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Povzetek

Diploma obsega Studijo stresne in pospesene stabilnosti binarnih mesanic med
razli¢nimi vrstami in serijami mikrokristalne celuloze (MCC) in dveh izbranih u¢inkovin:
perindoprilijevega erbuminata (PE), ki je sol perindoprila s ferc-butilaminom, in
enalaprilijevega maleata (EM). Cilj diplome je bil ugotoviti, ali obstajajo razlike med
vplivi posameznih vrst in serij MCC na stabilnost u¢inkovin, in najti vzroke za morebitne
razlike v stabilnosti u¢inkovin.

Mesanice ucinkovin in MCC smo pripravili v razmerju 1 : 5, kar predstavlja
priblizek razmerja med pomoznimi snovmi in ucinkovino v realnem sistemu, torej v
kon¢ni formulaciji. Nato smo jih postavili na odprte in zaprte nadzorovane pogoje 30°C £
2°C/65 % + 5 % relativne vlaznosti (RV) in 40°C + 2°C/75 % £+ 5 % RV ter vzorce za
analize odvzemali ob nacrtovanih terminih. Hitrost kemijskih sprememb na ucinkovinah
smo spremljali z validiranima metodama tekocinske kromatografije visoke locljivosti
(HPLC) in rezultate statisticno obdelali. Poleg HPLC analiz binarnih meSanic smo s
susenjem dolocili tudi delez prisotne vode v MCC in dolo¢ili njihove pH po Evropski
farmakopeji (PhEur).

Ugotovili smo, da so vplivi fizikalno-kemiénih lastnosti MCC na stabilnost
ucinkovin med posameznimi vrstami MCC signifikantno razli¢ni na nivoju tveganja p <
0,25. Ugotovili smo nekatere bistvene razlike med razli¢nimi vrstami MCC, ne pa znotraj
iste vrste MCC (Avicel PH 101) razli¢nih serij. Za vzroke razli¢nih stabilnosti u¢inkovin
smo identificirali tri lastnosti MCC: vsebnost vode v MCC, velikost delcev in pH. Velikost
delcev MCC je v PhEur vkljucena med s funkcionalnostjo povezane lastnosti (FRC), ostali
dve lastnosti pa med obvezne teste.

Vpliv zaprtih pogojev pri 30°C/65 % RV in 40°C/75 % RV smo preucevali le za
zmesi s PE, ne pa za zmesi z EM, ker viale niso zrakotesno tesnile. Vecji delez vlage in
manjsa velikost delcev MCC je pospeSevala hitrost razpada PE na zaprtih pogojih.

V meSanicah iz odprtega pogoja je vpliv okoliske vlage prav tako pospeseval
razpad PE in EM. To je bilo Se posebno evidentno za PE pri ostrejSem pogoju (40°C/75 %
RV), vidne pa so bile tudi razlike med posameznimi meSanicami.

Pri obeh testiranih ucinkovinah smo v sploSnem zaznali vecji razpad v smeri
ciklizacije, torej nastanka ustreznega diketopiperazina (pDKP, eDKP), kot v smeri
hidrolize — perindoprilat (PAT) in enalaprilat (ET). Ciklizacijo pospeSuje ob prisotnosti

vode predvsem visja temperatura (T), hidrolizo pa vi§ja vlaga in T.
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Visji pH MCC povzroc¢i hitrejSo hidrolizo EM v zmeseh, hranjenih na odprtih
pogojih, pri PE pa nismo zaznali vpliva pH-ja. Velikost delcev MCC nima enotnega vpliva
na razpad PE in EM. V zmeseh s PE in MCC so manjsi delci povzrocili vecji razpad, pri
zmeseh z EM pa vpliva velikosti delcev nismo zaznali. PE je na zaprtih pogojih
najstabilnej$i v zmesi z Avicelom PH 200, najmanj stabilen pa z Avicelom PH 105. Na
odprtih pogojih je najstabilnej$i z Avicelom PH 101, najmanj pa z Avicelom PH 105,
enako kot pri zaprtih pogojih.

Zaradi neustreznega tesnjenja vial z zmesmi EM in MCC lahko podamo le oceno,
da nismo zaznali bistvenih razlik med vplivi posameznih MCC na stabilnost EM pri
zaprtih pogojih. Na odprtih pogojih pa je EM najstabilnejsi v zmesi z Avicelom PH 112,

najmanj stabilen pa v zmesi z Avicelom PH 200 in PH 102.

Abstract
In this study stress stability of binary mixtures between different types of

microcrystalline cellulose (MCC) and two drugs: namely, perindopril erbumine (PE) and
enalapril maleate (EM) were studied. The aim was to determine if any differences in the
stability of the drug, caused by the excipient, could be observed and to find some factors
that might be responsible for this differences.

Mixtures were manually prepared in a 1 : 5 (m/m), drug : MCC, ratio. The tested
condition were 30°C £ 2°C/65 % + 5 % relative humidity (RH) and 40°C + 2°C/75 % £ 5
% RH, open and closed system. The kinetics of drug degradation was determined by a
validated high performance liquid chromatography (HPLC) method and the results were
statistically evaluated. Also MCC water content and a pH of MCC in water suspension
were determined.

We concluded that the differences between types of MCC are statistically relevant
(p = 0,25). However, different batches of the same type (Avicel PH 101) of MCC showed
no differences. Three MCC characteristics were studied as the factors affecting drug
stability; MCC particle size, MCC water content and pH of MCC. MCC particle size was
studied as a functionality-related characteristics (FRC), the last two as regular tests.

Effects of closed system (mixture air-tight packed in a vial) at 30°C/65 % RH and
40°C/75 % RH were studied only for binary mixtures with PE. The EM results were
unreliable due to the lack of air-tight conditions in the containers. A high water content and

small MCC particle size accelerated the degradation of PE in closed system.



Binary mixtures freely exposed to outside humidity (open system) showed high
degree of PE and EM degradation. The humidity effect was strongest for PE at 40°C/75 %
RH, however differences between MCC types were observed.

Both tested drugs showed a higher degree of cyclization than hydrolysis.
Cyclization in presence of water was accelerated by a higher temperature (T), hydrolysis
was affected by a higher humidity and higher T.

An alkaline MCC pH triggers higher EM hydrolysis in mixtures in open conditions,
however the pH effect was not observer for PE. Particle size did not have a uniform effect
on PE or EM degradation kinetics; in binary mixtures with PE smaller particles in MCC
accelerated the degradation, whereas this effect was not present in mixtures with EM. The
stability of PE in closed vials was the worst in combination with Avicel PH 105 and the
best with Avicel PH 200. In open system conditions the best stability was observed with
Avicel PH 101 and the greatest instability showed mixtures with Avicel PH 105, same as
in closed vials.

Due to inadequate closing of vials containing mixtures between EM and MCC, we
could only give an estimate, that major differences in stability were not observed between
types of MCC in closed system conditions. Results showed that in open conditions EM is
most stable in combination with Avicel PH 112 and the least stable in mixtures with Avicel

PH 200 and Avicel PH 102.
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Seznam okrajsav

o — nivo tveganja

DL - stopnje prostosti

eDKP — diketopiperazin, produkt ciklizacije enalaprila

EM - enalaprilijev maleat

ET — enalaprilat, produkt hidrolize enalaprila

FDA - agencija za prehrano in zdravila Zdruzenih drzav Amerike (Food and drug
administration)

FO — farmacevtska oblika

FRC - s funkcionalnostjo povezane lastnosti (functionality-related characteristics)

HPLC - tekocinska kromatografija visoke locljivosti (high-performance liquid
chromatography)

ICH — Mednarodno tristransko telo za harmonizacijo zahtev pri registraciji zdravil
(International Conference on Harmonisation of Technical Requirements for Registration of
Pharmaceuticals for Human Use)

LDPE - polietilen nizke gostote (low-density polyethylene)

MCC — mikrokristalna celuloza

MS — varianca (mean square)

ODS — oktadecilsilan

p — statisti¢na znacilnost

p-a. — za analize (pro analisi)

PAT - perindoprilat; produkt hidrolize perindoprila

pDKP — diketopiperazin; produkt ciklizacije perindoprila

PE — perindoprilijev erbuminat

PhEur — Evropska farmakopeja

R? — determinacijski koeficient

RV —relativna vlaznost

SS — vsota kvadratov razlik (sum of squares)

UV —ultravijoli¢en

UZ — ultrazvok

T - temperatura

ZA — zaletna analiza ob ¢asu 0 dni

ZU — zdravilna u¢inkovina
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1 UVOD

V preteklosti so vladne institucije postopoma zaostrovale zakonodajo s podrocja
zdravil in skupaj s predstavniki farmacevtske industrije predlagale poenotene postopke
testiranja stabilnosti z namenom zniZanja stroSkov razvoja novih zdravil, trzenja na ¢im
SirSem obmocju in zasc¢ite kon¢nih uporabnikov. Ta proces se je pricel intenzivno odvijati
po letu 1990 na mednarodnih konferencah (ICH) in leta 1993 smo dobili tudi prvo ICH
smernico za testiranje stabilnosti zdravilnih uéinkovin (ZU) in konénih farmacevtskih oblik

(FO) (1,2, 3).

1.1 Stabilnost zdravil
Namen testiranja stabilnosti je, da se ugotovi, kako se kakovost zdravilne u¢inkovine
0z. kon¢nega zdravila spreminja s casom pod vplivom zunanjih faktorjev, kot so T, vlaga

in svetloba (1).

V prvih fazah razvoja se proucuje stabilnost ZU in ugotavlja njeno intrinzi¢no
stabilnost, to je mehanizem in kinetiko kemic¢nega razpada (1, 2).

Vecina teh raziskav poteka s pomocjo stresnih testov, to je pod ekstremnimi pogoji
(povisana T, vpliv oksidantov, pH, svetlobe itd.) (1, 2). V nadaljevanju predformulacijske
faze se proucuje vpliv posameznih pomoznih snovi na stabilnost ZU. V FO so namre¢ ZU
prisotne skupaj s pomoznimi snovmi, ki lahko spremenijo (obi¢ajno pospesijo) kinetiko
kemi¢nih sprememb, v nekaterih primerih pa pomozne snovi lahko hitrost kemi¢nih
sprememb ucinkovine zavirajo (4). S pomocjo stresnih in pospesSenih testov izberemo
optimalno stabilno formulacijo, ki mora zagotavljati varnost, ucinkovitost in kakovost
zdravila preko celotnega roka uporabnosti, ki ga dolo¢imo s testiranjem po ICH smernicah
(1). Osnovni cilj testiranja stabilnosti je dolocitev dobe re-testiranja uc¢inkovin, dolocitev

roka uporabnosti zdravila in predlaganje pogojev hranjenja (5).

1.2 ICH princip testiranja stabilnosti

S stabilnostnimi Studijami vrednotimo tiste lastnosti ZU, ki se lahko spremenijo med
hranjenjem in lahko vplivajo na kakovost, varnost in uCinkovitost. Testiranje torej obsega
preverjanje fizikalnih, kemicnih, bioloskih in mikrobioloskih lastnosti. Pri analizah vedno
uporabimo validirane in stabilnostno indikativne analizne metode (1, 2, 3). Za vrednotenje

stabilnosti uporabljamo naslednje pristope:



Stresno testiranje

Stresno testiranje uporabljamo za doloCevanje mehanizma in kinetike kemijskih
sprememb ZU (intrinzi¢na stabilnost), za razvoj analizne metode in orientacijsko
dolocevanje stabilnosti ucinkovine oziroma formulacije. Nacin stresnega testiranja ni
regulatorno predpisan in navadno vkljucuje testiranje pri visjih T (npr. 50°C, 60°C, 70°C),
vi§ji vlagi (75 % RV, 80 % RV, 90 % RV), spremembah pH v raztopinah, prisotnosti
kisika itd. (1, 5).

Dolgorocno in pospeseno testiranje po ICH
Za registracijo zdravila je treba regulatornim oblastem predloziti rezultate
stabilnostnega testiranja v primarni embalazi po predpisanih pogojih, ki so prikazani v

tabeli 1. Testiranje na dolgorocnem pogoju se nato nadaljuje do maksimalno 5 let (3).

Tabela 1: Pogoji testiranj stabilnosti in minimalne zahteve za registriranje zdravila (3, 6).

Vrsta Pogoji hranjenja Minimalno obdobje hranjenja
testiranja ob oddaji podatkov
Dolgoro¢no 25°C £2°C/60 % RV £5 % RV | 6 (12*) mesecev

testiranje

Vmesno 30°C £ 2°C/65 % RV+5%RV | 6(12) mesecev

testiranje

Pospeseno 40°C+£2°C/75% RV £ 5% RV | 6 mesecev

testiranje

*Velja za originatorska zdravila

Dolgorocno testiranje je stabilnostno testiranje na priporoc¢enih dolgoro¢nih pogojih
hranjenja (npr. 25°C/60 % RV, za klimatsko cono II) za namene doloCanja dobe re-
testiranja uéinkovine ali dolocitve roka uporabnosti zdravila. Rok uporabnosti ali dobe re-
testiranja se skladno z rezultati Studij podaljSuje. Rok uporabnosti zdravila je najvec 5 let.
Analize se izvajajo v prvem letu vsake tri mesece, v drugem letu vsakih 6 mesecev, od
drugega leta dalje pa enkrat letno (3).

Pospeseno testiranje zdruzuje Studije, s katerimi pospeSimo hitrost kemijskih ali
fizikalnih sprememb ZU ali kon¢nega farmacevtskega izdelka s pomocjo pospesSenih
pogojev hranjenja (tabela 1). Ce ZU ali konéno zdravilo ne vzdrzi pospesenega pogoja
(40°C/75 % RV/6 mesecev), preidemo na testiranje na t. i. vmesnem pogoju (30°C/65 %

RV/12 mesecev). Podatke iz teh $tudij skupaj z dolgoro¢nimi stabilnostnimi Studijami



uporabimo za dolocitev dobe re-testiranj ucinkovine oz. roka uporabnosti zdravila. Poleg
tega dobimo tudi informacije o vplivu neugodnih vremenskih pogojev (npr. visja ali nizja

T), ki se lahko pojavijo med transportom zdravila v poletnih ali zimskih mesecih (3).

1.2.1 Testirani parametri
Med testiranjem stabilnosti spremljamo tudi naslednje parametre: izgled, fizikalne
lastnosti (npr. raztapljanje, trdnost, razpadnost, drobljivost tbl.), vsebnost ZU, sorodne

substance (necistote in razpadni produkti), mikrobiolosko kakovost itd. (1, 6).

1.2.2 Stabilnostno indikativne metode

Po definiciji regulatornih organov je stabilnostno indikativnha metoda ena izmed
kvantitativnih analiznih metod, ki razlikuje karakteristi¢ne strukture, kemicne ali bioloske
lastnostih posameznih ZU v FO in je sposobna lociti vsako spojino od sorodnih snovi.
Metoda mora biti dovolj obcutljiva, da zazna in kvantificira enega ali ve¢ razpadnih
produktov. Kot stabilnostno indikativno analizno metodo najpogosteje uporabljamo HPLC
kromatografijo. Uporabljamo pa lahko Se plinsko kromatografijo, tankoplastno

kromatografijo, kiralno kromatografijo in kapilarno elektroforezo (2).

1.3 Mikrokristalna celuloza (MCC)

V farmaciji uporabljamo MCC primarno kot vezivo in polnilo pri pripravi tablet in
kapsul, ima tudi razgrajevalne in drsilne lastnosti. Uporablja se v procesih vlazne
granulacije in direktnega stiskanja (7). MCC je precis¢ena, delno depolimerizirana celuloza
z empiricno formulo CenH 01205011 (slika 1), ki jo pripravijo iz alfa celuloze. MCC je bel
ali skoraj bel fin ali granuliran prasek, ki je netopen v vodi, acetonu, brezvodnem etanolu,
toluenu, razredCenih kislinah in v 1,2 M raztopini natrijevega hidroksida. Stopnja
polimerizacije ni ve¢ja od 350. Po Evropski farmakopeji (PhEur) je dovoljena meja pH

vodnih suspenzij MCC med 5,0 in 7,5 (8).
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Slika 1: Strukturna in empiri¢na formula celuloze (8)

MCC kot delno hidrolizirana celuloza vsebuje kristale koloidnih velikosti, ki se
enostavno dispergirajo v vodi. Delci so delno kristalini¢ni in delno amorfni. Stopnja
kristalini¢nosti in velikost delcev se spreminja glede na vir celuloze in nacin priprave.
Stopnja kristalini¢nosti vpliva na fizikalne lastnosti delcev (higroskopnost in stisljivost) in
uporabnost v tehnoloskih procesih (9). Razlicne vrste MCC locijo glede na nasipno
gostoto, velikost delcev in vsebnost vlage, kar vpliva tudi na spremembe lastnosti, ki so
pomembne v tehnoloskih procesih (npr. meSanje, pretocne lastnosti, ¢asi susenja, stisljivost
in trdnost tablet), nekatere vrste pa so zaradi nizke vsebnosti vlage primernejSe za ZU, ki

so obcutljivejse na vlago (10).

1.3.1 S funkcionalnostjo povezane lastnosti pomoznih snovi

S funkcionalnostjo povezane lastnosti (FRC) pomoznih snovi so tiste fizikalne ali
kemicne lastnosti pomoznih snovi, ki lahko bistveno vplivajo na proces izdelave konénega
izdelka ali na konéne lastnosti le-tega (11).

V PhEur je splosna monografija o tem aspektu pomoznih snovi neobvezujoca in
objavljena le kot informacija in navodilo. Funkcionalnost vsake pomozne snovi lahko
ovrednotimo le v povezavi z doloceno formulacijo in postopkom izdelave, pogosto s
Stevilnimi analiznimi metodami. FRC pomoznih snovi lahko torej — ¢e imamo jasno
dolocen cilj — identificiramo in kontroliramo, kar pomeni, da so lahko predmet specifikacij
kakovosti izdelka. Funkcionalnost pomoznih snovi je v nekaterih primerih odvisna od
kompleksnih interakcij med sestavinami formulacije in obremenitvami, povezanimi s
postopkom izdelave (11).

Po PhEur 6.3 ima MCC nekatere s funkcionalnostjo povezane lastnosti, ki



predstavljajo pomembne kontrolne parametre za eno ali ve¢ funkcij, ¢e jo uporabimo kot
pomozno snov. Ta neobvezna testiranja so velikost delcev (PhEur 2.9.31 ali 2.9.38) in
pretocne lastnosti (PhEur 2.9.36) (8).

Pri MCC je bila kot FRC omenjena stopnja polimerizacije, vendar vrednosti stopnje
polimerizacije same zase ne korelirajo s funkcionalnostjo. To so ugotovili za stisljivost.
Dybowski poudarja, da sta za FRC MCC bolj pomembna izvor primarnih surovin pri

izdelavi in nacin izdelave kot pa stopnja polimerizacije (12).

1.3.2 Izdelava MCC

MCC pripravijo z delno hidrolizo a-celuloze z razredCenimi mineralnimi kislinami
(8). Kislina prednostno razgradi molekule celuloze v manj urejenih oziroma amorfnih delih
celuloze — zaradi tega ostanejo v delcu vecinoma kristalini¢ni predeli, ki tvorijo kristalne
celulozne agregate. Reakcijsko meSanico po hidrolizi spirajo z vodo, da odstranijo topne
stranske produkte. Tako nastalo vlazno maso susijo s suSenjem z razprSevanjem, da dobijo
razliéne velikosti agregatov MCC (13). V nekaterih postopkih pa dodajajo v reakcijsko

zmes tudi amoniak (14).

1.3.3 Vpliv pomozZnih snovi na stabilnost ZU

Mehanizmi, s katerimi pomozne snovi vplivajo na stabilnost ZU, so razli¢ni.
Pomozna snov lahko neposredno reagira z ZU, lahko ima vlogo katalizatorja in pospesi
hitrost reakcije. Zelo pomemben je vpliv vlage, ki je lahko prisotna v pomozni snovi. Prav
tako lahko z dodatkom pomozne snovi spremenimo pH v FO, ki lahko bistveno vpliva na

stabilnost formulacije (2, 5).

Spoznanja o vplivu MCC na stabilnost

V farmacevtskih formulacijah se lahko dogajajo kompleksne interakcije med ZU in
pomozno snovjo, ki jih ni vedno lahko pojasniti. J. T. Carstensen je s sodelavci raziskoval
stabilnost tiaminijevega klorida v tabletah, ki vsebujejo magnezijev stearat in MCC.
Ugotovil je, da je najvecja hitrost razpada tiaminijevega klorida pri 5-% vsebnosti vode v
MCC. Predlagan mehanizem nestabilnosti je bil kataliti¢ni vpliv magnezijevega stearata v
raztopljeni ZU. Tako hitrost naras¢a s poveCevanjem vsebnosti vode do 5 %, nato pa se
hitrost razpada zmanjsa zaradi razredcenja reaktivnih komponent (4). Drugi raziskovalci so
nasli inverzno povezavo med hitrostjo razpada nitrazepama s povrSinsko energijo pomozne

snovi, doloCeno z energijo vezave dusika na pomozno snov. To odkritje predlaga, da



pomozne snovi, ki moc¢neje vezejo dusik na povrsino, po vsej verjetnosti mocneje vezejo
tudi vodo na povrsSino. S tem zmanjsajo reaktivnost vode in na ta nacin zmanj$ajo hitrost
hidrolize (15). Podobno so ugotovili, da MCC z visoko kapaciteto adsorpcije vlage ne
zveCa hitrosti hidrolize acetilsalicilne kisline. Poleg wvpliva vlage so ugotovili tudi
povezavo z indeksom kristalinicnosti MCC. Manjsi, ko je ta indeks, manjSa je hitrost
hidrolize acetilsalicilne kisline (16). Ugotovili so tudi, da je hitrost odvisna od casa, ki je
potreben za dosego ravnotezja adsorbirane vlage, ni pa odvisna od koli¢ine adsorbirane
vlage v ravnoteznem stanju. Razlaga za ta pojav je, da snov, ki veze vec vlage, le-to veze
mocneje, zato je ves Cas do ravnoteznega stanja koli¢ina proste vode manjsa. Iz tega sledi,
da zmanj$anje proste vode zmanjsa relativno reaktivnost (5).

Z merjenjem gibljivosti vode s pomocjo jedrske magnetne resonance so ugotovili,
da je hitrost hidrolize trdnega cefalotina v meSanici z MCC odvisna od vode z visoko
mobilnostjo. Povezava s celokupno koli¢ino vode pa ni bila tako izrazita (5).

MCC lahko vsebuje nizke koncentracije nesaharidnih organskih necistot, ki izvirajo
iz lignina. Te necistote so alilni alkoholi/fenoli, ki se nahajajo v celulozni masi za pripravo
MCC. Mozno je, da razpadni produkti teh spojin v kombinaciji z radikali povzrocajo

nezelene interakcije z ZU (17).

1.4 Modelne udinkovine zaviralcev angiotenzin-konvertaze v kombinaciji z
MCC

Angiotenzin-kovertaza je pomemben encim v sistemu renin-angiotenzin-aldosteron.
Njen substrat je neaktivni dekapeptid angiotenzin I, ki ga spremeni v angiotenzin II, ki
zviSuje krvni tlak s kréenjem zil in povefanjem koncentracije aldosterona. Zaviralci
angiotenzin-konvertaze so peptidomimetiki, ki posnemajo zadnji konec angiotenzina-I (X-
Pheg-Hiso-Leujo) in se z zadnjimi tremi aminokislinskimi ostanki na karboksilnem koncu
vezejo v aktivno mesto encima (18).
Perindopril
Perindopril ((3S,3a8S,7aS)-1-[(2S)-2-[[(2S)-1-etoksi-1-oksopent-2-ilJamino]propanoil -
2,3,3a,4,5,6,7,7a,-oktahidroindol-2-karboksilna kislina) spada v skupino zdravil za
znizevanje krvnega tlaka, ki zavirajo delovanje encima angiontenzin-konvertaze.
Perindopril je zdravilo, ki se po zauzitju s hidrolizo pretvori do aktivne oblike -
perindoprilat (PAT) (19). V nasih poskusih smo uporabili sol s terc-butilaminom —

perindoprilijev erbuminat (PE).



Enalapril
Enalapril ((25)-1-[(2S)-2-{[(2S)-1-etoksi-1-okso-4-fenilbut-2-il]amino } propanoil |
pirolidin-2-karboksilna kislina) (20) ima enake farmakoloske ucinke kot perindopril.

Uporabili smo sol z maleinsko kislino, ki tvori enalaprilijev maleat (EM).

1.4.1 Kemizem in kemijske poti sprememb uporabljenih u¢inkovin

Pri obeh izbranih zaviralcih angiotenzin-konvertaze obstajata dve najpomembne;jsi
razpadni reakciji. Prva je hidroliza estra, druga pa intramolekularna ciklizacija (17) (Slika
2 in 3).

Pri PE s hidrolizo estra nastane PAT, z intramolekularno ciklizacijo pa derivat
diketopiperazina (pDKP) (Slika 2). Podobno velja za EM, iz katerega s hidrolizo estra
nastane enalaprilat (ET), z intramolekularno ciklizacijo pa drug derivat diketopiperazina
(eDKP) (Slika 3) (20).
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Slika 2: Perindopril s produktoma hidrolize in ciklizacije (prirejeno po viru 21)
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Slika 3: Enalapril s produktoma hidrolize in ciklizacije (prirejeno po viru 18)



Ciklizacija — intramolekularna reakcija

Ciklizacija v trdni fazi je podobna spremembam, kot je npr. pretvorba snovi v
amorfno obliko, iz hidrata v brezvodno obliko ali iz soli v prosto obliko kisline oziroma
baze. V nasem primeru poteka reakcija med sekudarnim aminom, ki predstavlja nukleofil,
in ogljikom v karboksilni skupini, ki predstavlja elektrofilni del. Napad se zgodi zaradi
elektronskih privlakov in je ugoden s stalis¢a tvorbe Sest¢lenskega obroca. Pri reakciji

nastane amidna vez, izstopi molekula vode (22).

Hidroliza

Hidroliza je problemati¢na s staliS¢a stabilnosti zlasti v primeru parenteralnih
zdravil, ko pride do neposrednega stika med vodo in u€inkovino. Tudi v trdnih FO pride do
neposrednega stika z molekulami vode zaradi zracne vlage, ¢etudi je prisotna v manjSih
koli¢inah. Hidroliza je ena izmed najpogostejsih reakcij, ki jih opazimo pri razpadu ZU,
zlasti kadar imamo v strukturi estrske, pa tudi amidne funkcionalne skupine (5).

Estri se primarno hidrolizirajo preko nukleofilnega napada hidroksilnega iona ali

vode na elekrtofilni ogljik, kot katalizatorji delujejo baze ali kisline (Slika 4).

Slika 4: Splosna shema hidrolize estra. Napad vode ali hidroksilnega iona na elektrofilni
ogljik estrske skupine cepi molekulo na dva dela. Prirejeno po viru 5.

Hitrost hidrolize je odvisna od substituentov R; in R;. Elektron akceptorske skupine
hidrolizo pospesijo, nasprotno pa elektron donorske skupine hidrolizo zavirajo. Vpliv na
hitrost reakcije lahko opazujemo tudi z vidika izstopajoce skupine. Tako lahko mehanizem
hidrolize estra obravnavamo kot reakcijo adicije/eliminacije, kjer je izstopajoca skupina
R,-OH. Hitrost eliminacije je delno odvisna od stabilnosti nastalega alkoholata. Kot primer
lahko povemo, da je hidroliza fenilbenzoata mnogo hitrejSa kot etilbenzoata, ker je pKa
vrednost za etanol 18, za fenol pa 10. Pomembno vlogo imajo tudi steri¢ni faktorji.

Steri¢no vedje skupine bodisi na R; ali na R, hitrost hidrolize zmanjsajo (5).



1.4.2 Reakcije v trdnem

Razpadne reakcije v trdnem vkljucujejo kemicne spremembe, ki uposStevajo
preureditev vezi med atomi kristalinicne substance in navadno potekajo na medfazah.
Medfaza je skupna povrSina med dvema razlinima fazama (trdno/plin, trdno/kapljevina
ipd). Hitrosti reakcij v trdnem so v vecini primerov sorazmerne povrsini aktivne medfaze
in T (23). Za stabilnost v trdni fazi so pomembne lastnosti trdne snovi, kot so T talisca,
kristalini¢nost in higroskopnost. Dodatno lahko na stabilnost vplivajo mehanske sile, ki jim
je FO izpostavljena, kot sta pritisk in trenje. Vsi omenjeni dejavniki vplivajo na kemijsko
in fizikalno stabilnost. V SirSem pogledu je kemijska stabilnost lastnost, da vsaka
ucinkovina ohranja svojo kemicno istovetnost in vsebnost znotraj deklariranih mej.
Fizikalno stabilnost razumemo kot ohranjanje prvotnega izgleda, okusa, trdnosti,

raztapljanja, ustrezne polimorfne oblike u¢inkovine (amorfne, kristalini¢ne) itd. (5).

1.4.3 Stabilnost PE in EM

PE je v vecini pogojev manj stabilen kot EM (18). Stabilnost perindoprila kot
molekularne oblike, soli z maleinsko kislino in natrijev perindoprilat je originatorsko
podjetje opisalo v patentu (24). Natrijev perindoprilat se hitro spremeni v olju podobno
kapljevino, kar otezuje rokovanje. Perindopril in sol z maleinsko kislino hitro razpadata.
Na 50°C v osmih dneh razpade med 25 in 30 % snovi. V zacetnih trdnih FO je bila
stabilnost PE zelo slaba; po 6 mesecih je na 30°C in 60 % RV preostalo 94,4 %, na 40°C in
75 % RV pa le 67,2 % zacetnega PE. Veliko bolj stabilna je bila sol z L-argininom, saj je
po 6 mesecih tudi na 40°C in 75 % RV ostalo nespremenjene ve¢ kot 98 % ucinkovine
(24).

Znana sol z L-argininom, ki je farmakolosko enakovredna erbuminatu, velja za
stabilnej$o od PE in jo lahko brez posebnih sprememb v nadinu pakiranja trzijo tudi v
klimatskih conah III in IV (19). Formulacije za vgradnjo PE so stabilnejSe z uporabo polnil
z nizjo vsebnostjo vlage (25), ali ¢e jih vklju¢imo v ciklodekstrine (26).

EM je poznan kot stabilna kemijska spojina. Spojina se ne spremeni po 4 letih
hrambe v zaprti posodi na sobni T. Pri 80°C se po 3 tednih vsebnost zmanjsa za manj kot 2
% in manj kot 1 % pri pogojih 40°C in 75 % RV za 16 tednov v odprti viali. Stabilnost EM
se hitro poslabsa v prisotnosti tabletnih polnil (21).

V literaturi najdemo podatke o aktivacijski energiji ciklizacije za EM (tvorba



eDKP), ki znasa med 195 £ 12 kJ/mol (27) oziroma 141,2 = 0,7 kJ/mol (23). V primeru, da
je EM v kombinaciji z Eudragitom E, se aktivacijska energija ciklizacije zmanjSa na 86,7 +
0,8 kJ/mol (27). Zacetek reakcije ciklizacije se zacne pri T = 129°C (dolo¢eno med dvema
KBr plos¢icama z IR spektrometrijo), intenzivnejSe pa se ta reakcija zacne pri 137°C. T
talis¢a EM je med 147°C in 151°C (23).

Ce primerjamo stabilnost v raztopini pri sobni T pri razliénih pH, je EM stabilnejsi pri
pH 6,8 kot pri pH 2,0. PE pa je stabilnejsi pri pH 2,0 kot pri pH 6,8. Za PE je znacilno, da
je obcutljivejsi na hidrolizo pri kislih (raztopina HCI) in nevtralnih pogojih (voda) kot EM.
PE v vodi, alkalni raztopini (raztopina NaOH) in H,O, skoraj ne ciklizira (18).
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2 NAMEN DIPLOMSKEGA DELA

Zaradi pomembnega vpliva pomoznih snovi na stabilnost ZU v kon¢ni FO smo se
odlocili, da preucimo vpliv MCC ali bolj natanéno razli¢nih vrst MCC istega proizvajalca s
trznim imenom Avicel® na stabilnost dveh ZU iz skupine zaviralcev angiotenzin-
konvertaze. Kot modelni uc¢inkovini smo izbrali PE in EM. Poskusali bomo ugotoviti, ali
obstajajo razlike v stabilnosti uc¢inkovin v zmeseh z razli¢nimi vrstami MCC in ali so le-te
signifikantne, ne bomo pa preucevali stabilnost samih u¢inkovin. Primerjali bomo tudi
razli¢ne serije iste vrste MCC. Ugotavljali bomo prevladujoce vplive vsake vrste MCC na
stabilnost u¢inkovin v okviru raziskovanja s funkcionalnostjo povezanih lastnosti in tudi

ostalih lastnosti pomoznih snovi.

Podrobneje bomo opazovali vpliv vlage, pH in velikosti delcev MCC na stabilnost PE
in EM ter skusSali ugotoviti korelacijo teh parametrov s hitrostjo spremembe ucinkovine.
Kinetiko hidrolize in ciklizacije bomo spremljali na podlagi hitrosti poveCevanja koli¢ine
PAT, ET, pDKP in eDKP, ki se bodo pojavili v vzorcih. Analize bomo opravili po
validiranih postopkih s tekocCinsko kromatografijo visoke locljivosti (HPLC). Podatke
bomo statisticno obdelali na nacin, predlagan s strani regulatornih institucij (FDA).

Za dosego zgoraj navedenih ciljev bomo pripravili binarne zmesi med ucinkovino in
MCC. Predhodno bomo MCC-jem dolocili vsebnost vlage in pH njihovim vodnim
suspenzijam. Binarne zmesi bomo mesali ro¢no in na nacin, da zagotovimo enakomerno
mesanje. Del zmesi bomo postavili na pogoje 30°C £ 2°C/65 % £ 5 % RV, del pa na
pogoje 40°C + 2°C/75 % + 5 % RV. Zmesi na posameznem pogoju bodo zrakotesno zaprte
v vialah (zaprti pogoji), del pa bo razporejen na petrijevke, kjer bo dostop zracne vlage do
zmesi neoviran (odprti pogoji). Po vnaprej dolocenih intervalih bomo opravljali HPLC
analize vzorcev. Vzorce za analize bomo pripravili v dveh paralelkah. Zmesi na

posameznih pogojih bomo analizirali v vsaj treh ¢asovnih tockah.
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3 EKSPERIMENTALNI DEL

3.1 Materiali, reagenti in metode

Materiali in reagenti
Avicel PH 101 lot. UD 3829 (FMC Biopolymeres, ZDA);
Avicel PH 101 lot. UD 3158 (FMC Biopolymeres, ZDA);
Avicel PH 101 lot. UD 3159 (FMC Biopolymeres, ZDA);
Avicel PH 102, lot. UD 3827 (FMC Biopolymeres,,ZDA);
Avicel PH 105 lot. UB 1491 (FMC Biopolymeres, ZDA);
Avicel PH 112, lot. UC 6978 (FMC Biopolymeres, ZDA);
Avicel PH 200, lot. UD 3627 (FMC Biopolymeres, ZDA);
Avicel PH 200LM, lot. UD 3829 (FMC Biopolymeres, ZDA);
Perindoprilijev erbuminat (Krka d. d., Novo mesto, Slovenija);

Enalaprilijev maleat (Krka d. d., Novo mesto, Slovenija).

Perindoprilijev erbuminat (99,5 %), delovni standard (Krka d. d., Novo mesto,
Slovenija); enalaprilijev maleat (99,9 %), delovni standard (Krka d. d., Novo mesto,
Slovenija); enalaprilat (100 %), delovni standard (Krka d. d., Novo mesto, Slovenija);
perindopril za selektivnost sistema, delovni standard (vsebuje PE in pDKP); zmes za
kontrolo selektivnosti sistema za perindopril, system suitability for perindopril (EDQM),
eDKP — sorodna substanca enalaprila (99,4 %), delovni standard (Krka d. d., Novo mesto,
Slovenija); KH,POy p. a. (Merck, Darmstadt, Nemcija); HsPO4 (85 %) (J.T. Baker, ZDA );
HCIO4, koncentrirana (J. T. Baker, ZDA); natrijev heptansulfonat, p.a. (Merck, Darmstadt,
Nemcija); trietilamin, p. a. (Merck, Darmstadt, Nemcija); demineralizirana voda (Milli-Q

Millipore, ZDA); acetonitril, Ultra Gradient HPLC grade (J. T. Baker, ZDA).

PomozZni materiali in kolona

Klesce za zapiraje vial (ZDA); LDPE vrecke (2L) (Piskar d. o. o., Slovenija); viale
za tekoCinsko kromatografijo (2ml) (Chromacol, VB); parafilm (ZDA); kolona Hypersil
ODS, delci S5pum (250 x 4mm 1. D.) (ThermoScientific, Walthman, ZDA)
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Aparature

Vakuumski susilnik (Kambi¢, Slovenija); analitska tehtnica MC 210 P (Sartorius,
Neméija); stresalnik Vibromix (Tehtnica, Slovenija); pH meter (Metler Toledo, Svica);
elektricni grelnik (Gorenje, Slovenija); komora za pogoje 40°C/75 % RV (Kambic,
Slovenija); klimatizirana soba s pogoji 30°C/65 % RV; centrifuga (Multifuge 1 S-R,
Heraus, Nemcija); ultrazvo¢na kadicka Branson 8510 (Branson Ultrasonic Corp., ZDA);
HPLC sistem Agilent Technologies 1100 (Agilent Technologies, Nemcija) z UV
detektorjem z nizom diod, kvarterno ¢rpalko, termostatiranim avtosemplerjem in grelcem

kolone.
3.2 Binarne zmesi

3.2.1 Mesanje binarnih zmesi

Binarne zmesi smo pripravili v razmerju u¢inkovina (PE oz. EM) : MCC=1:5.V
osem 200-ml ¢a§ smo natan¢no natehtali u¢inkovino in posamezne vrste MCC (tabela 2).
V posamezno vrecko smo stresli natehtano ucinkovino (3,3g) in eno vrsto MCC praska
(16,6 g). Vrecko smo zaprli na nacin, da smo vanjo ujeli tudi zadostno koli¢ino zraka
(priblizno % volumna vrecke). Tako je bila zaprta vrecka napihnjena z zrakom, da se je
MCC lazje mesala z u¢inkovino. Vre¢ko z zmesjo smo rocno stresali 10 min. Enak
postopek smo opravili za vsako zmes posebej, vedno smo vzeli novo, isto vrecko.

Potrebno koli¢ino zmesi smo izracunali na podlagi potrebnega Stevila analiz.
Ocenili smo, da za vsak zaprt pogoj potrebujemo 5 vial za posamezno zmes (3 viale za
periodi¢ne analize in 2 rezervni viali). Skupaj je bilo treba za vsako zmes napolniti 10 vial
(5 vial na pogoju 30°C/65 % RV in 5 na pogoju 40°C/75 % RV). Na obeh odprtih pogojih
smo imeli nekoliko vecjo koli¢ino zmesi (priblizno 6 g na petrijevko za posamezno zmes),
saj smo nacrtovali vecje Stevilo analiz. Poleg tega smo del zmesi prihranili za zacetno
analizo.

Pripravo zmesi s PE in EM smo nacrtovali z nekaj tedenskim zamikom, da smo

lahko nemoteno ob pravih intervalih analizirali posamezne zmesi.

Tabela 3 prikazuje Casovni nacrt hranjenja in analiziranja binarnih zmesi po

posameznih pogojih.
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Tabela 2: Podatki o pripravi zmesi in Stevilu vial in petrijevk iz pogojev 30°C/65 % RV in
40°C/75 % RV.

Pogoj 30°C/65 % RV 40°C/75 % RV
Zmes
PE (3,33g) + MCC |8 petrijevk (1 za vsako vrsto MCC) 8 petrijevk (1 za vsako vrsto MCC)
(16,6¢) 40 zaprtih vial (5 za vsako vrsto MCC) 40 zaprtih vial (5 za vsako vrsto MCC)
EM (3,33g) + MCC | 8 petrijevk (1 za vsako vrsto MCC) 8 petrijevk (1 za vsako vrsto MCC)
(16,6¢) 40 zaprtih vial (5 za vsako vrsto MCC) 40 zaprtih vial (5 za vsako vrsto MCC)

Tabela 3: Cas hranjenja vzorcev - zmesi PE in EM z MCC na pogojih.

W Plan terminov analiz
Pogoji PE EM

Odprto 30°C/65 % RV |ZA, 4d, 7d, 14d, Im, 2m, 3m | ZA, 4d, 7d, 14d, Im, 2m, 3m

Odprto 40°C/75 % RV |ZA, 4d, 7d, 14d ZA, 4d, 7d, 14d, Im
Zaprto 30°C/65 % RV |ZA, Im, 2m, 3m ZA, 1m, 2m, 3m
Zaprto 40°C/75 % RV |ZA, 14d, Im, 2m, 3m ZA, 14d, 1m, 2m, 3m

m — mesec, d - dan

3.2.2 Priprava vzorcev za stresno testiranje stabilnosti v kontroliranih pogojih
Posamezno zmes z u¢inkovino smo polnili v viale (priblizno 600 mg/vialo), ki smo
jih zrakotesno zaprli (zaprt pogoj). Viale smo polnili enakomerno in kar se da polno, da
smo imeli ¢im manj zraka v viali. Predvsem je to pomembno zaradi koli¢ine zra¢ne vlage.
Preostali del zmesi smo razporedili na petrijevke (odprt pogoj). Del zaprtih vial smo
postavili na pogoj 30°C = 2°C in 65 % = 5 % RV, del pa na odprte pogoje 40°C £ 2°C in
75 % £ 5 % RV). Na iste pogoje smo postavili tudi petrijevke z zmesmi. Tako smo

razdelili vseh 8 zmesi (tabela 2).

14



3.3 HPLC analize

3.3.1 Eksperimentalni pogoji

a) PE
Analizo vzorcev PE smo izvedli po validirani gradientni HPLC metodi.Obdelava

podatkov je potekala po odstotkovni metodi, normirani na zunanji standard PE (ESTD %).

Metoda ESTD % - enacba 1

pov.virhavz. x natelita st. xredcitey
povarha st +natelitavzorca x delez uc. v zinesi

Koncentracija v % = x 100

Kromatografski pogoji:
Mobilna faza A: pufer pH 2,0; pripravljen z natehtanjem 0,92 g natrijevega
heptansulfonata (p. a.) v 1000-mL merilno buco in dodatkom 1 mL trietilamina (p.
a.). Razred¢ili smo z vodo in uravnali pH na 2,0 s perklorno kislino (p. a.) in dopolnili
z vodo do oznake.
Mobilna faza B: acetonitril
Gradientna elucija je potekala po programu predstavljenem v tabeli 4 in je last
podjetja Krka d. d., tovarna zdravil, Novo mesto, Slovenija.

Tabela 4: Program gradientne elucije za HPLC analizo PE.

¢as (min) % A %B
0 70 30
1 70 30
20 40 60
25 40 60
35 20 80
40 0 100
45 70 30

Kolona: Hypersil ODS, delci S5pm (250 x 4 mm [.D.)
Temperatura: 70°C

Cas analize: 45 min

Pretok: 1,0 ml/min

Detekcija: UV detektor z nizom diod, A =215 nm
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Volumen injiciranja: 20 pl

Temperatura vzorcev: 7°C

b) EM
Kromatografske analize vzorcev z EM smo izvedli z validirano izokratsko HPLC
metodo (21). Obdelava podatkov je potekala po odstotkovni metodi, normirani na zunanji
standard EM (ESTD %) - enacba 1.
Kromatografski pogoji:
Mobilna faza: fosfatni pufer 2,0 (v 1000-mL merilno bucko smo natehtali 136 mg
kalijevega dihidrogenfosfata (p.a.) in raztopili v 800 mL vode, pH smo uravnali na 2,0
s fosforjevo (V) kislino (p. a.) in dopolnili z vodo do oznake volumna) : acetonitril =
60 : 40 (V/V)
Kolona: Hypersil ODS, delci Sum (250 x 4 mm 1.D.)
Temperatura: 70°C
Cas analize: 25 min
Pretok: 1,0 ml/min
Detekcija: UV detektor z nizom diod, A =215 nm
Volumen injiciranja: 20 pl

Temperatura vzorcev: 7°C

3.3.2 Topila in raztopine za HPLC meritve
a) PE

Topilo za PE, Pufer-1 pH 2,0
V 1000-ml merilno bucko smo natehtali 0,92 g natrijevega heptansulfonata, dodali
nekaj vode, da se je sol raztopila. Nato smo dodali 1,0 ml trietilamina in dopolnili z vodo

ter s pomocjo pH metra umerili pH na 2,0 z dodajanjem koncentrirane perklorne kisline.

Raztopina standarda PE

V 10-ml merilno bucko smo natan¢no natehtali priblizno 10 mg standarda PE,
raztopili smo ga v topilu za PE in dopolnili do oznake volumna (pRS1). V 100-ml merilno
bucko smo odpipetirali 3,0 ml raztopine pRS1 in dopolnili s topilom za PE do oznake

volumna (pRS).
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Raztopina za kontrolo selektivnosti sistema - perindopril
V 2-ml merilno bucko smo natancno natehtali priblizno 6 mg standarda
perindoprila za selektivnost sistema — delovni standard, raztopili smo ga v puferni raztopini

pH 2.0 za analizo PE in dopolnili do oznake volumna z istim pufrom.

b) EM
Topilo za EM, Pufer-2 pH 2,0
V 800 ml vode smo raztopili 136 mg KH,POy, in s koncentrirano H;PO, uravnali s

pomocjo pH metra na pH = 2,0 ter dopolnili do 1000 ml.

Raztopina standarda EM

V 50-ml merilno bucko smo natan¢no natehtali priblizno 5 mg standarda EM, ga
raztopili v topilu za EM in dopolnili do oznake volumna (eRS1). V 10-ml merilno bucko
smo odpipetirali 1,0 ml raztopine eRS1 in dopolnili s topilom za EM do oznake volumna

(eRS).

Raztopina za kontrolo selektivnosti enalaprila

V 10-ml merilno bucko smo natancno natehtali priblizno 10 mg standarda EM,
dodali smo 1,0 ml raztopine enalaprilata (5,0 mg enalaprilata/50,0 ml topila za EM) in 1,0
ml raztopine diketopiperazina (5,0 mg eDKP/50,0 ml topila za EM) ter dopolnili s pufrno

raztopino za EM do oznake volumna.

¢) Priprava vzorcev za HPLC analizo

Posamezne viale in petrijevke smo glede na nacrtovane termine (tabela 2) vzeli iz
kontroliranih pogojev. Za vsako zmes smo natancno natehtali priblizno 120 mg zmesi po
dve paralelki v 20-ml merilne bucke. V merilne bucke smo nato dodali topilo za
raztapljanje (tabela 5) do oznake in raztapljali 10 min v ultrazvocni kadi. Vzorce smo
medtem tudi veckrat pretresli. Po 10 min raztapljanja smo del vzorca (10 do 12 ml) prelili
v epruvete za centrifugiranje. Epruvete smo zaprli s parafilmom. Centrifugurali smo 10
min pri 3500 obratih/min. Popolnoma sedimentirane vzorce smo vizuelno pregledali, ¢e so
bistri in ¢e na povrsini plavajo morebitni delci. Supernatant smo po pregledu polnili v viale
za HPLC meritve z zatemnjenim steklom. Viale smo prenesli v HPLC sistem, kjer so se

hladile na 7° C.
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Tabela 5: Natehtane zmesi in uporabljena topila za pripravo vzorcev za HPLC analizo.

Uc¢inkovina PE EM
Material
Natehta zmesi 120 mg 120 mg
Topilo za Topilo za PE Topilo za EM
raztapljanje (Pufer-1) (Pufer-2)

3.4 Dolocevanje vlage in pH

3.4.1 Dolocanje vlage

Tehtice smo ostevil¢ili in jih prazne, s pripadajocim pokrovckom, odprte postavili v
susilnik. Pogoji susenja so bili 105°C in znizan tlak (10° Pa). Prazne tehtice smo susili 30
min. Po tem ¢asu smo jih postavili v eksikator, nad molekularnimi siti. Tam so se ohladili
na sobno T, Sele nato smo jih stehtali. V suh tehti¢ smo natan¢no natehtali med 0,6 in 1,0 g
MCC. Zapisali smo si pogoje v laboratoriju med tehtanjem (RV in T). Za vsako vrsto
MCC v zmeseh smo pripravili po 3 paralelke. Vzorce smo v odprtih tehticih postavili na

policko v vakuumski susilnik in jih susili po postopku PhEur (2.2.32) do konstantne teze.

Delez vlage smo racunali po enacbhi 2

masg suh tehtica +masa MUU —masaiehtifa z vzorcem po sul.
masa MO

Delez vlage(%) = x100

3.4.2 Doloc¢evanje pH
Dolocevanje pH suspenzij MCC smo izvedli po postopku PhEur (2.2.3). V
erlenmajerice smo natancno natehtali po 2,5 g MCC. V vsako erlenmajerico smo dodali Se
20,0 ml degazirane vode, zaprli z zamaskom in stresali na mehanskem tresalniku 20 minut.
Po stresanju smo del vzorca prelili v epruvete in centrifugirali 10 min pri 3500 obratih/min.
Supernatantu smo takoj izmerili pH s pH metrom.
Degazirano vodo smo pripravili po predpisu PhEur; potrebno koli¢ino
demineralizirane vode smo vreli na elektricnem grelcu 15 minut in hladili pokrito, z urnim

steklom zavito s parafilmom.
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3.5 Statisticna metoda
Protokol za statisti¢no analizo podatkov stabilnostnih Studij

Statisticna metoda je bila za vse zmesi enaka. Najprej smo za vsako serijo, v naSem
primeru za vsako zmes posamezno, iz podatkov doloc¢ili linearno regresijo (tabela 6). To je
eden izmed pogojev za nadaljnje statisticne analize. Nato smo testirali enakost oziroma
homogenost naklonov med posameznimi zmesmi. Za testiranje statisticno pomembnih
razlik med nakloni med posameznimi zmesmi je priporocljivo vzeti verjetnostno mejo
0,25. Ce zelimo dokazati razli¢nost, moramo dologiti verjetnostni faktor (p), ki bo manjsi

od 0,25 (28).

Tabela 6: Primer podatkov, ki jih statisticna analiza testira. Za vsako zmes imamo vec
parov podatkov; odziv koncentracije iz HPLC analize (Y) in ¢as hranjenja (X) (prirejeno
po viru 28).

Zmes | Zmes 2 Zmes k

Y Xu Ya Xa Yir Xk

Yio Xi2 Yo X2 Yio Xk

Yis Xis Yo Xo3 Yis Xis

Yis Xis Yo Xo4 Yis Xks
n; parov n, parov ng parov

Yij: odziv, Xjj: Cas
Pomen koli¢in X, Y in n ter indeksov i, j, k v spodnjih enacbah lahko razberemo s
pomocjo tabele 6.
Zacetne izracunane koli¢ine so:
Za vsako zmes i, vzeto posamezno izracunamo sledece koli¢ine.
n, n; 2
SSY; =) Y} —{Z Y,.j} /n, enacha 3
j=1 j=1
spxy = 2 X, [ x, 2, )in] enacha 4
Jj=1
n; n; 2
SSXi:ZXiJZ'_(ZXijJ /n, enacha 5
j=1 j=1

b; = SPXY,/SSX; enacha 6
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DL;=n;-2 enacba 7

SS $,= (SPXY;)*/SSX; enacba 8
SSYX;=SSY;-SSy, enacha 9
S%yx; =SSYXy/DL; enacha 10
F1;=SS J,/ S’yx; enacba 11

Za zagotovitev obstoja regresijske premice za posamezno zmes smo testirali F
testno statistiko. F1 primerjamo z vrednostjo F iz Fisherjeve tabele pri verjetnostnem
tveganju a=0,05. V Fisherjevi tabeli pois¢emo vrednost Fq i pri. Ce je F1 ve¢ji od Fq 1 pLi,
potem lahko potrdimo obstoj regresijske premice za zmes i in tako tudi odvisnost med Y in
X (28). Teh podatkov ne bomo posebej predstavljali, ker se ve€ina testiranih podatkov
linearno ujema. Ce ne bomo dokazali linearnosti pri meji 0,05, bomo take podatke izvzeli
iz nadaljnje statisticne analize. V tabelah bomo raje predstavili bolj znan determinacijski

koeficient (Rz).

Primerjava naklonov za k zmesi

Za skupino zmesi izracunamo sledece kolicine:

k
SSY znotraj = Z SSY, enacha 12
i=1
k
SPXY znotraj = ZSP XY, enacha 13
i=1
k
SSX znotraj = ZSSX i enacba 14
i=1

Poleg teh izraCunamo $e naslednje kolicine:

SS § znotraj = (SPXY znotraj)®/SSX znotraj enacha 15
k
DL znotraj = z n—k-1 enacba 16
i=1
SSYX znotraj = SSY znotraj - SS J znotraj enacba 17
k
SSYX skupni = ZSS YX, enacba 18
i=1
k
DL skupni = Z”i —2k enacba 19
i=1
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S?yx skupni = SSYX skupni/DL skupni enacba 20

Izracun vsote kvadratov razlik med nakloni

SS med b = SSYX znotraj — SSYX skupni enacha 21
DL med b =k-1 enacha 22
MS med b = SS med b /DL med b enacba 23
Fs=MS med b /S?yx skupni enacha 24

F; primerjamo z vrednostjo iz Fisherjeve tabele s statisticnim tveganjem o = 0,25. Naj
bo ta vrednost Fyj.;, 2%, Ce je F, manj$a od Foi.1, 2" % takrat lahko zaklju¢imo, da so
nakloni v skupini zmesi homogeni. Za dokaz razli¢nosti naklonov pa mora biti Fs vrednost
vedja od F iz Fisherjeve tabele (28). Ce predstavimo s p vrednostjo, mora le-ta biti manj3a

od 0,25, da potrdimo nehomogenost med nakloni.
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA

4.1 Binarne zmesi

Uporabili smo 6 razli¢nih vrst MCC (Avicel PH 101, Avicel PH 102, Avicel PH 105,
Avicel PH 112, Avicel PH 200 in Avicel PH 200LM), od tega je bila ena vrsta MCC
(Avicel PH 101) v treh razli¢nih serijah. Omenjeni izbor MCC smo naredili glede na
njihove karakteristike, pogostnost njihove uporabe pri proizvodnji FO kakor tudi glede na
izvor (proizvajalec). Prav tako smo z ve¢ razli¢nimi serijami iste vrste MCC Zzeleli preveriti
konstantnost njihove kakovosti. Uporabljene MCC se razlikujejo po velikosti delcev,
nasipni gostoti in vsebnosti vlage. Zaradi omenjenih razlik se razlicne vrste MCC

uporabljajo za specificne namene v procesu proizvodnje (tabela 7).

Izbira ucinkovin (PE in EM) je temeljila predvsem na dostopnosti podatkov in
znanja o teh ucinkovinah iz predhodnih raziskav, kar je omogocilo primerjavo med nasimi
in literaturnimi podatki. Le-ti temeljijo predvsem na stabilnosti u¢inkovin v raztopinah.
Drugi vzroki so bili tudi dostopnost omenjenih uc¢inkovin ter Ze vzpostavljene in validirane

HPLC metode analiz teh uéinkovin.

Razmerje med ucinkovino in MCC =1 : 5 je bilo izbrano tako, da je predstavljalo
priblizek razmerja med ucinkovino in MCC v tabletah — predvsem v tistih z vecjim
odmerkom ucinkovine. Binarne zmesi smo pripravili zato, da smo ugotavljali le vpliv

MCC in ne ostalih sestavin na stabilnost kon¢ne FO.

4.2 HPLC analize
Za analize zmesi smo uporabili Ze validirani HPLC metodi. Za zmesi s PE

gradientno, za analize EM pa izokratsko metodo.

Primera HPLC kromatogramov sta predstavljena na sliki 5 in sliki 6. Slika 5

prikazuje kromatogram, ki nastane po analizi meSanice PE z MCC.
Vidnih je ve¢ vrhov (PAT, perindopril in sorodni substanci D (imp D) ter F (imp F)).
Ciklizacijska sorodna substanca (imp F) predstavlja diketopiperazin (pDKP). Pri nasi

raziskavi smo opazovali in kvantificirali hidrolizno sorodno substanco PAT in produkt

ciklizacije diketopiperazin (pDKP).

22



DAl A, Sig=2154 Ref=off

mal ] é
ABS =
5
3
2
i o
30 = 2
] = &
= E
1 [w]
207 E -
- L o 5
] - e o
10 & o .
] S :
=t =
: N_/]{ kL o
. : cas

10 13

i —

]

Slika 5: Primer HPLC kromatograma za zmes PE z MCC po enem mesecu hranjenja na
odprtih pogojih 30° C/65 % RV. Vidni so razpadni produkti (PAT (B), Imp. D in Imp F).
Imp F predstavlja diketopiperazin (pDKP).

Slika 6 prikazuje HPLC kromatogram zmesi med EM in MCC. Vidni so Stirje
vrhovi. Prvi, ki je neoznacen, je odziv maleinske kisline. Dva manjsa vrhova sta odziva za
ET in diketopiperazin (eDKP). Spremljali smo samo odzive hidrolizne sorodne substance

ET in ciklizacijsko sorodne substance eDKP.

Stabilnost vzorcev v raztopini smo dolocili takoj na zacetku in po 48 urah hranjenja

na 7°C. Sprememb po 48 urah nismo zaznali.
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Slika 6: Primer HPLC kromatograma za zmes EM z MCC po enem mesecu hranjenja na
odprtih pogojih 30° C/65 % RV. Vidni so razpadni produkti ET in eDKP.

4.3 Karakteristike MCC

Tabela 7 nam prikazuje specifikacijo proizvajalca za testirane vrste MCC: velikost

delcev, vsebnost vlage in gostoto ter eksperimentalno izmerjene vrednosti za vlago in pH

vodnih suspenzij z MCC.

Tabela 7: Nekateri parametri za testirane vrste MCC (10) in izmerjene vrednosti vlage in
pH vodnih suspenzij MCC.

Parameter *Nasipna Vlaga % pH
Vrsta *Velikost | *Vlaga % gostota (m/m) suspenzij
Lastnost in Avicel®-a delcev (m/m) (g/cm®) dolo¢eno dolo¢ena
uporaba (Hm) povp. (n=3) (n=1)
vlazno gran. PH-101, 4,9 6,57
PH-101, 50 3.0do 5.0 | 0.26-0.31 44 6,66
PH-101, 4,5 6,63
dir. stiskanje PH-102 100 3.0do 5.0 | 0.28-0.33 4,5 6,80
boljsa stisljivost PH-105 20 NVK 5.0 0.20-0.30 5,0 6,30
bolj§a pretoénost PH-200 180 2.0do 5.0 | 0.29-0.36 3,7 6,85
nizka vseb. vlage PH-112 100 NVK 1.5 0.28-0.34 3,8 6,29
nizka vseb. vlage | PH-200 LM 180 NVK 1.5 0.30-0.38 3,5 6,45

*Podatki proizvajalca
NVK — ne ve¢ kot

a...serija UD 3829, b...serija UD 3158, c...serija UD 3159
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4.3.1 Dolocevanje vlage

Za doloCevanje vlage v vzorcih smo uporabili metodo susenja pri povisani T
(105°C) in tlaku pod 10° Pa do konstantne teZe.

Vecina meritev je kazala, da je delez vlage v zgornjem delu deklarirane vsebnosti
(med 4 in 5 %). Vse meritve so bile znotraj farmakopejske zahteve (ne vec¢ kot 7.0 %
vlage. Vecja vsebnost vlage pri PH 105 je najverjetneje posledica vecje povrSine, ki lahko
veze ve¢ vode. Opazimo, da imajo vrste MCC, ki imajo deklarirano nizko vsebnost vlage
(Avicel PH 112 in PH 200 LM), v resnici zelo velik delez vlage. Zagotavljanje vsebnosti
vlage pod 1,5 % pri teh vrstah MCC tudi po odprtju vsebnika je namre¢ zelo tezko, saj tako
susena MCC hitro veze okolisko vlago.

MCC z nizko vsebnostjo vlage se ob prisotnosti vlage navlaZijo in postanejo
analogi z normalno vsebnostjo vlage. Podatek na proizvajalCevi spletni strani trdi, da se
Avicel PH 112 z navlazenjem spremeni v Avicel PH 102 (10). Podobno lahko sklepamo za
pretvorbo PH 200 LM v PH 200.

4.3.2 Dolocevanje pH

pH suspenzij smo izmerili z namenom, da ugotovimo vpliv pH na stabilnost molekul
ucinkovin v zmesi z MCC. Rezultati meritev so predstavljeni v tabeli 7. Opaziti je nekaj
razlik, nobena meritev pa ne odstopa od zahteve po PhEur (ne ve¢ kot pH=7). Rahlo vi§ji
pH imata vzorca PH 200 (pH=6,85) in PH 102 (pH=6,80), rahlo nizjega pa vzorca PH 112
(pH=6,29) in PH 105 (pH=6,30). Vrednosti treh serij PH 101 so precej podobne (od pH=
6,57-6,66). V splosnem lahko zaklju¢imo, da so vrednosti pH suspenzij z MCC blizu
nevtralnega obmocja, kar je razumljivo, saj MCC nima nobenih kislih ali bazi¢nih skupin v

molekulski strukturi.

4.4 Rezultati stabilnosti u¢inkovin v binarnih zmeseh z MCC

Kot smo ze omenili, smo za namene poskusov uporabili PE in EM. Za vsako izmed
omenjenih ucinkovin smo spremljali hidrolizni, ciklizacijski produkt razpada in njuno
vsoto (tabela 8 in 10). Rezultati meritev porasta razpadnih produktov so prikazani s
tabelami, histogrami in grafi. Meritve so bile opravljene v dveh paralelkah, kot rezultat pa

je predstavljena povprecna vrednost obeh. Nekatere meritve smo arbitrarno izlocili, ker so
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odstopale od nakazujoCega trenda naraScanja sorodnih substanc. Predvidevamo, da je
posamezna viala slabse tesnila in posledicno sta zrak in zracna vlaga prisla v stik z zmesjo
pri zaprtih pogojih in pospesila procese hidrolize ter ciklizacije. V teh primerih je prikazan
in obdelan samo podatek ene analize in ne povprecje dveh. Nekateri rezultati meritev —
predvsem za analize v prvih tednih testiranj pri PE — so bili pod mejo detekcije. Nekaterih
rezultatov pri statisti¢ni obdelavi nismo upostevali, ker so bili ti rezultati nerealni in bi
zmanjSali vrednost nadaljnje obdelave rezultatov (v tabeli 8 in 10 oznaceni potemnjeno).
Pri potemnjenih vrednostih za naklon je statisticni model pokazal, da povezave (o = 0,05)
med spremenljivkama ni.

Pri vzorcih zmesi MCC z EM je priSlo pri zaprtih vzorcih zaradi slabega tesnenja vial
do nerealnih rezultatov in smo jih morali iz Studije v celoti izloc¢iti. Naklon oziroma
konstanta hitrosti nastajanja posameznega razpadnega produkta je doloCena z linearno
regresijo. Opazovali smo porast koli¢ine razpadne snovi v ¢asu. Enota konstante hitrosti je

odstotek/dan.
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4.4.1 Rezultati stabilnosti za zmesi MCC s PE

Tabela 8: Rezultati razpadnih produktov stresnega in pospeSenega testiranja binarnih

__ -] lzbrisano: . Rezultati so
predstavljeni z delezem razpada
(%).

PE + PH 101, PE + PH 101, PE + PH 101, PE + PH 102
PAT_ | pDKP_|skupno | PAT | pDKP_[skupno | PAT | pDKP |skupno | PAT | pDKP_|skupno | - - { izprisano: 8
% % (%) % % (%) % % (%) % % %) | ~- {I o S
AN zZprisano:

zadetna| pmd i 0,04 : 004 | pmd i 004 : 004 | 000 : 004 : 005 | pmd : 004 : 004 | .
\ {Izbrisano: S

\
30° C/65 %RH - odprto { Izbrisano: S

L

F {Oblikovana tabela

4d 0,01 0,05 0,07 0,01 0,05 0,07 0,02 0,05 0,07 0,02 0,06 0,08
7d 0,03 0,07 0,09 0,03 0,07 0,09 0,02 0,07 0,09 0,03 0,08 0,11
14d 0,05 0,09 0,15 0,06 0,09 0,15 0,05 0,09 0,14 0,07 0,11 0,18
Im 0,16 0,17 0,33 0,14 0,16 0,30 0,14 0,16 0,30 0,18 0,21 0,39
2m 0,29 0,29 0,58 0,28 0,27 0,55 0,29 0,28 0,56 0,36 0,36 0,72«
3m 0,50 0,43 0,93 0,45 0,39 0,84 0,46 0,40 0,87 0,60 0,55 1,16
R 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00

naklon | 0,006 : 0,004 : 0,010 | 0,005 : 0,004 : 0,009 | 0,005 : 0,004 : 0,009 | 0,007 : 0,006 : 0,013

30° C/65 %RH - zaprto

Im 0,01 0,07 0,08 0,02 0,07 0,09 0,02 0,08 0,10 0,02 0,09 0,11
2m 0,00 0,07 0,07 0,02 0,09 0,11 0,02 0,10 0,12 0,02 0,11 0,13
3m 0,01 0,10 0,11 0,02 0,13 0,15 0,02 0,12 0,15 0,10 0,24 0,34
R 0,19 0,93 0,88 0,78 0,95 0,98 0,71 0,98 0,94 0,76 0,98 0,84

naklon | 000K ' 0.0008 | 00007 | B0G08 ' 0.00:0 | BOOHS | BN0OR © 0.0003 ' B0 | OOOH ' 00022 | PHOSS |

40° C/75 %RH - odprto

4d 0,73 0,89 1,62 0,69 0,85 1,54 0,56 0,64 1,21 0,68 0,80 1,48
7d 1,37 1,62 3,00 1,32 1,55 2,87 1,17 1,31 2,48 1,29 1,47 2,75
14d 3,21 3,97 7,18 2,98 3,62 6,60 2,89 3,42 6,31 3,49 4,58 8,07
R 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99 0,98 0,98 0,98 0,98 0,96 0,97

naklon | 0,23 0,28 0,52 0,21 0,26 0,47 0,21 0,25 0,46 0,25 0,33 0,58

40° C/75 %RH - zaprto

7d 0,00 ; 006 . 006 | 001 | 008 ; 009 | 002 ; 008 : 009 | 000 ; 006 ; 0,06
14d 0,00 i 0,06 | 006 | 002 | 009 i 011 | 003 i 0,0 | 0,13 | 002 i 0,10 | 0,11
Im 003 : 018 : 021 | P07 : P81 : P88 | 004 : 022 : 025 | 003 : 018 : 022
2m P8 : 0% @ PS8 | 005 | 032 P 037 | 005 : 033 ! 038 | 004 ! 027 i 031
3m 0,06 ; 042 | 048 | 006 ; 046 ; 052 | 007 ; 051 ; 059 | 006 ; 051 ; 046
R 092 099 | 098 | 099 | 100 . 100 | 094 : 099 : 099 | 092 . 097 : 099

naklon_| 0,0007 : 0,0046 : 0,0053 | 0,0007 : 0,0049 : 0,0056 | 0,0007 : 0,0055 : 0,0062 | 0,0007 : 0,0053 : 0,0049

Legenda oznak: na naslednji strani
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Tabela 8 — nadaljevanje: Rezultati razpadnih produktov stresnega in pospeSenega
testiranja binarnih zmesi PE z razlicnimi vrstami oz. serijami MCC. Rezultati so

predstavljeni z delezem razpada (%).

A A U

PE+ PH 105 PE + PH 112 PE + PH 200 PE + PH200LM - - { oplikovana tabela
PAT_ T pDKP [ skupno [ PAT_ T pDKP_ [ Skupry | PAT. [ pDKP_[ Skupno [ PAT. [ pDKP. [ SKupno-I 1 icoros
% % (%), % % (%), % % (%), % % (%),
zadetna| pmd | 0,04 | 004 | pmd : 004 ' 004 | pmd : 004 : 004 | pmd : 004 ‘7504 | Oblikovano: Pisava: 9 pt
\\\\\ ‘LObIlkovano: Pisava: 9 pt
30° C/65 %RH-odprto )\\\\\ \ {Obllkovanoz Pisava: 9 pt
4d 001 | 005 | 007 | 002 | 006 | 007 | 002 | 006 ! 008 | 002 | 006 Q@ { Oblikovano: Pisava: 9 pt
7d 0,03 © 007 © 010 | 003 ¢ 007 © 011 | 003 ¢ 007 | 010 | 003 : 008 TN [ Oblikovano: Pisava: 9 pt
14d 0,06 1 011 | 016 | 007 { 009 | 016 | 006 | 010 ! 016 | 007 ! 012 -
Im 015 | 020 | 035 | 018 . 021 . 039 | 016 | 018 . 035 | 017 | 021 LOb"kovanoz Pisava: 9 pt
2m 028 © 034 062 | 033 : 034 . 068 | 030 : 030 : 061 | 033 : 037 . 0 70 7 oblikovano: Pisava: 9 pt
3m 044 | 050 0,94 0,57 0,53 1,10 0,51 0,47 0,98 0,54 0,54 1,08, \\l Oblikovano: Pisava: 9 pt
R? 100 0 100 1 100 | 100 P 099 © 1,00 | 100 i 100 i Lo0 | 100 i 100 | I oo\ L Oblikovano: Pisava: 9 pt
naklon | 0,005 | 0,005 | 0010 | 0,006 : 0,006 . 0,012 | 0,006 | 0,005 | 0011 | 0006 | 0,006 . 0,012 l Oblikovano: Pisava: 9 pt
\\“‘L Oblikovano: Pisava: 9 pt
30° C/65 %RH -zaprto [ Oblikovano: Pisava: 9 pt
Im 003 : 009 : 0,12 | pmd : 006 : 006 | pmd : 005 : 005 | 002 : 007 : 009 [ Oblikovano: Pisava: 9 pt
2m 004 ! 015 ! 019 | 002 ! 010 ! 012 | pmd ! 006 ! 006 | 005 ! 006 | 0,11
3m 0,06 | 030 | 046 | 002 ! 009 ! o011 | 002 ! 010 ! o012 | 001 ! 010 | o011
R? 082 ' 091 | 088 | 078 ! 084 | 083 | 059 ! 088 | 080 | 021 ! 074 ! 087
naklon | {002 | 0,0029 | PW005 | 0NOO03 i 0,00:2 | MO0 | BI0002 : 0,0006 i 00008 | 0003 i 0,0006 i DIO00Y |
40° C/75 %RH-odprto
4d 0,69 1 096 | 113 | 070 i 085 | 155 | 072 i 088 1,60 | 067 | 082 1,49
7d 1320 176 ! 309 | 143 P 175 | 317 | 139 | 166 | 3,05 133 | 1,57 | 290
14d 364 0 534 0 897 | 318 o410 | 727 | 321 1 413 7,34 3,55 | 483 8,37
R? 097 " 09 | 096 | 099 1 099 | 099 | 099 ! 098 | 099 | 098 | 09 | 097
naklon | 026 | 040 : 066 | 023 i 029 . 052 | 023 : 030 i 053 | 026 | 035 i 06l
40° C/75 %RH -zaprto
7d 003 1 011 | 014 | pmd | 006 | 006 | pmd : 006 : 006 | pmd | 006 i 0,06
14d 0,06 ' 023 ! 030 | 002 ! 007 ! 009 | 001 ! 004 ! 005 | 003 ! 009 ! 0,12
Im 020 1 053 | 073 | 002 ! 014 ! 016 | 002 ! 012 | 014 | 003 ! 016 ! 019
2m 026 1 081 | 1,07 | 004 | 022 | 026 | 003 i 019 ; 022 | 003 | 0,17 i 020
3m 044 | 089 | 133 | 009 | 051 | 060 | 004 i 026 | 031 005 | 027 | 032
R? 098 © 095 1 096 | 090 : 092 : 092 | 093 : 098 : 098 | 088 : 094 : 069
naklon | 0,005 | 0,010 | 0,015 | 0,001 | 0,005 | 0006 | 0,001 | 0,003 | 0,003 | 0,0005 | 0,002 | 0,003

PAT: perindoprilat

pDKP: diketopiperazin

skupaj: perindoprilat + diketopiperazin

d: dan

m: mesec

R?: determinacijski koeficient

Naklon: konstanta hitrosti; enote odstotek razpada/dan (d™)

pmd: pod mejo detekcije (pod 0,005 %)

a: serija UD3829, b: serija UD 3158, c: serija UD 3159

osenceni rezultati: izvzeti iz izracunov ali ni linearne povezave (p>0,05)
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Zaprti pogoji

Preglednejsi od Tabele 8 je Histogram 1, ki predstavlja razlike med konstantami
hitrosti razpada za posamezne in skupne razpadne produkte PE, loceno po obeh zaprtih
pogojih (40°C/75 % RV, 30°C/65 % RV). Trendi so po pricakovanjih izrazitej$i na pogoju
40°C/75 % RH kot na pogoju 30°C/65 % RH. K vsoti razpadnih produktov najvec prispeva
pDKP. Pri dolo¢evanju PAT na zaprtih pogojih 30°C/65 % RV so kolicine zelo nizke ali
celo pod mejo detekcije in le redko dobimo linearno povezavo z ugodnim
determinacijskim koeficientom R*.

Na zaprtih pogojih je PE najstabilnejsi v zmeseh z MCC Avicel PH 200. Mo¢no
izstopa povecana hitrost razpada PE tako v PAT kot v pDKP v zmesi z Avicelom PH 105.

Razlicne serije Avicela PH 101 so na zaprtih pogojih vecinoma podobno vplivale
na stabilnost PE, ¢e sodimo po absolutnih vrednostih konstante hitrosti, vendar statisticna

analiza pokaze, da razlike v vecini primerov obstajajo.

Konstante hitrosti razpadnih produktov
perindoprilijevaga erbuminata na zaprtih pogojih

0,016

0,014
g
. 0,012
3
8 W PH101a
ko 0,01
3 ®PH101b
g 0,008 = PH101c
5 B PH102
=
S 0,006 B PH105
£ HPH112
c
5 0,004 B PH200

&
0,002 PH200LM

a: serija UD3829, b: serija UD 3158, c: serija UD 3159

Histogram 1: Prikaz konstant hitrosti razpada PE; lo¢eno po razpadnih produktih in vrstah
MCC za PE na zaprtih pogojih.
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Graf 1 nazorno predstavlja razliko med vplivom Avicela PH 105 in ostalimi
vrstami MCC na PE za pogoj 40°C /75 % RV. Konstanta hitrosti razpada PE je v zmesi s
PH 105 od 2- do 5-krat vecja kot pri ostalih vrstah MCC.

Iz rezultatov (tabela 8) in iz histograma 1 je razvidno, da MCC PH 105 pospesuje
nastajanje tako PAT kot pDKP pri obeh pogojih (30°C/65 % RV in 40°C/75 % RV). To

nam potrjuje tudi graf 1.

Perindoprilijev erbuminat - razpadni produkti
skupaj - zaprti pogoji 40°C/75% RV

1,60 o PH101
1,40 = PH 101
1,20 X PH 101
2 1,00 PH 102
= x PH105
E gzg ) . e PH112
0,40 } § + PH 200
- PH200LM
g,f)g P/k’/‘/i/t—/ ——Linearno (PH 105)
| 6 2‘0 4‘0 6‘0 8‘0 100 L Linearno (PH 200 )

Cas (dni)

Graf 1: Narascanje razpadnih snovi PE v zmesi z MCC na zaprtih pogojih pri 40° C in
75 % RV. (ESTD (%) — odstotek razpada prera¢unan na zunanji standard).

Po drugi strani pa lahko ugotovimo, da je razpad PE v prisotnosti ostalih MCC
bistveno pocasnejsi kot v zmesi z MCC PH 105. To je najbolj vidno pri zmesi z MCC PH
200, Se posebno pri najbolj stresnem pogoju (40°C/75 % RV) (histogram 1, graf 1).

Odprti pogoji

Ce primerjamo odprte in zaprte pogoje, ugotovimo, da je razpad tako v smeri
hidroliznega produkta kot v smeri ciklizacije bistveno hitrejSi na odprtih pogojih kot
zaprtih.

Za analizo razpada PE na odprtih pogojih so rezultati predstavljeni s konstantami

hitrosti razpada po posameznih razpadnih produktih, ki so navedeni v tabeli 8 in
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predstavljeni v histogramu 2.

Ce primerjamo med seboj rezultate razpada pri vzorcih na odprtih pogojih (30°C/65
% RV in 40°C/75 % RV), ni velikih razlik med posameznimi zmesmi v nastajanju PAT in
pDKP (tabela 8, histogram 2). Na odprtih pogojih 40°C/75 % RV postanejo razlike v
stabilnosti u¢inkovine izrazitejSe. PE je v zmesi z Avicelom PH 105 najman;j stabilen,
nekoliko stabilnejSa je ucinkovina v zmesi z MCC PH200 LM in PH102, kar velja tako za
nastanek pDKP kot PAT. V splo§nem so najbolj stabilne zmesi s PH 101 tako glede pDKP
kot PAT.

Vrste PH 101 na odprtih pogojih se na prvi pogled nekoliko bolj razlikujejo med
seboj kot pri zaprtih pogojih, vendar statisticna analiza pokaze, da so na odprtih pogojih
40°C/75 % RV konstante hitrosti statisticno priblizno enake.

Konstante hitrosti razpadnih produktov
. perindoprilijevaga erbuminata na odprtih pogojih
0,6
g 05
f;f M PH101a
% M PH101b
:g‘ 0,4 B PH101c
8 B PH102
;‘:: 03 M PH105
§ W PH112
.é HPH200
_g 0,2 W PH200LM
0,1
0,0
@\Q
o g
o & o S & &
Y Y Q Q
N o « « %\‘;QQ &@Q

Histogram 2: Prikaz konstant hitrosti razpada PE v binarnih zmeseh z MCC na odprtih
pogojih; lo¢eno po razpadnih produktih in vrstah MCC.
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4.4.2 Razprava o vplivu vlage, pH in velikosti delcev MCC na stabilnost PE

Velikost delcev

Vzroke za izstopanje PE v zmesi PH 105 na zaprtih pogojih smo iskali v lastnosti
MCC, ki se najbolj razlikuje od ostalih predvsem glede velikosti delcev (graf 2). Avicel PH
105 ima najmanjse delce (20 um) od vseh testiranih MCC, Avicel PH 200 ima najvecje
delce (200 pum). Pri slednjem je hitrost hidrolize in ciklizacije najmanjsa. Specifi¢na
povrs$ina se z zmanjSanjem delcev povecuje, kar poveca povrsino stika med PE in MCC, po
drugi strani pa ima Avicel PH 105 tudi najvecji delez vlage (5,0 %). Z veliko verjetnostjo
predvidevamo, da prav oba omenjena faktorja klju¢no vplivata na pospesSeno reakcijo
hidrolize in ciklizacije.

Iz grafa 2 je opaziti, da je z zmanjSevanjem delcev MCC od 200 pum do 50 pum
naras¢anje razpadnih produktov enakomerno, pri manjsih delcih pa opazimo velik porast v

hitrosti razpada.

Vpliv velikosti delcev MCC na hitrost razpada perindprilijevega erbuminata
na zaprtih pogojih 40°C/75 % RV
0016 PH105
O
0,4
= 002

w2
g,g oMo -
=
=k
53 nie PH 101 PH112
ET:: 0,m& EPHW']b g PHzg:l L
E ET 0,004 PHAMa o =

0,002 PH-200

0,000

a 20 100 150 200 2451
velikost delcev {pmj)

Graf 2: Vpliv velikosti delcev MCC na hitrost razpada PE v binarnih zmeseh.
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Vpliv vlage

Pri zaprtih pogojih moramo upostevati, da je pri razpadu PE na razpolago le voda,
ki se nahaja predvsem v MCC. Na odprtem pogoju pa je vlaga, ki se nahaja v sami binarni
formulaciji, v primerjavi z zunanjo vlago (predvsem pri bolj vlaznem pogoju 40°C/75 %
RV) zanemarljiva in igra klju¢no vlogo predvsem vlaga iz zraka. Lahko recemo, da se v
tem primeru razlike med MCC pri odprtih pogojih nekako zakrijejo, saj prevladuje zunanja
vlaga. Na osnovi omenjenih dejstev si lahko pojasnimo, zakaj je pri zaprtem pogoju
prisotne vode za izrazitejSo hidrolizo premalo, za razliko od odprtega pogoja, kjer je vlage
dovolj, da je hidroliza pospesena. Nadalje je pri zaprtem pogoju razvidno, da se s
povisanjem T s 30°C na 40°C hidroliza le rahlo poveca, z izjemo zmesi MCC PH 105, ki
ima za razliko od ostalih prisotne najve¢ vlage in zaradi majmanjSih delcev tudi najvecjo
povrsino.

Pri zaprtem pogoju in to predvsem pri visji T na pogoju 40°C/75 % RV je za
razliko od hidrolize favorizirana predvsem ciklizacija. Le-ta je prvenstveno odvisna od
povisane T, od vode pa tudi, vendar manj. UpoStevati moramo La Chatelierjev princip, saj
nastala voda na strani produktov potiska reakcijo v nasprotno stran in v bistvu zavira
nastanek DKP (slika 2).

Razmerje konstant hitrosti na odprtih pogojih za hidrolizni in ciklizacijski produkt

je okrog 1. Pri 30°C/65 % RV hitreje nastaja PAT (razmerje > 1), pri 40°C/75 % RV pa

hitreje nastaja pDKP v primerjavi s PAT (razmerje < 1). Povezava vpliva vlage na hitrost
nastajanja produkta ciklizacije (pDKP) na zaprtih pogojih je Sibka; pri 30°C je R?= 0,68,
pri 40°C je R* = 0,55. Za nastajanje pDKP je pomembna predvsem povisana T tako za
zaprte kot odprte pogoje.

Vpliv pH

Vpliv pH na hitrost hidrolize ali tvorbo pDKP pri PE v suspenzijah z MCC ne
opazimo oz. je neznacilen. Povezave niso linearne, vendar se pri razli¢nih pogojih opazi
rahel trend padanja konstante hitrosti razpada z visanjem pH.

Rahlo vecanje konstante hitrosti razpada pri bolj kislih pH je komaj opazno in

statisticno neznacilno (graf 3).
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Vpliv pH suspenzije MCC na konstanto hitrosti
razpada B k (PAT) 30°C/65% RV -

odprto

0,016

— X k (PAT) 30°C/65% RV -
0,01 4 7 zaprto*

® K (pDKP) 30°C/65%RYV -

0,012 zaprto

+ K (pDKP) 40°C/75%RYV A
zaprto

= K (skupno) 30°C/65%R
- zaprto*

0,008 K (Skupno)

R 0 02 40°C/75%RV - zaprto
0,006 T ’ Linearno (K (Skupno)

’ 40°C/75%RV - zaprto)
0’24 Linearno (k (PAT)
0,004 o — 30°C/65% RV - odprto)

R2 = 0 05 Linearno (k (PAT)
’ 30°C/65% RV - zaprto*)

stotek/d

3 0,010 +

(=}

o
S
N
L
1
>
1] x’\)
1
=
N
o
e
+

konstnta hitrosti [
3
| 3
4
+

’ —— 2 _ ——Linearno
vopg | ¥ R009 —immuen,
) e Linearno (K (skupno)
6,20 6,40 6,60 6’80 7,00 30°C/65%RYV - zaprto*)

e Linearno (K (pDKP)
pH 40°C/75%RYV - zaprto)

Graf 3: Vpliv pH na stabilnost PE v binarnih zmeseh.

Statisti¢na analiza

Statisticna analiza kot podporno orodje pri vrednotenju rezultatov nam je
subjektivne ocene razlik v stabilnosti predstavila v novi perspektivi. Kljub temu moramo
biti zmerno kriti¢ni do rezultatov, saj ima tudi ta metoda nekatere pomanjkljivosti.

Statisticne analize nam razkrijejo, da v ve€ini primerov dokazemo razlike v hitrosti
hidrolize in ciklizacije med zmesmi PE z MCC pri statisticnem tveganju o = 0,25. p skupaj
za razli¢ne vrste MCC je manjse od 0,25 (tabela 9). Razli¢nost med zmesmi dokazemo za
polovico pogojev. Na zaprtem pogoju 30°C/65 % RV so podatki nelinearni, na odprtem
pogoju 40°C/75 % RV pa so vzorci statisticno enaki (tabela 9).

Ce primerjamo samo razliéne serije PH 101 med seboj (p med PH101), pa se
pokaze enakost samo na odprtih pogojih pri 40°C in 75 % RV (PET in pDKP), pri dveh
testih je p vrednost na meji (0,22 in 0,23), pri preostalih pa so statisticne razlike ze vecje.
Podobno je za zdruzene razpadne produkte (tabela 9).

Zaklju¢imo torej, da so vplivi razlicnih vrst MCC na stabilnost PE znacilno
razlicni. Vpliv na stabilnost razli¢nih serij iste vrste MCC pa je bolj ali manj enak pri
tveganju 0,25. Ce bi znizali nivo tveganja (npr. p = 0,10), bi lahko za tako tveganje rekli,

da imajo Aviceli PH 101 razli¢nih serij priblizno enak vpliv na stabilnost.
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Tabela 9: Primerjava konstant hitrosti razpada PE v binarnih zmeseh z razliénimi MCC.
Podatki za p vrednost so predstavljeni lo¢eno po pogojih in razpadnem produktu. Manjsa
vrednost p nakazuje vecje razlike med zmesmi. Nekatere podatke smo izlo¢ili, ker niso
bili izpolnjeni pogoji linearnosti.

PE + MCC
pogoj 30°C/65% RV zaprto | 30°C/65% RV odprto | 40°C/75% RV zaprto | 40°C/75% RV odprto
PAT
p med PH101 | 0,07 0,23 0,6
p skupaj | <0,001 < 0,001 0,54
pDKP
p med PH101 0,22 <0,001 0,08 0,98
p skupaj <0,001 <0,001 <0,001 0,24
Razpadni prod.
skupaj
p med PH101 0,01 0,14 0,99
p skupaj <0,001 <0,001 0,32

p med PH101: p vrednosti pri primerjavi binarnih zmesi med EM in tremi serijami Avicela PH 101
p skupaj. p vrednosti pri primerjavi vseh osmih binarnih zmesi med EM in razlicnimi Aviceli
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4.4.3 Stabilnostni rezultati za zmesi z EM

<«

Podobno kot pri analizah PE smo tudi za zmesi z EM pridobili veliko podatkov, ki so

predstavljeni v tabeli 10.
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Tabela 10: Rezultati razpadnih produktov stresnega in pospeSenega testiranja binarnih
zmesi EM z razli¢nimi vrstami oziroma serijami MCC, 1 1zbrisano: . Rezultati so
77777777777777777777777777 - predstavljeni z delezem razpada
. (%).
EM + PH 101, EM + PH 101, EM + PH 101, EM + PH 102 S~ { Zbrisano: |
ET_ | eDKP_ | skupno_| ET_ | eDKP | skupno | ET | eDKP_ | skupno | ET | eDKP | skupno_|_ '
N % % (%), % % (%), % % (%), % % (%), R\{\" { Izbrisano: S
zaCetna| 0,04 1 003 | 006 | 004 | 003 : 007 | 004 | 003 007 | 004 : 003 | 007 | { Izbrisano: S
\‘\\ N
(‘\;;s‘\\\\ { Izbrisano: S
30°C/65%RH - N :
RS {Izbrlsano: S
odprto AN
4d 0,05 i 005 i 0,10 | 0,04 i 005 i 009 | 0,05 i 005 i 010 | 005 i 006 i 0,11 ¥ { Oblikovano: Pisava: 9 pt
7d 0,06 ' 008 ! 0,13 | 006 | 007 ! 013 | 005 | 008 ! 013 | 006 ! 009 | 0,15 | \\\f Oblikovano: Pisava: 9 pt
14d 0,07 : 013 ! 021 | 008 : 0,13 i 021 | 007 ; 0,13 | 021 | 008 | 0,16 | 024 | {Obnkovano; Pisava: 9 pt
Im 0,2 ; 028 : 041 | 0,12 : 027 i 040 | 0,13 ; 027 : 040 | 0,14 ; 032 ; 046 {Obnkovano: Pisava: 9 pt
2m 021 i 057 i 077 | 020 i 054 i 0,74 | 020 i 054 i 074 | 024 i 0,64 i 088 g T

[ Oblikovano: Pisava: 9 pt
3m 028 ' 085 ! 1,3 | 028 ! 081 ! 1,09 | 027 ! 084 ! 1,011 | 031 ! 094 ! 125 \

T T T T T T ( Oblikovano: Pisava: 9 pt
R’ L00 ' L00 ' L00 | 1,00 ! 1,00 ! 1,00 | 1,00 ! 100 ' L00 | 100 ! 1,00 ! 1,00 : T

H H ; H H ( Oblikovano: Pisava: 9 pt
naklon | 0,003 } 0,010 | 0,013 | 0,003 : 0,009 : 0,012 | 0,003} 0,010 : 0,013 | 0,003 : 0,011 } 0,014 — -

[ Oblikovano: Pisava: 9 pt
30°C/65%RH - zaprto “w“‘[ Oblikovano: Pisava: 9 pt
Im 0,0 024 | 035 | 007 : 014 ! 021 | 0,10 033 | 009 ! 023 ! 031 [ Oblikovano: Pisava: 9 pt
2m P67 : 0Pl . O@8 | o016 | 045 ; 060 | 013 0,51 021 : 063 0,84 u\[ Oblikovano: Pisava: 9 pt
3m 0,19 : 064 : 084 | 0,19 : 064 : 083 | 0,19 083 | 023 : 082 : 1,05 [ Oblikovano: Pisava: 9 pt
R’ 1,00 L00 100 | 094 : 096 096 | 099 099 | 092 i 097 i 096 [Oblikovano: Pisava: 9 pt
naklon | 0,002 : 0,007 : 0,009 | 0,002 | 0,008 | 0,010 | 0,002 : 0,009 | 0,003 ; 0,010 ; 0,013
40°C/75%RH -
odprto
4d 01 i 029 i 040 | 0,11 i 027 i 038 | 0,11 i 028 i 039 | 0,11 i 031 i 042
7d 0,16 : 052 : 0,68 | 0,16 : 050 : 066 | 0,17 : 053 : 0,69 | 0,17 : 056 : 0,73
14d 028 ! 1,06 ! 133 | 030 ! 1,03 ! 1,33 | 027 ! 1,03 ! 130 | 027 ! 1,05 ! 133
Im 047 § 1,85 | 232 | 046 | 161 | 207 | 043 | 1,61 i 224 | 048 ; 203 ; 251
R’ 099 1099 . 099 | 097 . 097 i 096 | 098 096 i 099 | 099 : 1,00 i 1,00
naklon | 0,01 i 006 | 007 | 001 | 005 i 006 | 00/ i 005 i 007 | 00l i 006 i 0,08
40°C/75%RH - zaprto
14d 0,8 i 0,68 i 086 | 0,17 | 058 ; 075 | 0,16 i 0,61 i 078 | 020 ; 0,78 i 0,98
Im 018 f 1,00 ! 1,28 | PBA ' 088 ! 1,08 | OB ! 1,64 ! 202 | 029 ! 154 ¢ 183
2m 039 ' 1,83 ! 222 | 046 | 1,75 ' 221 | OMB ! 1,97 ! 241 | 045 ! 211 ! 256
3m 052 | 247 | 299 | 050 | 2,17 | 267 | 044 | 231 ; 275 | 055 | 2,72 | 327
R’ 097 : 099 : 099 | 094 : 098 i 097 | 098 @ 088 : 087 | 097 : 096 : 096
naklon | 007 | 0,03 | 003 | 001 | 003 | 003 | 0004 003 | 003 | 00l | 003 | 004
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Tabela 10 - nadaljevanje: Rezultati razpadnih produktov stresnega in pospeSenega

testiranja binarnih zmesi EM z razli¢nimi vrstami oziroma serijami MCC. _ -] Izbrisano: Rezultati so
777777777777 predstavljeni z delezem razpada
(%).

EM + PH 105 EM + PH 112 EM + PH 200 EM + PH200LM
ET_ [ eDKP | gkupno | ET_ [ eDKP [ skupno | ET | eDKP | skupno | ET | eDKP | skupno | - {izbrisano: s
N % % (%), % % (%), % % (%), % % (%), %\t { b S
. N zbrisano:
zadetna| 0,04 ! 0,03 ! 007 | 004 | 003! 007 | 004 ! 003 ! 006 | 004 ! 003 ! 006 \\ N
\\\ \ {Izbrlsano S
30° C/65%RH-(_)dprt0 _ _ _ _ _ _ \\“ \ {Obllkovano Pisava: 9 pt
4d 004 ! 004 | 008 | 004 | 005! 009 | 005 ! 006 ! 011 | 005 ! 006 ! 0,1 \\{ Izbrisano: S
7d 0,05 : 006 . 011 | 005 . 008 . 0,13 | 006 | 0,10 | 016 | 006 : 0,10 | 0,16 ‘\{Ob“ko\,ano; Pisava: 9 pt
14d 0,07 i 0,11 0,18 | 0,07 i 013 i 020 | 009 i 0,18 i 027 | 0,09 i 0,18 i 027 Oblikovano: Pisava: 9 pt
Im 0,11 £ 025 : 037 | 012 : 028 : 040 | 0,06 : 037 : 053 | 016 : 038 : 0,54 - -
Oblikovano: Pisava: 9 pt
2m 08 £ 055 073 | 019 052 ¢ 071 | 026 @ 071 ¢ 097 | 025 ¢ 072 | 097 -
3m 023 : 084 | 1,08 | 026 | 082 . 1,08 | 035 | 1,08 | 143 | 031 | 1,05 | 136 Oblikovano: Pisava: 9 pt
5 Oblikovano: Pisava: 9 pt
R 1,00 1 1,00 100 | 1,00 i 1,00 i 1,00 | 1,00 . 100 i 1,00 | 098 i 1,00 i 100

Obllkovano: Pisava: 9 pt

naklon | 0,002 1 0,010 1 0,012 | 0,003 1 0,009 | 0,012 | 0,004 | 0,013 0,016 | 0,003 | 0,012 0,016

Obllkovano: Pisava: 9 pt

30°C/65%RH - zaprto Oblikovano: Pisava: 9 pt

Im 0,08 i 0,14 i 022 | 0,07 i 016 i 023 | OB | 036 i 049 | 006 i 0,15 | 021 | Oblikovano: Pisava: 9 pt
2m 015 ' 042 ! 056 | 011 | 032 ! 042 | 0,13 ! 052 ! 066 | 009 ! 043 | 0,52 ( oblikovano: Pisava: 9 pt
3m 0,19 ! 069 ! 0,88 0,19 ! 065 ! 084 0,18 ! 081 ! 098 0,15 ! 0,76 ! 091

Obllkovano: Pisava: 9 pt

§ 098 ! 09 | 09 | 093 | 094! 094 | 1,00 ! 099 ! 099 | 095 ! 095 | 0095 Oblikovano: Pisava: 9 pt

naklon | 0,002 | 0,008 | 0,010 | 0,002 ; 0,007 i 0,009 | 0,002 | 0,009 ; 0,011 | 0,001 ; 0,009 ; 0,010 i

Obllkovano: Pisava: 9 pt

| Oblikovano: Pisava: 9 pt

40°C/75%RH -odprto

Obllkovano: Pisava: 9 pt

e i e e e e e e,

o 0 0 0 0 A A U

4d 0,0 L 024 | 034 | 0,09 | 023 ! 032 | 013 | 036 | 048 | 011 | 034 . 045
7d 0,14 1 045 i 0,60 | 0,13 | 041 | 054 | 0,19 | 0,66 i 085 | 0,17 i 057 i 0,73 Oblikovano: Pisava: 9 pt
14d 025 ! 093 | 1,18 | 021 ' 081 ¢ 1,03 | 030 | 1,17 '\ 147 | 027 ' 108 ! 135
Im 039 ! 1,79 | 2,18 | 035 | 136 ! 1,70 | 050 | 2,13 | 2,63 | 043 ! 194 | 236
R? 097 1 1001 09 | 098 | 0981 098 | 098 | 099 1 100 | 097 | 099 1 0099

naklon | 0,01 0,06 0,07 0,01 0,04 0,05 0,01 0,07 0,08 0,01 0,06 0,07

40°C/75%RH - zaprto

14d 0,6 : 058 | 074 | 0,12 : 047 | 059 | 0,10 | 059 | 0,69 | 0,11 | 058 i 0,70
Im 019 i 1,18 | 1,37 | 014 i 091 i 1,05 | 0BF | 1,72 i 198 | 020 i 147 i 168
2m 030 192 ¢ 221 | 0¥ : 163 : 204 | OFE : 217 : 228 | 043 i 221 i 265
3m 044 (245 | 288 | 044 | 200 | 244 | 034 I 274 ¢ 309 | 041 ! 253 ¢ 2093
R? 098 1 098 ! 099 | 098 ! 098 ! 098 | 1,00 ! 093! 093 | 088 ! 094 ! 093

naklon | 0,00 : 003 . 003 | 000 : 002 . 003 | 000 003 004 | 000 i 003 : 004
ET: enalaprilat

eDKP: diketopiperazin

skupaj: enalaprilat + diketopiperazin

d: dan

m: mesec

R?*: determinacijski koeficient

naklon: konstanta hitrosti; enote: odstotek razpada/dan (d™)

a: serija UD3829, b: serija UD 3158, c: serija UD 3159

osenceni rezultati: izvzeti iz izratunov
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Zaprti pogoji

Zaradi nekonsistentnosti rezultatov zmesi MCC z EM v zaprtih vialah (tabela 10),
ki so v primerjavi z zmesmi s PE kazale visok razpad in tudi na osnovi podatkov,
pridobljenih v literaturi (21, 24), smo zakljucili, da je moralo priti pri pripravi vzorcev
MCC z EM do neke sistemske, eksperimentalne napake. Po natan¢nem pregledu vseh faz
dela smo ugotovili, da gumijasti pokrovcki niso dovolj tesnili nekaterih vial z zmesmi na
zaprtih pogojih. Posledica tega so bili visji pa tudi slabo ponovljivi in nelinearni rezultati,

ki niso odrazali pravega stanja hitrosti razpada na zaprtih pogojih (tabela 10).

Zaradi zgoraj navedene ugotovitve se bomo osredotocili le na odprte pogoje

stresnega testiranja EM.

Odprti pogoji

Podatki iz literature (21) in tudi nasi poskusi so potrdili, da je PE manj stabilen kot
EM. To je evidentno pri odprtih pogojih, kjer PE hitreje razpada kot EM.

Na histogramu 3 so predstavljene konstante hitrosti razpada EM pri 30°C/65 % RV
in 40°C/75 % RV na odprtem pogoju.

Iz primerjave vseh rezultatov je razvidno, da je bil pri EM na obeh odprtih pogojih
(30°C/65 % RV in 40°C/75 % RV) favoriziran predvsem razpad v smeri ciklizacije, manj
pa v smeri hidrolize (histogram 3). Pri EM sta nastajala oba razpadna produkta skupaj
neprimerljivo pocasneje (za priblizno faktor 10-krat) kot pri PE pod enakimi pogoji
(histogramom 2 in 3). V primerjavi s podatki razpada PE je razmerje hitrosti nastanka
eDKP v primerjavi z nastankom hidroliznega produkta (ET) vecje kot pri PE pod enakimi
pogoji (histogramom 2, 3). To nam kaze na precej$njo razliko v kinetiki razpada obeh

testiranih u¢inkovin (histogram 1, 2, 3).
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Konstante hitrosti razpadnih produktov
enalaprilijevaga maleata na odprtih pogojih

T

x 0,09

% 0,08 H PH101a
] 0,07 H PH101b
:g. 0,06 H PH101c
@ 0,05 B PH102
5 0,04

= 0,03 M PH105
.g 0,02 W PH112
g 0,01 H PH200
c 0,00

e I PH200LM

a: serija UD3829, b: serija UD 3158, c: serija UD 3159

Histogram 3: Konstante hitrosti razpada EM z razlicnimi MCC lo¢eno po pogojih -
odprtih in po posameznih razpadnih produktih (ET, eDKP) in skupnih razpadnih produktih
(ET+eDKP).

Na odprtih pogojih pri 30°C in 65 % RV razlik med stabilnostjo posameznih zmesi
ET z MCC ni opaziti.

Na ostrejsih odprtih pogojih (40°C/75 % RV) je najstabilnej$a zmes s PH 112, kjer
je izrazito zavrt ciklizacijski razpad, obratno pa Avicel PH 200 in PH 102 ciklizacijo rahlo

pospesujeta, stabilnost je slabsa.

Podrobnejsa analiza rezultatov nastanka razpadnih produktov za odprte pogoje na
40°C/75 % RV pokaze (graf 4), da razen PH 112 nobena MCC izrazito ne vpliva na
spremembo stabilnosti u¢inkovine. Opazimo, da je naklon premice najman;jsi pri PH 112,

kar pomeni, da je EM najstabilnejsi v zmesi z Avicelom PH 112, ostali nakloni pa so rahlo

[P

Razlik v stabilnosti EM med razli¢nimi serijami znotraj PH 101, kakor tudi med
razliénimi vrstami z izjemo Avicela PH 112 ni zaznati oziroma so malenkostne in iz

eksperimentalnega in statisti¢nega vidika nepomembne.
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Skupni razpadni produkt enalaprilijevega maleata -
odprto 40°C/75% RV

3,00

m PH 101
2,50 A
[N ¢ PH101
[ )
200 < PH 101
. A PH102
X +
E 1,50 ® PH 105
w 4+ PH112
1,00 X PH 200
PH 200 LM
0,50 Linearno (PH
112)
g Linearno (PH
000 B% 200)
0 5 10 15 20 25 30 35

¢as (dni)

Graf 4: Primerjava naklonov (konstant hitrosti) med najstabilnejSo zmesjo s PH 112 in
manj stabilnimi zmesmi na odprtih pogojih pri 40° C/75 % RV. (ESTD (%) — odstotek
razpada preracunan na zunanji standard).

4.4.4 Razprava o vplivu vlage, pH in velikosti delcev MCC na stabilnost EM

Vpliv vlage

Hitrost hidrolize, ki je najbolj odvisna od prisotnosti vlage, poteka pri EM za
razliko od PE izjemno pocasi. Ne glede na to pa ima vpliv poviSanja vlage za 10 % (od 65
% RV na 75 % RV) in istoc¢asno povisanja T za 10°C (s 30°C na 40°C) tudi pri EM vpliv
na relativno povecanje hitrosti hidrolize v ET (za priblizno 3 krat), absolutne vrednosti

razpadnih produktov (ET) pa ostajajo majhne.

Ceprav zaprtih vzorcev ne moremo smatrati za ustrezno zaprte, ampak le kot
»delno zaprte«, pa tudi rezultati teh vzorcev (tabela 10) kazejo na povsem podobno sliko
kot pri odprtih vzorcih. Razlika je le v tem, da je hitrost nastanka razpadnih produktov tako

za ET kot tudi za eDKP samo nekoliko upocasnjena v primerjavi z odprtimi vzorci.
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Vpliv velikosti delcev

Vpliv velikosti delcev MCC na odprtih pogojih je prikazan na grafu 5. 1z grafa
razberemo, da MCC z vecjimi delci minimalno povecajo hitrost reakcije, 0z. ocenjujemo,

da je velikost delcev zanemarljiva.

Linearno ujemanje med hitrostjo razpadanja in velikostjo delcev je boljse pri nizjih T in

/{ Izbrisano:

nizji zunanji vlaznosti (RZZ 08, 7
L -
Vpliv velikosti delcev MCC na hitrost razpada
enalaprilijevega maleata na pogojih odprto 30°CI65 % RV in 40°C/65 % RV

om
S e : H 200 Lit
g i PH101h =016 T —
5 o {PH112
g o © k (40°CITS% RY odprta)
= 003
= =083 PH200
£ 0E-—pHigs PH101a FH 102 =
E o £ — Pt E -
g PH101c PH112 PH200LM
= i
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0,1
0,5
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0,M
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0
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Oblikovano: Barva pisave:

Samodejno, slovenscina

Graf 5: Vpliv velikosti delcev MCC v binarnih zmeseh na hitrost razpada EM na odprtih
pogojih.

Vpliv pH

Preverili smo tudi vpliv pH na razpad EM v binarnih zmeseh z MCC. Ugotovili
smo dobro ujemanje med pH suspenzije MCC in hitrostjo nastajanja ET na odprtih pogojih
(graf 6). Odvisnost hitrosti hidrolize od pH v vodni raztopini so dokazali ze Roskar in
sodelavci (21). Literaturni podatki nakazujejo na vecji delez hidrolizne razpadne poti v
primerjavi s ciklizacijo v alkalnih medijih. Tudi v naSih poizkusih se kaze trend naras¢anja

hitrosti hidrolize z visanjem pH.
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| Oblikovano: Telo besedila,
/| Zamik: Prva vrstica: 35,45 pt,
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Konstanta hitrosti hidrolize enalaprilijievega maleata v odvisnosti
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Graf 6: Vpliv pH na hitrost hidrolize EM v binarni zmesi z MCC do ET pri razli¢nih
pogojih (30°C/65 % RV in 40°C/75 % RV)

Statisti¢na analiza

Rezultate konstant hitrosti smo statisticno obdelali. Kot pomozno orodje pri
vrednotenju rezultatov smo uporabili metodo, opisano v uvodu. Rezultate smo zbrali v
tabeli 11.

Tabela 11: Primerjava konstant hitrosti razpada EM v binarnih zmeseh z MCC. Podatki za

p vrednost so predstavljeni lo¢eno po pogojih in razpadnem produktu.. Ce je p < 0,25, so
zmesi znacilno razlic¢ne. Pri zaprtih pogojih so podatki nezanesljivi (oznaceno s sivo).

EM + MCC

pogoj 30°C/65% RV zaprto | 30°C/65% RV odprto | 40°C/75% RV zaprto | 40°C/75% RV odprto
ET:

p med PH101 %) 0,32 0,56 0,76
p skupaj 0,36 <0,001 0,38 0,08
eDKP:

p med PHI101 0] 0,15 0,87 0,48
p skupaj 0,53 <0,001 0,76 0,01
razpadni prod.

skupaj:

p med PH101 0,89 0,32 0,76 0,63
p skupaj 0,63 <0,001 0,92 0,02

p med PH101: p vrednosti pri primerjavi binarnih zmesi med EM in tremi serijami Avicela PH 101
p skupaj: p vrednosti pri primerjavi vseh osmih binarnih zmesi med EM in razli¢nimi Aviceli
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Pri odprtih vzorcih na 30°C/65 % RV so razlike zmesmi signifikantno razli¢ne (p <
0,25). Zmesi z Avicelom PH 101 razli¢nih serij so med seboj homogene (p > 0,25), Ce
opazujemo porast ET in obeh razpadnih produktov skupaj. Na pogojih 40°C/75 % RV
odprto so ne glede na razpadni produkt vse zmesi med seboj razli¢ne. Ce analiziramo samo

vrsto PH 101 razli¢nih serij, so vplivi na stabilnost enaki (homogenost naklonov).

Podatki za zaprte pogoje niso zanesljivi, zato teh rezultatov ne bomo komentirali.
Omenimo lahko, da se pri zaprtih pogojih opazi eno lastnost statisticne metode; Ce
obdelujemo manj natan¢ne podatke, jih statisticna metoda prej prepozna kot homogene

(tabela 11, zaprti pogoji).

43



5 SKLEPI

Rezultati kazejo, da je vpliv na stabilnost PE in EM posledica kombinacije lastnosti
ucinkovine, lastnosti MCC in pogojev, ki jim je zmes izpostavljena. Nekatere lastnosti
pomoznih snovi pa lahko delujejo tudi sinergisti¢no. Pri razliénih vrstah MCC smo iskali
vzroke razlik v treh lastnostih; delezu vode v MCC, velikosti delcev in pH suspenzij MCC

v vodi.

Ugotovili smo, da so pri PE glavni dejavniki destabilizacije zmanjSanje velikosti
delcev MCC, povecana vlaznost in poviSana T, ki stimulira predvsem razpad v smeri
ciklizacije (porast pDKP). Hidroliza v PAT poteka bistveno pocasneje. pH MCC v zmesi

ni izkazal pomembnega vpliva na stabilnost PE.

Pri EM sta celokupni razpad pospeSevali vi§ja relativna vlaznost in poviSana T.
Primarni razpad je nastajal v smeri ciklizacije (povisan eDKP). Opazili smo, da je MCC z
rahlo vi§jim pH pospesevala hidrolizo v ET. Velikost delcev MCC ni imela vpliva na

stabilnost EM.

Na zaprtih pogojih pri 40°C/75 % RV in 30°C/65 % RV smo testiranja zmesi opravili
z namenom, da bi dobili informacijo o stabilnosti binarnih zmesi le zaradi vpliva lastnosti
samih MCC in poviSane T ter ob izkljucitvi zunanje vlage. Ugotovili smo, da je PE z
Avicel PH 200 najstabilnejsi, z Avicelom PH 105 pa najmanj. To se je veliko bolj videlo
pri zaprtem pogoju kot pri odprtem. Pri EM smo poskuse z zaprtimi vialami izkljucili iz
podrobnejse obravnave, ker viale niso bile dovolj zrakotesno zaprte. Kljub vsemu pa lahko
ocenimo, da bistvenih razlik glede razpada med zaprtimi in odprtimi vialami pri EM ni

bilo.

Na odprtih pogojih je s staliSc¢a stabilnosti PE najustreznejsi Avicel PH 101. Avicel
PH 105 pa se je prav tako kot pri zaprtih pogojih izkazal za neustreznega. V zvezi z
zaprtimi in odprtimi pogoji zaklju¢ujemo, da bi se pri pripravi formulacij PE z MCC

izogibali predvsem uporabi Avicela PH 105.

Za stabilizacijo EM v formulaciji bi na podlagi rezultatov testiranj na odprtih pogojih

izbrali Avicel PH 112, izogibali pa bi se uporabi Avicela PH 200 in PH 102.

V vecini primerov smo potrdili, da obstajajo razlike med razlicnimi vrstami MCC na
vpliv stabilnosti PE in EM. Med razli¢nimi serijami MCC iste vrste pa nismo opazili razlik

v stabilnosti PE in EM v binarni zmesi.
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Potrdili smo, da je PE bistveno manj stabilen kot EM. Poleg tega pa smo pokazali, da
so s funkcionalnostjo povezane lastnosti MCC (FRC) lahko poleg splosnega vpliva na
tehnoloske procese pomembne tudi za samo stabilnost in s tem kakovost kon¢nega izdelka

do roka uporabnosti.

S prakti¢nim primerom smo pokazali smiselnost testiranja binarnih mesanic, kjer se
osredoto¢imo samo na vpliv ene komponente. V nasprotju s testiranjem formulacije, ki ima
vecje Stevilo komponent (pomoznih snovi), lahko prej najdemo vzrok za neustrezno

stabilnost.

Dokazali smo tudi, da ne moremo posplosevati rezultatov vpliva ene vrste MCC na
stabilnost obeh ucinkovin, pa ¢eprav imata uc¢inkovini zelo podobno strukturo in pripadata

isti farmakoloski skupini uc¢inkovin.
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