves ¢as
enakomerno nara$¢a. Tak$no nara$¢anje elasti¢nega modula vzorca lahko pripiSemo povisani
koli¢ini Avicela RC-591, ki se obnasa viskoelasti¢no/tiksotropno, zato ta lastnost vzorca pride
bolj do izraza. Pri ostalih dveh vzorcih z mucinom (razlikujeta se po vsebnosti Maldexa 150,
koli¢ina Avicela je enaka), je bilo naras¢anje G' in G" manj opazno, premice narascanja pa so
si skoraj vzporedne. To pomeni, da je Avicel RC-591 res tisti, ki povzro¢i ¢asovno odvisno
obnaSanje vzorca na reoloske parametre, medtem ko povecana koli¢ina Maldexa 150 nima tega
vpliva. Presenetilo nas je, da pri vzorcih z mucinom (Slika 10) G' hitreje in bolj narasca kot pri
vzorcih brez mucina (Slika 11), medtem ko na narasanje G" mucin ni imel velikega vpliva.
Predhodno smo namre¢ ugotovili, da ima 20 % disperzija mucina visji G" kot G', zato bi bilo
smiselno, da ima mucin vecji vpliv na G" kot na G' in ne obratno, kot tukaj. 1z tega lahko
sklepamo, da med Avicelom RC-591 in mucinom pride do interakcije, ki omogo¢a Avicelu
hitrejSo vzpostavitev gelske strukture oz. da lahko z mucinom v svoji resetki tvori mocnejsi gel.
V Preglednici XXI lahko vidimo zbrane toc¢ke prekrizanja obeh modulov, kjer iz viskozne
tekocine nastane gel (G' > G") ali obratno (G" > G'). Vi§ja vsebnost Avicela (002D) skrajsa ¢as
do ponovne vzpostavitve gela, mucin pa ta ¢as Se bolj skrajsa (002DZ). Da mucin skrajsa ¢as
vzpostavitve gela lahko vidimo tudi pri povisani koli¢ini Maldexa 150 (004D(Z)). Pri vzorcih
004D in 004DZ so ¢asi do geliranja zelo dolgi, kar pomeni, da Maldex geliranje zavira. Zelo
nas je presenetil vzorec s ciljanima vrednostma obeh faktorjev (005D(Z)), ki ni geliral.
Pri¢akovali bi namrec, da ¢ez ¢as nastane gel, glede na to, da nastane tudi pri vzorcu 004D(Z),
ki ima poviSano koli¢ino Maldexa, ki geliranje zavira. Kaj je razlog, ne znamo pojasniti, lahko
pa vidimo, da se z dodatkom mucina gelska struktura vzpostavi relativno hitro.

Rezultati nam povedo, da dodatek mucina lahko povzroci hitrejSo geliranje in ga morda celo
inducira v vzorcih, ki drugace ne gelirajo (005D—>005DZ).
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4.6 Vpliv koncentracije mucina na G*, G" in sinergizem DoE vzorcev

Ker smo s ¢asovnim preizkusom ugotovili, da nekateri izmed vzorcev v kombinaciji z mucinom
tvorijo gelsko strukturo, smo zeleli ugotoviti, ali je za to pomembna kon¢na koncentracija
mucina v vzorcu. Tokrat smo vse nase vzorce z mucinom red¢ili v enakem razmerju (80:20),
uporabljali pa smo razlicne koncentracije zacetne disperzije mucina. Preverili smo tudi vpliv

koncentracije mucina na sinergizem.

Preglednica XXII: Rezultati vpliva koncentracije mucina na G', G" in sinergizem vzorcev 002D, 004D in 005D

002DV T 0 0,548 1,081
002Dz + 0 20 4 12,727 7,718 12,178 6,637
002Dz2 + 0 15 3 5,045 4,672 4,496 3,591
002DZ3 T 0 12 24 2,593 2,918 2,044 1,837
004DV 0 + 0 0 0,260 = 0,965 / /
004DZ 0 + 20 4 4,790 @ 6,573 4,530 5,608
004DZ2 0 + 15 3 2,193 4,159 1,934 3,194
004DZ3 0 + 12 24 1,132 | 2,612 0,872 1,647
005DV 0 0 0 0 0,141 0,484 / /
005Dz 0 0 20 4 4,856 4,469 4,715 3,985
005DZ2 0 0 15 3 2,145 2,532 2,004 2,047
005DZ3 0 0 12 24 1,271 1,769 1,130 1,284
14
12
— 10
fﬁ 8 e
© G
; j 0"".. oG"
0
0 1 2 3 4 5

Konc. mucina v zmesi [%]

Slika 12: Vpliv koncentracije mucina na G' in G" zmesi 002DZ-002DZ3
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Slika 13: Vpliv koncentracije mucina na G' in G zmesi 004DZ-004DZ3
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Slika 14: Vpliv koncentracije mucina na G' in G" zmesi 005DZ-005DZ3
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Slika 15: Vpliv koncentracije mucina na sinergizem G' za vzorce 002DZ, 004DZ in 005DZ
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Slika 16: Vpliv koncentracije mucina na sinergizem G" za vzorce 002DZ, 004DZ in 005DZ



Iz rezultatov zbranih v Preglednici XXII in iz Slik 15, 16 in 17 lahko zaklju¢imo, da je
koncentracija mucina v zmesi zelo pomemben faktor za dosego toc¢ke prekrizanja in tako
vzpostavitev gelske strukture, kjer je G' > G". Pomembna pa je tudi sestava vzorca. Pri 002DZ,
kjer imamo povisan delez Avicela, je za tvorbo gela potrebna nizja koncentracija mucina okrog
2,5 %, za razliko od 005DZ (oba ciljana faktorja), kjer je potrebna koncentracija mucina okrog
3,5 %. Pri 004DZ, ki ima povecéano koli¢ino Maldexa 150 do geliranja v preu¢evanem obmocju
sploh ne pride, vzporednost premic pa nakazuje, da morda sploh ne more priti. To je torej Se en
argument, ki kaze da Maldex 150 onemogoc¢a vzpostavitev gelske strukture in da smo se
pravilno odlo¢ili, da smo uporabili 20 % disperzijo mucina in 4 % kon¢no koncentracijo
mucina. Prav tako to potrjuje, da med Avicelom RC-591 in mucinom res obstaja interakcija in
da vecja koli¢ina mucina vodi v mo¢nejso interakcijo, saj se G' mocno poveca, Ceprav se na
podlagi njegovih reoloskih lastnosti ne bi smel.

Iz Slik 18 in 19 lahko opazimo, da to interakcijo lahko potrdimo tudi na podlagi sinergizma. Pri
vzorcu s povecanim delezem Avicela (002DZ) sinergizem namre¢ zelo narasca. Pri vzorcih
004DZ in 005DZ imamo enako koncentracijo Avicela, razlikujeta se samo v koli¢ini Maldexa.
Tocke teh dveh vzorcev se na Sliki 18 prekrivajo, kar pomeni, da z mucinom interagira le
Auvicel. Pri vseh vzorcih je z visjo koncentracijo mucina sinergizem G' in G" visji, kar ponovno

potrjuje, da je pomembna tako koncentracija mucina kot polimera, ki ga preucujemo.
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4.7 Vpliv koncentracije/koli¢ine Avicela RC-591 in Maldexa 150 na reoloske
parametre in reoloski sinergizem

Vzorci z oznako D predstavljajo Ciste nerazredCene vzorce. Vzorci z oznako Z predstavljajo

vzorce polimera zdruzene z 20 % disperzijo mucina v razmerju 80:20. VVzorci z oznako V

predstavljajo vzorce polimera, zdruzene z vodo v razmerju 80:20.

Preglednica XXIII: Rezultati meritev DoE vzorcev za postavitev modela

001D + 6,485 9,647 1,850
002D + 0 5,080 3,093 1,145
003D + - 6,729 2,508 1,149
004D 0 + 2,773 5,143 0,031
005D 0 0 1,100 1,617 0,311
006D 0 0 1,205 1,663 0,327
007D 0 - 1,306 1,261 0,290
008D ; + 0,753 2,340 0,301
009D - 0 0,152 0,529 0,088
010D 0,058 0,230 0,038
_____
(o)
4m/l(jcr|?12at 0,0139 0,0881 0,014
______
001DZ + 10,965 10,790 2,449
002DZ + 0 12,727 7,718 2,369
003DZ + - 13,797 5,606 2,371
004DZ 0 + 4,790 6,573 1,295
005DZ 0 0 4,856 4,469 1,050
006DZ 0 0 3,856 3,979 0,882
007DZ 0 - 5,022 3,052 0,036
008DZ ] + 1,325 3,197 0,552
009DZ - 0 0,521 1,444 0,244
010DZ 0,526 1,066 0,189
______
001DV + 0,592 1,639 0,277
002DV + 0 0,548 1,081 0,193
003DV + - 0,435 0,788 0,143
004DV 0 B 0,260 0,965 0,159
005DV 0 0 0,141 0,484 0,080
006DV 0 0 0,117 0,458 0,075
007DV 0 - 0,142 0,372 0,063
008DV ; + 0,051 0,451 0,072
009DV - 0 0,014 0,189 0,030
010DV - - 0,006 0,113 0,018
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Vzorec Avicel RC-591 Maldex 150 Sinergizem G'  Sinergizem G" n*|

001D + + 10,286 9,063 2,157
002D 4 0 12,203 6,549 2,162
003D + - 13,296 4,730 2,213
004D 0 + 4,539 5,520 1,121
005D 0 0 4,712 3,896 0,956
006D 0 0 3,724 3,433 0,792
007D 0 - 4,870 2,592 0,858
008D - 4 1,261 2,658 0,466
009D = 0 0,490 1,167 0,200
010D = = 0,498 0,865 0,157

V Preglednici XXIII so zbrani vsi rezultati DoE vzorcev, kjer smo variirali
koli¢ino/koncentracijo Avicela RC 591 in Maldexa 150 okrog ciljne vrednosti. Za postavitev
modela smo uporabili program MODDE in metodo multiple linearne regresije. Postavili smo 8
razli¢nih modelov — 3, ki opisujejo G', G" in kompleksno viskoznost pri vzorcih pomesanih z
mucini (DZ), 2 pri ¢istih vzorcih (D) in 3, ki opisujejo sinergizem G', G" in kompleksne
viskoznosti. 1z grafov »Replicate plot« smo ugotovili, da je variacija med paralelnimi
eksperimenti (005D in 006D) in variacija med vsemi ostalimi eksperimenti majhna. Graf
»Residuals normal probability« je pokazal, da nimamo izstopajocih vrednosti, rezultate pa smo
pravilno logaritmi¢no transformirali, saj so rezultati eksperimentov lezali na premici. Z grafom
»Summary of Fit« smo s pomocjo parametrov R% Q2 veljavnosti (»model validity«) in
ponovljivosti (»reproducibility«) ocenili, ¢e je postavljen model dober.
Dober model ima naslednje karakteristike:

- razlika med R? in Q? (R?-Q?) < 0,2-0,3;

- Q%> 0,5, odlicen model ima Q?>0,9;

- veljavnost modela (model validity) > 0,25;

- ponovljivost (reproducability) > 0,5 (65).

Slika 17 v obliki stolpcev prikazuje kakovostne parametre izdelanih modelov vpliva Avicela
RC-591 in Maldexa 150 na reoloSke parametre v vzorcih pomeSanih z mucinom. Vidimo lahko,
da so vsi trije modeli zelo dobri, saj so vrednosti R? pri vseh vzorcih 0,99. Vsi trije modeli imajo
med seboj podobne kakovostne parametre, imajo pa tudi visoke vrednosti Q? (>0,97),
veljavnosti (>0,8) in ponovljivosti (>0,97). Postavljeni modeli so torej odli¢ni in lahko

ponovljivo dajejo ustrezne rezultate ter jih tudi napovedo.
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Summary of Fit (MLR) B R2

Model vpliva Avicela RC-591 in MD 150 na reoloske parametre vzorcev zdruzenih z mucinom | 2
1 [0 Model validity

[ Reproducibility

03

0.8

07

0.6

05 -

04

03 |

0.2

01|

o

FregSweepG1 (z mucinom)~ FreqSweepG2 (z mucinom)~ FregSweep n [z mucinom)~
FregSweepGl (2 mucinom) (N=10; DF=4; R2=0,99);
FregsSweepG2 (2 mucinom) (N=10; DF=4; R2=0,99);
Fregsweep 1n (z mucinom) (N=10; DF=4; R2=0,33)

Slika 17: Graficni prikaz kvalitete postavljenega modela vpliva Avicela RC-591 in Maldexa 150 naG’ G"in |n*| za vzorce
zdruzene z mucinom (DZ)

Summary of Fit (MLR) Bz
Model vpliva Avicela RC-391 in MD 150 na G' in G" Cistih vzorcev | 2
D Maodel validity

l Reproducibility

FreqSweepGl~ FreqSweepG2~
FreqSweepGl (N=10; DF=4; R2=0,99); FreqsSweepG2 (N=10; DF=4; R2=0,93)

Slika 18: Graficni prikaz kvalitete postavljenega modela vpliva Avicela RC-591 in Maldexa 150 na G' in G" za ciste vzorce

(D)
Slika 18 prav tako prikazuje kakovostne parametre, tokrat za modela vpliva Avicela RC-591 in
Maldexa 150 na G' in G" za vzorce zdruzene z mucinom. Tudi ta modela sta zelo dobra, saj
imata visoko vrednost R? (0,99), Q? (> 0,99) in ponovljivosti (> 0,97). Veljavnost teh dveh
modelov je nekoliko manjSa kot pri ostalih. To je posledica zelo podobnih meritev paralelnih
vzorcev (005D in 006D). Model interpretira, da morajo biti tudi ostale meritve tako tocne,
vendar niso, zaradi ¢esar je veljavnost niZja kot pri ostalih. Se vedno je model veljaven saj

zadostuje pogoju > 0,25 in ga lahko uporabljamo za interpretacijo ter napovedovanje rezultatov.
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Summary of Fit (MLR) Rz
Model vpliva Avicela RC-591 in MD 150 na reclo3ki sinergizem

| o2

[[] Model validity
l Reproducibility

Sinergizem Gl~ Sinergizem G2~ Sinergizem visk~
Sinergizem G1 {(N=10; DF=4; R2=0,99); Sinergizem G2 (N=10; DF=4; R2=0,99);
Sinergizem wvisk ([N=10; DF=4; RZ=0,99) R e

Slika 19: Graficni prikaz kvalitete postavljenega modela vpliva Avicela RC-591 in Maldexa 150vn-z;s;;1:e-rg-]ize-m'-C;E'-,EC:%:";Ein‘hy*l
Slika 19 prikazuje model vpliva Avicela RC-591 in Maldexa 150 na sinergizem reoloskih
parametrov, iz njega pa lahko razberemo, da ima prav tako odli¢ne kakovostne parametre kot
predhodno postavljeni modeli. Tudi tukaj so vrednosti R? 0,99, Q2> 0,85, veljavnost > 0,8 in

ponovljivost > 0,97.
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Slika 20: Izocrtni diagram (levo) in graf k&éﬁﬁéﬁtov (desho) vpliva Avicela RC-591 in Maldexa 150 na G’ ¢istih vzorcev (D)
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Slika 21: Izocrtni diagram (levo) in graf koeficientov (des-né) \-/p-liva Avicela RC-591 in Maldexa 150 na G' vzorcev pomeSanih z mucinom (DZ)
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Slika 22: Izocrtni diagram (levo) in graf koeficientov (desno) vpliva Avicela RC-591 in Maldexa 150 na sinergizem G'

V levem delu Slik 20, 21 in 22 so v obliki izo¢rtnega diagrama prikazani rezultati G' za pomerjene Ciste vzorce, zmesi vzorcev Z mucinom in
sinergizem G'. Desni del slik prikazuje koeficiente pripadajoc¢ih vzorcev, iz katerih lahko razberemo, kaksen je vpliv Avicela RC-591 ali Maldexa
150 na preiskovane parametre. Na podlagi koeficientov lahko trdimo, da ima Avicel RC-591 najmoc¢nejSi vpliv na G' tako v ¢istih vzorcih kot v
zmeseh mucinov (visji ¢isto levi stolpci), vpliva pa tudi na njegov sinergizem. To je posledica delovanja Avicela, saj tvori reSetko in vzpostavi
gelsko strukturo, kar se izraza na poviSanih G'. Vrednosti G' so bile pri zmeseh celo visje kot pri ¢istih vzorcih, kljub temu, da je koncentracija
Avicela RC-591 v zmesi niZja in da disperzije samega mucina ne izkazujejo gelskih lastnosti. Z modelom lahko torej ponovno potrdimo
mukoadhezivno interakcijo med mucinom in Avicelom. Maldex 150 ni imel vpliva na G' v vzorcih z mucinom in na sinergizem. To ham pokaze

interval zaupanja, ki precka Y os, stolpec pa je znotraj intervala zaupanja. Maldex 150 je imel vpliv le pri Cistih vzorcih. Rezultate potrjujejo tudi
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izo¢rtni diagrami — pri Cistih vzorcih so izoérte bolj zaobljene za razliko od vzorcev z mucinom in pri sinergizmu, kjer so bolj navpic¢ne. To pomeni,

da pride v zmesi do interakcije med mucinom in Avicelom, kar potrjuje, da je Avicel deloval bolj mukoadhezivno, medtem ko Maldex 150 na

mukoadhezijo ni imel bistvenega vpliva.

Response Contour Plot FreqSweepG2 Coefficients (scaled and centered)
Model vpliva Avicela RC-581 in MD 150 na G" cistih vzorcev Model vpliva Avicela RC-391 in MD 150 na G" ¢istih vzorcev
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Slika 23: Izocrtni diagram (levo) in grafkoefczentov (desno) vpliva Avicela RC-591 in Maldexa 150 na G" ¢istih vzorcev (D)
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Slika 24: Izocrmi diagram (levo) in graf koeficientov (desno) vpllva chela RC-591 in Maldexa 150 na G" vzorcev pomesamh Z mucinom (DZ)

=
N=10; R2=0,993; RSD=0,02893; DF=4; Q2=0,938; Confidence=0,95
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Slika 25: Izocrtni diagram (levo) in gréf- i<-<.)-ef-ic-ié-r-1£6v-(desno) vpliva Avicela RC-591 in Maldexa 150 na sinergizem G"

1z Slik 23, 24 in 25 lahko razberemo, da sta imela oba faktorja vpliv na G" tako v Cistih vzorcih kot v vzorcih z mucinom, vplivala pa sta tudi na
sinergizem G". Pri ¢istih vzorcih je bil vpliv Maldexa 150 ve¢ji kot pri vzorcih z mucinom, kar je smiselno. Mucin namre¢ prav tako kot Maldex
150 izraza bolj viskozne lastnosti (G"). Posledi¢no je bil torej v zmesi vpliv Maldexa 150 na G" manjsi, saj je imel vpliv na G" tudi mucin, ki pa je
v vseh zmeseh konstanten. Ponovno smo opazili interakcijo mucina z Avicelom RC-591. Na Sliki 23 lahko namre¢ vidimo, da izocrte Cistih vzorcev
nara$cajo relativno pocasi glede na koli¢ino Avicela v vzorcu (proti desni). Na Sliki 24 vrednosti proti desni nara$¢ajo hitreje, kar ponovno potrjuje,
da interakcija med mucinom in Avicelom obstaja. Sinergizem G" bi tako lahko bil Se eden izmed napovednikov mukoadhezije vzorcev oz. bi se ga
lahko uporabljalo v kombinaciji z interpretacijo sinergizma za G'. Glede na to, da so vsi postavljeni modeli zelo dobri, bi se lahko uporabljali za
deformulacijo orginatorskega izdelka, kjer poznamo kvalitativno sestavo mukoadhezivnih polimerov, ne poznamo pa kvantitativne sestave. Z

reolosko metodo bi lahko natan¢neje dolodili koli¢ino Avicela RC-591 in Maldexa 150 v orginatorskem izdelku ter tako razvili ustrezen generik.

57



5 SKLEP

V okviru magistrske naloge smo razvili reoloSko metodo, s katero lahko vrednotimo
mukoadhezivne lastnosti nakaterih mukoadhezivnih polimerov. Osredotocili smo se na
naslednje mukoadhezivne polimere: Carbopol 974P, Noveon AA-1, PVP-K90, Avicel RC-591
in Maldex 150. Postavili smo model, s katerim smo ovrednotili vpliv koli¢ine Maldexa 150 in
Avicela RC-591 na mukoadhezivne lastnosti proucevane sestave. Mukoadhezivne lastnosti smo
dolocali preko interakcij z mucinom, ki smo jih ovrednotili z reoloskimi parametri G', G", n*|
in reoloSkim sinergizmom. Z reoloSkim sinergizmom ovrednotimo interakcijo med mucinom
in mukoadhezivnim polimerom. Vecji kot je sinergizem, vecja je interakcija. V magistrski

nalogi smo ugotovili naslednje:
Razvoj reoloske metode

- Razvita metoda reoloSkega vrednotenja mukoadhezivnosti obsega amplitudni in
frekvencni preizkus. Preizkuse smo izvajali na rotacijskem reometeru Haake
Rheostress RS75, uporabljali pa smo geometrijo stozec (60 mm, 2°), plos¢ica (60 mm).

Za meritve smo uporabljali naslednje parametre:

Preglednica XXIV: Povzetek parametrov reoloskih meritev za vrednotenje mukoadhezivnosti

Strizna napetost t: Kotna frekvenca o:
Oscilacijski amplitudni test
0,1 Pa-10,0 Pa 1,000 Hz
o Kotna frekvenca o: Strizna napetost t:
Oscilacijski frekvenéni test 20
0,1000 Hz - 10,00 Hz 0,4 Pa
Temperatura 23,00°C £ 0,10 °C
Sirina reze ~ 0,095 mm

- Glavni del razvoja je bil razvoj priprave vzorca in predpriprave pred meritvijo.
Preiskovane vzorce z mukoadhezivnim polimerom smo zdruzili z 20 % disperzijo
mucina v razmerju 80:20, da smo dobili 4 % konéno koncentracijo mucina. Vzorce smo
¢ez no¢ pustili v hladilniku in jih pred meritvijo premesali. Vzorce smo nalili v reometer

in jih pustili stati 5 min pred zacetkom meritve.
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- Zaanalizo podatkov uporabimo vrednosti iz frekvencnega testa pri frekvenci 1 Hz.
Ugotovitve na osnovi izbrane reoloSke metode

- Disperzije mucina ne izrazajo gelskih lastnosti, ne glede na koncentracijo.

- Reoloske lastnosti disperzije mucina, razred¢ene na koncentracijo v zdruzenem vzorcu
so zanemarljive, saj imajo konsistenco vode. V izra¢unu sinergizma jih zato ni smiselno
upostevati.

- Pri vzorcih s PVP-K90, Avicelom RC-591 in Maldexom 150 smo ugotovili, da ve¢ja
kot je kon¢na koncentracija mucina v zdruZenem vzorcu in manj kot vzorec pri zdruZitvi
razred¢imo, ve€ji je sinergizem. Najvi§je sinergizme smo dosegli z 20 % zacetno
disperzijo mucina, ki smo jo zdruzili z vzorcem v razmerju 80:20 (vzorec:mucin). Tako
smo dobili 4 % konéno koncentracijo mucina v vzorcu.

- Polimeroma Carbopol 974P in Noveon AA-1 se ob zdruzitvi z disperzijo mucina tipa Il
porusi gelska struktura in se utekocinita. l1zkazujeta negativne reoloske sinergizme in
tako nista primerna za vrednotenje mukoadhezivnih lastnosti s to metodo.

- Sinergizem se s povecano koncentracijo PVP-K90 zviSuje, kar kaze na mukoadhezivne
lastnosti PVVP-K90.

- Razli¢ne serije komercialno dostopnega mucina nimajo vpliva na reoloske in posledi¢no
sinergisti¢ne rezultate ter so med seboj primerljivi.

- Dodatek mucina vzorcem z Avicelom RC-591 in Maldexom 150 povzroci hitrej$o
vzpostavitev gelske strukture in jo lahko pri vzorcih, ki ne gelirajo, inducira.

- Maldex 150 zavira vzpostavitev gelske strukture.

- Mucin in Avicel RC-591 tvorita mukoadhezivno interakcijo, kar se odraza v

nesorazmerno povisanih vrednostih reoloskih parametrih in sinergizmu.
Postavitev modela

- Postavili smo modele vpliva koncentracija Avicela RC-591 in Maldexa 150 na G', G"
in reoloski sinergizem. Modeli so bili postavljeni z reolosko analizo Cistih vzorcev in
teh vzorcev pomeSanih z mucinom. Postavljeni modeli so imeli dobro ujemanje z
izhodnimi podatki, dobro napovedno mo¢ in veljavnost. Z modeli smo na podlagi G',

G" in reoloSkega sinergizma ugotovili interakcije Avicela RC-591 z mucinom.

Pri tem moramo poudariti, da uporabljena reloSka metoda ni primerna za vse polimere, saj
smo Ze pri naSih poskusih ugotovili, da so nekateri polimeri z mucinom nekompatibilni. Za

vsako formulacijo oz. mukoadhezivni polimer, ki ga Zelimo analizirati je potrebno
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ovrednotiti, ali metoda daje smiselne rezultate. Metoda je primerna za medsebojno
primerjavo enakih formulacij z razli¢no kvantitativno sestavo mukoadhezivnih polimerov.
Posledi¢cno bi se lahko na podlagi modela uporabljala za deformulacijo orginatorskih
izdelkov. Se prej bi bilo potrebno potrditi napovedno mo& modela z vzorci, ki jih nismo
vkljucili v izdelavo modela. Nadalje bi bilo smiselno ovrednotiti Se ve¢ polimerov in
mukoadhezijo ovrednotiti Se z drugimi metodami ter rezultate primerjati. Zanimivo bi bila
tudi uporaba razli¢nih tipov mucinov ali naravnega mucina, ki bi lahko bolje posnemal
dejanske interakcije na sluznici. Absolutna primerjava mukoadhezije med razli¢nimi
polimeri je namre¢ s pomocjo reologije tezavna, saj je mukoadhezija kompleksen pojav z

razlicnimi mehanizmi, ki se ne odraza zmeraj v reoloskih lastnostih.
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