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POVZETEK

Zaradi kompleksnosti prebavnega trakta pogosto pride do razlik med profili sproscanja
uc¢inkovine in vitro, dobljenimi z uveljavljenimi farmakopejskimi metodami in spros¢anjem in
vivo. Z alternativnimi kompleksnimi napravami se lahko zapletenosti prebavnega trakta
priblizamo v vec¢ji meri, vendar pa je priprava taksnih poskusov zamudna, ovrednotenje
rezultatov pa tezavno. Lazje je izvajanje poskusov na aparaturah, ki preucujejo le dolocen
vidik kompleksnega prebavnega trakta. Ena tak$nih je naprava za posnemanje zelod¢nega
gibanja, ki je bila razvita v podjetju Lek d.d. Ljubljana v sodelovanju s Fakulteto za
strojniStvo. Njena glavna prednost je, da s kréenjem zaslonk, ki obdajajo silikonski Zelodec,
simulira zelodéno peristaltiko in posnema nekatere in vivo relevantne parametre, ki so
podobni hidrodinamiki znotraj Zelodca. Prav tako lahko teste na napravi za posnemanje
zelodénega gibanja izvajamo z volumni, ki so primerljivi z dejanskimi fizioloskimi pogoji.
Glavni cilj magistrske naloge je bil zmanjsati variabilnost spros¢anja, kar nam je uspelo s
to¢no definiranim mestom postavitve FO v silikonsko vreco. Prav tako smo ugotovili, da vsak
poseg v vsebino vreCe zelodca, npr. nadomescanje medija, zmanjSa ponovljivost rezultatov.
Ker se izbrana modelna ucinkovina v najvecji meri absorbira v tankem ¢revesu, smo
preucevali njen prehod iz silikonskega Zelodca skozi ventil, ki ponazarja pilori¢ni sfinkter.
Napisali smo natan¢en protokol testiranja in preucili vplive razli¢nih pretokov in dveh hitrosti
programov na spro$¢anje u¢inkovine. Ugotovili smo, da lahko tudi z odprtim sistemom
uspes$no lo¢imo med vzorci z razlicnimi lastnostmi. Pretok se je izkazal za pomemben
parameter, ki vpliva predvsem na delez spros¢ene ucinkovine v prvi ¢asovni tocki. Pri vi§jem
pretoku (5 g/min) pa smo Ze zaznali izgubljanje u¢inkovine in posledi¢no niZje koncentracije
od pricakovanih. Hitrost programa oz. trajanje posameznega peristalticnega vala je imela vecji
vpliv pri nizjem pretoku skozi Zelodec.

Iz razmerij sproséene ucinkovine iz testne formulacije in reference ter razmerij med dvema
izbranima formulacijama v posamezni ¢asovni to¢ki Smo izracunali korelacijo s pripadajo¢im
razmerjem maksimalnih plazemskih koncentracij in vivo. Izkazalo se je, da naprava za
posnemanje zelodénega gibanja tako pri nastavitvi hitrega programa (pretok 2 g/min), kot tudi
pri nastavitvi pocasnega programa (pretok 1 g/min) izkazuje boljSo korelacijo z in vivo
podatki, kot naprava USP II.

Kljucne besede: model za simulacijo gibanja zelodca, USP I, in vitro-in vivo korelacija,

pretok, alternativni testi sproscanja



ABSTRACT

Due to the complexity of gastrointestinal tract, there are often differences between the release
profiles that are obtained with established pharmacopoeia methods and release profiles in
vivo. With alternative, complex devices we can better simulate complicated gastrointestinal
tract, but it takes more time to set up the experiment and the evaluation of the results is
difficult. It is easier to perform experiments on devices that study only one of the aspects of
complex gastrointestinal tract. One such device was developed by the company Lek (in
collaboration with the Faculty of Mechanical Engineering, Ljubljana). The main advantage of
this device is that it is capable of simulating the stomach movement by the contraction of
apertures that surround the silicone stomach. It is aimed to imitate some of the in vivo relevant
parameters and to be similar to the hydrodynamics within the stomach in vivo. With this
model, it is possible to use small volumes of fluid, which are comparable to the physiological
volumes encountered in vivo. The main aim of the master thesis was to reduce the variability
of experimental results when studying the release of a model drug from a tablet formulation.
This goal was achieved with the precisely defined site of application of the tablet within the
silicone vessel. Every intervention to the content of the silicone stomach, such as the media
replacement, reduced the repeatability of the results. Because our model drug active
substance is mainly absorbed in the small intestine, we studied its passage from the silicone
vessel through the valve, that simulates the pyloric sphincter. We set up the exact protocol for
the operation and studied the impact of different flow rates and two different program speeds
on the release of active substance. We found out that also with an open system, we can
separate the formulation samples with different release properties. The flow rate has proved to
be an important parameter that mainly influences the amount of the released substance in the
first time point. At the higher flow rates (5 g/min), the loss of the substance and consequently,
lower concentrations than expected were observed. Program speed or the duration of each
peristaltic wave had a significant influence on the release rate at lower flow rates.

For each time point, a ratio between released drug from the test and reference formulation was
calculated and correlated to the in vivo ratios of maximum plasma concentrations. The new
model for stimulating the stomach motility in both cases (fast and slow program) provided a
better correlation with the in vivo data compared to the USP Il apparatus.

Key words: model for simulating stomach movement, USP II, in vitro-in vivo correlation,

flow, alternative dissolution tests.



SEZNAM OKRAJSAV

AUC — povrsina pod krivuljo (Area Under the Curve)

BCS - biofarmacevtska klasifikacija (Biopharmaceutics Classification System)
DGM - dinamic¢ni gastri¢ni model (Dynamic Gastric Model)

FO — farmacevtska oblika

GIT — gastrointestinalni trakt

GLP-1 — glukagonu podoben peptid -1 (Glucagon-like peptide-1)

HGS — ¢loveski zelod¢ni simulator (Human Gastric Simulator)

HPMC - hidroksipropilmetilceluloza (Hidroxipropil metil celulosa)
IVIVC — In vitro-In vivo korelacija (ang. In vitro-In vivo Correlation)
Kcal — kilokalorije (Kilocalorie)

MMC — migracijski motori¢ni kompleks (Migrating Myoelectric Complex)
Ph. Eur — Evropska farmakopeja (European Pharmacopoeia)

RPM — stevilo obratov na minuto (Revolutions Per Minute)

RSD - relativna standardna deviacija

SD - standardna deviacija

UHPLC - tekoc¢inska kromatografija ultra visoke lo¢ljivosti (Ultra High-Performance Liquid
Chromatography)

USP — Ameriska farmakopeja (United States Pharmacopeia)

USP | — naprava s koSarico

USP Il — naprava z vesli

USP 11l — naprava z recipro¢nimi valji

USP IV — naprava s pretocno celico

UV — ultravijoli¢na svetloba
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1 UVvOD

1.1 Zelodec

1.1.1 Znacilnosti Zelodca

v levem zgornjem delu trebusne votline, tik pod prepono. Njegove glavne funkcije so:
zaCasno shranjevanje hrane, razgradnja proteinov, meSanje in mletje hrane in s tem
povezana tvorba himusa, reguliranje prehoda himusa skozi pilori¢ni sfinkter v tanko ¢revo,

izlo¢anje intrinzi¢nega faktorja, ki je pomemben za absorbcijo vitamina B12, ipd.

Zelodec je dolg priblizno 25 cm in v pokonéni drzi spominja na érko J. Na njegovo obliko
znas$a od 10 — 50 mL, po obroku pa doseze vrednosti od 1000 — 1500 mL (1-4).

Hrana v Zelodec vstopi skozi Zelod¢no ustje (kardia). Kupolast del Zelodca nad kardio
imenujemo Zelod¢ni svod (fundus). V njem je vedno nekaj zraka. Najvecji, osrednji del
zelodca predstavlja telo (korpus). To se nadaljuje v lijakasto oblikovan pilori¢ni del, Ki se
zazemkom, imenovanem pilorus oz. vratar. Njegova glavna naloga je prepusc¢anje manjsih
koli¢in delno prebavljene hrane (himusa) v dvanajstnik. V obmocju od poziralnika do
dvanajstnika lo¢imo med malo Zelod¢no krivino na desni in veliko Zelod¢no krivino na
levi. Zelodec pokriva potrebusnica (peritonej) (1,2,5). Slika 1 prikazuje glavne anatomske

dele Zelodca.

poziralnik
Zelod¢ni
Zelodéno ustje svod (fundus)
(kardia)
mala telo (korpus)
krivina

zazemek  pilori¢ni
(pilorus) kanal

;oSS

dvanajsternik " zelodéne gube

velika
krivina

Slika 1: Prikaz anatomskih delov Zelodca. Prirejeno po (6).



Struktura gastrointestinalne stene

Notranja plast zelodca se imenuje sluznica oz. mukoza. Sestavlja jo epitelij, pod njim
zelodca izlocajo kislina, mukus, encimski prekurzor pepsinogen, intrinzi¢ni faktor,
hormon gastrin, idr. Pod mukozo se nahaja plast vezivnega tkiva, submukoza. V njej se
nahajajo submukozni zivéni pletez, krvne in limfne Zzile. Sledi gladkomisi¢na plast, Ki s
svojimi kontrakcijami povzrofa gibanje in meSanje Zelod¢ne vsebine. Lo¢imo med

notranjo, relativno debelo krozno plastjo in zunanjo, tanjSo vzdolzno plastjo misic. Krozno

.....

.....

misic se nahaja mientericni ziv¢ni pletez, ki uravnava gastrointestinalno motiliteto. Od

zunaj zelodec obdaja seroza, ki ima vezivno in protektivno vlogo (2,7).

Nadzor delovanja Zelodca

Na gastrointestinalni trakt (GIT) vpliva tako simpaticno kot parasimpati¢no ZzivCevje.
Simpatik povzroc¢i kontrakcijo sfinktrov in zavira potovanje vsebine po GIT, parasimpatik
pa na GIT deluje stimulatorno in pospesi pomikanje vsebine. Eno glavnih vliog v GIT ima
tudi enteri¢ni Zivéni sistem, Ki ga tvorita mienteriéni (Auerbachov) in submukozni
(Meissnerjev) ziveéni pletez. Mientericni zivéni pletez se nahaja med krozno in vzdolzno
misi¢nino, njegova stimulacija pa povefa intenziteto in hitrost ritmi¢nih kontrakcij.
Submukozni pletez vpliva predvsem na sekrecijo in lokalno absorpcijo. Oba Ziv¢éna pleteza
dobivata informacije o dogajanju Vv prebavni cevi od receptorjev v sluznici.
Mehanoreceptorji zaznavajo raztezanje zelod¢éne stene med obrokom, kemoreceptorji pa
prisotnost aminokislin, mas¢ob, ogljikovih hidratov in vodikovih ionov v svetlini prebavne
cevi (2,5,6). Na delovanje GIT imajo vpliv tudi gastrointestinalni peptidi. V zelodcu so
pomembni gastrin, ki pospesi izlo¢anje kisline (7), motilin, katerega koncentracija sovpada
s Il fazo migracijskega motori¢nega kompleksa (MMC) in ima posledi¢no vpliv na
zelodéno praznjenje, grelin, ki povecuje apetit, GLP-1, ki povzro¢i obcutek sitosti in

zmanjsa hitrost Zelodénega praznjenja, ipd. (8).

Absorpcija
U¢inkovine se zaradi majhne povrSine Zelod¢ne stene in kratkega zadrZevanja v Zelodcu v
najveéji meri absorbirajo v tankem crevesu (9). Etanol je ena redkih v vodi topnih

substanc, ki se absorbirajo v zelodcu. Njegova topnost v mas¢obah mu omogoca difuzijo



skozi membrane mukoznih celic v zelodcu (1). Ker se ve¢ina uc¢inkovin absorbira v tankem
Crevesu, ima zelodec z nadzorovanjem prehoda snovi skozi pilorus velik vpliv na cas

absorpcije dolocene u¢inkovine. Prisotnost hrane v zelodcu lahko ¢as absorpcije podaljsa
tudi do 6 ur (10).

1.1.2 Motiliteta zelodca

Motiliteta Zelodca po obroku

Prazen zelodec ima volumen 50 mL, njegov premer pa ni veliko ve¢ji od premera tankega
Crevesa. Ko hrana vstopi v Zelodec, se gladke miSice fundusa in korpusa Zelodca
relaksirajo in povzrocijo povecanje volumna tudi do 1500 mL, brez bistvenega povecanja
pritiska v zelodcu. To je tako imenovana receptivna relaksacija, za katero sta odgovorna
parasimpaticni sistem in center za poziranje v mozganih. Spodnji del Zelodca se na prihod
hrane odzove s peristalti¢énimi valovi. Vsak val se zacne v telesu zelodca, Kjer ne povzroci
pretiranih kontrakcij, zgolj nihanje. Ko se val pomika proti antrumu, kjer je miSi¢na plast
debelejsa, se kontrakcije okrepijo in povzro€ijo meSanje vsebine ter zaprtje pilori¢nega
sfinktra. Ta je obicajno relaksiran in se zapre samo ob prihodu peristalticnega vala. Ker se
pilorus zapre, lahko skozenj v dvanajstnik prehajajo le majhne koli¢ine himusa, ve¢ina pa

se pomakne nazaj v korpus zelodca in $e dodatno razmesa (7).

Gastriéni peristalticni valovi imajo v prisotnosti hrane v Zelodcu stalni ritem 3
kréenja/minuto (11,12). Naenkrat so lahko v Zelodcu prisotne 2 do 3 peristalticne
kontrakcije (13). Za njihovo ustvarjanje so pomembne »pacemaker« celice (Cajalove
celice), ki se nahajajo v vzdolzni misi¢ni plasti v obmo¢ju velike krivine Zelodca (1,6).
Podvrzene so spontanim depolarizacijam-repolarizacijam in tvorijo osnovni elektri¢ni
ritem Zzelodca. MiSi¢ne membrane lahko prag vzdraZenosti dosezejo le ob prisotnosti
zunanjih drazljajev (razteg stene zelodca), hormonov in nevrotransmitorjev (7). Taksne

kontrakcije so prisotne v zelodcu priblizno 1 uro na vsakih 200 kcal 0z. 837 kJ zauzitega
obroka (14).

Motiliteta Zelodca na teice
Za stanje na teSe je znaCilen vzorec peristalti¢nih kontrakcij, imenovan migracijski

motori¢ni kompleks (MMC) (8). Za sprozenje naj bi bil odgovoren intestinalni peptid



motilin, vzorce kréenja pa usklajuje entericni zivéni sistem (7). Posamezen cikel se ponovi

na vsake 90 — 120 min (15), doloceni viri opisujejo razpon od 15 — 180 min (9).

MMC razdelimo na tri oz. §tiri faze. Faza | zavzema vec¢ino ¢asa MMC, saj traja 45—60
min, zanjo pa je znacilno obdobje mirovanja. Sledi ji faza Il z ob¢asnimi, neenakomernimi
kontrakcijami in traja 30-45 min. Za III fazo so znadilne redne, mocne kontrakcije s
frekvenco 3 kréenja/minuto. V tej fazi ostaja piloricni sfinkter odprt in lahko prepusca
neprebavljene delce velikosti do 1,9 cm. To fazo zato imenujemo tudi Cistilna (ang.
housekeeper wave) in traja 5-15 min (15). Na ta nacin se Zelodec popolnoma ocisti vsebine
(16). V vecini literature se omenja Se faza IV, kjer gre za po¢asno umirjanje kontrakcij in
traja najve¢ 5 min (10,15). Slika 2 prikazuje mo¢ kontrakcij v stanju na tes¢e (glede na

fazo MMC cikla) in po hranjenju.

I o m v
f: e E
o ! [ 11 1 hranjenje
mo¢ *
kontrakcije
/_
trajanje (min) | L Il ]
| 45-60 30-45 5-15 0-5
|
e — stanje na teSce 1 | - stanje po hranjenju PA—

Slika 2: Prikaz Zelod¢ne motilitete v stanju na te$¢e in po hranjenju. Prirejeno po (10).

1.1.3 Praznjenje Zelodca

Na praznjenje Zelodca vpliva vec faktorjev. Bolj je zelodec raztegnjen (vec¢ji so zauziti
volumni), hitrejSe je praznjenje (15). Hitrost praznjenja je odvisna tudi od kemijske
sestave in fizikalnih lastnosti hrane. Kislost vsebine, njena kalori¢nost, viskoznost in
hipertoni¢nost praznjenje Zelodca upocasnijo (1,13). Prav tako na praznjenje Zelodca
vplivajo bioloski faktorji posameznika, kot so indeks telesne mase, spol, stres, raven
glukoze v krvi, lega telesa (13).

Preko enterogastricnega refleksa, ki zajema hormonalne in neuralne mehanizme, na
praznjenje Zelodca vpliva tudi dvanajstnik. Prisotnost mas¢obnih kislin ali monogliceridov
v dvanajstniku preko holecistokinina poveca kréenje pilori¢nega sfinktra in na ta nacin
zmanjsa hitrost praznjenja zelodca. Ta mehanizem preprecuje nadaljnje prehajanje mascob,
dokler zoléne kisline ne predelajo vsebine v dvanajstniku. Tudi prisotnost kisle vsebine v
dvanajstniku vpliva na gibanje zelodca. Takrat se iz tankega Crevesa sprosti sekretin, Ki

inhibira kréenje antruma in poveca kréenje pilori¢nega sfinktra. V prisotnosti peptidov in



aminokislin se iz antruma in dvanajstnika za¢ne sproscati hormon gastrin. Ta stimulira
krcenje antruma in stopnjo kontrakcij piloricnega sfinktra, kar povzro¢i upocasnjeno

praznjenje zelodca (1,2).

Pretok skozi piloricni sfinkter

Schindlbeck je s sodelavci na 12-ih zdravih prostovoljcih preuceval vpliv pretoka skozi
pilori¢ni sfinkter v stanju na tes¢e. Ugotovili so, da se je pretok skozi pilori¢ni sfinkter
spreminjal v odvisnosti od faze cikla MMC. V fazi I MMC, za katero je znacilno obdobje
mirovanja, je bil pretok skozi pilorus 0,90 (0,0-2,4) mL/min. V fazi II, ko se Ze pojavijo
nakljuc¢ne kontrakcije, je Zelodéno praznjenje znasalo 1,74 (1,2-4,2) mL/min, v fazi I, ki
je najkrajsa, pa 1,1 (0,64-1,9) mL/min (17). Ce povzamemo, lahko re¢emo, da pretok iz
zelodca v dvanajstnik v stanju na tes¢e v povprec¢ju ne preseze 2 mL/min.

Po hranjenju je hitrost praznjenja zelodca odvisna od kalori¢ne vrednosti zauzitega obroka.
Pretok skozi pilorus po hranjenju obi¢ajno znasa 2-4 mL/min, pri ve¢jih zauzitih volumnih
pa lahko hitrost praznjenja doseze vrednosti 10-40 mL/min. V odvisnosti od energijske
vrednosti obroka je Zelodec sposoben nadzorovati praznjenje tako, da v dvanajstnik vsako
minuto priteCe vsebina s kaloricno vrednostjo 2-4 kcal. Po zauzitju trdnega obroka je
mogoce opaziti le majhno praznjenje v dvanajstnik. To fazo imenujemo »lag« faza oz. faza
zakasnitve praznjenja, med katero se veéji, trdni delci v Zelodcu zdrobijo in zmehéajo.
Traja lahko tudi ve¢ kot eno uro (3,4,18). Po obroku lahko skozi pilorus prehajajo le delci
velikosti do 2 mm (8). Vecji, neprebavljeni delci, do velikosti 1,9 cm se iz zelodca
izpraznijo med 111 fazo MMC. Gonilna sila praznjenja je gastro-duodenalni tla¢ni gradient,

Ki potisne vsebino Zelodca skozi pilorus v dvanajstik (1,2).

1.2  Sproséanje

Studije spros¢anja imajo velik pomen v farmacevtski industriji. V zagetnih fazah razvoja
farmacevtske oblike (FO) so pomembne za izbiro ustreznih pomoznih snovi pri izdelavi
FO. Razli¢ni profili spro§¢anja nam pokaZejo razlike med formulacijami in nam na ta na¢in
omogocijo izbiro Zelene FO. Prav tako so Studije spros€anja pomembne pri kontroli
kakovosti in stabilnosti zdravil. V fazi razvoja FO se z in vitro testi spros¢anja poskusamo
¢im bolj priblizati fizioloskim pogojem in na ta nacin predvideti obnasanje FO v telesu.
Spreminjamo lahko pH in sestavo medija, volumne tekoCine, posnemamo gibanje in
pretoke v GIT, ipd. Z ustrezno nacrtovanimi in Vitro testi lahko pravocasno izlo¢imo

formulacije z neustreznimi profili spro$€anja in se s tem izognemo nepotrebnim Studijam



na ljudeh. Zato je razvoju novih, alternatvnih testov sprosc¢anja, ki bi bolje ovrednotili in

vivo dogajanje, treba pripisati ve¢ji pomen (3).

Parametri, ki vplivajo na in vitro sprosc¢anje

Poleg lastnosti u¢inkovine in FO, v katero je formulirana, na hitrost spro$¢anja in vitro
vplivajo tudi pogoji testiranja. Pri izbiri medija je pomembna njegova sestava (pH,
osmolalnost, ionska mo¢, prisotnost zol¢nih soli, ipd.), temperatura, viskoznost in ne
nazadnje volumen. Vi§ja temperatura in manjSa viskoznost medija povzrocita boljSo
difuzijo molekul in posledicno hitrejSe spros¢anje ucinkovine (19). Pri in vitro testih
spros¢anja obi¢ajno uporabljamo volumne medija, ki omogocajo »sink« pogoje (500-1000
mL). To pomeni, da je volumen medija vsaj 3-10x ve¢ji od volumna nasicenja. Ker so ti
volumni mnogo visji od dejanskih in vivo pogojev (~250 mL), lahko to, predvsem pri slabo
topnih u¢inkovinah, privede do velikih in vitro-in vivo razlik. Tudi hidrodinamika teko¢in
pri posameznem testu se precej razlikuje od dejanskih tokov, ki jim je FO izpostavljena v
Cloveskem zelodcu (20). Vecja je hidrodinamika medija (meSanje), tanjSa bo stacionarna

difuzijska plast okoli FO in posledi¢no bo sproscanje hitrejse (19).

In Vitro — In Vivo korelacija (IVIVC)

Pri IVIVC gre za vzpostavitev odnosa med in vitro spro$éeno ucinkovino in plazemsko
koncentracijo oz. koli¢ino absorbirane uc¢inkovine in vivo. Z dobro zasnovanimi in vitro
testi lahko uspe$no predvidimo dogajanje ucinkovine v ¢loveSkem telesu in s tem
zmanj$amo Stevilo $tudij na ljudeh. Da bi uspes$no ponazorili in vivo dogajanje u¢inkovine,

moramo pri testih spro$¢anja ¢im bolje ponazoriti kompleksnost GIT (21,22).

Kvaliteto IVIVC razdelimo na tri stopnje. Stopnja A je najvisja raven korelacije, kjer vsaka
tocka na in vitro profilu ustreza tocki na in vivo profilu raztapljanja. Pri stopnji B
primerjamo povpreéen ¢as, ko je raztopljena vsa u¢inkovina in vitro s povpre¢nim ¢asom
zadrzevanja uéinkovine v telesu ali casom raztapljanja in vivo. Stopnja C opisuje IVIVC v
eni tocki, na primer odstotek raztopljene u¢inkovine ob dolo¢enem casu z ustreznim
parametrom, kot je AUC (povrsina pod krivuljo) ali Cax. Obstaja tudi veckratna stopnja
korelacije C, kjer povezemo koli¢ino raztopljene u¢inkovine in vitro v razli¢nih ¢asovnih
tockah z ve¢ farmakokineti¢nimi parametri (na primer AUC v razli¢nih ¢asovnih tockah)
(21). Tabela 1 prikazuje in vitro oz. in vivo parametre, pomembne pri doseganju dolo¢ene
stopnje IVIVC.



Tabela 1: Parametri, ki so kljuéni za doseganje posamezne stopnje IVIVC. Povzeto po (10).

Stopnja In Vitro In Vivo

- - krivulja plazemske koncentracije
A krivulja raztapljanja uéinkovine oz. njene absorpcije

B povprecen Cas raztapljanja u¢inkovine povprecen Cas zadrZevanja u¢inkovine v
(MDT) telesu (MRT) ali Cas raztapljanja

hitrost raztapljanja, odstotek raztopljene hitrost absorpcije, odstotek absorbirane

C ucinkovine ob izbranem ¢asu, ¢as, ko je ucinkovine ob izbranem ¢asu, Cas, ko je

raztopljene 10, 20, 90% ucinkovine absorbirane 10, 20, 90% ucinkovine

1.3  Farmakopejske metode testov sprosc¢anja

Naprava s kosarico (USP 1) in naprava z vesli (USP I1)
Aparaturi USP | in USP |1 sta najpogosteje uporabljeni farmakopejski napravi za dolo¢anje
spro$¢anja iz trdnih FO s takoj$njim spros¢anjem. Njune glavne prednosti so robustnost,

enostavnost in dobra standardizacija (19). Za

napravo USP I je znacilna koSarica, ki se vrti okoli 4

svoje osi, pri USP 11 pa je namesto koSarice veslo, ki

mesa medij. FO umestimo v koSarico oz. jo
potopimo na dno posode z medijem. V kolikor FO U

ne potone (kapsule), jo lahko vstavimo v »sinker, v v

to je priprava, ki FO zadrZzuje na dnu posode.

S, . Slika 3:Prikaz aparature USP | (levo) in
Volumni, ki jih uporabljamo, so med 500-1000 mL USP 11 (desno). Povzeto po (23).

in  velikokrat omogoc¢ajo sink pogoje. Ti

zagotavljajo, da na hitrost sprod¢anja ne vpliva topnost kot omejujo¢i dejavnik. Ce je
hitrost meSanja premajhna, se na dnu posode ustvari nepremicen stoZec, kar zavira
raztapljanje. Ta pojav lahko delno zmanjSamo s povefanjem obratov, vendar prehitro
mesanje ne omogoca lo¢evanja med formulacijami oz. serijami. Obi¢ajna hitrost vrtenja pri
USP 1 je 50-100 rpm (obratov na minuto), pri USP Il pa 50-75 rpm. Steklene posode so
potopljene v vodno kopel, ki omogoca temperaturo medija 37+0,5 °C, kar je primerljivo s
fizioloskimi pogoji (10,20). Slika 3 prikazuje napravo s kosarico (levo) in napravo z vesli

(desno).




Naprava z recipro¢nimi valji (USP 111)

Aparatura USP 11l vsebuje steklene posode z ravnim dnom, ki so potopljene v vodno
kopel, termostatirano na 37 °C. V stekleno posodo je vstavljen cilinder z mrezastim dnom,
v katerega vstavimo FO. Cilinder se pomika vertikalno recipro¢no, tako da tekoc¢ina potuje
skozenj. Prav tako nam aparatura omogoca premik cilindra v naslednjo stekleno posodo z
druga¢nim medijem. Posamezna steklena posoda ima volumen medija do 250 mL. Sink
pogoje lahko dosezemo s premikanjem cilindra v steklene posode v naslednji vrsti. Hitrost
pomakanja je obic¢ajno 5-25 dpm (potopov na minuto). Mrtva cona meSanja, ki se pri
napravah USP I in USP II pojavi zaradi nepremi¢nega stoZca na dnu posode, se pri napravi
z recipro¢nimi valji lahko pojavi zaradi sipanja FO iz cilindra ali lepljenja na njega.
Aparatura USP III je primerna predvsem za FO s prirejenim sproS€anjem, saj nam

omogoca simulacijo pogojev vzdolz celotnega GIT (10,20).

Naprava s pretocno celico (USP 1V)

Aparatura USP IV vsebuje rezervoar z medijem in ¢rpalko, ki ¢rpa medij skozi celico s
FO. Vodna kopel vzdrzuje konstantno temperaturo 37+0,5 °C. Skozi celice lahko ves ¢as
doteka svez medij (odprt sistem) ali pa se dolo¢en volumen medija vraca v rezervoar (zaprt
sistem). Preto¢na celica je v sistem nameS$Cena vertikalno, skoznjo pa teCe medij s
standardnimi pretoki 4, 8 ali 12 mL/min. Na vrhu celice je filter, ki preprecuje izgubo
neraztopljenih delcev, v spodnjem delu pa so majhne steklene kroglice (premer ~1mm) in
ena vecja (premer ~5mm), Ki varujejo cevko z vstopno tekocino. S spreminjanjem koli¢ine
steklenih kroglic lahko vplivamo na hidrodinamiko teko¢in v preto¢ni celici. Ce
odstranimo kroglice premera 1 mm, tudi pri najnizjem pretoku (4 mL/min) v celici
povzro¢imo kaoti¢no in asimetri¢no gibanje medija. Pomembna je tudi izbira filtra, saj se
lahko nanj nalepijo netopni ali lepljivi delci in povzroéijo zamasitev in posledi¢no porast
tlaka v celici. Aparat USP IV se najpogosteje uporablja za FO s prirejenim spro§éanjem,
kjer je FO izpostavljena razlicnim pogojem vzdolz GIT. Njena prednost je tudi pri
vrednotenju spro$canja slabo topnih snovi, ker nismo omejeni z volumnom in lahko

dosezemo »neskonc¢ne sink« pogoje (10,20).

1.4 Alternativne metode testov spros¢anja
Na hitrost spros¢anja iz FO vplivajo Stevilni parametri. V fazi razvoja FO je glavni cilj
testov sprosc¢anja ¢im bolje posnemati in vivo pogoje in tako doseci dobro in vitro-in vivo

korelacijo (IVIVC). Slaba IVIVC je lahko posledica neustrezne izbire medija, ki ne odraza



fizioloskih pogojev, neupostevanja sprememb pH vzdolz GIT in wvpliva encimov,
zanemarjanja razlicnih vzorcev gibanja GIT v stanju na teS¢e in po hranjenju, neustrezne
hidrodinamike medija ipd. (10). Razlog za neuspeh so tudi enostavne naprave za
spros¢anje, ki ne omogocajo zadostnega posnemanja GIT. Zato je v takih primerih
smiselno uporabiti tudi alternativne, fiziolosko relevantne, dinami¢ne metode, ki bolje
odrazajo kompleksne pogoje GIT (20). Enostavnejsi modeli se osredotocajo le na dolo¢en
parameter, npr. na sile pri prehodih skozi pilorus, dinamic¢ni sistemi pa lahko preucujejo
veC¢ parametrov hkrati. Prav zaradi svoje kompleksnosti zahtevajo pazljivo nacrtovanje

poskusov, natan¢no vrednotenje rezultatov in jih je tezje standardizirati (23).

1.4.1 Enostavni stati¢ni sistemi

Uporaba steklenih kroglic

Metoda vkljucuje uporabo klasi¢ne aparature z vesli, ki jo kombiniramo z vmesnim
stresanjem s steklenimi kroglicami. Te ponazarjajo mehanski stres v GIT. Sako je s
sodelavci to metodo uspesno uporabil pri spros¢anju u¢inkovine iz HPMC ogrodnih tablet.
IVIVC. Zato so HPMC tableto po 1h vzeli iz posode, jo vstavili v 50 mL epruveto s 60 g
steklenih kroglic in 2 g vode. Po 10 min stresanja so vsebino vrnili v posodo in nadaljevali

s testom spros¢anja. Tako so znatno izboljsali IVIVC (24).

Uporaba vrtece se posode

Abrahammson je s sodelavci zasnoval aparaturo z vrte¢o se posodo z namenom, da bi se
¢im bolj priblizali povrSinskim striznim silam, ki jim je FO izpostavljena v GIT po
hranjenju. Izhajali so iz dejstva, da se z veCanjem striznih sil povecéa erozija in posledi¢no
sproséanje ucinkovine iz FO. V ta namen so uporabili hidrofilne ogrodne tablete s
podaljSanim sproScanjem, ker je hitrost sprosc¢anja u¢inkovine iz njih mo¢no povezana z
erozijo tablete oz. s hidrodinamskimi pogoji, ki jim je tableta izpostavljena. Z uporabo
podatkov magnetno-resonan¢nega slikanja polnega Zelodca so z dobljenimi parametri
sestavili racunalniSki model Zelodca. RacunalniS8ka simulacija je pokazala Sirok razpon
med striznimi silami, ki jim je tableta izpostavljena v Zelodcu. Strizne sile na tableto so
najvecje v antrumu, kjer so kontrakcije najmoc¢nejSe in ob sunku tablete iz antruma nazaj

proti proksimalnemu delu Zelodca.



Glavni del in vitro preizkusa predstavlja posoda z

drogom, ki je pritrjen na njeno dno in ji omogoca vrtenje.

B/

Tableta je fiksirana na togo jekleno Zzico in se ne —=

premika. Vrtenje posode omogoca nadzorovan,

predvidljiv, fiziolosko relevanten tok tekoCine okoli

tablete. Erozijo tablet so dolo¢ili z izgubo mase tablete v
posameznih ¢asovnih tockah. Aparatura USP | povzroci Slika 4 Prikaz metode z vrteo
bistveno manjso erozijo oz. strizne sile na FO, kot se Caso. Povzeto po (26).
aparatura z vrteco se posodo, ki povzroc¢a strizne sile podobne in vivo pogojem. Slabost
aparature z vrteCo se posodo je, da lahko testiramo samo enoodmerne FO. Prav tako se
spros¢ena ucinkovina po posodi ne razporedi homogeno, kar nam onemogoca merjenje z
UV-VIS spektrometrijo ampak zgolj spremembo mase FO (25). Slika 4 prikazuje napravo

za simuliranje hidrodinamskih tokov v ¢loveskem Zelodcu.

Naprava 7 mreZico in balonom

Aparatura je bila zasnovana z namenom posnemanja tlacnih in striznih sil, ki se pojavijo
med gibanjem stene GIT. Omogoca tudi simuliranje izgube kontakta s tekoc¢ino, ko se FO
nahaja v ¢revesnih zra¢nih zepih. Primerna je predvsem za FO s prirejenim spros¢anjem.
Sestavljena je iz centralne osi, na kateri je Sest komor. Vsaka komora se nahaja v svoji
posodi z medijem in je sestavljena iz prepustne mrezice. Centralna os je na eni strani
sklopljena z enoto za reguliranje pritiska balona, na drugi strani pa z motorjem, Ki vrti os.
Posnemanje gibanja GIT in s tem pritisk na FO je ustvarjen s polnjenjem oz. praznjenjem
balona, ki se nahaja znotraj posamezne komore. Komora se zaradi vrtenja centralne osi
pomika v in iz medija, ter tako oponaSa nahajanje FO v crevesnih zra¢nih Zepih. V
posamezni posodi se poleg komore nahaja $¢ mesalo in vzor¢evalnik(26). Slika 5 prikazuje

kljuéne dele naprave za posnemanje sil v ¢loveskem Zelodcu.

del za reguliranje
pritiska mesalo vzor€evalnik

nastavek za
polnjenje balona

motorZek za vrtenje
centralne osi

—1 komora iz mreZice

posoda z medijem L o

Slika 5:Shematski prikaz naprave z mreZico in balonom. Povzeto po (20).

10



Kombinacija aparature USP 111 in plasti¢nih kroglic

Plasti¢ne kroglice so v aparaturo USP III dodane z namenom posnemanja mehanskih sil, ki
jim je FO izpostavljena v GIT. Njihova velikost je od 1-8 mm, v recipro¢ni cilinder pa jih
napolnimo do priblizno ene Cetrtine. Najpomembnejsi faktor je gostota kroglic, ki mora biti
enaka gostoti medija v cilindru, zato da kroglice ne potonejo na dno, ampak se prosto
gibljejo v mediju. Na ta nacin se na FO ustvarja mehanske sile, kar izbolj$a posnemanje
mehanskih obremenitev v prebavnem traktu, ki so bolj intenzivne predvsem ob prisotnosti

hrane in med praznjenjem Zelodca (27).

Pretocni sistem s kroglicami

Sistem, ki ga je razvila prof. Bogatajeva s sodelavci na Fakulteti za farmacijo v Ljubljani,
vkljuc¢uje 150 mL caso, ki se nahaja v vodni kopeli, pod njo pa je magnetno mesalo. S
¢rpalko v ¢aso ves ¢as dovajamo svez medij, iz nje pa z enako hitrostjo ¢rpamo raztopino
in tako ohranjamo konstanten volumen v ¢a$i. V njej se poleg medija nahaja Se magnet, ki
omogoc¢a mesanje in majhne steklene kroglice (20-70 g). FO je poloZena na steklene
kroglice. Njihovo premikanje posnema gibanje GIT, ko je FO v stiku z mukozo. Sistem je
najprimernejsi za tablete, ki ne razpadejo, saj bi njihov razpad povzrocil prodor delcev v

plast steklenih kroglic, Kjer so sile precej vecje kot v ¢loveskem Zelodcu (28).

1.4.2 Dinamicni sestavljeni sistemi

Gre za kompleksne sisteme, ki se skuSajo priblizati dejanskim in vivo pogojem, v kolikor
so ti znani. Bolj kot za identifikacijo kriti¢nih parametrov, ki jim je FO izpostavljena v
GIT, so ti skrbno nacrtovani sistemi primernejsi za potrjevanje doloéenih vplivov na FO.
Kljub svoji dodelanosti pa se dinami¢ni sistemi $e vedno le v grobem priblizajo

kompleksnim, realnim pogojem v ¢loveskem GIT (20).

Model Zelodca in dvanajstnika

Gre za najpreprostejSo aparaturo med dinami¢nimi sestavljenimi sistemi. Lo¢imo med
modelom Zelodca in modelom dvanajstnika, ki sta med seboj povezana. Po razpadu FO v
zelodénem predelu se vsebina z nadzorovano hitrostjo ¢rpa v predel dvanajstnika. Izbira
medija v posamezni komori posnema in vivo stanje. Medij v Zelod¢nem predelu ima
pH 2-2,5, v predelu dvanajstnika pa 6,5. Na ta na¢in prenos raztopine iz kislega Zzelodénega
pH v predel tankega Crevesa povzroCi dinamicne procese raztapljanja, obarjanja, re-

kristalizacije in ponovnega raztapljanja u¢inkovine. Omogoceno je tudi dovajanje svezega
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medija v posamezen predel. Koncentracijo u¢inkovine merimo z UV-VIS spektrometrom.

Modelu manjka odstranjevanje u¢inkovine iz predela dvanajstnika in s tem omogocanje

»sink« pogojev, kar je pomembno predvsem za slabo topne, dobro permeabilne

ucinkovine. Slabost sistema je tudi slabo oponasanje gibanja GIT in Zelod¢nega ter

Crevesnega izlo¢anja (lipaza, pepsin, HCI, Zol¢ne soli, natrijev bikarbonat) (20,29).

Dinamicni gastri¢ni model (DGM)

DGM je aparatura, ki je z vidika striznih
sil, meSanja, pH in encimskega
obnasanja ter tudi z dejanskimi casi
zadrzevanja  sposobna  ucinkovito
posnemati dogajanje v c¢loveskem
zelodcu. Sestavljena je iz treh glavnih
delov, to so osrednji elasti¢en del, Ki
lahko sprejme volumen do 800 mL,
antrum in zaklopka. Sistem je z vodno
kopeljo, ki obdaja DGM, termostatiran
na 37 °C. Spremembe tlaka v vodni
kopeli so racunalniS§ko nadzorovane in
povzrocijo nezne kontrakcije osrednjega
dela. Dodajanje encimov in Kisline z
racunalnisko kontrolo izvaja zanka S

Sobami, ki se nahaja v proksimalnem

Zanka s Sobami za
dodajanje kisline in =~
encimor.

Vodna kopel za
vZdrZevanje sl
temperamre.
Odprtina, ki omogoca spremembe
tlaka znotraj kopeli in posledi¢no
kontrakcije osrednjega dela.
\ Elastien
osrednji
k  del
Izhod, ki omogoca
Zaklopka ——"'-‘} praznjenje vsebine.
* Elasti€en obrocek, ki se
Ktz v pomika po antrumu in

I simulira peristalticno
SR

g

3

.

o Cev, ki premika
c elasticen obrocek.

Bat, ki regulira
volumen vsebine v
antrumu.

Slika 6: Shemati¢ni prikaz dinami¢nega

gastriénega modela (DGM). Prirejeno po (32).

delu DGM. Dodajanje encimov je odvisno od volumna vsebine Zelodca, medtem ko je

dodatek kisline povezan s pH stanjem v zelodcu. pH stanje spremljajo elektrode potopljene

v osrednji del DGM. Antrum je sestavljen iz cevi, v kateri se nahaja bat, ki regulira

volumen vsebine in elastien obrocek, pritrjen na cevko, ki mu omogoca premikanje po

antrumu. Na ta naéin se v spodnjem delu DGM povzro¢i stiskanje, drobljenje, erozija,

strizne sile, ipd. Vsebina DGM se lahko izlo¢i skozi ventil, ki se nahaja med antrumom in

osrednjim delom DGM. V raziskavi, kjer so spremljali vpliv mehanskih sil na kroglice iz

agarja, so ugotovili, da so sile na kroglice pri DGM fiziolosko relevantnej$e kot pri

aparaturi USP Il (30,31). Slika 6 prikazuje klju¢ne dele DGM.
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Gastrointestinalni model TIM

TIM je dinamicen in vitro sistem, sestavljen iz ve¢ predelov, ki ponazarjajo ¢loveski

zelodec, tanko in debelo ¢revo. Model TIM-1 je sestavljen iz predela zelodca,

dvanajstnika, jejunuma in ileuma ter racunalnisko vodeno oponasa fizioloski pH, encimsko

aktivnost, koncentracijo zol¢nih soli, peristaltiko in GIT prehode. Posamezen predel je

sestavljen iz dveh steklenih enot s prilagodljivo silikonsko notranjo steno. Prostor med

notranjo in zunanjo steno je napolnjen z vodo, ki omogoca termostatiranje na 37 °C. Poleg

posnemanja telesne temperature lahko s spreminjanjem pritiska vode vplivamo na notranjo

membrano in tako povzro€imo peristalticno gibanje in meSanje himusa. Z izlo¢anjem

kisline v zelod¢ni predel in bikarbonata v predele tankega Crevesa, ustvarjamo Zeleni pH.

Prehajanje himusa nadzorujejo ventili, ki povezujejo posamezne predele. Substance z

nizko molekulsko maso se z
dializo o0z. filtracijo  skozi
membranske filtre neprekinjeno
izloajo iz predela jejunuma in
ileuma, kar omogoca izracun
bioloske uporabnosti u¢inkovine.
Sistem TIM-1 lahko poveZzemo S
sistemom TIM-2, ki predstavlja
fizioloske pogoje  debelega
Crevesa (32).

S sistemom TIM se priblizamo
in  vivo pogojem  vzdolz
celotnega prebavnega trakta.
Primerno bi bilo dodati Se sistem
za odstranjevanje ucinkovine iz

predela  dvanajstnika.  Vecji

Slika 7: Shemati¢ni prikaz modela TIM-1. (A) Predel Zelodca; (B)
pilori¢ni  sfinkter; (C) predel dvanajstnika; (D) ventil; (E) predel
jejunuma; (F) ventil; (G) predel ileuma; (H) ileocekalni sfinkter; (1)
dodatek Zelod¢nih sokov; (J) dodatek sokov dvanajstnika; (K) dodatki v
predel jejunuma/ileuma (L) predfilter; (M) semipermeabilna membrana;
(N) crpalka za filtrat; (O) pH elektrode; (P) visinski senzorji; (R)
senzorji za temperaturo; (S) senzorji za pritisk. Prirejeno po (33).

pomen bi bilo treba pripisati razporeditvi teko¢ine v tankem ¢érevesu, ki se v fizioloskih

pogojih zadrzuje v manjSih Zepkih. Pri sistemu TIM lahko zato kljub fiziolosko

relevantnem volumnu (300 mL) medija prikazemo boljSo topnost ué¢inkovine od dejanske

topnosti v ¢loveskem GIT (20). Slika 7 prikazuje kljucne dele gastrointestinalnega modela

TIM.
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Cloveski 3elodéni simulator (HGS)
Glavni del ¢loveskega zelodénega simulatorja predstavlja vreCa iz lateksa, ki simulira
Cloveski zelodec. 1z Stirih strani na vreco delujejo valji, pripeti na jermen, ki se pomikajo
od proksimalnega dela silikonskega Zelodca, proti antrumu. Amplitudo kréenj lahko
povecamo z manjSanjem razdalje med sosednjima valjema, frekvenco pa s povecanjem
hitrosti vrtenja jermena. Postavitev jermenov in oblika vre¢e omogocata vecje priblizanje
valjev v distalnem kot v proksimalnemu delu Zelodca in na ta nacin ponazarja mocnejse
kontrakcije v antrumu. Znotraj vrece iz lateksa je mreZica iz polietilena s porami velikosti
1,5 mm. Skozi pore prehajajo delci manjsi od 1,5 mm, kar simulira fizioloski prehod
majhnih delcev skozi pilorus. Med polietilensko mreZico in vreco iz lateksa je na razlicnih
viSinah namesS¢enih 5 cevi, skozi
katere se v notranjost HGS sprosca
umetni Zelodéni sok. Aparatura se
nahaja v izolirani plasti¢ni komori, Ki
omogoca temperaturo 37 °C.

Sistem bolje oponasa in vivo
mehaniko gibanja kot prej omenjena
dinami¢ni  model  Zelodca in

gastrointestinalni model TIM, Se

vedno pa je cloveski Zelodéni g
simulator bolj raziskan na podroc¢ju Slika 8: Prikaz cloveskega Zelodénega simulatorja. 1) motor, 2)

prebave hrane kot za up orabo v ovojnica iz lateksa, 3) mrezasta vreca, 4) cevke za sekrecijo, 5) valji,

farmacevtski industriji (33). Slika 8
prikazuje klju¢ne dele HGS.

6) jermen, 7) Zarnica za nadzor temperature, 8) plasti¢no ogrodje.

InZenirski model Zelodca in tankega crevesa

Gre za dinamicen, rac¢unalniS§ko nadzorovan sistem, ki simulira kompleksno fiziologijo
Cloveskega prebavnega sistema in vkljucuje postopen vnos hrane, ustrezno temperaturo,
pH vrednosti, ¢ase prehodov, meSanje himusa, izlo€anje razlicnih snovi vzdolz GIT
(pepsin, lipaza, Zol¢ne soli, elektrolite), razli¢no praznjenje tekocin in trdnih delcev ter
pasivno absorpcijo. Sistem je sestavljen iz Sestih predelov: rezervoarja za hrano (R1),
predela za meSanje hrane s slino (R2), zelodca (R3) in treh delov tankega crevesa

(dvanajstnik (R4), jejunum (R5), ileum (R6)). Posamezen predel je opremljen s pH

14



senzorji, ki regulirajo ustrezen pH z dodajanjem kisline oz. bikarbonata. Racunalnisko
vodene ¢rpalke nadzorujejo prehode himusa, izlo¢anje posameznih snovi v razli¢ne predele
sistema ter absorpcijo produktov presnove in vode. V Zzelodec lahko uvajamo
nehomogenizirano hrano z delci velikosti 1-8 mm (podobno velikosti delcev, ki jih
pogoltnemo po zveCenju). Preden hrana vstopi Zelodec (R1), se v predelu R2 premesa z
umetno slino. Zelodec predstavlja komora z dvema batoma, ki sta kljuéna za mesanje in
drobljenje vsebine. Med njima je ozka vdolbina, ki prepusc¢a le delce manjse od 2 mm. Ena
od prednosti sistema je razli¢no praznjenje tekocin in trdnih delcev iz Zelodca. V ta namen
sta v zelodcu dve odprtini, povezani vsaka s svojo Crpalko. Posamezna Crpalka je
ra¢unalniSko krmiljena in sledi programu, ki je bil napisan na podlagi ustreznih in vivo
parametrov. Sistemu je dodana tudi perforirana kosarica, ki jo lahko poljubno prestavljamo
med posameznimi predeli, primerna pa je predvsem za gastrorezistentne oblike in oblike s

podaljSanim spros¢anjem (34).
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2 NAMEN DELA

Glavni namen magistrske naloge bo optimizacija delovanja novo razvite naprave za
posnemanje zelod¢nega gibanja (opisana v poglavje Metode). Najprej bomo z natan¢nim
protokolom poskusali zmanjsati variabilnost rezultatov na zaprtem sistemu (brez pretoka
skozi Zelodéno vreco), nato pa bomo preucevali sproscanje iz FO na odprtem sistemu
(pretok > 1g/min). Zanimal nas bo vpliv spreminjanja pretoka in hitrosti programa na
spros¢anje pri odprtem sistemu. Na koncu bomo poskusali najti korelacijo z in vivo podatki

in razlike v spros¢anju iz FO na na$i aparaturi in farmakopejski napravi z vesli (USP II).

S ciljem zmanjSanja variabilnost rezultatov bomo ovrednotili vpliv mesta postavitve FO in
naCina nadomes$canja medija. Sklepamo, da bomo z usmerjeno postavitvijo tablete v
silikonski Zelodec zmanjsali variabilnost rezultatov. Nadalje predvidevamo, da na
ponovljivost rezultatov vpliva vsak poseg v vsebino vrece, ki predstavlja zelodec. Zato
bomo primerjali variabilnost rezultatov pri nadomescanju in brez nadomeS¢anja medija.
Zanimalo nas bo tudi, kako na¢in vradanja medija vpliva na ponovljivost rezultatov.
Predvidevamo, da manjsi poseg v vsebino vrecCe, torej vratanje medija ob steni zelodca
povzro¢i manjSe spremembe v spros¢anju, kot nadomeséanje medija direktno v sredino
vsebino vrece.

Sledila bo optimizacija delovanja odprtega sistema. S pripravo ¢a$ enake mase in
vrac¢anjem tekocCine v ve¢jo ¢aso na tehtnici bomo skusali povzroc¢iti ¢im manjSa nihanja na
tehnici in ¢im natan¢nejSi in enakomernejsi pretok skozi ventil. Predvidevamo, da bomo
lahko tudi pri odprtem sistemu uspe$no locevali med razlicnimi vzorci. Ko bomo imeli
definiran protokol vzor¢enja tudi na odprtem sistemu, bomo spremljali spremembe v
spros€anju pri razli¢nih nastavitvah pretokov. Izbrali bomo fiziolosko relevantne pretoke 1,
2, 3in 5 g/min. Sklepamo, da bo ve¢ji pretok povzrocil izrazitejse meSanje vsebine vrece
in posledi¢no hitrejSe spros€anje ucinkovine. Na meSanje vsebine bomo vplivali tudi s
spreminjanjem hitrosti programa. Z nastavitvijo vecje periode in posledi¢no podaljSanjem
Casa posameznega peristalticnega vala bomo upocasnili dogajanje znotraj vreCe in

posledi¢no zmanjsali hitrost spros¢anja iz FO.

Rezultate spros¢anja posamicnih vzorcev formulacij dobljene na nasi napravi in na napravi
USP Il bomo primerjali z maksimalnimi plazemskimi koncentracijami, dobljenimi in vivo.

Izradunali bomo determinacijske koeficiente R” in na ta nagin ovrednostili napovedno mo¢
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posameznega modela. Dobro ujemanje oz. R*~1, bi pomenil visoko napovedno mo¢ in vivo

sproscanja, kar bi pomenilo zmanjsanje Stevila analiz v prihodnosti med razvojem ustrezne

formulacije in s tem zmanj$anje Stevila in vivo studij. Predvidevamo, da bo korelacija pri

napravi za posnemanje zelodénega gibanja zaradi manjSe hidrodinamike znotraj

silikonskega zelodca in zaradi pogojev, ki so bolj podobni dejanskemu stanju znotraj

zelodca, boljsa kot pri napravi USP II.

Ker je nasa naprava novej$a, bomo med testiranjem uvajali izboljSave in napisali protokol

izvajanja poskusov.

Povzetek namena je spodaj zapisan Se v obliki osmih hipotez.

HIPOTEZE

1. Usmerjena postavitev tablete v silikonsko vreco pomeni boljSo ponovljivost
rezultatov

2. Posegi v vsebino vrece (nadomescanje medija) med eksperimentom povecajo
variabilnost rezultatov

3. Nacin vracanja medija vpliva na ponovljivost rezultatov

4. Tudi pri odprtem sistemu lahko uspe$no lo¢imo med razli¢nimi vzorci

5. Vedji pretok pri odprtem sistemu vodi v hitrejSe sproScanje

6. Vecja perioda med posami¢nimi peristalticnimin valovi bo vodila vV pocasnejSe
sproscanje

7. Sproscanje na napravi za posnemanje zelodénega gibanja bo pocasnejSe kot pri
USP 11

8. Z napravo za posnemanje zelodénega gibanja bomo uspeli doseci boljso in vitro-in

vivo korelacijo kot pri napravi USP Il
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 Materiali

3.1.1 Farmacevtska oblika

Testirali smo vzorce s takoj$njim sproS¢anjem. Vzorci A-E in referenca vsebujejo
uc¢inkovino X, vzorci F, G in H pa u¢inkovino Y. Obe u¢inkovini uvrs¢amo v Ill. razred
BCS Kklasifikacije, kar pomeni, da sta u¢inkovini dobro topni pri pH-jih vzdolz GIT in

slabo permeabilni. Tabela 2 prikazuje lastnosti vzorcev A-E.

Tabela 2: Lastnosti vzorcev A-E.

OBLIKA | TRDNOST (N) OSTALO
(Jedra)

Vzorec A Tableta 125 Utinkovina je
intragranularno

Vzorec B Minitablete 201 'Ucinkovina je
intragranularno

Vzorec C Tableta 130.1 'Ucinkovina je
intragranularno

Vzorec D Tableta 235 4 Ucinkovina je
ekstragranularno

Vzorec E Minitablete 17,3 'Ucinkovina je
intragranularno

Razvrstitev vzorcev A-E glede na koli¢ino razgrajevala, veziva in obloge:

RAZGRAJEVALO:
Vzorec A = vzorec B = vzorec C = vzorec D > vzorec E

VEZIVO:
Vzorec E > vzorec A = vzorec C = vzorec D > vzorec B

OBLOGA:
Vzorec E = vzorec B > vzorec A = vzorec C = vzorec D
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3.1.2

Aparature

Tehtnica, Mettler Toledo, Greifensee, Svica

Analitska tehtnica, Mettler Toledo, Greifensee, Svica

gtoparica, Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Nemcija

Naprava z vesli (USP II), Pharma Test Apparatebau AG, Hainburg, Nemcija
Polavtomatske Pipete, Sartorius (Biohit), Gottingen, Nemcija

Multikanalna pipeta, Thermo scientific, Waltham, Massachusetts, USA
UHPLC z UV detektorjem, Waters Acquity, Milford, Massachusetts, USA
Magnetno meSalo z grelcem, IKA®-Werke GmbH & Co. KG@G, Staufen, Nemcija
Termometer, Hanna Instruments, Woonsocket, Rhode Island, ZDA

Crpalka ISMATEC IP65, Wertheim, Germany

Kemikalije in standardi

NaCl, Merck KGaA, Darmstadt, Nemcija

HCI Titrisol 1 M, Merck KGaA, Darmstadt, Nemc¢ija

MeOH, J. T. Baker (Avantor Performance Materials), Center Valley, Pensilvanija,
ZDA

TEA, Merck, Merck KGaA, Darmstadt, Nemcija

Delovni standard u¢inkovine (p = 100,7 %)

Deionizirana voda

Ostalo

Steklovina: ¢ase, merilni valji, merilne bucke, stekleni colnicki, steklene palcke
Plasti¢ne brizge, kapalke, ¢olnicki

Kovinske spatule, zlicke

Magnetna mesSala

Membranski filtri 0,22 um

PodaljSana pinceta

Plastien tulec za umestitev ve¢odmernih FO
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3.2 Metode

3.2.1 Priprava medija za teste spros¢anja
Vsi testi na napravi za posnemanje Zelodénega gibanja so bili opravljeni v istem mediju,
0,01M HCI z 2 g NaClI/L medija. Volumen medija v vreci je bil odmerjen z merilnim

valjem in je znasal 250 mL.

0,01M HCI z 2g NaCl/L medija

V 5 L c¢aso smo nalili priblizno 4500 mL deioinzirane vode, vanjo vstavili magnet in
postavili na magnetno mesalo. Z merilnim valjem smo odmerili 50 mL 1M HCI in jih
kvantitativno prelili v ¢aSo z deionizirano vodo. Na plasticen ¢olnicek smo natehtali 10 g
NaCl in vsebino kvantitativno prenesli v ¢aSo. Poc¢akali smo, da se je NaCl raztopil, nato
pa smo vsebino ¢aSe kvantitativno prelili v 5 L buco in dopolnili do oznake z deionizirano

vodo.

3.2.2 Analitika vzorcev

Vzorci A-E in referenca: Filtrirane vzorce smo red¢ili s testnim medijem. 100 pL vzorca

smo dodali 900 uL medija (red¢itevl). Nato smo pipetirali 100 uL red¢itvel in ji dodali
900 puL medija. Na ta nac¢in smo dobili 100-kratno redCenje. Vsebnost ucinkovine smo
dolo¢ili s tekocinsko kromatografijo ultra visoke lo¢ljivosti (UHPLC) sklopljeno z UV
spektrofotometrom. Enacba za izraCun sprosCene ucinkovine je Ze vnaprej vnesena v
program na racunalniku, spreminjali smo le pogoje testa in odmerek ucinkovine. Na ta
nacin smo dobili delez sproScene u¢inkovine v posamezni ¢asovni tocki.

Vzorci F, G in H: Filtrirane vzorce smo red¢ili s testnim medijem. 100 pL vzorca smo

dodali 900 pL medija. Na ta nac¢in smo dobili 10-kratno red¢enje. Vsebnost ucinkovine
smo dolo¢ili s teko¢insko kromatografijo (HPLC) sklopljeno z UV spektrofotometrom.

Kromatografski pogoji analize za vzorce A-E in referenco

Mobilna faza: vodni del: pufer pH 2,5
organski modifikator: metanol

Kolona: nepolarna C8

Pretok: 0,3 mL/min (gradientna metoda)

Volumen injiciranja: 2 uLb
Valovna dolzina: med 250 in 280 nm
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Kromatografski pogoji analize za vzorce F-H

Mobilna faza: vodni del: pufer pH 6,7
organski modifikator: metanol

Kolona: nepolarna C18

Pretok: 0,8 mL/min (gradientna metoda)

Volumen injiciranja: 5 uL

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

(Area,,/Areas:) X Mg X Pyue XV X Ry, /(Rgs X D) = procent raztopljene ucinkovine

Area yy = povrsina kromatografskega vrha u¢inkovine vzoréne raztopine
Areag = povr§ina kromatografskega vrha u¢inkovine standardne raztopine
Mst = natehta delovnega standarda v mg

Puc = (istota standarda v % ucinkovine, na snov kot je

\ = volumen medija za raztapljanje

Rqt = redCenje standardne raztopine

Run = redCenje vzorcne raztopine

D = deklarirana koli¢ina uc¢inkovine v mg

Priprava standardov za vzorce A-E

Zatehtali smo predpisano koli¢ino delovnega standarda in ga kvantitativno prenesli v 50
mL bucko ter do oznake dopolnili z medijem za raztapljanje. 5 mL te raztopine smo
pipetirali v 100 mL bucko ter dopolnili do oznake z medijem za raztapljanje. Red¢enje
tako pripravljenega standarda je 1000-kratno. Da preverimo natan¢nost priprave standarda,
naredimo dve paraleli, njuno odstopanje povrsin pa, preracunano na zatehtano maso, ne

sme biti vec¢je od 2,0 %.

Priprava standardov za vzorce F-H

Zatehtali smo predpisano koli¢ino delovnega standarda in ga z 2,5 mL metanola
kvantitativno prenesli v 25 mL bucko ter do oznake dopolnili z demineralizirano vodo.
Redc¢enje tako pripravljenega standarda je 25-kratno. Da preverimo natanénost priprave
standarda, naredimo dve paraleli, njuno odstopanje povrSin pa, preratunano na zatehtano

maso, ne sme biti vec¢je od 2,0 %.
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3.3  Naprava za posnemanje Zelod¢nega gibanja

3.3.1 Opis naprave

Aparatura za posnemanje Zelodénega gibanja je bila razvita v podjetju Lek, d.d., v
sodelovanju s Fakulteto za strojniStvo v Ljubljani (35). Njena glavna prednost je
programirano gibanje, Ki se s svojim delovanjem pribliza zelod¢nemu gibanju. Na ta na¢in
lazje predvidimo vpliv sil in hidrodinamike teko¢in na FO in s tem lahko izboljsamo in
vitro — in vivo Kkorelacijo. Zelodec predstavlja silikonska vre¢a, ki je vpeta med osem
zaslonk, ki omogocajo kréenje in s tem ustvarjanje specificnega gibanja v Zelodcu.
Zaslonke so racunalniSko krmiljene in izvajajo razliéne vzorce gibanja. Vrefa je na
spodnjem delu vpeta med ventil, ki omogoca preucevanje vpliva razlicnih pretokov in
predstavlja piloricni sfinker. Kon¢ni del vrece lahko skozi odprtino v komori usmerimo v
Caso na tehtnici, Ki je povezana z ra¢unalnikom. Spreminjanje mase v ¢asi se racunalniSko
belezi in vpliva na kréenje ventila in posledi¢no na pretok skozi zelodec. Poglavitni del
(Zzelodec z zaslonkami) se nahaja v komori, ki vzdrzuje temperaturo primerljivo

fizioloskim pogojem, 37 °C.

Slika 9: Fotografija naprave za posnemanje Zelod¢nega gibanja.

Fleksibilna vreca
Vreca je narejena iz inertne silikonske gume, ki je dovolj mehka, da se pri kréenju zaslonk
upogne in dovolj toga, da se po relaksaciji zaslonk vrne v prvotno obliko. Material je

odporen na 1M HCI in ima sprejemljivo odpornost na obrabo pri kontrakcijah (36). Po
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obliki in velikosti je vre¢a podobna ¢loveskemu zelodcu, sprejme lahko volumen do 800
mL. Dolzina vrece znaSa priblizno 250 mm, notranji premer pa se giba od 65 do 25 mm
(35). Vzdolzno so po notranji strani vrece iz istega materiala (silikonska guma) narejene
gube, ki so znacilne tudi za Cloveski zelodec. Zgornji del vreCe je odprt in omogoca
enostavno vzoréenje s kanilo in brizgo oz. nadomescanje medija s ¢rpalko. Spodnji del
vreée se konCa z ozko cevjo, ki jo vpnemo med ventil, ki preprecuje nenadzorovano
iztekanje medija iz vreCe in omogoca preucevanje razli¢nih pretokov skozi zelodec. Vsi
poskusi so bili opravljeni na vre¢i oznake V6, za katero je znacilen $irsi antralni del, kar

omogoca boljSe meSanje vsebine vrece.

Mehanske zaslonke

Fleksibilno vreco vstavimo med osem zaslonk, ki so fiksno pritrjene na nosilno ogrodie.
Gibanje zaslonk omogoca polzevo gonilo, ki je preko gredi povezano z racunalniSko
vodenim kora¢nim motorjem. Posamezna zaslonka je names$cena na nosilec zaslonke, ki je
pritrjen na akrilno steklo. Za doseganje zelenih vzorcev gibanja lahko na racunalniSkem
programu spreminjamo zacéetni polozaj posamezne zaslonke, amplitudo zaprtja, zakasnitev
kréenja med sosednjimi zaslonkami in trajanje posameznega cikla (36). Slika 10 prikazuje
zaslonke in mehanske dele, potrebne za delovanje naprave za posnemanje zelod¢nega

gibanja.

nosilec

nosilec zaslonke

zaslonka

koraéni motor

gred polz L

ohisje z lezajem -
gredna vez

Slika 10: Prikaz zaslonk naprave za posnemanje Zzelodénega gibanja in mehanskih delov,

potrebnih za ustvarjanje vzorcev gibanja (36).

Delovanje ventila, ki ponazarja piloricni sfinkter
Konc¢ni del silikonske vrece je zozen, da ga lahko vpnemo med ventil, ki je racunalnisko
voden. Ventil se premika vertikalno, z razlicno hitrostjo in na ta na¢in odpira kon¢ni del

vrece. V programu hitrost odpiranja ventila nastavimo z izbiro Zelenega pretoka,
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izrazenega v g/min. Vsebina vrece se zbira v ¢aso na tehtnici, kar daje podatek o masi
prepuscene tekocine. V kolikor je masa na tehtnici za predhodno nastavljen pretok
prevelika, bo ventil dlje ¢asa ostal zaprt in obratno. Cao na tehtnici v Zelenih ¢asovnih
intervalih odstranimo in jo nadomestimo z novo. Tako dobimo profil spros¢anja v razlicnih
casovnih tockah. Obic¢ajno pri odprtem sistemu s ¢rpalko skozi zgornjo odprtino vrece
nadomes¢amo svez medij. Na ¢rpalki za nadome$Canje nastavimo enak pretok, kot je
izbran na programu v racunalniku. Tako nimamo sprememb volumna vsebine v vreci.
Zaprt sistem lahko ustvarimo z nastavitvijo pretoka na vrednost ni¢ (0 g/min), ob tem

¢rpalke za nadomes$canje medija nimamo vkljucene.

Ogrodje in komora

Nosilno ogrodje je narejeno iz aluminijastih profilov, ob straneh pa sta dva nosilca iz
akrilnega stekla. Na aluminijast profil so namescene Stiri noge, cel sklop pa se nahaja v
komori. V kolikor poskusa ne izvajamo v termostatiranin pogojih, lahko ogrodje
odstranimo iz komore in na ta nacin lazje vizualno spremljamo dogajanje v lumnu Zelodca.
Komora je proizvod podjetja Kambi¢ laboratorijska oprema d.o.0. in omogoca
termostatiranje z zrakom na 37 °C, z natan¢nostjo +0,1 °C. Na zgornjem delu ima komora
tipkovnico za vnos nastavitev temperature in prikazovalnik trenutne temperature v

notranjosti komore.

Programska oprema

Celoten sklop zaslonk, elektromotorjev, tehtnica ter ventil so povezani z vmesnikom, ta pa
preko USB povezave s programsko opremo na racunalniku. Z izbiro ustreznih parametrov
na racunalniSkem programu lahko oblikujemo Zelene vzorce gibanja Zelodca. Program nam
omogoca nastavitev zaCetnega odprtja zaslonk, njihovo amplitudo zaprtja, ¢as trajanja
posameznega peristaltiénega vala, zakasnitev med sosednjimi zaslonkami, trajanje
posameznega cikla, ¢as odprtja posamezne zaslonke in tudi reset faznih razlik, ki ob
nastavljenem casu odpravi manjSa odstopanja pri gibanju zaslonk. Omogoceno je tudi

spreminjanje pretoka skozi ventil.

3.3.2 lzvedba testov spros¢anja na napravi za simuliranje Zelod¢nega gibanja
Najprej smo vklopili komoro, da se je pricela greti na 37 °C. Nato smo prizgali program na
racunalniku in zatem vmesnik ter tehtnico. Pred zacetkom testa smo na racunalniskem

programu s klikom na gumb »inicializacija« povezali programsko opremo z vmesnikom in
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tega z elektromotorji ter ostalimi Klju¢nimi deli naprave za posnemanje Zelod¢nega
gibanja. Med zaslonke in ventil smo vstavili silikonsko vre¢o in vanjo nato¢ili 250 mL
medija, ki smo ga predhodno segreli na 38-39 °C, za kar smo uporabili magnetno mesalo z
grelcem. Pri vnosu medija v vrec¢o njegova temperatura rahlo pade, zato je predhodno ogret
na ve¢ kot 37 °C. Pred zacetkom testa smo pocakali vsaj 5 min, da se je temperatura
medija ustalila, kar smo preverili s termometrom. V tem ¢asu smo nastavili zeleni program
izvajanja kontrakcij. Teste smo izvajali z dvema programoma. Program V_002_hitra se od
programa V_002 pocasna razlikuje le v dolzini periode. Pri nastavitvi hitrejSega programa
en peristalti¢ni val potuje 16 sekund, pri pocasnejSem programu pa 26 sekund. Ko je bila
temperatura na komori ustaljena na 37 °C, smo postavili tableto v silikonsko vreco.
Nakljucna postavitev je potekala tako, da smo tableto nastavili nad zgornjo odprtino vrece,
v blizino male krivine Zelodca in jo spustili. Vecina testov je bila izpeljana z usmerjeno
postavitvijo tablete, ki smo jo izvedli s podaljSsano pinceto, tako da smo tableto previdno
polozili med 6. in 7. zaslonko. V primeru testiranja minitablet, smo za postavitev uporabili
plasti¢en tulec z lijakastim vrhom. Spodnji konec tulca smo namestili na 7. zaslonko in
skozi zgorniji, lijakast del, stresli minitablete. Te so se razporedile med 6. in 7. zaslonko.

Vzor¢ili smo v razli¢nih ¢asovnih toc¢kah, odvisno od posamezne formulacije. Obi¢ajno na
5, 10, 15, 20, 25, 30 in 40 min. Na brizgo z vsebino smo namestili filter z velikostjo por
0,22 um in pred polnjenjem v vialo zavrgli priblizno 1,5 mL vsebine, da smo nasitili filter.
Po koncanem testu smo vreCo previdno odstranili iz ogrodja in jo prelili v ve¢jo caso.
Vsebino smo premesali do homogene raztopine in vzor¢ili. Na ta nacin smo dobili tocko
neskon¢no, kjer smo pricakovali 100 % delez sproséene ucinkovine. V kolikor je bila
vrednost sproScene ucinkovine nizja, je to pomenilo, bodisi da dolZina testa ni ustrezna, da
se uéinkovina adsorbira na steno silikonskega Zelodca, ali da se kako drugace izgublja iz

sistema.

Zaprt sistem

Zaprt sistem smo dosegli z nastavitvijo pretoka na O g/min. Uporaba tehnice pri tem
sistemu zato ni bila potrebna. Vzorce smo jemali skozi zgornjo odprtino komore, z dolgo
kanilo, na kateri je brizga. Vzor¢ili smo ob steni, in sicer 5 mL, na mestu male krivine
zelodca. V primeru nadomesc¢anja medija, Smo po vsakem vzor¢enju z brizgo skozi kanilo

vracali segret medij ob steni Zelodca ali direktno v vsebino Zelodca.
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Odprt sistem

Za delovanje odprtega sistema je potrebna povezava programske opreme s tehtnico. Ta je
names$cena ob komori, ki ima na strani odprtino za podaljSani del silikonskega Zelodca,
skozi katerega izteka vsebina. Pred zacetkom testa smo si pripravili ¢ase s podobno maso
in napolnili epruvete z vodo. Volumen vode v posamezni epruveti je bil enak volumnu
vsebine, ki je pritekel skozi ventil v dolo¢enem intervalu vzor¢enja. Pred zacetkom testa
smo tehtnico vedno nastavili na vrednost 0. Pred zacetkom testa je bila na tehtnici ¢asa za
zbiranje izteCene vsebine iz Zelodca in Casa za reguliranje mase, v katero smo nadomescali
ustrezen volumen vode, ki smo si ga predhodno odmerili v epruvete. Ob Zelenem ¢asu
vzoréenja (na primer po 5 min) smo ¢aSo z vsebino odstranili iz tehtnice in nadomestili z
novo. Prav tako smo v prazno ¢aso za reguliranje mase prelili vsebino ene epruvete. Na ta
nacin tehtnica zaradi vzoréenja ni zaznala izgube mase, ventil pa je s pravilnim pretokom
deloval naprej. Vsebino ¢ase smo posrkali v brizgo, jo dvakrat vertikalno obrnili, da se je
vsebina premesala in prefiltrirali. Medij smo s ¢rpalko nadomescali skozi zgornjo odprtino

komore.

3.3.3 Pregled testov spros¢anja, opravljenih v okviru magistrske naloge

Prvi zadani cilj v okviru magistrske naloge je bilo zmanjSanje variabilnosti rezultatov. To
nalogo smo nadaljevali na tocki, ki je bila najbolje optimizirana in se je nadaljevala od
opravljenih testov v okviru prejSnje magistrske naloge na na$i napravi. Testiranja smo
zaCeli na zaprtem sistemu (pretok O g/min), z uporabo vrece V6 in programom
V 002 hitra. Predvidevali smo, da lahko s preuCevanjem nacina postavitve tablete in
vplivom nadomes¢anja medija zmanjSamo variabilnost rezultatov, zato smo na vzorcu A
opravili po 6 paralel istih testov, enkrat z naklju¢no in drugi¢ z usmerjeno postavitvijo.
Nadaljevali smo s preucevanjem vpliva nadome$¢anja medija in v sklopu tega opravili 3
serije po 6 paralel, enkrat brez nadomes¢anja, drugi¢ z nadomes¢anjem ob steni Zelodca in
direktno v medij. Vsi testi so bili opravljeni na vzorcu A. Za potrditev dobljenih ugotovitev
smo opravili e 3 serije poskusov po 3 paralele na vzorcih z druga¢no ucinkovino (Vzorci
F, G in H).

Drug zadani cilj je bila optimizacija delovanja naprave pri odprtem sistemu (pretok > 1
g/min). Odprt sistem je bil do izvedbe poskusov nase magistrske naloge uporabljen le v
majhni meri, zato smo za zacetek s hitrim programom in fiziolosko relevantim pretokom

2 g/min opravili preizkuse na Sestih razlicnih FO po 5 paralel. Ker so bili rezultati

26



obetavni, smo nadaljevali s preu¢evanjem vpliva razlicnega pretoka in nato Se hitrosti
programa na sprosc¢anje iz tablet. V okviru preucevanja vpliva pretoka na spros¢anje smo
ponovno uporabili vzorec A in hiter program. Naredili smo S§tiri serije testov po 5 paralel.
Testirali smo pretoke 1, 2, 3 in 5 g/min. Za preuCevanje vpliva programa oz. Stevila
peristalti¢nih valov v eni minuti smo na vzorcu A opravili 2 seriji preizkusov po 5 paralel
in sicer prvo serijo s po¢asnim programom in pretokom 1 g/min in drugo serijo s po¢asnim
programom in pretokom 2 g/min.

Tretji del naloge obsega primerjavo in vitro rezultatov dobljenih na dva razli¢na na¢ina z in
vivo podatki. Podatke o maksimalnih plazemskih koncentracijah iz farmakokineti¢ne
Studije smo dobili za vzorca B in E ter za referenco. Na teh vzorcih smo Ze opravili teste s
hitrim programom in pretokom 2 g/min, kar nam je omogo¢ilo primerjavo razmerij
spros€anja iz posamezne FO in vitro z in vivo podatki. Nadalje nas je zanimala tudi
korelacija med spros¢anjem iz vzorcev B, E ter reference pri uporabi poCasnega programa
in pretoka 1 g/min z in vivo razmerji. VV ta namen smo na vseh treh vzorcih opravili po 5
paralel testov in izraCunali razmerja spros¢anja v posamezni ¢asovni tocki.

Za konec smo opravili Se dva testa na farmakopejski napravi z vesli (USP II), in sicer po tri
paralele za posamezen vzorec. Testirali smo vzorce B, E in referenco, da smo lahko tudi
rezultate dobljene na napravi USP Il primerjali z in vivo spros¢anjem.

V sklopu magistrske naloge je bilo opravljenih priblizno 40 testov na ra¢un zmanjSanja
variabilnosti rezultatov, 60 testov za optimizacijo odprtega sistema, 15 testov za
preucevanje IVIVC in dva testa na napravi USP II (skupno 9 posod). Zraven niso Steti
testi, opravljeni v sklopu optimizacije naprave, Ki zaradi $¢ ne dodelanih postopkov niso

dali pomembnih rezultatov.
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4 REZULTATI

4.1  ZmanjSanje variabilnosti rezultatov

4.1.1 Vpliv postavitve tablete

Na vzorcu A smo na zaprtem sistemu (pretok 0 g/min) preucevali variabilnost rezultatov
glede na nacin postavitve tablete v silikonski Zelodec. Uporabili smo program
V_002_hitra. Pri naklju¢ni postavitvi smo tableto nastavili v vi§ino silikonskega Zelodca in
jo spustili v blizini male krivine zelodca, pri usmerjeni postavitvi pa smo jo s podaljsano
pinceto previdno polozili med 6. in 7. zaslonko, ki se vidita tudi v notranjosti silikonskega
zelodca. Tabela 3 prikazuje delez sproScene ucinkovine v posamezni Casovni tocki,
standardne deviacije (SD) in relativne standardne deviacije (RSD), dobljene na dva
razli¢na naéina postavitve tablete v silikonski Zelodec.

Tabela 3: Delez sprosc¢ene u¢inkovine iz vzorca A, SD in RSD pri dveh razli¢nih na¢inih postavitve tablete v silikonski
zelodec.

naklju¢no postavljena tableta (n=6)

¢as (min) 0 5 10 15 20 25 30 40 | neskonc¢no

povprecni delez sproscene |, | ;44 | 957 | 978 (1004|1016 (1022 |1028| 1036
ucinkovine [%]

SD 0 289|151 | 85 | 65 | 43 | 35 | 29 1,7

RSD [%] 0 389|163 | 87 | 65 | 42 | 34 | 28 1,6

usmerjeno postavljena tableta (n=6)

¢as (min) 0 5 10 15 20 25 30 40 | neskonéno

povpretni deleZ sproscene | | o945 | 911 | 996 |102.9(103,8|103,9|104.7| 1054
ucinkovine [%]

SD 0 98 | 62 | 43 | 28 | 20 | 15 | 10 0,8

RSD [%] 0 142 66 | 43 | 27 | 20 | 15 | 09 0,7

4.1.2 Vpliv nadomes$¢anja medija

Spremljali smo vpliv nadomes$¢anja medija o0z. posega v vsebino Zelodca na variabilnost
rezultatov. Poskusi so bili opravljeni z usmerjeno postavitvijo vzorca A v silikonski
zelodec, na zaprtem sistemu (pretok 0O g/min) s programom V_002_hitra. V prvi seriji
poskusov smo po vsakem vzorcenju medij vedno nadomescali ob steni Zelodca brez

kontakta z medijem za raztapljanje. V drugi seriji poskusov smo medij nadomescali
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direktno v vsebino silkonskega Zelodca. V tem primeru smo pri¢akovali vecji vpliv na

hidrodinamiko tekoCin znotraj zelodca. Za kontrolo smo izvedli Se poskuse brez

nadomescanja medija. V tabeli 4 so prikazani delezi spros¢ene uéinkovine vV posamezni

casovni tocki, SD in RSD glede na nacin vracanja medija.

Tabela 4: Prikaz deleza sproscene ucinkovine iz vzorca A, SD in RSD pri nadome$éanju medija ob steni Zelodca,

vracanju medija direktno v vsebino Zelodca in pri poskusih opravljenih brez nadomescanja medija.

nadomescanje medija ob steni Zelodca (n=6)

¢as (min) 0 5 10 15 20 25 30 40 | neskon¢no
povprecni delez sprostene | | 713 | 941 | 97,1 | 97,3 | 97,7 |100,1| 98,7 | 954
uc¢inkovine [%]
SD 0 148 | 3,7 | 1,3 | 55 | 46 | 23 | 4.2 7,6
RSD [%0] 0 20,7 | 40 | 1,3 | 56 | 47 | 23 | 42 7,9
nadomescanje medija direktno v vreco (n=6)
¢as (min) 0 5 10 15 20 25 30 40 | neskonéno
povpreéni delez sproSéene | | 759 | 910 | 96,1 | 99,2 [101,5| 98,4 | 996 | 99,0
ucinkovine [%]
SD 0 159 (125 79 | 45| 1,2 | 39 | 52 51
RSD [%0] 0 218 | 13,7 | 82 | 46 | 12 | 40 | 53 5,2
brez nadomeséanja medija (n=6)
¢as (min) 0 5 10 15 20 25 30 40 | neskonéno
povprecni delez sproS€ene | | 593 | 941 | 99,6 (1029|1038 103,9|1047| 1054
ucinkovine [%]
SD 0 98 | 62 | 43 | 28| 20| 15| 1,0 0,8
RSD [%0] 0 142 | 66 | 43 | 27| 20 | 15| 09 0,7

4.1.3 Potrditev dobljenih ugotovitev

Z usmerjeno postavitvijo tablete v silikonski Zelodec in brez nadomes¢anja medija smo na

zaprtem sistemu izvedli Se tri paralele poskusov na vzorcih F, G in H, ki vsebujejo

drugaéno ucinkovino od vzorcev A-E in reference. Na ta na¢in smo testirali, ali dobljene

ugotovitve glede zmanjSanja variabilnosti spro$¢anja prinasajo obetavne rezultate in ali

lahko tudi posamezna formulacija oz. ucinkovina vpliva na variabilnost sproscanja.

Uporabili smo program V_002_hitra. V tabeli 5 so prikazani delezi sproséene uc¢inkovine v

posamezni ¢asovni tocki, SD in RSD.
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Tabela 5: Prikaz deleza spro$¢ene uéinkovin iz vzorcev F, G in H, SD in RSD pri usmerjeni postavitvi tablete, brez
nadomes$¢anja medija.

vzorec F (n=3)

¢as (min) 0 5 10 15 20 25 30 40 | neskon¢no
povpretni delez sproStene | o | 441 | 595 | 702 | 739 | 79,2 | 833 | 88,1 | 89,1
ucinkovine [%]
SD 0 30 | 31 | 33| 29| 30| 26 | 12 2,0
RSD [%0] 0 6,7 | 52 | 47 | 39 | 37 | 31 | 14 2,3
vzorec G (n=3)
¢as (min) 0 5 10 15 20 25 30 40 | neskon¢no

povpretni deleZ sproscene | | ;95 | 997 | 842 | 860 | 853 | 863 | 870 | 871
uc¢inkovine [%]

SD 0 36 | 28 | 20 | 26 | 3,7 | 24 | 13 0,4

o

RSD [%] 46 | 35 | 24 | 30 | 43 | 27 | 15 05

vzorec H (n=3)

¢as (min) 5 10 15 20 25 30 40 | neskon¢no

povprecni deleZ sproscene

utinkovine [%] 435 | 66,2 | 75,4 | 78,6 | 84,5 | 88,2 | 91,5 95,3

SD 22 |17 23|08 |05 | 11| 15 0,8

o | o O | o

RSD [%] 51| 26| 31| 10| 05| 12 | 1,7 08

4.2  Optimizacija delovanja odprtega sistema

V sklopu optimizacije delovanja odprtega sistema (pretok > 1g/min) smo testirali vec
vzorcev z razlicnimi lastnostmi in preucevali delez sproscene ucinkovine, ki pritece skozi
ventil ob izbranih ¢asovnih tockah. Glavni namen je bilo ugotoviti, ali lahko naprava za
posnemanje zelodénega gibanja tudi na tak naCin ustrezno lo¢i med vzorci z razlicnimi
hitrostmi spros¢anja. Testi so bili opravljeni s programom V_002_hitra in pretokom
2 g/min. Medij smo zaradi ve¢jih volumnov vzorcenja po kapljicah nadomescali s ¢rpalko
skozi zgornjo odprtino Zelodca z enako hitrostjo, kot je bil pretok iz vrece. Delezi

sproséene ucinkovine v posamezni ¢asovni tocki, SD in RSD so podani v tabeli 6.
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Tabela 6: DeleZi spros¢ene u¢inkovine, SD in RSD pri testiranju razli¢nih vzorcev na odprtem sistemu,

pri pretoku 2 g/min.

vzorec A (n=5)

¢as (min) 0 5 10 15 20 25 30 |neskonéno
povprecni delez sprosene | | 156 | 704 | 926 | 97,8 | 987 | 999 | 992
uc¢inkovine [%]
SD 0 2,7 10,5 6,2 4.6 2,2 2,2 2,4
RSD [%0] 0 16,4 14,5 6,7 4.7 2,3 2,2 2,4
vzorec B (n=5)
¢as (min) 0 5 10 15 20 25 30 |neskonéno
povprecni delez sprosene | | 45 | 374 | 655 | 81,0 | 90,8 | 96,0 | 1036
ucinkovine [%]
SD 0 1,8 11,6 12,3 7,2 2,0 2,1 1,4
RSD [%] 0 | 373|309 188 | 88 | 22 | 21 1,4
vzorec C (n=5)
¢as (min) 0 5 10 15 20 25 30 | neskonéno
povprecni deleZ spro€ene | | 154 | §70 | 884 | 964 | 99,8 | 1021 | 102,8
ucinkovine [%]
SD 0 3,3 4.6 2,5 1,7 0,9 0,9 1,7
RSD [%0] 0 19,6 6,9 2,8 1,7 0,9 0,9 1,6
vzorec D (n=5)
¢as (min) 0 5 10 15 20 25 30 | neskon¢no
povpretni delezsprostene | | 314 | 919 | 1027 | 1044 | 1062 | 107,1 | 107.4
ucinkovine [%]
SD 0 8,4 7,1 2,2 2,0 1,6 1.4 1,7
RSD [%] 0 27,2 1,7 2,1 1,9 15 1,3 1,5
vzorec E (n=5)
¢as (min) 0 5 10 15 20 25 30 |neskon¢no
povpretni delez sprostene | o | 59 | 550 | 510 | 683 | 783 | 847 | 97.8
ucinkovine [%]
SD 0 0,7 3,4 7,4 10,1 9,3 7,6 3,5
RSD [%] 0 23,3 13,1 14,4 14,7 11,9 9,0 3,6
referenca (n=5)
¢as (min) 0 5 10 15 20 25 30 |neskon¢no
povprecni delez sprostene | | 7, | 778 | 973 | 99,7 | 1004 | 1015 | 99,0
ucinkovine [%]
SD 0 1.4 5,8 3,5 2,1 2,0 3,0 1,5
RSD [%0] 0 19,4 7,5 3,6 2,1 2,0 3,0 1,5
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4.2.1 Vpliv spremembe pretoka na spros¢anje

Tabela 7 prikazuje deleze sproscene ucinkovine v posamezni ¢asovni tocki, SD in RSD

glede na razli¢no nastavljen pretok (1, 2, 3 in 5 g/min) skozi ventil Zelodca. Testi so bili

opravljeni na vzorcu A, s programom V_002_hitra.

Tabela 7: Delez spros¢ene uéinkovine, SD in RSD pri nastavljenih razli¢nih pretokih (1, 2, 3 in 5 g/min) skozi ventil
zelodca. Vzorec A.

pretok 1 g/min (n=5)

¢as (min) 0 5 10 15 20 25 30 | neskonéno
povpreénidelez || g5 | 495 | 899 | 1009 | 102,2 | 1027 | 1027
sproscene ucinkovine [%]
SD 0 1,6 6,5 3,8 2,0 1,2 0,6 0,8
RSD [%0] 0 25,0 | 13,0 4,2 2,0 1,1 0,6 0,8
pretok 2 g/min (n=5)
¢as (min) 0 5 10 15 20 25 30 | neskonéno
_povpredni delez 0 | 166 | 724 | 926 | 978 | 987 | 999 | 99,2
sproscene ucinkovine [%]
SD 0 3,0 10,7 6,6 5,2 2,6 2,2 2,8
RSD [%0] 0 18,1 | 14,8 7,1 53 2,6 2,3 2,8
pretok 3 g/min (n=5)
¢as (min) 0 5 10 15 20 25 30 | neskoncno
povpreCni delez 0 | 236 | 762 | 974 | 100,7 | 101,0 | 101,3 | 100,1
sprosc¢ene ucinkovine [%]
SD 0 3,8 9,7 2,7 3,0 3,8 3,3 3,4
RSD [%] 0 16,3 | 12,7 2,8 2,9 3,8 3,2 3,4
pretok 5 g/min (n=5)
¢as (min) 0 5 10 15 20 25 neskonéno
Jpovpreénidelez |\ | 546 | 655 | 811 | 87,0 | 90,0 91,9
sprosc¢ene ucinkovine [%]
SD 0 3,4 51 54 2,9 2,6 1,8
RSD [%] 0 14,0 7,8 6,6 3,3 2,9 2,0
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4.2.2 Vpliv spremembe programa na sproséanje

Pri fiziolosko najbolj relevantnih pretokih, 1 in 2 g/min smo preucevali vpliv hitrosti
posameznega peristaltiénega vala oz. dveh razlicnih nastavitev periode na sproséanje iz
vzorca A. PoCasen program v minuti opravi 2,3 peristalticna vala, hiter program pa 3,7. V
tabeli 8 so podani deleZi sproscene ucinkovine v posamezni ¢asovni tocki, SD in RSD pri

nastavljenih dveh razli¢nih programih, pri pretoku 1 in 2 g/min.

Tabela 8: Delezi spros¢ene uéinkovine, SD in RSD pri dveh nastavitvah hitrosti programa, pri pretoku 1 in 2 g/min.
Vzorec A.

PRETOK 1 g/min

pocasen program (n=5)

¢as (min) 0 5 10 15 20 25 30 neskon¢no
povpretni deleZ sproSéene | | 55 | 258 | 474 | 606 | 689 | 761 | 97,7
ucinkovine [%]
SD 0 0,6 3,0 7,4 10,4 9,2 7,2 10,2
RSD [%0] 0 245 | 11,7 | 156 | 17,2 | 134 | 94 10,5
hiter program (n=5)
¢as (min) 0 5 10 15 20 25 30 neskon¢no
povprecni delez sproStene | | g5 | 495 | 976 | 1047 | 1045 | 1048 | 1043
ucinkovine [%]
SD 0 1,6 6,5 3,8 2,0 1,2 0,6 0,8
RSD [%] 0 25,0 | 13,0 3,8 1,9 1,1 0,6 0,8

PRETOK 2 g/min

pocasen program (n=5)

¢as (min) 0 5 10 15 20 25 30 neskoncno

povprecni deleZ spro$c¢ene

uéinkovine [%] 0 8,7 53,7 | 89,9 | 98,2 | 99,9 | 101,1 103,3

SD 0 1,2 4,7 4,6 4,2 3,6 3,3 3,6

RSD [%] 0 135 | 88 51 4,3 3,6 3,2 3,5

hiter program (n=5)

¢as (min) 0 5 10 15 20 25 30 neskonc¢no

povprecni deleZ spros$c¢ene

e . 0 16,6 | 724 | 926 | 97,8 | 98,7 | 99,9 99,2
ucinkovine [%]

SD 0 3,0 10,7 6,6 52 2,6 2,2 2,8

RSD [%0] 0 18,1 | 14,8 7,1 53 2,6 2,3 2,8
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4.3  Testiranje vzorcev B, E in reference za preucevanje IVIVC

Na vzorcih B, E in referenci je bila opravljena tudi farmakokineti¢na Studija. Na napravi za
posnemanje Zelodénega gibanja smo na teh vzorcih ze naredili poskuse s hitrim
programom in pretokom 2 g/min. Za primerjavo IVIVC smo jih testirali Se s pocasnih
programom in pretokom 1 g/min. Delezi spros¢ene uc¢inkovine v posamezni ¢asovni tocki,

SD in RSD so podani v tabeli 9.

Tabela 9: Delezi spros¢ene u¢inkovine, SD in RSD pri testiranju s po¢asnih programom in pretokom 1 g/min na vzorcih
B, E ter na referenci.

POCASEN PROGRAM, PRETOK 1g/min

vzorec B (n=5)

¢as (min) 0 10 20 30 40 50 neskonéno
povpreéni delez sproSene | 72 | 500 | 854 | 938 | 956 97,8
ucinkovine [%]
SD 0 4,3 8,9 2,2 0,9 0,8 1,8
RSD [%6] 0 589 | 17,7 2,5 1,0 0,9 1,9
vzorec E (n=5)
¢as (min) 0 10 20 30 40 50 neskon¢no
povpretni delez sproene | 66 | 345 | 61,0 | 771 | 828 93,2
ucinkovine [%]
SD 0 2,9 11,4 13,9 10,4 6,6 2,1
RSD [%0] 0 43,9 33,0 22,7 13,6 8,0 2,3
referenca (n=5)
¢as (min) 0 10 20 30 40 50 neskonéno
povpreni delez sproscene | 178 | 836 | 964 | 983 | 987 98,5
ucinkovine [%]
SD 0 8,9 14,6 5,0 1,7 1,6 3,5
RSD [%] 0 49,9 17,5 52 1,7 1,6 3,5
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4.4  Testiranje na aparaturi USP |1

Na vzorcih iz farmakokineti¢ne Studije smo za primerjavo sprosanja med aparaturami
naredili Se poskuse s farmakopejsko napravo z vesli (USP II). Poskusi so bili opravljeni v
900 mL 0,01M HCI z 2 g NaCl/L medija, pri 50 obratih/minuto. Delezi spro$c¢ene

ucinkovine v posamezni ¢asovni tocki, SD in RSD so prikazani v tabeli 10.

Tabela 10: Delezi spros¢ene uéinkovine, SD in RSD na vzorcih B, E in referenci na napravi USP 1.

vzorec B (n=3)

¢as (min) 0 5 10 15 20 25 30 40 neskoné¢no
_povprecni delez 0 | 366|620 8.4|91,5|930 (948|971 | 1044
sproscene ucinkovine [%]
SD 0 16 | 43 | 41 2,9 2,3 2,1 1,8 1,7
RSD [%0] 0 4.4 7,0 50 3,2 2,5 2,2 1,9 1,7
vzorec E (n=3)
¢as (min) 0 5 10 15 20 25 30 40 | neskon¢no
_povprecni delez 0 |181|379|529|661|773|860]|934| 1018
sproscene ucinkovine [%]
SD 0 0,8 1,3 11 0,9 1,9 1,0 1,2 15
RSD [%0] 0 4,6 3,3 2,0 1,3 2,5 1,2 1,3 15
referenca (n=3)
¢as (min) 0 5 10 15 20 25 30 40 | neskonéno
_povprecni delez 0 |80,0|983|1001]101,9|101,4|101,5(1022| 10438
sprosc¢ene ucinkovine [%]
SD 0 8,6 1,3 0,4 03 | 06 0,8 0,6 0,5
RSD [%] 0 10,7 | 1,3 0,4 0,3 | 0,6 0,8 0,5 0,4
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5 RAZPRAVA

Testiranje spros¢anja na napravi za simuliranje Zelod¢nega gibanja (med razpravo jo
imenujemo nasa naprava) smo zaceli z uporabo zaprtega sistema. Z namenom zmanjSanja
variabilnosti rezultatov smo preucevali vpliv postavitve tablete v silikonski zelodec in
nadomescanja medija na ponovljivost spros¢anja. Z dobljenimi zakljuc¢ki smo nadaljevali
testiranja na odprtem sistemu. Ker z uporabo odprtega sistema Se ni bilo opravljenih veliko
testov, smo za zaCetek naklju¢no testirali vzorce z razliénimi lastnostmi in vzporedno
optimizirali delovanje odprtega sistema. Vecina testov je bila opravljena s fiziolosko
relevantim pretokom 2 g/min. Na odprtem sistemu smo preucevali tudi vplive razli¢nih
pretokov in programov na sproscanje iz tablet. Osredotoc¢ili smo se predvsem na sproscanje
iz dveh formulacij (vzorcev B in E), na katerih sta bili ze opravljeni in vivo studiji, in na
referenco. Tako smo lahko spremljali korelacijo med sproScanjem tablete in vivo in
sproS¢anjem na na$i aparaturi. Za primerjavo smo vzorce B in E ter referenco testirali $¢ na
farmakopejski napravi z vesli (USP II), s ¢imer smo zeleli ugotoviti razlike v hitrosti

sprosc¢anja med napravama.

5.1  ZmanjSanje variabilnosti rezultatov

5.1.1 Vpliv postavitve tablete na variabilnost rezultatov

Na zaprtem sistemu smo z uporabo hitrega programa na vzorcu A preucevali vpliv
postavitve tablete v silikonski zelodec na variabilnost rezultatov. Pri naklju¢ni postavitvi
smo tableto spustili v vreco v bliZzini male krivine Zelodca, pri usmerjeni postavitvi tablete
pa smo jo s podalj$ano pinceto polozili med 6. in 7. zaslonko. Iz rezultatov je razvidno, da
se variabilnost bistveno zmanjsa, ko tableto usmerjeno polozimo v vreco. Ti rezultati so
bili pri¢akovani, saj lahko pri naklju¢ni postavitvi tableta nekontrolirano pade v katerokoli
pozicijo znotraj Zelod¢ne vreée. Lahko se ujame v katero izmed Zelod¢nih gub ali pristane
na visji poziciji oz. globlje v Zelodcu, kar povzroci koncentriranje ué¢inkovine na razli¢nih
mestih Zelodca. Ker je bila tocka vzoréenja ze dologena in konstantna (ob mali krivini
zelodca), je bila ustrezna postavitev in poslediéno lega tablete klju¢na za dobro
ponovljivost rezultatov. Tabela 11 prikazuje razliko v RSD med naklju¢no in usmerjeno
postavitvijo tablete v silikonski zelodec. Na grafu 1 vidimo, da sta krivulji spros¢anja pri
razlicnih postavitve tablete podobni, bistveno pa je zmanj$anje SD pri usmerjeni postavitvi

tablete v silikonski Zelodec.
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Tabela 11: Primerjava RSD sproséanja pri naklju¢ni in usmerjeni postavitvi tablete v posamezni ¢asovni tocki.

¥ . %RSD
CAS[min] dary _
nakljucno | usmerjeno
5 38,9 14,2
10 16,3 6,6
15 8,7 4,3
20 6,5 2,7
25 4,2 2,0
30 3,4 15
40 2,8 0,9
neskon¢no 1,6 0,7
Nakljuc¢na postavitev Usmerjena postavitev
120 ?120
% 100 - @100 7,—@
£ £
2 80 4 g 8
£ 60 5 60 y
A 2.0/
g 40 / § 40 /
220 S 20
g J & 1
wv 0 T T T T T T T 1 0 T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 0 5 10 15 20 25 30 35 40
Cas [min] Cas [min]
e=g== nakljucna postavitev ===g=== | SMerjena postavitev

Graf 1: Primerjava SD glede na nacin postavitve tablete v silikonski Zelodec.

5.1.2 Vpliv nadomeséanja medija na variabilnost rezultatov

Nadomeséanje medija smo testirali enako kot vpliv postavitve tablete, in sicer s hitrim
programom na zaprtem sistemu z vzorcem A. lz rezultatov je razvidno, da z
nadomes¢anjem medija povecamo variabilnost rezultatov. Obicajno medij nadomes¢amo,
ko nimamo zado$c¢enih »sink« pogojev in izguba medija zaradi volumna vzorcenja vpliva
na spros¢anje ucinkovine. NaSa ucinkovina spada v razred BCS Ill, kar pomeni, da je
dobro topna, volumen medija 250 mL pa zados¢a sink pogojem. Nadaljnje analize na
zaprtem sistemu je zato v naSem primeru bolj smiselno izvajati brez nadomes¢anja medija.
V kolikor bi bilo za zadostitev pogojev topnosti treba medij nadomescati, je iz vidika
variabilnosti rezultatov primernejSe vracanje medija skozi kanilo ob steni Zelodca v
primerjavi z nadome$¢anjem medija direktno v vsebino vrece. Izkazalo se je, da vsak
dodaten poseg v hidrodinamiko vsebine v vreci povzroc¢i spremembo v toku raztopine in
posledi¢no razlicno koncentracijo odvzete ucinkovine pri vzorCenju. V tabeli 12 so

prikazane razlike v RSD glede na nacin vraanja medija. Iz grafa 2 je razvidno, da se
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ucinkovina kljub razlicnemu nadomescanju medija sprosc¢a podobno, razlike pa so vidne v

SD.
Tabela 12: Primerjava RSD glede na na¢in nadome$¢anja medija.
) %RSD
[fn‘?s] NADOMESCANIE BREZ
ob steni | v medij | NADOMESCANJA
5 20,7 21,8 14,2
10 4,0 13,7 6,6
15 1,3 8,2 4,3
20 5,6 4,6 2,7
25 47 1,2 2,0
30 2,3 40 15
40 4,2 53 0,9
neskon¢no 7,9 52 0,7
Nadomescanje ob steni Zelodca Nadomes¢anje direktno v vreco
= 120 _ 120
S 100 % —= | £100 =7 —= - I
£ 80 I - £ %0 T.-1 *
5] 4 > 1
2 ), 3
£ 60 7/ £ 60 1
2 40 7 5 40
3 20 8 20 -
£ 0 - ; ' 1B ; - - '
0 10 20 30 40 n 10 20 30 40
Cas [min] Cas [min]
—&— nadomescanje ob steni Zelodca nadomescanje direktno v vrec¢o
Brez nadomescanja
120

100 -#Aﬁ
80

¥

60
40 /

20 /

Sproscena ucinkovina [%]

0 10 20
Cas [min]

30

——&— brez nadomescanja
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Graf 2: Primerjava SD glede na na¢in nadomes¢anja medija.

5.1.3 Potrditev zmanjSanja variabilnosti rezultatov

Na vzorcih F, G in H (v tem odstavku tudi »novi vzorci«) Sm0 z usmerjeno postavitvijo

tablete in brez nadomescanja medija opravili po 3 ponovitve poskusov na zaprtem sistemu.

Pri spros€anju iz novih vzorcev smo dobili $e nizje RSD vrednosti kot pri poskusih
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opravljenih pri istih pogojih na vzorcu A. Dokazali smo, da lahko z natan¢no postavitvijo
tablet v silikonski Zelodec, ¢im manjSim posegom v vsebino vree in dodelanim
protokolom testiranja bistveno zmanjSamo variabilnost rezultatov. Na ponovljivost
zagotovo vplivajo tudi kvaliteta vzorca, u¢inkovina in ne nazadnje ¢loveski faktor, ki je
najverjetneje eden od razlogov za nizje RSD vrednosti pri vzorcih F, G in H. Ti so bili
testirani proti koncu poskusov, v sklopu variabilnosti spros¢anja na zaprtem sistemu (serija
5, 6 in 7 na grafu 3), ko je bil celoten protokol ze dodelan, vzorcenje in redCenje filtrata pa
ze bolj vpeljani. Iz grafa 3 je razvidno zmanjSanje variabilnosti rezultatov glede na nacin
postavitve in nadomeS¢anja medija na vzorcu A, kar prikazujejo serije 1 — 4, serije 5, 6 in 7
pa prikazujejo variabilnost sproscanja na vzorcih F, G in H, ki so bili testirani z usmerjeno
postavitvijo in brez nadomescanja medija. Na grafu smo na y-os nanasali povpre¢je RSD

prvih $tirih ¢asovnih to¢k posameznega sklopa (5, 10, 15 in 20 min), na X-0S pa Serijo

poskusov.
Zmanjsanje variabilnosti rezultatov na zaprtem sistemu
20,0
4
15,0
S [ |
o 10,0
&
X
5,0 X
0,0 .
0 1 2 3 4 5 6 7 8
serija poskusov
=== nakljucna post., brez nadom. === | smerjena post., nadom. v vreco
usmerjena post., nadom. ob steni =y | smerjena post., brez nadom.
=i yzOTeC F vzorec G
vzorec H

Graf 3: RSD vrednosti posamezne serije poskusov. Serije 1-4 so testirane na vzorcu A, med seboj se razlikujejo glede
nacina postavitve tablete in nadome$¢anja medja. Serije 5, 6 in 7 so opravljene na drugi uéinkovini (vzorci F, G in H),
postavitvev tablete je bila usmerjena, medija nismo nadomescali.

Za primerjavo smo izracunali tudi RSD vrednosti, dobljene pri ro¢nih testih spros¢anja na
aparaturi USP II. Za vzorec B znaSa povprecje RSD vrednosti prvih §tirih ¢asovnih tock
4,9%, za vzorec E 2,8% in za referenco 3,2%. Glede na to, da dobljeni odstotki niso
bistveno nizji od rezultatov, dobljenih na nasi aparaturi, lahko trdimo, da tudi spros¢anje na

nasi aparaturi pri uporabi zaprtega sistema daje zanesljive in ponovljive rezultate.
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5.2  Optimizacija delovanja odprtega sistema

Z namenom primerjave zaprtega in odprtega sistema smo na odprtem sistemu s programom
V_002_hitra (med razpravo uporabljamo tudi izraz hitrejsi program), najprej analizirali
sproS¢anje ucinkovine iz vzorca A. Tablete smo v silikonsko vre¢o vedno postavili
usmerjeno. Tako smo lahko primerjali spros¢anje ucinkovine iz istega vzorca, Kjer je bil
edini spremenjen parameter uporaba sistema (zaprt/odprt). Za zacetek smo si pri odprtem
sistemu izbrali fizioloSko relevanten pretok 2 g/min. Iz grafa 4 je razvidno, da se
sprosScanje iz vzorca bistveno razlikuje glede na uporabo sistema odprt/zaprt. Najverjetneje
sta glavna razloga v spremenjenem vzorcenju in razli¢ni hidrodinamiki tekoCin znotraj
Zelodca.

Pri zaprtem sistemu smo vzor¢ili s podalj$ano kanilo v blizini male krivine Zzelodca. Pri
odprtem sistemu pa je vzorec skozi ventil, ki ponazarja pilori¢ni sfinkter, iztekal na
tehtnico v ¢aso, iz katere Smo posrkali vsebino preko kanile v brizgo. Pri odprtem sistemu
je morala spros¢ena uéinkovina prete¢i daljSo pot do mesta vzoréenja, kot pri zaprtem
sistemu in to je bil najverjetneje razlog za navidezno pocasnejSe spros¢anje ucinkovine pri
odprtem sistemu. Mozna je tudi razlika v hidrodinamiki teko¢in znotraj vrece. Odprtje
ventila pri odprtem sistemu je potisnilo teko¢ino skozi simulirani pilorus in ustvarilo tok
tekoCine, medtem ko je bila pri zaprtem sistemu tekocina v ve€ji meri potisnjena nazaj
proti proksimalnemu delu zelodca. To bi lahko bil razlog za boljse meSanje vsebine pri
zaprtem sistemu in posledi¢no hitrejSe sproSc¢anje. 1z grafa 4 je razvidna razlika v hitrosti

sproscanja pri uporabi zaprtega in odprtega sistema.

Primerjava spros¢anja na odprtem in zaprtem sistemu
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Graf 4: Razlika v hitrostih spro$¢anja iz vzorca A pri zaprtem sistemu (pretok 0 g/min) in odprtem sistemu (pretok
2g/min).

40



V sklopu optimizacije delovanja odprtega sistema smo analizirali tudi sproscanje iz
vzorcev z razli¢nimi lastnostmi in uc¢inkovino X. Med seboj so se razlikovali po sili
stiskanja oz. trdnosti, sestavi pomoznih snovi in tudi v formulaciji.

Najpocasnejse sproS¢anje imata vzorca B in E. Iz tabele 2 je razvidno, da je njuna trdnost
podobna. Glede na to, da ima vzorec B v svoji sestavi ve¢jo koli¢ino razgrajevala in manj
veziva, je po pri¢akovanjih, da bo sproscanje zaradi hitrejSega razpada FO hitrejSe kot pri
vzorcu E. Sledi jima vzorec C, pri katerem je koli¢ina obloge manjSa, kar je razlog za
hitrej$i vdor medija skozi oblogo in posledicno za hitrejSe sproscanje. Precej podoben
profil vzorcu C ima vzorec A. Tudi po sestavi sta si vzorca zelo podobna. Majhna razlika
je le v sili stiskanja. Po pri¢akovanjih ima vzorec A hitrejSe sprosCanje, saj je njegova
trdnost manjSa od vzorca C, kar mediju omogoci lazji vdor v notranjost FO in posledi¢no
hitrejSi razpad. NajhitrejSe spros¢anje ima vzorec D. Poglavitna razlika pri vzorcu D, ki je
najverjetneje odgovorna za najhitrejsi profil, je ekstra-granularno razporejena ucinkovina.
Medij je s tako formulirano uc¢inkovino prej v stiku kot pri intra-granularni formulaciji
(vzorci A, B, C in E). Zaklju¢imo lahko, da nasa naprava z uporabo odprtega sistema

smiselno razporedi vzorce z razli¢nimi lastnostmi glede hitrosti spros¢anja.

Primerjava sproscanja iz razlicnih tablet
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Graf 5: Spro$¢anje uéinkovine iz vzorcev z razli¢nimi lastnostmi na odprtem sistemu
pri pretoku 2 g/min.
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5.2.1 Vpliv spremembe pretoka na spros¢anje

Aparatura za simuliranje zelod¢nega gibanja omogoca nastavitve razlicnih pretokov skozi
ventil. Testiranje razli¢nih pretokov je smiselno, saj tok vsebine skozi pilori¢ni sfinkter in
vivo ni konstanten. Pretok na tes¢e je odvisen od faze cikla MMC, v kateri je FO zauzita.
Obicajno pretok skozi pilori¢ni sfinkter ne preseze vrednosti 2 mL/min, je pa Schindlbeck
s sodelavci v fazi Il MMC zaznal tudi vrednosti do 4 mL/min(17). Tudi pretok po
hranjenju se obicajno giblje nekje od 2-4 mL/min (4).

Za testiranje pretokov smo si zato izbrali fizioloSko relevantne vrednosti 1, 2, 3 in skrajno
vrednost 5 g/min. Vsi testi v sklopu preucevanja pretoka so bili opravljeni na vzorcu A.
Bistvene razlike v sproS€anju pri razli¢nih pretokih so vidne predvsem v prvi ¢asovni tocki
(5 min), ko se za¢ne ucinkovina spro$cati iz tablete. Takrat mora prepotovati pot od mesta
postavitve tablete do ventila oz. ¢ase. Veéji kot je nastavljeni pretok, hitreje bo uc¢inkovina
difundirala do ventila in vecji bo njen delez v prvi ¢asovni tocki (5 min). Trend krivulj za
1, 2 in 3 g/min je pricakovan. V prvi ¢asovni tocki je vidna razlika v hitrosti difundiranja
spodnjo krivuljo in obratno. Pri pretoku 5 g/min smo pri¢akovali najhitrejSe spros¢anje. Do
prve ¢asovne tocke je krivulja Se po priCakovanjih, nadalje pa njena rast upada. Ker pri
tocki neskon¢no nismo dosegli 100 % deleza sproscene ucinkovine, smo domnevali, da
pretok 5 g/min Ze pomeni pomembno izgubljanje delcev neraztopljene ucinkovine iz
sistema. Pri vzoréenju smo namre¢ v ¢asi opazili ve¢je neraztopljene delce, ki jih je bilo
zaradi veCjega volumna vzoréenja ve¢ kot pri nizjih pretokih. Da smo potrdili to domnevo,
smo na enak nacin izvedli Se en test, le da smo ¢ase s posameznimi frakcijami shranjevali,
in jih na koncu prelili v ¢aSo z vsebino vrece. Tako smo med seboj primerjali tocko oo, ki je
predstavljala vsebino vrece, in tocko ', ki je predstavljala vsebino vrece skupaj s
posameznimi zbranimi frakcijami. Ker smo pri tocki «o' dosegli delez spros¢ene uc¢inkovine
blizu 100%, smo potrdili domnevo, da pretok 5 g/min Ze pomeni pomembno izgubljanje
ucinkovine iz sistema. Na grafu 6 so prikazane razlike v hitrostih sproscanja glede na

nastavljeni pretok.
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Vpliv pretoka na sproscanje
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Graf 6: Spro$¢anje ucinkovine iz vzorca A pri pretokih 1, 2, 3 in 5 g/min.

5.2.2 Vpliv hitrosti programa na sproscanje

Na vzorcu A smo preucevali vpliv hitrosti programa na spros¢anje. Hitrost potovanja
posameznega peristalticnega vala in posledicno Stevilo kontrakcij na minuto smo
spreminjali z nastavitvijo periode na racunalniskem programu. Pri nastavitvi hitrega
programa (V_002_hitra) posamezen peristaltitni val potuje 16 s, kar pomeni 3,8
kontrakcije/min. Poc¢asen program (V_002 pocasna) ima nastavitev periode 26 s, kar
pomeni 2,3 kontrakcije/min. V povpre€ju pa sta obe nastavitvi primerljivi s fiziolosko
frekvenco kontrakcij, ki znaSa 2,4-3,6 kontrakcij/min (12). O amplitudi ter o silah
kontrakcij zaenkrat e nimamo podatka, ali so v okviru fizioloskih vrednosti. Vpliv hitrosti
programa smo vrednotili pri dveh nastavitvah pretoka, 1 in 2 g/min, ki najbolje izkazujeta
fizioloSke pogoje v stanju na teSce. PriSli smo do zakljuckov, da ima hitrost programa
pomembne;jsi vpliv pri manjSem pretoku skozi ventil. Manjsi pretok pomeni pocasnejse
dogajanje znotraj vrece in s tem ve€ji vpliv posameznih parametrov, v naSem primeru
Stevila kontrakcij, na spro$¢anje. Zaklju¢imo lahko, da sproS¢anje znotraj naprave za
posnemanje Zelod¢nega gibanja najbolj upocasnimo s pretokom 1 g/min in pocasnim
programom, kar je pomembno pri izrazanju razlik med vzorci s podobnimi lastnostmi. Na
ta naCin bi lahko z naSo aparaturo uspeSneje loc¢ili med vzorci, ¢e bi bile prisotne le
minimalne spremembe v sestavi 0z. kvaliteti vzorca. Razlika v spros¢anju pri nastavljenih

razli¢nih pretokih je vidna na grafu 7.

43



Vpliv programa na sproscanje pri pretoku

Vpliv programa na sproscanje pri pretoku
1 g/min

2 g/min
120

120

100 /—_4:.:.

0
o

100 ﬂ - —il
80 T

0 .

w A

N\
\

Sproséena ucinkovina [%]
(2]
o

o

iy
1)
Sproscena ucinkovina [%]

/4

0 5 10 15 20 25 30
Cas [min]
——&— pocasen program —— hiter program

0 5 10 .15 20 25
Cas [min]

——@— pocasen program —l— hiter program

30

Graf 7: Razlika v spro§¢anju vzorca A pri pretoku 1 in 2 g/min pri nastavljenem pocasnem in hitrem programu.

5.3 In Vitro - In Vivo korelacija

Za iskanje in vitro-in vivo korelacije bi bilo smiselno vzeti kineticno ¢im bolj razli¢ne
formulacije, vendar smo imeli na voljo le podatke za vzorca B in E ter referenco. V
farmakokineti¢ni Studiji je sodelovalo 13 ljudi, ki so na teS¢e izmeni¢no prejemali vzorec B
oz. E in referenco. 1z podatkov o maksimalni plazemski koncentraciji u¢inkovine (Cmax) PO
zauzitju testne formulacije oz. reference lahko izracunamo razmerje v hitrosti sproscanja
med izbrano tableto in referenco. Razmerja maksimalnih plazemskih koncentracij med

vzorcem B oz. E in referenco ter razmerje med vzorcema E in B so podana v tabeli 13.

Tabela 13: Razmerje maksimalnih plazemskih koncentracij (Cmax) med vzorcem B oz. E in referenco ter razmerje
vzorca E in vzorca B.

Vzorec Razmerje Cpax
vzorec B/ referenca 77,5%
vzorec E / referenca 67,2 %
vzorec E / vzorec B 86,8 %

Iz dobljenih rezultatov vidimo, da se testna formulacija najverjetneje ne raztopi

pravocasno, saj ima za priblizno 30 % niZjo dosezeno maksimalno koncentracijo Vv

primerjavi z referenco.

S testi spros¢anja na na$i napravi smo Zeleli dobiti ¢im bolj$o korelacijo z in vivo podatki.
V ta namen smo testirali spros¢anje iz vzorcev B, E in reference pri dveh razli¢nih pogojih.
Najprej smo testirali sproScanje s hitrim programom in pretokom 2 g/min, nato pa Se s
pocasnim programom pri pretoku 1 g/min. Deleze sproscene ucinkovine v posamezni
Casovni tocki za vzorca B in E smo delili z delezem sproscene ucinkovine iz reference.

IzraCuni za sproscanje pri nastavljenem hitrem programu in pretoku 2 g/min so podani v
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tabeli 14, za sprosScanje pri pocasnem programu in pretoku 1 g/min v tabeli 15 in za

spros¢anje pri napravi USP II pri tabeli 16.

Tabela 14: Razmerja med delezem spros¢ene ucinkovine iz vzorcev B in E ter referenco in razmerje med
vzorcema E in B pri nastavitvi hitrega programa in pretoka 2 g/min.

¢as [min] 5 10 15 20 25 30 neskonéno
vzorec B / referenca [%0] 65,0 48,1 67,3 81,2 90,5 94,6 104,6
vzorec E / referenca [%)] 382 | 334 | 526 | 685 | 779 | 835 88,9
vzorec E / vzorec B [%] 50,8 59,9 70,4 79,1 82,5 86,4 85,3

Tabela 15: Razmerja med delezem spro$cene uéinkovine iz vzorcev B in E ter reference in razmerje med
vzorcema E in B pri nastavitvi po¢asnega programa in pretoka 1 g/min.

¢as [min] 10 20 30 40 50 neskon¢no
vzorec B / referenca [%0] 40,6 59,7 88,6 95,5 96,8 99,4
vzorec E / referenca [%] 37,2 41,3 63,3 78,5 83,9 94,6
vzorec E / vzorec B [%)] 91,7 69,1 71,4 82,2 86,6 95,2

Tabela 16: Razmerja med delezem spros¢ene ucinkovine iz vzorcev B in E ter referenco pri spro$¢anju na
aparaturi USP 1.

RAZMERJA 5 10 15 20 25 30 40 neskon¢no
vzorec B / referenca [%] | 45,7 63,1 81,3 | 89,8 92,6 934 | 950 99,6
vzorec E / referenca [%] | 22,6 | 38,5 | 52,8 64,8 76,3 | 84,8 91,3 97,1
vzorec E / vzorec B [%] 494 61,1 65,0 72,2 82,4 90,7 96,2 97,5

Z namenom iskanja korelacije med nasim modelom in farmakopejsko napravo USP II z in
Vivo vrednostmi smo narisali ve¢ grafov. Na y-os smo nanasali in vivo vrednosti (77.5%,
67.2% in 86.8%, glej tabelo 13), na x-0s pa in vitro vrednosti 0z. razmerja in sicer za vsak
model (hiter program, poc¢asen program in USP II) za vsako ¢asovno tocko posebej. Na ta
na¢in smo dobili ve& premic s pripadajoimi vrednostmi R% Bolj se vrednost
determinacijskega koeficienta R® pribliza vrednosti 1, ve&ja je mo¢ povezave med
vnesenimi x in y vrednostmi. Ko je vrednost R? enaka 1, to pomeni najboljo napovedno
mo¢ oz. v tem primeru model izkazuje najboljSo korelacijo z in vivo podatki. Tabela 17
prikazuje vrednosti R* v razli¢nih ¢asovnih todkah pri uporabi hitrega in pocasnega
programa ter pri napravi USP Il. Razvidno je, da je korelacija z in vivo podatki najboljsa
pri uporabi hitrega programa (pretok 2 g/min) in sicer v 10 min, kjer znasa 0,99. Hitremu

programu sledi po&asen program (pretok 1 g/min) pri 20 min, kjer je R? 0,98. Najslabso
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korelacijo z in vivo podatki dobimo pri napravi USP Il, kjer najboljsa vrednost R* znaga
0,87. Vrednosti pri USP II v 30 in 40 min so oznaCene z *, saj iskanje korelacije, ko je
spros¢ene ze 100% ucinkovine ni smiselno. Casi, ko je dosezena najboljia korelacija z in
Vivo podatki so relativno kratki, kar lahko razlozimo z dejstvom, da se ¢as, ko je dosezena

maksimalna plazemska koncentracija (tmax) giba tudi v obmoc¢ju pod eno uro.

Tabela 17: Vrednosti koeficienta R pri nastavitvi hitrega in poasnega programa na napravi za posnemanje
zelod¢nega gibanja in pri napravi USP II.

RZ
¢as (min) hiter prog. | pocasen prog. USP 11
5 0,33 / 0,87
10 0,99 0,78 0,71
15 0,87 / 0,20
20 0,67 0,98 0,10
25 0,27 / 0,15
30 0,15 0,11 0,48*
40 / 0,05 0,93*
HITER PROGRAM - um. Zelodec POCASEN PROGRAM - um.Zelodec
100,0 100,0
..@ X J
80 L . 80,0 el
% PR x o
€ 60,0 € 60,0
] S
S 40,0 B 40,0
[ = =) =
20,0 y =0,6198x + 48,91 20,0 y =0,6825x + 38,461
R%=0,9872 R%2=0,9753
0,0 0,0
0 20 40 60 80 0 20 40 60 80
In vitro delez po 10 min In vitro delez po 20 min
USP II
100,0
[ 4
80,0 e '3
é £0.0 L 2 Graf 8: Grafi prikazujejo izbrane Casovne tocke
% 40’O glede na izbrano metodo, ko je mo¢ povezave oz.
E’ 20'0 y = 0,628x + 52,526 in vitro-in vivo korelacija najboljsa (R® ¢im blize
’ R? = 0,8695 vrednosti 1).
0,0
0 20 40 60

In vitro deleZ po 5 min
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Dodan je graf 9, ki prikazuje razliko v hitrosti sprosc¢anja pri uporabi hitrega in pocasnega
programa ter pri napravi USP II. 1z grafov je razvidno, da je spros¢anje pri napravi USP II

precej hitrejse kot pri napravi za posnemanje zelodénega gibanja.

< Vzorec B, primerjava metod Vzorec E, primerjava metod
‘= 100 pr—— ——= | £ 100
g — £ g I
> S
v o L
S £ 60 T(/E'/
v, 50 r
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Graf 10: Primerjava hitrosti spro$¢anja pri nastavitvi poCasnega programa (pretok 1 g/min), hitrega

programa (pretok 2 g/min) in spro$¢anja na aparaturi USP Il (50 rpm) na vzorcih B, E in referenci.

Zaklju¢imo lahko, da za izbrano farmacevtsko obliko tako v primeru hitrega kot pocasnega
programa z napravo za posnemanje zelod¢nega gibanja dobimo boljso korelacijo z in vivo
podatki kot z napravo USP II.

Glavne prednosti naprave za posnemanje Zelod¢nega gibanja so povezane z obliko in
velikostjo silikonske vrece. Ta s stiskanjem zaslonk povzroca peristalti¢ne kontrakcije, za
katere predvidevamo, da v notranjosti pozro¢ijo in vivo relevantejSo hidrodinamiko kot
vesla pri napravi USP Il. Nadalje se z volumnom medija 250 mL, ki smo ga uporabili pri
poskusih na na$i napravi, bolj priblizamo dejanskemu fizioloSkemu volumnu, ki na teSce
znas$a priblizno 50 mL, kot pri napravi USP II, kjer se ve¢inoma uporabljajo volumni 900
mL. Glede na to, da se uCinkovina v ¢loveSkem telesu absorbira Sele v tankem crevesu,
torej po prehodu skozi pilori¢ni sfinkter, ima tudi v tem primeru uporaba odprtega sistema

pri napravi za posnemanje Zelodénega gibanja prednost pred obiajnim vzorcenjem s
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kanilo pri napravi USP Il. Tako lahko z nastavitvijo ustreznega, in vivo relevantnega
pretoka v izbrani Casovni tocki dobimo delez ucinkovine, ki priteCe skozi ventil, ki
ponazarja pilori¢ni sfinkter in ne zgolj delez raztopljene ucinkovine znotraj posode.
Pomembno je poudariti tudi, da test USP II $Se ni bil do konca optimiziran, in je tudi to
razlog za prehitro spros¢anje uc¢inkovine.

Iz primerjave determinacijskih koeficientov R? vidimo, da ima najboljso korelacijo z in
Vivo podatki uporaba hitrega programa in pretoka 2 g/min. Hiter program v povprecju na
minuto naredi 3,7 kontrakcije, po¢asen program pa 2,3 kontrakcije na minuto. Obi¢ajno so
za Cloveski Zelodec v stanju na te$¢e znacilne 3 kontrakcije na minuto, njihova intenziteta
pa se spreminja glede na stanje Zelodca. Pri hitrem programu smo uporabili pretok 2 g/min,
ki predstavlja zgornjo mejo pretoka v stanju na teSc¢e, pri pocasnem programu pa 1 g/min,
kakrSen je povprec¢ni pretok v stanju na tes¢e. Med poskusom nismo ponazarjali razli¢nih
faz cikla MMC. To pomeni, da intenzitete kontrakcij tretje faze cikla MMC nismo zajeli,
in lahko da je to razlog, da je hiter program, z ve¢ krenji na minuto in hitrejSim pretokom
ustreznej$i, saj znotraj silikonskega zelodca povzroCi vecje meSanje tekocin kot pocasen
program. K temu pripomore tudi dodajanje medija s ¢rpalko, ki ponazarja izloCanje
zelod¢ne kisline in pri hitrem programu znasa 2 mL/min, pri poasnem programu pa
1 mL /min. Tudi tu dodajanje medija s hitrostjo 2 mL/min predstavlja zgornjo mejo

izlo¢anja zelod¢ne kisline v stanju na tesce.

Za nadaljnje raziskave z naso ucinkovino je smiselno uporabiti hiter program s pretokom 2
g/min, podatke z maksimalnimi plazemskimi koncentracijami pa primerjati v 10 min

testiranja.

54  Moinosti za dodatna testiranja

®= Na odprtem sistemu smo preizkuSali spros¢anje pri dveh razliénih nastavitvah
hitrosti programa. Smiselno bi bilo tudi preucevanje sproS€anja pri nastavitvi
programa, ki posnema cikle MMC. Celoten sklop naprave za posnemanje
zelod¢énega gibanja namre¢ omogoca kombiniranje razli¢nih programov znotraj
enega testa.

= Pri nastavitvi pretoka 1 g/min in pocasnega programa se sproScanje iz vzorcev
izrazito upocasni v primerjavi s spros¢anjem na napravi USP II. Smiselno bi bilo

najti vzorce, ki jih na napravi USP II med seboj ne moremo loc¢iti, kljub temu, da
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imajo razli¢ne lastnosti. Te bi se lahko pri upocasnjenem mesanju vsebine bolje
izrazile in tako bi lahko potrdili eno od prednosti nase naprave pred drugimi.
Gastrorezistentne (GR) tablete ali tablete s podaljSanim sproscanjem (SR) se lahko
v Cloveskem zelodcu pod vplivom mehanskih sil ze predhodno poskodujejo.
Smiselno bi bilo preucevanje poskodbe GR in SR tablet v fiziolosko relevantem
mediju pri ve¢jih nastavitvah amplitude in hitrostih kréenja silikonskega zelodca.
Na odprtem sistemu bi lahko preucevali prehod GR pelet skozi ventil. V
kombinaciji s sestavljenim programom, ki posnema cikle MMC, bi lahko bolje
pojasnili praznjenje pelet v bolusih.
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6 SKLEP

H1: Usmerjena postavitev tablete pomeni boljSo ponovljivost rezultatov v
Ker so prvi poskusi na napravi za posnemanje zelodénega gibanja pokazali slabo
ponovljivost eksperimentov, je bil poglavitni cilj zmanjSanje variabilnosti rezultatov. V
sklopu tega smo na zaprtem sistemu (pretok O g/min) opravili teste z naklju¢no in
usmerjeno postavitvijo tablete. Prisli smo do zakljuckov, da je variabilnost najmanjsa, Ce
tableto polozimo usmerjeno med 6. in 7. zaslonko, ki ju vidimo iz notranjosti vrece in ¢e za
postavitev v vreco uporabimo podaljSano pinceto. Med potekom testiranja smo preucevali
tudi spros¢anje iz minitablet, ki smo jih prav tako usmerjeno s posebnim tulcem umestili v

vre¢o med 6. in 7. zaslonko.

H2: Posegi v vsebino vrece (nadomescanje medija) med eksperimentom povecajo
variabilnost rezultatov ¢«
Pri preucevanju vpliva nadomes¢anja medija smo prisli do zakljuckov, da nadomescanje

medija poveca variabilnost rezultatov in zato je natancnejse testiranje brez nadomescanja.

H3: Nacin vracanja medija vpliva na ponovljivost rezultatov v
V kolikor je po protokolu vracanje medija predpisano, priporo¢amo da se dodaja skozi

kanilo pocasi in sicer ob steni silikonskega zelodca.

H4: Tudi pri odprtem sistemu lahko uspesno lo¢imo med razlicnimi vzorci v
Pri testih opravljenih na odprtem sistemu (pretok > 1 g/min) smo dokazali, da lahko tudi
pri pretoku skozi ventil uspes$no lo¢imo med razli¢énimi vzorci. Ko smo naredili primerjavo
spros€anja iz istega vzorca pri uporabi zaprtega in odprtega sistema, smo ugotovili, da z
odprtim sistemom upocasnimo sproscanje. 1z tega sledi, da bi lahko vzorce, ki med seboj

izkazujejo minimalne razlike, uspesneje locili z uporabo odprtega sistema.

HS: Vedji pretok pri odprtem sistemu vodi v hitrejSe sproScanje v
Pri spreminjanju pretokov skozi zelodec smo prisli do zaklju¢kov, da je najbolj smiselna
uporaba pretokov 1, 2 in 3 g/min, ki so tudi najbolj fiziolosko relevantni. Pri pretoku 5
g/min v tocki neskon€no nismo dosegli 100% spros€ene ucinkovine. S poskusnim testom,
pri katerem smo v kon¢no raztopino (tocka neskoncno) prelili posamezne frakcije, ki smo
jih zbirali med vzorcenji, smo se prepricali, da se pri pretoku 5 g/min Ze pozna izgubljanje

neraztopljene uéinkovine iz zelodca, kar je razlog za nizji delez sproscene ucinkovine.
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Sprememba pretoka (1, 2 in 3 g/min) ni signifikantno vplivala na hitrost spros¢anja
ucinkovine med testom, je pa pomembna razlika v prvi ¢asovni tocki. Tako smo zakljuéili,
da s spreminjanjem pretoka vplivamo predvsem na hitrost potovanja u¢inkovine od mesta

postavitve FO do ventila, ko u¢inkovina $e ni porazdeljena po vreci zelodca.

H6: Vecja perioda med posamic¢nimi peristalticnimin valovi bo vodila v pocasnejse
spro$canje v
Pri spreminjanju hitrosti programa oz. periode lahko zaklju¢imo, da je vpliv hitrosti
programa pomembnejsi pri pretoku 1 g/min, kot pri pretoku 2 g/min. Spros€anje iz vzorca
lahko najbolj upocasnimo s pocasnim programom in pretokom 1 g/min, in s tem dosezemo

najvecjo locbo med vzorci.

H7: Spro§c¢anje na napravi za posnemanje Zelodcénega gibanja bo pocasnejse kot pri
USP Il «
Tako pocasen kot hiter program na napravi za posnemanje zelodénega gibanja sta pri

testiranih vzorcih povzrocila po¢asnej$e sprosc¢anje kot na napravi USP II, pri 50 rpm.

H8: Z napravo za posnemanje Zelodcnega gibanja bomo uspeli doseci boljso in vitro-

in vivo korelacijo kot pri napravi USP Il
Pri preucevanju in vitro-in vivo Kkorelacije smo priSli do zaklju¢kov, da naprava za
posnemanje Zelodénega gibanja daje boljSo korelacijo z in vivo podatki kot naprava USP
1. Koeficientu R?=1 smo se najbolj priblizali z vrednostjo 0,99, in sicer pri uporabi hitrega
programa, kjer je pretok skozi ventil znasal 2 g/min. Pri teh nastavitvah bi bila napovedna
mo¢ in vivo podatkov najboljSa v 10 min testiranja. Temu sledi pocasen program s
pretokom 1 g/min, in sicer ima najvigjo vrednost R? (0,98) v 20 min. Najslabso korelacijo
smo dobili pri testiranju na napravi USP 11, in sicer je vrednost R? v 5 min testiranja
znaSala 0,87. Razlogi za boljSo korelacijo pri napravi za posnemanje zelodénega gibanja z
in vivo podatki so povezani z obliko vrece, ki je bolj podobna ¢loveskemu zelodcu kot
steklena posoda farmakopejskih naprav za spro$canje. Pomembna parametra sta §e man;jsi
volumen medija in fizioloSko relevantejSa hidrodinamika znotraj silikonske vrece. Tudi
nastavitev pretoka skozi silikonski zelodec, ki omogoci detekcijo ucinkovine, ki pritece
skozi ventil oz. simulirani pilori¢ni sfinkter in ne zgolj u¢inkovine znotraj lumna, je

pomembna prednost naprave za posnemanje zelodénega gibanja.
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