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1 POVZETEK

Po zauZitju je farmacevtska oblika izpostavljena razlicnim vplivom v Zelodcu. Za Zelodec je v
stanju na teSce znacilen zelo kisel pH s populacijskimi vrednostmi 1 — 3 z izjemami pod in
nad tem obmoc¢jem. Na kislost Zelodca vplivajo razliéni dejavniki, znacilen je vpliv
cirkadianega ritma, kar povzroCi intraindividualno variabilnost. Tudi ostale lastnosti
Zelod¢nega soka, kot so ionska moc, lahko pomembno vplivajo na sproscanje u¢inkovine iz
farmacevtske oblike. Ravno tako je Cas praznjenja Zelodca pomemben proces, ki lahko vpliva
na plazemske koncentracije u¢inkovine. Praznjenje tablet iz Zelodca na teS¢e je odvisno od

faze MMC; Cas obsega obmocje od nekaj minut do 2 ali vec ur.

Proucevana farmacevtska oblika je bila Voltaren® retard filmsko obloZene tablete s
podaljSanim spro$¢anjem 100 mg z ucinkovino natrijev diklofenakat. Zanimali so nas vplivi
na sproscanje ucinkovine, ki je ena od predstavnic ucinkovin z od pH odvisno topnostjo in
hitrostjo raztapljanja. Variabilnost vrednosti pH ter razli¢nega ¢asa zadrzevanja v kombinaciji
s Se ostalimi pogoji v Zelodcu bi se lahko odrazala v razli¢nih profilih sproS¢anja. Posledicno
lahko na podlagi podatka o dobri permeabilnosti u¢inkovine predvidevamo, da bi se te razlike

odrazale v razlicnih plazemskih koncentracijah.

FizioloSke pogoje Zelodca smo simulirali na aparatu USP 2. Izbrali smo Sest razli¢énih pH
vrednosti v obmocju od 1-3 ter pet Casov zadrZzevanja v kislih medijih (10-200 min). Pri ¢asu
120 minut smo preizkusali tudi vplive spremenjene ionske moci Zelodénega medija. Za profile
smo izracunali Cas, pri katerem se sprosti 50% ucinkovine ter na podlagi te vrednosti sklepali
o vplivih razli¢nih vrednosti pH ter Casov. Profile spros¢anja, ki so bili osnova za primerjavo
vpliva razli¢nih ionskih moc€i, pa smo ovrednotili z izracuni faktorjev razli¢nosti in

podobnosti (f1, f2).

Rezultati naSega dela kaZejo, da sta vpliva Casa zadrZevanja v kislem mediju ter pH vrednosti
tega medija pomembna za sproSCanje natrijevega diklofenakata iz Voltaren® tablet. 1z
podatkov o t(50%) v odvisnosti od ¢asa in pH opazimo, da obstaja osrednje obmocje pH
vrednosti (nad 1 in pod 3), kjer je t(50%) le malo spremenjen ter obmocje skrajnih vrednosti
pH (okoli 1 in okoli 3), kjer vrednost t(50%) pada hitreje glede na manjSe spremembe v pH

vrednosti. Slednje je najbolj izrazeno pri hitrem prehodu kislega medija (10 minut). Na



podlagi vsakega izmed dobljenih profilov lahko napovemo in vivo profile spros€anja, ki
veljajo za posameznika. 1z povpre¢nih profilov smo na koncu izracunali uteZeni povprecni
profil sproS¢anja, ki pa predstavlja povprecni profil sproS€anja za populacijo, ne pa za
konkretnega posameznika. Ob predpostavki dobre permeabilnosti ucinkovine utezeni
povprecni profili predstavljajo osnovo za predvidevanje povprecnih plazemskih profilov za

skupino prostovoljcev.

Za preiskovane vrednosti ionske moci nismo dokazali vpliva na proces sproscanja u¢inkovine

iz tablete.

Dejstvo je, da je treba poskuse sproS€anja ucinkovine, kjer je sproScanje odvisno od pH,

nacrtovati pri razli¢nih ¢asih zadrzevanja ter razlicnih pH vrednostih Zelod¢nega soka.



2 SEZNAM OKRAJSAV

LES = spodnji poziralnikov zazemek (lower esophageal sphincter)

pH = potenca vodikovih ionov (pondus hydrogenii; negativni dekadicni logaritem molarne
koncentracije vodikovih ionov)

pKa = negativni desetiski logaritem disociacijske konstante

MMC = migracijski motori¢ni kompleks / migrirajo¢i mioelektri¢ni kompleks
GIT = gastrointestinalni trakt

ISFET = ionsko obcutljiva elektroda s FET ojacevalnikom

BCS = biofarmacevtski klasifikacijski sistem

GERB = gastroezofagealna refluksna bolezen

IA = integrirana kislost (integrated acidity)

BIA = bazalna integrirana kislost

USP = AmeriSka farmakopeja (The United States Pharmacopoeia)

PAS = povrSinsko aktivne snovi

u = ionska mo¢

ZM = umetni Zelod&ni medij

CM = umetni &revesni medij

t(50%) = Cas, ki je potreben, da se iz tablete sprosti 50% ucinkovine

SD = standardna deviacija



3 UVOD

Tableta, ki jo apliciramo peroralno, anatomsko gledano hitro doseZe Zelodec in je v prvi vrsti
najprej izpostavljena pogojem v Zelodcu — prebavnim sokovom, njihovi kislosti, sestavi,
ionski moci ter mehanskim obremenitvam. Vsebina Zelodca se nato izprazni v tanko crevo,
tableta s prehodom piloricnega sfinktra zamenja okolje. Novi mediji predstavljajo nove
koncentracije soli in ionov; celotno okolje pa bolj ali manj vpliva na sproS¢anje ucinkovine iz

farmacevtske oblike in na njeno kasnejSo absorpcijo.

3.1 Anatomija in fiziologija Zelodca ¢loveka

Zelodec sluzi za skladiienje zauZite hrane, so¢asno pa z izlo¢anjem kisline in encimov
omogoca njeno zacetno razgradnjo. SproS€anje Zelod¢nih prebavnih sokov poteka preko
razli¢nih Zelod¢nih refleksnih krogov.

tekocCine, miSi¢nega tonusa, starosti in konstitucije telesa. Povprecna prostornina je priblizno
1600 cm®. Anatomsko ga delimo na svod (fundus), telo (korpus), votlino (antrum). Konca se z
vratarjem (pilorusom). Sti¢iS¢e med poziralnikom in Zelodcem oznacuje kardija (Zelod¢no
ustje). Nad njo leZi tudi spodnji poZiralnikov zaZemek (LES). Zelodec ima dve ploskvi, ki se
stikata ob krivinah — leva krivina je daljSa in jo imenujemo velika krivina, desna pa je krajsa,

imenovana tudi mala krivina [1]. Shemo Zelodca prikazuje slika 1.

seiaaiing
uslhe /
Kardia

\rakar / ’;7 ‘?’""‘ 7
oiorus 4 flwn i

Slika 1: Anatomija Zelodca [3]
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Stena Zelodca je sestavljena iz Stirih plasti:

!

serozno plast tvori peritonej, ki se na mali in veliki krivini nadaljuje v veliko in malo
peco,

~ miSi¢no plast, ki ima tri sloje, z vzdolZno, kroZno in posevno potekajo¢imi vlakni,

~ submukozno plast, sestavljeno iz rahlega veziva in

~ sluznico Zelodca (mukozo), ki je nagubana v vzdolZne gube.

Zleze Zelodéne sluznice so kardialne (leZijo okoli kardije ter izloGajo sluz), fundiéne (v
fundusu in korpusu izlo¢ajo pepsinogen, kislino, vodo in sluz) ter antralne (izlo¢ajo sluz in
hormon gastrin). Antralni del je hormonski del Zelodca, sluznica tu izlo¢a Se kloridne,
natrijeve in kalijeve ione ter intrinziéni faktor. Zelodec oZivéujejo parasimpati¢na nitja vagusa
in simpati¢no nitje, ki prevaja tudi bole¢ino. Prehranjujeta ga dve arteriji, Zelod¢ne vene se

izlivajo v portalno veno [5].

3.1.1 Nastanek zelod¢ne kisline

Sposobnost Zelodca proizvajati HCl je neposredno odvisna od Stevila parietalnih celic v
sluznici. Ob stimulaciji z acetilholinom, gastrinom ali histaminom v fizioloSkih razmerah
nastaja kislina, ki se izloCa skozi kanale v membrani parietalne celice, ki imajo neposredni

izhod v Zelod¢éno votlino [4].

Vnos hrane v ustno votlino povzro¢i na membrani parietalne celice Stevilne spremembe. Na
plazemski membrani, ki je obrnjena proti Zelod¢ni svetlini, se pove€a Stevilo integralnih
membranskih proteinov protonske Crpalke in kalijevih ter kloridnih kanalckov. IzloCanje
kisline je pogojeno s hidrolizo molekul adenozin-trifosfata (ATP) - energija je potrebna za
aktivni transport H® v svetlino Zelodca v zameno za K'. Delovanje H'/K'-ATP-aze je
pogojeno tudi s prisotnostjo Mg".

Proton nastane pod vplivom encima karbonske anhidraze. Ta encim katalizira pretvorbo dveh
molekul vode ter ene molekule CO, v hidrogenkarbonatne ione (HCO53") in H'. Slednji se v
svetlino ¢rpajo aktivno, osmozni gradient povzroci tudi izloanje vode. Kloridni ioni se z

aktivnim transportom izlo¢ajo skozi kanalcke. Shemo nastanka kisline prikazuje slika 2.

10
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Slika 2: Shema parietalne celice in prehod ionov [6]

Homeostazo kislosti omogocajo razli€ni nevroloski in humuralni prenaSalci drazljajev s
sinergisticnim delovanjem preko svojih receptorjev (receptorji zanje se nahajajo na
bazolateralni povrSini plazemske membrane parietalnih celic):
~ Acetilholin: izloCanje je pod vplivom parasimpatika, veZe se na muskarinske
receptorje, sproZilni dejavnik je okus in vonj hrane.
~ Gastrin: sproscajo ga G-celice, veze se na holecistokininski receptor na parietalni
celici, sprozilni dejavniki so raztezanje stene zZelodca, dvig pH vrednosti Zelod¢ne
vsebine zaradi prisotnosti hrane ter prisotnost aminokislin v Zelod¢ni vsebini
~ Histamin: spro$¢a se iz enterokromafinih celic lamine proprie v steni telesa Zelodca
in se veze na histaminske H, receptorje, sproZilni dejavnik sta gastrin in acetilholin.
V homeostazo kislosti je vklju¢en tudi mehanizem negativne povratne zanke, saj zniZanje pH
Zelodénega soka pod vrednost 2 zavre izloCanje gastrina. Med ostale fizioloSke zaviralce

spadajo Se prostaglandin E,, sekretin in somatostatin (iz D celic v Zelod¢ni steni).

Izlo¢anje kisline poteka v treh fazah:
~ Cefali¢na faza: preko parasimpatika se izlo¢i 10-15% kisline zaradi pogleda na
hrano, vonja, okusa, Zve€enja in poZiranja.
~ Gastri¢na faza: poteka preko lokalnih zZelod¢nih regulacijskih sistemov, zZivénih
refleksov in humuralnega delovanja hormonov. V tej fazi se zaradi prisotnosti hrane
v Zelodcu izloci ve€ kot 70% celotne koli¢ine Zelod¢nega soka.

~ Intestinalna faza: zadnja, pripomore k izlocanju priblizno 5% Zelod¢nega medija in jo

pogojuje prehod vsebine v dvanajstnik (mehanoreceptorji, kemoreceptorji).

Celice, ki izlocajo mucin, so najStevil¢nejse celice epitelija. S hidorgenkarbonatom obogatena
protektivna sluz (95% vode in 5% glikoproteinov) je nevtralna (pH 6,8-7) in v obliki gela.
Prekriva celotno sluznico in jo $¢iti pred Zelod¢no kislino in pepsinom [1,4,5,6].

11



3.2 Metode merjenja intraluminalnega pH Zelodca ¢loveka

Za raziskovanje pH vrednosti GIT so bile razvite Stevilne tehnike merjenja fizioloskih in
nefizioloSkih koncentracij kisline v Zelodcu. V zacetku so bile metode preiskovancu bolj
neprijazne, razvoj je potekal v smeri vse manjSih naprav in natancnejSih tehnik. Postopek
merjenja mora imeti ¢im manjsi vpliv na merjeni pH. Pregled metod smo glede na objave

razdelili v dve skupini: intubacijske ter neintubacijske tehnike.

3.2.1 Intubacijske tehnike

Intubacijske tehnike so enostavne za izvedbo, vendar imajo mnogo omejitev in v nekaj
Studijah je bilo dokazano, da ne odrazajo dejanskega stanja. Obstajata dva nacina intubacij:
nazogastralne in orogastralne. Slednje uporabljajo redko, ker so cevi SirSe in zelo neprijetne.
Nazogastralne pa so bile neko¢ ena od bolj uporabljanih tehnik merjenja pH Zelodca. Tehnik
je ve€ vrst: enocevne in dvocevne. Dvocevne so uporabljene pri popolni izpraznitvi tekoCine
iz Zelodca (predvsem pri Studijah, kjer je merjen tudi volumen tekocine v Zelodcu) [7,8].

Postopek intubacijske tehnike je Siroko uporabljan, oviro za raziskovalce pa predstavlja pojav
z intubacijo povzrocene hipersalivacije; vstavljena cevka lahko med drugim oslabi delovanje

ezofagealnega sfinktra, povzroci reflux tekoCine ter laZzno zniza ali zviSa pH Zelodca [8,9,10].

3.2.1.1 Aspiracijska tehnika

Aspiracija je prva opisana tehnika merjenja zelod¢nega pH-ja (leto 1871) [11]. Tehnike dela
so se skozi razvoj metode spreminjale, princip pa je v osnovi enak. Po lokalni anesteziji
zgornjega poZziralnika namestitev cevi na Zeleno mesto v Zelodcu poteka s pomocjo
fluoroskopije. Aspiracijo izvedejo pod manjSim pritiskom ro¢no ali z brizgo (40 do 60 mm
Hg). Ker lahko prihaja do lokalnih iritacij Zelodca in izloCanja izcedka iz iritiranega predela

(drenaze), se cevke ponavadi namesti v najve¢jo mozno oddaljenost od sten zZelodca [7,12].

3.2.1.2 Dializne vrecke

V destilirani vodi, s katero je prvotno napolnjena dializna vrecka, se zaradi koncentracijskega
gradienta v Zelodcu poveca vsebnost vodikovih ionov, ki prehajajo skozi polprepustno
membrano. Vzorec pridobimo preko povezovalne vrecke ter v njem dolo¢imo pH. Metoda ne
zazna hitrih sprememb v Zelodénem pH, zato je primerna za doloCanje zgolj povprecne
vrednosti. Poleg tega dializne vre¢ke povzrocijo dodano mehansko obremenitev za Zelodec,

kar lahko spremeni MMC cikel ter se to posledi¢no odraZa v kislosti Zelodca [8,13].
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3.2.1.3 Elektrode

Zelo pogosto se za doloCitev pH Zelodca in poZiralnika uporabljajo elektrode. Tehnika
merjenja z elektrodami vedno uporablja dve elektrodi: indikatorsko ter referencno. Elektrodi
sta v novejSih oblikah zdruzeni v eno telo. Sonde za elektrode so lahko steklene,
monokristaliniéne antimonove, plasticne, membranske in ionsko obcutljive elektrode s FET
ojacevalnikom (ion sensitive field effect transistor, ISFET). V klini¢ni praksi se priporoca
bipolarne steklene z notranjo referenco, ker so tocne, zanesljive in stabilne pri tako
ekstremnih pogojih, kot jih lahko predstavlja Zelodec. Za vse elektrode pa velja, da je pred

uporabo potrebna umeritev v pufrih s pH 1 in 7 [14,15].

Elektrodo vstavijo skozi nosno votlino tako, da konica elektrode sega 5 cm [16] ali 10 cm [17]
pod spodnji sfinkter poziralnika, lahko pa tudi niZje. Mesto namestitve dolocijo s pomocjo
fluoroskopije ali pa manometri¢no (pri kombiniranih katetrih, s katerimi poleg pH merijo tudi
motiliteto). Elektroda je povezana z napravo za odcitavanje pH vrednosti na 4 do 6 sekund.

Metoda je primerna tudi za 24-urno merjenje [9].

Ze od pojava steklenih elektrod poltretje desetletje nazaj se je pojavljalo vpraSanje, ali
rezultati s stekleno elektrodo merjenega pH dobro korelirajo z vrednostmi, ki so dobljene ex
vivo, to je z aspiracijo. Studija Fischerja in sodelavcev [18] navaja, da je korelacija $ibka in je
potrebno rezultate pH elektrod obravnavati z zadrzkom. Aspiracijske metode podajajo visje
vrednosti. Ena izmed moZnih razlag obravnava ve&jo koncentracijo karbonata (COs>) v
Zelodcu kot v laboratorijskih pogojih in posledi¢no imajo aspirati viSje vrednosti pH.
Omenjena Studija pa je dokazala, da se znotraj razlicnih obmocij Zelodca nahajajo razli¢ni
pH-ji. Tako je potrebno za celotno podobo vrednosti Zelodénega pH uporabiti ve¢ kot eno

elektrodo [18]. Za veckanalno merjenje se uporabljata antimonova ali ISFET elektroda [19].

Danes se intubacijske tehnike opus¢ajo. Studija Changa in sodelavcev [21] primerja izvedbo
ter natan¢nost merjenja z elektrodami ter z Bravo® kapsulo. Zakljucki te Studije pravijo, da
pH elektrode lahko uspesno nadomestimo z radiotelemetri¢nimi kapsulami, ki prinasajo vecje
sodelovanje pacientov, stabilnost v kislem in se prav tako kakor elektrode lahko fiksirajo na

ustrezno mesto v zZelodcu.
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3.2.2 Neintubacijske tehnike

3.2.2.1 Radiotelemetri¢ne kapsule

Razvoj radiotelemetri¢ne tehnologije je v zadnjih 15 letih omogocil boljsi pogled v in vivo pH
pogoje v zelodcu ter ostalem prebavnem traktu, ¢e kapsula ni pripeta na dolo¢eno mesto. V
tem primeru se kapsula iz ¢revesja po 1 do 5 dneh izlo¢i z blatom, v primeru namestitve na

tocno dolo€eno mesto v prebavnem traktu pa jo odstranijo s pomocjo endoskopije [22,23].

Radiotelemetricno kapsulo sestavljata referencna in indikatorska elektroda (merjenje in
oddajanje podatkov o pH okolja) ter baterija in radiofrekven¢ni oddajnik. Elektrodi sta loCeni
s polprepustno membrano. Indikatorska elektroda je po vecini antimonova, v nekaterih
primerih tudi steklena, in je v stiku s tekoCino. Notranja elektroda vsebuje AgCl. Sprememba
pH okolja povzro¢i potencialno razliko med elektrodama, le-ta pa dolo¢i frekvenco prenosa
radijskega oddajnika. Signali potujejo s frekvenco 6-60/s [22]. Lokacijo kapsule dolocijo s
fluoroskopijo ali dolocitvijo cone maksimalnega signala (manj natan¢no) [24,25]. Slika 3

prikazuje znacilen pH-gram.
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Slika 3: Graf z Bravo® kapsulo merjenega Zelodénega pH.
Oznake d3 - d7 pomenijo Stevilo dni merjenja [21].

Na trziscu je vec tipov radiotelemetri¢nih kapsul:

1. Bravo® kapsula omogoca merjenje pH, ki poteka dalj casa in na istem mestu v
prebavnem traktu. Najveckrat se uporablja za merjenje pH Zelodca in poZiralnika, meritve pa
je mogoce izvajati v katerem koli delu Zelodca ob ustrezni pritrditvi. Po kalibraciji kapsulo
vstavijo za Zeleno mesto v prebavnem sistemu s pomocjo predhodnega endoskopskega
pregleda skozi cevko, pravilno nastanitev pa potrdijo s pomocjo fluoroskopije ali
manometri¢no [23,26,27]. Kapsula ostane na mestu s pomoc¢jo vakuumskega pripoja ali
kovinske zaponke. Pripetje kapsule s pomocjo kovinske zaponke se je izkazalo za hiter in
ucinkovit postopek ter pomeni izboljSavo starejSemu, vakuumskemu prisesu kapsule.

Porocajo tudi o vecji obstojnosti fiksacije na steno Zelodca [21,26,28,33].
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2. Heidelbergova kapsula je po sestavi podobna Bravo® kapsuli ter je najmanjsSa
znana oblika radiotelemetri¢ne kapsule do danes (7.1mm x 15.4 mm). Ovojnica je narejena iz
poliakrilatov. Baterijo se aktivira tako, da se jo potopi v 0,9% raztopino NaCl, kar predstavlja
elektrolit za prenos elektronov iz cinkove elektrode na srebrovo. Po aktivaciji sledi kalibracija
ter aplikacija v prebavni trakt. Preiskovanec nosi okoli pasu oddajnik-prejemnik signalov, ki

radijske signale pretvori v digitalni pulz [14,29].

3. Biotelemetri¢cna kapsula (na primer SmartPill®) predstavlja obliko kapsule, ki
poleg pH lahko meri tudi pritisk, temperaturo in motiliteto (peristalticno gibanje Zelodca),
odvisno od tipa sistema, ki ga vsebuje. Sestavljena je iz: baterije, procesorja signalov, enote
napajanja, radiofrekven¢nega oddajnika, mikro senzorja, antene in zunanje obloge. Elektroda,
vstavljena v biotelemetricno kapsulo, je ISFET [22,24]. Slika 4 prikazuje zgradbo

biotelemetri¢ne kapsule.

senzar 73 lemperaiurg P senzor
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Slika 4: Shema SmartPill® biotelemetri¢ne kapsule [30].

Kljub Stevilnim prednostim radiotelemetri¢nih kapsul naletimo na nekaj slabosti. V literaturi
je opisana nezmoZnost nekaterih pacientov, da kapsulo pogoltnejo ali pa se le-te pojavijo pri
transnazalni namestitvi (preiskovance namestitev kapsule moti, ¢utijo pekoco bolecino v prsih
ali nezazelen obcutek tujka v poZziralniku, moznost je tudi perforacija poziralnika). Pri nekaj
primerih pacientov so ugotovili tudi napacno namestitev kapsule oz. je ta nenacrtovano
zapustila primarno mesto in zdrsnila naprej po prebavilih z ostalo vsebino, v enem primeru pa

je pacient kapsulo aspiriral [31].
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V primeru izvajanja endoskopij obstajajo tudi kapsule, ki delujejo na podlagi brezbaterijskega
izvajanja endoskopije s pomocjo usmerjanja z magnetnega polja. V teh kapsulah je tudi
majhen prazen del z negativnim podtlakom, ki s pomo¢jo navigacijske naprave na to¢no

dolo¢enem delu GIT vzor¢i fiziolosko tekocino [32].

Pri steklenih in ISFET pH elektrodah se pojavlja problem spominskega efekta. Predvsem pri
prehodih kapsul iz enega dela GIT v naslednjega, si pH senzor "zapomni" vrednosti prejSnje
lokacije. Razlog se skriva v difuziji ionov, ko se ioni prejSnje pozicije ne odstranijo dovolj
hitro zaradi bolj ali manj slabse prepustnosti membrane (ta efekt se najbolj izraza pri steklenih
elektrodah) [14]. Februarja letos je bil objavljen patent pH metra, ki predstavlja naslednjo
stopnjo razvoja kapsul za merjenje pH v GIT, saj kapsula meri pH vrednosti teko€ine na
podlagi magnetnega polja. Sprememba v lastnosti tekoCine se kaze v spremembi signala
tuljave, na podlagi umeritev ter referencne tuljave pa nato s pomocjo transformacij izracunajo

pH vrednost v realnem Casu [14].

3.2.2.2 Kemic¢ne metode

Zadnja skupina testov, kemicni testi, je bila razvita zgolj zaradi potreb po detekciji
prisotnosti/odsotnosti Zelod¢ne kisline. Testi so indirektni in so uporabni pri detekciji
hipoklorhidrije ali priblizni oceni koli¢ine Zelod¢ne kisline, ne pa pri podajanju kvantitativnih
vrednosti ter so zato zelo omejenega pomena [8].

Metode so:

~ Uporaba kationskih smol: klorovodikova kislina povzroci disosciacijo kationa iz

smole, po absorpciji se izlo¢i v urin.
~ Dihalni testi: po zauZitju pripravka magnezijeve kovine pride do reakcije s kislino v

Zelodcu, nastane plin, ki ga merijo pri izdihu [7].

16



3.3 Intraluminalni pH Zelodca ¢loveka v stanju na tesce

Preiskovanje vpliva GIT na farmacevtske oblike je pomemben aspekt pri zasnovanju novih
zdravil pri originatorskih ter generi¢nih zdravilih. Podlaga za laboratorijske Studije, ki so
pomembne pri pridobitvi dovoljenja za promet z zdravilom, mora biti zelo dobro poznavanje
fizioloSkih pogojev prebavnega trakta, da lahko tudi v €aSi za sproscanje pripravimo ¢im
boljSe priblizke in vivo pogojev. pH je eden izmed glavnih vplivov ter je poleg ostalih

karakteristik fizioloskih medijev pomembna tar¢a proucevanja [34,35].

Gastroezofagealna refluksna bolezen (GERB) je ena od vodilnih kroni¢nih bolezni odraslih
ljudi v ZDA in Evropi [36,37]. Ker je zaviranje izlo€anja kisline najbolj razSirjen pristop k
zdravljenju bolezni (z zaviralci protonske ¢rpalke ali H, antagonisti), je na podlagi teh zdravil
narejenih veliko Studij ter meritev pH Zelodca: njihova efektivnost, ucinki, vpliv genotipov
citokromov P450 itd. Poleg tega je v razvoju nekaj moznih potencialnih na¢inov zdravljenja,
raziskave vpliva fizioloSkih molekul (bombesina, gastrina) na izloCanje kisline, okuzbe z
bakterijo Helicobacter pylori, vplivi preoperativne kislosti Zelodca na moZne zaplete pri
operacijskih postopkih ... Merjenje kislosti Zelodca zaradi vrednosti samih je sode¢ na
literaturne vire skoraj povsem zamrlo; vse od merjenj v 80. in 90. letih prejSnjega stoletja se
baza podatkov nadgrajuje s placebo paralelami opisanih Studij. Na podlagi teh smo naredili
preglednico (tabela 1), ki zajema Studije, v literaturi opisane izklju¢no od leta 2000 naprej.

Ostale so pregledno zbrane v diplomskem delu Nine Brvar [85].
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3.3.1 Nacini podajanja pH vrednosti zelodca

Zelod¢ni pH je v Studijah zapisan na razli¢ne nacine:

~ aritmeti¢na sredina pH vrednosti (z / brez standardne deviacije): moZni so
izraCuni po dveh postopkih. Prvi uporablja linearno obdelavo logaritemskih vrednosti (delitev
vsote pH vrednosti s Stevilom podatkov) ter drugi, ki aritmeticno sredino izracuna iz
aktivnosti / koncentracije vodikovih ionov, pretvorjenih nazaj v pH enote. Slednje ima vecjo
fizioloSko vrednost; poleg tega pa je izraCun z upoStevanjem aktivnostnega koeficienta bolj
pravilen. V S§tudiji Gardnerja in sodelavcev [38] namre¢ pojasnjujejo, da z elektrodami
izmerjene vrednosti pH, ki upostevajo, da je pH negativni desetiski logaritem "koncentracije"
vodikovih ionov, niso popolnoma pravilne. pH elektrode namre¢ ne merijo koncentracije
vodikovih ionov, temve¢ njihovo "aktivnost". Studija se sklicuje na starej$e ugotovitve, da pri
visokih koncentracijah vodikovih ionov v Zelod¢nem soku pride do signifikantnega odklona
od idealnega obnasanja raztopine (t.i. idealne / razredCene raztopine), za katero velja, da sta
aktivnost in koncentracija enaki. V primeru neidealne raztopine pa je potrebno upoStevati
korekcijski faktor, to je aktivnostni koeficient. Problemu doloCanja aktivnosti so se v
nekaterih Studijah [38,39] izognili tako, da so elektrode predhodno umerili v posebnih pufrih,
v katerih s polielektroliti naravnajo vrednosti tako, da so koncentracijske vrednosti odraz

pravih vrednosti z upoStevanim korekcijskim faktorjem.

~ mediana, ki predstavlja sredi§¢no vrednost, neobcutljivo na ekstremne
vrednosti in spremembe posameznih vrednosti ter se pri proucevanju nekega bioloskega
pojava velikokrat uporablja, ker so vrednosti ponavadi nesimetricno porazdeljene; ter
kvartili, ki so obmo¢ja, ki vsebujejo enake deleze pH enot, urejenih po velikosti ter se

pogosto uporabljajo skupaj z mediano pri podajanju nesimetri¢no porazdeljenih podatkov.

~ obmogdje, kjer so predstavljene skrajne vrednosti.
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3.3.2 Porocane vrednosti Zzelodénega pH v stanju na tesce

Tabela 1 prikazuje pregledno zbrane ¢lanke, napisane po letu 2000, ki vsebujejo podatke o

merjenih pH vrednostih Zelodca. Preglednica je razporeja Studije glede na obdobje objave.

Zelodéni pH je podan na razli¢ne nadine, kjer podatkov ni, smo vstavili znak -.

Tabela 1. pH v Zelodcu v stanju na teS¢e. Aritmeti¢na sredina (standardna deviacija), mediana
(interkvartilno obmocje) in/ali obmocje Zelodénega pH v stanju na tesce, izmerjeni z aspiracijsko tehniko,
elektrodami ali radiotelemetri¢nimi kapsulami na zdravih prostovoljcih. V prvi koloni je zapisano leto
izdaje publikacije ter referenca (glede na Vire in Literaturo diplomske naloge).

leto/ N spol star. metoda polozaj v cas Ar.sr. mediana obmo&
ref. M/Z [leta] merjenja Zelodcu [h] (SD) T0) :
2 Lo | sis | 1865 | RTK-SmP razl. 3| 19203 i i
20097 sy | sa0 | 1875 Ele-St kardija, - - 1.5 1.1-1.9
41 korpus
1.97
2008/ 272 | RTK-BrC razl. - - (122) -
10 8/2
21 +5.8 Ele-St | 1.84
e- razl. - - (0.14) -
2007/ zgornji 0.8-2.1
26 ! i i RTK-BrC korpus i i i >
2007/ 34.3
12 42 23/19 4131 AspT razl. - 1.7£0.5 - -
2007/ . 0.6-1.9
1 10 7/3 25-53 Ele-Sb(2) kardija - - - >
42807/ 12 9/3 21-58 Ele-Sb(2) razl. - 1.8 - -
2007/ antrum,
44 8 6/2 23-32 Ele-St(2) Korpus - - - 1.17-1.93
2007/ 35.0
45 20 9/11 +104 AspT razl. - 2.2+0.6 - 1.29-3.59
5206/ 20 16/4 20-32 AspT antrum 0,33 1.7 - 1.23-7.36
2006/ 0.8-1.1
46 4 1/3 20-38 AspT razl. 1 - > -
2206/ 6 | 60 | 2332 Ele-St korpus | 0,25 1.4 i 1'1;2'4
2006/ kardija,
43 10 4/6 24-51 Ele-Sb(1) Korpus - - 1.9 -
2006/ 30.9 0.6-24
23 8 71 163 RTK-BrC korpus 2 1.25 - >
| i i ’ i i 0.8;1.5
2005/ .
27 RTK-BrC kardija <4:84% t
9 6/3 22-54 24 - (78.5 - -
88.8) A
kardija
’ 1.5£0.2 - -
2 Lo | e | BY | Eleshay ko I
- OTpus, 1.3£0.2 - -
antrum
2005/ .
39.9 kardija,
49 59 0/59 £ 100 AspT Korpus - 3.0+1.8 - 1.3-7.3
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leto/

spol

star.

metoda

polozaj v

cas

Ar.sr.

mediana

ref. N M/Z. [leta] merjenja Zelodcu [h] (SD) do) obmot.
2005/ 33.0
- 10 | 64 J5o | Eesw) razl. 1 - - 1.2-2.6
o fundus 1.1+0.4
51 10 B B Ele-St(4) korpus 1 1.2+0.3
antrum 1.3£0.3
2003/ 1.0-1.7
39 1 - - Ele-Sb(3) korpus 1 > - -
k 1 1.320.1 - -
2003/ 19 | qo9 | 2548 | Ele-Sb(3) otpus
13 antrum 1 1.5+0.1 - -
20 126 | 1610 | 1953 | Elesh@) Korpus . 2 - -
5202/ 23 | 12/11 | 1843 | Ele-Sb(1) korpus 2 - 0'9:'2 ;
220 | as | 2025 | ssuis AspT razl. - | 21213 i 0.7-7.6
2002/ 2.040.6
4 30 16/14 45+11 Ele-Sb(1) korpus 2 2.12+0.8 - -
0V 10| 100 | 2048 | Blest) | korpus . . 1.2 1.0-1.5
20001714 5/5 18-51 | Ele-Sb(2) kardija, - - 1.4 0.7-1.9
56 korpus
<4 za
fundus
2001/ ’ 95.6%
57 35 24/11 18-68 Ele-Sb(2) l;gg)uli, - - - oseb (94.1-
u 97.1) A
2001/ | 59 | 13146 | 37-59 - - - (1 éﬁg 3) -
58 AspT 20
27 | 13114 | 34-66 - - - (1.7-4.0) -
2001/ 6 4/2 24-38 korpus - 2.1 1.4-2.5
59 5 41 2224 Ele-St korpus ; - 1.7 1333
4 3/1 21-28 korpus - 1.7 1.4-2.7
2800/ 30 | 1416 | 5112 AspT razl. ] 2.0+1.0 - 0.7-4.6
2200/ 18 13/5 - AspT antrum - 2.8+1.1 - 1.9-4.7
2200/ 7 70 | 2548 | Ele-Sb(2) korpus 1 - 170z.1.6 | 1226
2(1)00/ 35 | 2877 | 4125 | Ele-St2) korpus 1 1.8£0.5 ] ]

Leto/ref. — leto izdaje ¢lanka ter referenca glede na poglavje Viri in Literatura diplomske naloge; N — $tevilo
zdravih prostovoljcev (Stevilo za analizo ustreznih meritev); M — moski, Y Zenske; star. — starost [leta],
podana kot aritmeti¢na sredina + standardna deviacija ali obmocje; RTK - radiotelemetri¢na kapsula (SmP -
SmartPill®, BrC — Bravo kapsula); Ele — elektroda (St — steklena, Sb — antimonova; (1/2/3/4) - Stevilo
uporabljenih elektrod na katetru); AspT - aspiracijska tehnika; Ar.Sr(SD) — aritmeti¢na sredina s standardno
deviacijo; I0 — ob mediani so ponekod podane vrednosti interkvartilnega obmocja; obmo¢. — obmocje vrednosti.
razl. — razlicno (obmocje merjenja v Zelodcu); P - podatki so od¢itani iz pH-grafov; A - odstotek casa [h] ali
oseb [Stevilo], pri katerih so meritve vrednosti pod pH = 4 (pH = 4 je mejna vrednost za aktivacijo pepsinogena v
pepsin, pomembno pri GERB [64]); t — Cas [h].
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3.3.3 Meritve pH v razli¢nih podrocjih zelodca na tesce

Poroc¢ano je bilo, da imajo kardia, fundus, korpus in antrum vsak svoje znacilnosti in te se
odrazajo tudi v vrednosti pH [65]. V nekaterih porocilih, kjer so vrednosti spremljali z
namenom zdravljenja GERB priporo€ajo, da se meritve izvajajo v antrumu [66], druge Studije
pa kazejo zakljucke, da najboljsi odraz pH vrednosti dobimo z merjenjem v fundusu. Za
spremljanje z inhibitorji protonske Crpalke zdravljene GERB je namre¢ obc¢asno potrebno
periodno 24-urno ambulantno merjenje pH Zelodca. Podroc¢je, ki najbolje odraza dejansko

stanje kislosti, je bilo dolo¢eno z zornega kota spremljanja bolezni GERB.

Fackler in sodelavci [57] so proucevali, katero je tisto podrocje Zelodca, katerega meritve bi
podajale najboljs$i odraz kislosti Zelodca pri bolnikih. V prvem delu so izvedli 24-urno
merjenje s 4-kanalno pH elektrodo v podro¢jih ezofagusa, fundusa, korpusa in antruma. Za
optimalno podrocje se je izkazalo podrocje fundusa: namestitev sonde se je izkazala za
najmanj problematic¢no, poleg tega pa je bilo najmanj odstopanj v meritvah pri razli¢nih
poloZajih telesa. Fundus in korpus sta se izkazala za podrocji, kjer je pri 24-urnem merjenju s

standardiziranimi obroki najvecji odstotek ¢asa vsebina bolj kisla od pH 4 (> 90% casa).

Za drugi del Studije so izbrali podrocje fundusa in proucevali ponovljivost meritev med
dvema istocasno vstavljenima sondama — rezultati so bili nesignifikantno razli¢ni. Pri
meritvah v tretjem delu, kjer so Zeleli dobiti normalne vrednosti pH ter iz njih izracunati
odstotek casa, ko je v Zelodcu pH < 4. Povprecne vrednosti so bile 95.6£1.5%, podobne za
stojeci in leZeCi polozaj telesa, brez signifikantnih razlik v spolu, legi telesa ter z minimalnimi

razlikami glede na zauZite obroke.

V primeru 24-urnega merjenja je manj stresno za paciente, Ce niso omejeni na
'standardizirane' obroke; poleg tega slednji lahko odrazajo tudi umetno ustvarjene pogoje v
Zelodcu ter niso odraz dejanskega stanja. Nadalje pacienti niso omejeni na to¢no dolo¢ene ure
spanja (iz zakljuCka, da merjenje v razlicnih poloZajih telesa nima vpliva), poleg tega pa v
fundusu ni zaznaven vpliv alkalizacije Zelodca v no¢nem Casu, ki se pojavi zaradi refluksa iz
dvanajstnika. Najbolj primerna lokacija za 24-urno ambulantno merjenje s sondo pri

spremljanju GERB je torej podrocje fundusa.
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3.3.4 Vpliv spola in starosti na zelod¢ni pH v stanju na tesce

O vplivu starosti in spola na Zelod¢ni pH se v Clankih, izdanih po letu 2000, pojavi en
pregledni ¢lanek, v katerem Shih in sodelavci [39] z retrospektivno Studijo poizkuSajo potrditi
ali ovreci zakljuCke predhodnih Studij. Te so zakljucile, da se s starostjo izloCanje kisline v
Zelodcu postopno zmanjSuje. Za osnovo novi Studiji so vzeli podatke, ki so bili merjeni na
zdravih prostovoljcih pri 24- urnih poskusih z metodo racunanja integrirane kislosti
(integrated acidity, IA). IA [mmol/l/h] je koncentracija kisline v doloCenem ¢asovnem
obdobju in posledicno ocena hitrosti nastanka ter izloCanja kisline v Zelodec. Bazalna
integrirana kislost (BIA) predstavlja integrirano kislost za stanje Zelodca na teS¢e. Rezultati so
pokazali, da prakticno ni razlik v BIA med skupinami moskih in Zensk ter v starostnih
skupinah. Ceprav IA ni popolnoma primerljiva z vrednostjo pH, lahko na podlagi prave
interpretacije rezultatov (ki zajemajo tudi podatke o tem, koliko se je izloCilo sline,
mukoznega bikarbonata, koliko je bilo refluksa iz duodenuma itd.) dobimo ocene za pH
vrednosti. V ¢lanku je zaradi 24-urnega merjenja podana aritmeti¢na sredina pH-ja, ki ni zgolj
pH praznega Zelodca, ampak tudi pH po jedi. Studija je bila retrospektivna, zato statusa
okuzbe s Helicobacter pylori niso mogli preverjati. OkuZzba s to bakterijo pa se je v prejSnjih
objavah [67] izkazala za pomembno, saj je bilo pri H.pylori pozitivnih prostovoljcih opaZeno

manjse izloCanje kisline. Clanek dopusc¢a tudi moznost vpliva rase, kar pa niso proucevali.

3.3.5 Vpliv faze MMC cikla na pH v zelodcu

Spremembe v izloCanju kisline v Zelodec glede na fazo MMC cikla so proucevali Jiarbur in
sodelavci [13]. Z merjenjem pH Zelodca in duodenuma (3 antimonove elektrode) so privzeli
ter dokazali predpostavke, da se znotraj faze II in II MMC cikla izloCanje kisline poveca, kar
pomeni v Zelodcu niZji pH, kasneje na prehodu v fazo IV oz. nazaj v fazo I pa se pH vsebine
Zelodca dvigne (za priblizno 2 pH enoti v antrumu ter nekoliko manj kot 1 enoto v korpusu)
zaradi refluksa hidrogenkarbonata iz duodenuma. V korpusu so tako znotraj faze III izmerili
pH 1.27+0.01, po fazi III pa se je pH povecal na 1.74+0.01. V tem cCasu se je povecal tudi
PCO, v antrumu, iz podatka o njegovi vrednosti so izraCunali Stevilo molov

hidrogenkarbonata, ki je pogojevala ta dvig (83.5+£19.9 umol).
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4 NAMEN DELA

V okviru eksperimentalnega dela diplomske naloge bomo poskuSali na aparatu USP 2
ponazoriti nekatere fizioloSke vplive medija v Zelodcu, ki vplivajo na sprosc¢anje ucinkovine
iz farmacevtske oblike. Teste sproS¢anja bomo izvajali na oblikah s podaljSanim sproScanjem

(Voltaren® retard filmsko obloZene tablete 100 mg) z u€inkovino natrijev diklofenakat.

Namen nasega dela je preiskovanje vpliva fizioloskih variabilnosti medija v Zelodcu (pH ter
ionska mo¢ medija) ter ¢asa prehoda Zelodca na sproScanje ucinkovine. V poskusih bomo
opazovali vpliv sprememb na profile spro§¢anja. Spremembe bomo opredelili z izraCunom
Casa, pri katerem se sprosti 50% ucinkovine. Iz posameznega profila spro§¢anja ob dolo¢enem
¢asu zadrZevanja v Zelodénem soku bomo lahko sklepali na in vivo profil za posameznika. Iz
povprecnih profilov spros€anja bomo izracunali uteZene populacijske profile sproscanja.
Slednji za konkretnega posameznika ne veljajo. Ob predpostavki dobre permeabilnosti

ucinkovine so lahko pomoc pri razlagi plazemskih profilov, ki veljajo za populacijo.

V zacetku se bomo odlocili za metodo dela testov sproscanja: izbrali bomo med metodo
zamenjave medija (metoda B) ter metodo dolivanja (metoda A). pH vrednosti medijev bomo
izbrali iz podatkov o populacijsko najbolj zastopanem obmocju pH vrednosti (1-3). Z
menjavo umetnega Zelodénega medija v umetni ¢revesni medij bomo laboratorijsko simulirali
prehod skozi pilori¢ni sfinkter ter potovanje oblike v jejunum. V sklopu prvega dela bo v
povezavi s spreminjanjem pH ovrednoten tudi vpliv Casa zadrZevanja oblike v kislem mediju
na profil sproi¢anja natrijevega diklofenakata iz tablet. Casi zadrZevanja bodo prav tako
izbrani glede na populacijsko najbolj zastopane vrednosti (10-200 minut) ter bodo osnova za
izraCun utezenega povprecnega profila sproS€anja ucinkovine pri doloCeni pH vrednosti
Zelodca. Iz vsakega od profilov bomo izracunali tudi Cas, ko se sprosti 50% natrijevega
diklofenakata ter na podlagi rezultatov sklepali o vplivu kislosti Zelodca ter ¢asa zadrZevanja

v zelodcu na absorpcijske profile, ki veljajo za ve€ino populacije.

V drugem sklopu poskusov bomo testirali in ovrednotili vpliv razli¢ne ionske moci pri enaki
pH vrednosti medija. S pomoc¢jo faktorjev fI in f2 bomo izracunali razli¢nost ali podobnost
profilov sproS$¢anja ter na podlagi rezultatov zakljucili, ali tudi spremembe ionske moci

medija znotraj fizioloSkih vrednosti pripomorejo k spremembam v profilih sproscanja.
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5 MATERIALIIN METODE

5.1 Materiali

5.1.1 Farmaceviske oblike

Za in vitro teste sproS€anja smo uporabili Voltaren® retard filmsko obloZene tablete s
podaljSanim spros¢anjem 100 mg (Pliva).
Zdravilna ucinkovina v tableti je natrijev diklofenakat, ostalo sestavo tablete pa prikazuje

slika 5.

i Sestava filmske obloge:

‘ ~  hipromeloza
~  polisorbat 80
~ smukec
~ titanov dioksid (E 171)
~  zelezov oksid (E 172)
~  makrogol 6000
~ saharoza

| i Pomozne snovi v jedru tablete:
L ~  brezvoden koloidni silicijev
E dioksid

: —— / ~  cetilalkohol

eeeeeeeeeeeme e ~ magnezijev stearat

H ~ povidon

~ saharoza

Slika 5. Skica Voltaren® retard tablete s sestavo filmske obloge in pomoznih snovi v jedru tablete [83].

5.1.1.1 Lastnosti u¢inkovine [70]

~ pKa=3.8 (T =25°C)
~ Topnost natrijeve soli diklofenaka v medijih z razlicnim pH-jih prikazuje tabela 2.

Tabela 2: Topnost natrijeve soli diklofenaka v medijih, relevantnih za nase delo [70].

pH medij topnost [mg/mL] pri 232 °C
1,0 0,1 M HCI 0,0012

2,0 0,01 M HCI 0,0017

3,0 0,001 M HCI 0,28

6,8 fosfatni pufer (0,05 mM PO,*) 0,67

~ BCSrazred =2
~ logP=14pripH=6,81nlogP=1,1 pripH=7,4

~  Permeabilnost = 20,2 x 10 cm/s pri in-vitro testiranju.
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5.1.2 Snovi, ki smo jih uporabljali pri delu

l

5.1.3

l

natrijev diklofenakat, 99%, Sigma, Kitajska

natrijev hidroksid, Titrisol® za pripravo c(NaOH) = 1 M, Merck KGaA, Darmstadt,
Nemcija

klorovodikova kislina (37% HCI), Titristol® za pripravo c(HCI) = 1 M, Merck
KGaA, Darmstadt, Nemcija

kalijev dihidrogenfosfat, p.a., Merck KGaA, Darmstadt, Nemcija

trinatrijev fosfat dodekahidrat, Merck KGaA, Darmstadt, Nemcija

dinatrijev fosfat, Merck KGaA, Darmstadt, Nemcija

koncentriran etanol, Ph.Eur. 5th (96% etanol), Kefolab, Ljubljana, Slovenija
puferska raztopina pH = 7,00 (£0,02; 20°C) (fosfat), Kefolab, Ljubljana, Slovenija
puferska raztopina pH = 1,00 (£0,02; 20°C) (glicin/klorovodikova kislina), Kefolab,

Ljubljana, Slovenija

Uporabljene aparature

aparatura za testiranje sproscanja z vesli (aparat 2 po USP), VanKel 7000, VanKel
Technology Group, Cary, NC, ZDA

spektrofotometer, Agilent 8453, Agilent Technologies, Waldbronn, Nemcija
digitalna tehtnica, Exacta 300 EB, Tehtnica, Zelezniki, Slovenija

analizna tehtnica, Mettler Toledo AG 245, Schwerzenbach, Svica
avtomatska pipeta 100-1000 pL, Eppendorf, Hamburg, Nemcija

avtomatska pipeta 500-2500 pL, Eppendorf, Hamburg, Nemcija

pH meter, MA 5750, Iskra, Slovenija

pH meter, MP 220, Mettler Toledo, Schwerzenbach, Svica

ultrazvoc¢na kadiCka Sonis 4, Iskra, Kranj, Slovenija

membranski filtri, velikost por 0,2 um, Sartorius AG, Nemcija

filtri Full Flow™, Varian, Weston Parkway, ZDA

membranski filtri, velikost por 0,45um, Sartorius AG, Nemcija

vecmestno magnetno mesalo Variomag POLY 15, Labortechnik AG, Nemcija
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5.1.3.1 Testi sprosc¢anja na aparatu USP 2 (ter USP 1)

Testi sproSCanja so bili izvedeni na aparatu USP 2, ki je po AmeriSki farmakopeji
poimenovana kot metoda z veslastim meSalom (paddle method) [68]. V preliminarnih
poskusih je bila ena serija poskusov opravljena tudi na aparatu USP 1, ki namesto veslastega

mesSala v enaki posodi uporablja kosarico, v katero polozimo farmacevtsko obliko.

Deli aparature:
~ termostatirana vodna kopel (temperatura +0,05°C natanc¢no)
~ posoda iz stekla ali drugega nerjavecega materiala (definirane valjaste oblike), ki ima
v pokrovu ustrezne odprtine (v tej posodi se izvaja poskus raztapljanja)
~ elektri¢ni motor, ki lahko z razli¢no hitrostjo vrti mesalo ali koSarico
~ kovinsko drzalo z meSalom ali koSarico iz inertnega nerjavecega materiala
~ vzorcenje poteka avtomatsko na sredini med vrhom koSarice/vesla in povrSino

tekocine v posodi ter 1 cm od stene posode.

| iglaza H
: avtomatsko
: vzorfenje i

i posoda,

i v kateri poteka
¢ poskus

i spros¢anja

ok

= «
¢ veslasto meSalo

Slika 6. Aparatura USP2: model posode, v kateri poteka poskus sprosc¢anja.

Princip metode z vesli temelji na meSanju medija z rotirirajo¢im veslom. Veslo predstavlja vir

stalnega meSanja [71].
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5.2 Metode

Za poskus spro$¢anja smo v prvem delu uporabili umetni Zelodéni medij (ZM), nato pa
umetni Grevesni medij (CM) (tabela 3). V posodo, v Kateri je potekal poskus, smo nalili
doloceno koli¢ino Zelodénega medija. Ko je temperatura medija dosegla Zeleno vrednost, smo
v posodo dodali tableto. V zacetni seriji poskusov smo 1000 ml Zelod¢nega medija po
dolo¢enem casu odlili iz posode ter nalili vanjo ¢revesni medij (metoda B, zamenjava medija).
V vseh naslednjih serijah pa smo uporabili metodo A (metoda z dolivanjem). Pregled metod

sprosc¢anja po USP 33 prikazuje tabela 3.

Tabela 3. Pregled metod za poskuse sproS¢anja po USP 33 [68]

metoda po USP 33
A / metoda z dolivanjem B / zamenjava medija
. 750 ml 1000 ml
| umetni 0,1 M Hcl 0,1 M HCl
Zelodcni medij
2h 2h
dodatek 250 ml zamenjava z 1000 ml
umetni fosfatni pufer
&revesni medij 0,2 M NasPO4 bH = 6,8
po potrebi prilagoditev do pH = 6,8+0,05
z 2 M HCl ali 2 M NaOH

V zacetku je bilo v posodi 750 ml za¢etnega medija (ZM) dologene pH vrednosti. Po ¢asu,
razliénem za vsako od serij poskusov, smo v Zelod¢ni medij najprej dodali koli¢ino prvotnega
medija, ki je bila izgubljena z vzorCenjem. Nato smo, glede na zZeleno kon¢no pH vrednost, v
posodo z umetnim Zelodénim medijem dodali Se volumen raztopine fosfata (250 ml). Kon¢ni
volumen medija (CM) v posodi je znasal 1 1. V vsaki od posod smo $e preverili pH vrednost s
pH metrom, ter v primeru odstopanja pH od Zelene vrednosti za ve¢ kot +0,05 pH enote
raztopino v posodi korigirali z dodatkom 1 M HCI ali 1 M NaOH (dodatek ni znasal ve¢ kot 2
ml). Za vsak vzorec z dolo¢eno pH vrednostjo, doloceno ionsko mocjo ter ¢asom zadrzevanja

tablete v Zelodénem mediju smo naredili 4 paralelke.

Temperatura medija je v vseh primerih znaSala 37+0,05°C, prav tako smo skozi celotno delo
ohranjali hitrost vrtenja meSal na 100 obratov/min. VzorCenje je potekalo avtomatsko ter za
vsak €as zadrZevanja tablete v Zelodénem mediju po prilagojenem programu (preglednica 4 s
casovnimi tockami vzorcenja). Volumen vzorca je znaSal 5 ml. Vzorce je aparat avtomatsko

filtriral.
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Tabela 4. Preglednica ¢asovnih tock vzoréenja.

c¢as zadrzevanja oblike v ZM 10 min 30 min 60 min 120 min 200 min
0 0 0 0 0

10 30 30 30 30

. . L 60 60 60

casovne tocke vzorcéenja 90 90
v ZM 120 120

[min] 150

180

200

30 60 90 150 240

60 90 120 180 300

§ } L 90 120 180 210 360
Casovne tocke vzorcenja 120 150 220 220 420
v M 180 180 300 300 480

[min] 240 240 360 360 600

300 300 480 480 720

360 360 600 600 900
480 480 720 720 1200
1440 1440 1440 1440 1440

Vzorce smo nato po potrebi red¢ili 1/10 ter jim izmerili absorbanco na UV-spektrofotometru

pri maksimumu v dolo¢enem umetnem zelod¢nem ali ¢revesnem mediju.

Dolocitev pogojev za teste sproS¢anja u€inkovine iz tablet:

Poskuse spros¢anja smo delali pod pogoji, ki smo jih dolo¢ili v preliminarnih testih (b)I-III.

Tabela 5 shematsko prikazuje nacrt dela v laboratoriju — potek poskusov glede na cas

zadrZevanja oblike v kislem, pH vrednosti zaetnega umetnega Zelod¢nega medija ter ionsko

mo¢ uporabljenih umetnih fizioloskih sokov.

28




Tabela 5. Preglednica poskusov za nase delo: poskusi P(a) — P(c) so preliminarni poskusi, P1 — P5 pa
poskusi spros¢anja, ki so uporabljeni za analizo. Vsi, razen poskusa P(b)I-III so opravljeni na aparatu
USP 2, P(b)I-1III je opravljen na aparatu USP 1.

o [~ -] =R EE=-3E=EE=-3E=-3E-]
AREHEHEBHEBHEEEE BRI BRI
El°|a]|o|elele|e|lelelalalo|e]|d|e|e|elelo|elel’ S
= bl AR A BT R A A
I CM(0)

Ip(a)| 11 CM(o)
111 ¢M(o)
I cM1
Py 11 cM2
I cM3
I CcM(o)
Po)| 1 CM(o0)
111 CM(o)
a M1
b % cM4
py L€ CM5
d M2
e 6 CM6
f M3
a M1
b % cM4
pa |© §M5
d M2
e 6 M6
f M3
a cM1
b % cM4
p3 |© (::M5
d ¢M2
e 6 CcM6
f CcM3
a cM1
a* EM1*
b 4 cM4
CM5
d cM2
P4 | dx* CM2*
d(z)
e 6 cM6
f CcM3
f* CEM3*
f(z)
P5| a cM1
b 4 cM4
c M5
d cM2
e 6 CcM6
P CcM3

Na vrhu je oznagen ¢as v ZM (vijoliéno obarvan prostor ter oznaka medija) ter CM (oranZen prostor). Temnejie barve
pomenijo spremenjeno ionsko mo¢ medija. Oznake medijev: ZM — umetni Zelodéni sok (1-6 so oznake glede na pH), CM —
umetni érevesni sok (1-6: oznake pH medijev, (0) — osnovni CM). Poskusi si sledijo glede na &as zadrZevanja tablete v kislem
mediju od P1-P5, oznake od a-f pa pomenijo narai¢ajoée pH vrednosti ZM. Dodatne oznake: * - osnovnemu mediju je
dodano 2 g/l NaCl, (z) — mediju je dodana taka koli¢ina NaCl, da ionska mo¢ medija doseZe zgornjo fiziolosko vrednost.
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5.2.1 Priprava medijev, ki smo jih uporabljali pri testih sprosc¢anja

Teste spros€anja smo izvajali v umetnem Zelodénem mediju (Simulated gastric fluid, USP)
brez pepsina in natrijevega klorida (pH=1, pH=2, pH=3 ter dodatnimi pH=1,13, pH=1,26 in
pH=2,83) ter v umetnem ¢revesnem mediju (Simulated intestinal fluid, USP) brez pankreatina
(pH=6,8) [68].

Za pH vrednosti 1, 2 in 3 smo pri preliminarnih poskusih izvedli postopek po metodi A in
metodi B [68]. Pri kon¢nih serijah poskusov smo se odlocili za metodo B. Za vsako pH
vrednost Crevesnega medija smo izracunali sestavo dodatka fosfatnega pufra, da smo z
dodajanjem le-tega prvotnemu Zzelodénemu mediju dosegli Zeleno konc¢no vrednost. Pri
crevesnih medijih s spremenjeno ionsko mocjo konc¢na vrednost pH ni bila korigirana na
pH=6,8 in je zaradi vpliva ionske moc¢i dodanih soli znizala kon¢no vrednost pH. V tabeli 6 je

predstavljena sestava kon¢nih medijev.

Tabela 6. Pregled uporabljenih medijev za teste spros¢anja: koli¢inska sestava pri dolo¢enem kon¢énem
volumnu medijev, njihov pH in ionska moc.

volumen 1M HCI Na;HPO, Naz;PO, NacCl pH ionska

[mli] [mlI] [g] -12H,0 [g] moc

[g]

ZM1 750 75 X X X 1 0,05
CM1 1000 75 X 19,338 X 6,80 0,1793
ZM1* 750 75 X X 1,5 0,89 0,084
CM1* 1000 75 X 19,338 2 6,77 0,2135
ZM2 750 7,5 X X X 2 0,005
CM2 1000 7,5 1,73 X X 6,79 0,0297
ZM2* 750 7,5 X X 1,5 1,69 0,0639
CM2* 1000 7,5 1,73 X 2 6,72 0,0639

ZM2(2) 750 7,5 X X 9,13 1,81 0,16
CM2(z2) 1000 7,5 1,73 X 9,55 6,57 0,175
ZM3 750 0,75 X X X 3 0,0005
CM3 1000 0,75 0,16 X X 6,80 0,00254
ZM3* 750 0,75 X X 1,5 2,81 0,0195
CM3* 1000 0,75 0,17 X 2 6,63 0,0368

ZM3(z) 750 0,75 X X 9,33 2,56 0,16
CM3(z2) 1000 0,75 0,17 X 10,28 6,42 0,175
ZM4 750 1,125 X X X 1,13 0,0008
CM4 1000 1,125 0,236 X X 6,80 0,00386
ZM5 750 41,25 X X X 1,26 0,0275
CM5 1000 41,25 X 10,25 X 6,80 0,0936
ZM6 750 56,25 X X X 2,83 0,0375
CM6 1000 56,25 X 14,24 X 6,80 0,1310

ZM - Zelod¢ni medij, CM — &revesni medij, 1-6 — oznaka medijev glede na njihovo pH vrednost, * — osnovnemu mediju je
dodano 2 g/l NaCl, (z) — osnovnemu mediju je dodano toliko NaCl, da ionska mo¢ raztopine doseZe zgornjo fiziolosko

vrednost.
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Priprava umetnih Zelod¢nih medijev

V merilni valj smo odmerili dolocen volumen [ml] 1 M HCI. Volumni so podani v tabeli 7. V
1 I buco smo nalili priblizno do polovice deionizirano vodo, ter kvantitativno prelili vsebino
valja v buco. Buco smo dopolnili do oznake z deionizirano vodo in tako pripravljen medij
smo dobro premesali. Za poskuse spros¢anja pri metodi B smo uporabili 750 ml tega medija.

~ Priprava umetnih Zelod¢nih medijev z variirano ionsko mocjo

Postopali smo enako, kot pri opisu prejSnjega postopka, le da smo pred dopolnitvijo vsebine
do oznake z deionizirano vodo dodali Se preracunano koli¢ino NaCl [g]. Koli¢ino prikazuje

tabela 7. Prav tako smo za poskuse sproscanja uporabili 750 ml tega medija.

Priprava umetnih ¢revesnih medijev
V stekleno c¢aSo primerne velikosti smo natehtali izracunano koli¢ino fosfata (Na,HPO, ali
Na3;PO4 12H,0 v [g]) po recepturah, zapisanih v tabeli 7. V 1 | buo smo nalili priblizno
tretjino celotnega volumna buce deionizirano vodo, ter kvantitativno prenesli celotno koli¢ino
fosfata v buco. Buco smo dopolnili do oznake z deionizirano vodo in tako pripravljen medij
dobro premesali (magnetno mesalo). Za spros¢anje smo uporabili 250 ml tega medija, ki smo
ga dolili v ¢aSo, v kateri je zZe potekal poskus spros¢anja v Zelodénem mediju. pH vrednost
kon¢ne raztopine smo preverili s pH metrom.

~ Priprava umetnih ¢revesnih medijev z variirano ionsko moc¢jo
Postopek je potekal na enak nacin kot predhodni s to razliko, da smo v tem primeru pred
dopolnitvijo do oznake z deionizirano vodo dodali dolo¢eno koli¢ino NaCl [g] po recepturah,
zapisanih v tabeli 7. Za poskuse smo uporabili 250 ml pripravljenega medija, ki smo ga dodali
v caSo, kjer je bil poskus spros€anja Ze v teku v umetnem Zelodénem soku. pH konc¢ne
raztopine smo preverili s pH metrom.

~ Priprava umetnega ¢revesnega medija s pH=6,8
V ¢aSo smo natehtali 6,8 g KH,PO,4 in dodali deionizirano vodo ter vsebino kvantitativno
prenesli v 1 1 bu€o. Bu¢o smo dopolnili do polovice. Nato smo dodali Se 22 ml NaOH ter
oznake z deionizirano vodo. Tako pripravljen medij smo dobro premesali in mu izmerili pH.
Po potrebi smo vrednost pH uravnali na 6,80+0,05 z 1 M HCl ali 1 M NaOH.

Pred vsako meritvijo smo pH meter umerili na pH 7,00.

Recepture za 1 1 uporabljenih medijev so zbrane v preglednici 7.
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Tabela 7. Recepture za 1 1 medijev, ki smo jih uporabljali pri eksperimentalnem delu ter kon¢ni pH.

1M HCI 1M NaOH NaHPO, NazPO, K>:HPO, NacCl pH
[mi] [g] -12H,0 [g] [g]

. [g]
ZM1 100 X X X X X 1
CM1 X X X 77,35 X X 6,80
ZM1* 100 X X X X 2 0,89
CM1* X X X 77,35 X 2 6,77
ZM2 10 X X X X X 2
CM2 X X 7,04 X X X 6,79
ZM2* 10 X X X X 2 1,69
CM2* X X 7,04 X X 2 6,72
ZM2(z) 10 X X X X 12,17 1,81
CM2(2) X X 7,04 X X 0,42 6,57
ZM3 1 X X X X X 3
CM3 X X 0,16 X X X 6,80
ZM3* 1 X X X X 2 2,81
CM3* X X 0,17 X X 2 6,63
ZM3(z) 1 X X X X 12,44 2,56
CM3(2) X X 0,17 X X 0,95 6,42
ZM4 1,5 X X X X X 1,13
CM4 X X 0,94 X X X 6,80
ZM5 55 X X X X X 1,26
CM5 X X X 56,94 X X 6,80
ZM6 75 X X X X X 1,26
CM6 X X X 41,01 X X 6,80
CM(0) X 22 X X 6,8 X 6,80

ZM - Zelod¢ni medij, CM — &revesni medij, 1-6 — oznaka medijev glede na njihovo pH vrednost, * — osnovnemu mediju je
dodano 2 g/l NaCl, (z) — osnovnemu mediju je dodano toliko NaCl, da ionska mo¢ raztopine doseze zgornjo fiziolosko
vrednost, (0) — osnovni ¢revesni medij po USP 33 brez pankreatina.

5.2.1.1 Mediji s spremenjeno ionsko moc¢jo

Tonsko mo¢ smo poveéevali osnovnim medijem s pH vrednostmi 1, 2 in 3: ZM1, ZM2 in
ZM3 (posledi¢no tudi vsem ustreznim ¢revesnim medijem). Ionsko mo¢ za posamezni medij
smo izrac¢unali po enacbi [73]:

p=vZi e (10)

I ... ionska mo¢ [mol/1]
¢; ... molarnost vsakega od ionov v raztopini [mol/I]

z; ... naboj vsakega iona

Osnovni umetni ¢revesni mediji (ZM1-3 in CMI1-3) so imeli najniZjo ionsko mo¢. Iz
literaturnih virov [81,82] smo dobili podatke o najvisji vrednosti ionske moci Zelod¢nega ter
Crevesnega medija v stanju na te$ce. Iz teh vrednosti smo preracunali, koliko moramo dodati
NaCl v osnovne medije, da bodo imeli na koncu najvi§jo vrednost, ki se na teS€e pojavlja v
organizmu. Medije smo ozna¢ili z znakom (z), torej: ZM2(z), CM2(z), ZM3(z) in CM3(z).
Mediji, ki smo jim dodali 2 g/l NaCl pa smo ozna¢ili z zvezdico * (ZM/CM 1-3%).

V tabeli 8 so razvidne vrednosti vseh medijev, ki smo jim variirali vrednosti ionske moci.
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Tabela 8: Oznaka poskusa, uporabljeni mediji s podanimi pH vrednostmi ter izracunane ionske mo¢i teh
medijev za poskuse, ki smo jih izvedli za poskuse spros¢anja pri seriji, kjer smo vrednotili vrednosti
ionskih mo¢i (osnovni mediji nimajo oznake, oznaka * pomeni dodatek 2 g/l NaCl osnovnim medijem,
oznaka (z) pa so mediji, katerih vrednosti ionske mo¢i so zgornje fizioloske).

oznaka poskusa uporabljen medij pH medija ionska moc¢ medija
ZM1 1,0 0,050
P4a
CM1 6,8 0,179
ZM1* 0,9 0,084
P4a*
CM1* 6,8 0,214
ZM2 2,0 0,005
Pad
CM2 6,8 0,030
ZM2* 1,7 0,050
P4d*
CM2* 6,7 0,064
ZM2(2) 1,7 0,160
P4d(z)
CM2(z) 6,6 0,175
ZM3 3,0 0,001
p4f
CM3 6,8 0,003
ZM3* 2,8 0,020
P4f*
CM3* 6,6 0,037
ZM3(z) 2,6 0,160
P4f(z)
CM3(z) 6,4 0,175

5.2.2 Doloc¢anje koncentracij z UV/VIS spektrofotometrijo

Kot analizno metodo za dolo¢evanje koncentracije uc¢inkovine v raztopini smo uporabili UV
spektrofotometrijo. Na spektrometru smo posneli absorpcijski spekter raztopine ucinkovine v
vsakem od medijev. Iz spektra smo dologili absorpcijski maksimum uéinkovine. Ce smo
merili absorbance, ki so bile izven obmoc¢ja umeritvene krivulje, smo vzorce ustrezno red¢ili
(redcitev 1/10). Slepi vzorec je bil medij brez ucinkovine. Tabela 9 podaja absorpcijske

maksimume, pri katerih smo merili.

Tabela 9. Absorpcijski maksimumi za merjenje absorbanc ucinkovine v medijih pri testih sproscanja.

medij absorpcijski maksimum [nm] medij absorpcijski maksimum [nm]

ZM1 272 ZM3* 273
¢M1 276 CM3* 276
ZM1* 272 ZM3(z) 273
cM1* 276 CM3(2) 276
ZM2 272 ZM4 272
cMm2 276 cMa 276
ZM2* 272 ZM5 273
CM2* 276 ¢M5 276
ZM2(z) 272 ZM6 272
¢M2(z) 276 cMé6 276
ZM3 273 ¢M(o0) 276
¢Mm3 276

ZM - Zelodéni medij, CM — &revesni medij, 1-6 — oznaka medijev glede na njihovo pH vrednost, * — osnovnemu mediju je
dodano 2 g/l NaCl, (z) — osnovnemu mediju je dodano toliko NaCl, da ionska mo¢ raztopine doseZe zgornjo fiziolosko
vrednost.
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5.2.3 Dolocitev enacb umeritvenih premic

Pripravili smo tri osnovne raztopine natrijevega diklofenakata s pribliZzno koncentracijo 100
mg/l za pufre, ki so predstavljali umetni ¢revesni medij oziroma za 80 mg/l za pufre, ki so
ponazarjali umetni Zelodéni medij. Osnovne raztopine smo pripravili tako, da smo priblizno
10 mg (oz. 8 mg) natrijevega diklofenakata natan¢no stehtali na analitski tehtnici in natehto
kvantitativno prenesli v 100 ml bucko. Osnovne raztopine smo pripravili tri zato, da smo
zmanjSali napake pri tehtanju. Le-te smo nato redcili in dobili nove raztopine s pribliZzno
enakomerno razporejenimi koncentracijami od 1 mg/l do 50 mg/l. 1z vsake osnovne raztopine
smo redCene raztopine dobili tako, da smo odpipetirali doloene volumne z razliCnimi
polnilnimi pipetami, jih prenesli v bucke ter v buckah volumne dopolnili do oznake z
izbranim medijem. Tem raztopinam smo izmerili absorbanco in izdelali umeritveno premico.
Koncentracije smo nanasali na absciso, absorbance pa na ordinato. Skozi dobljene tocke smo
narisali premico in s pomocjo linearne regresije izracunali njeno enacbo ter kvadrat

Pearsonovega koeficienta korelacije (R2). Umeritveno premico smo naredili v vseh medijih.

5.2.4 lzracdun profila spros€anja natrijevega diklofenakata iz tablet

Pri izracunu profila spros¢anja smo upoStevali ustrezno enacbo umeritvene krivulje in tako

izracunali koncentracijo natrijevega diklofenakata v n-tem vzorcu v ¢asu 7.

Med testiranjem spro$¢anja v umetnem zelodénem mediju odvzetih volumnov po vzorcenju
nismo nadomescali s svezim medijem, zato se je volumen celokupnega medija postopoma
zmanjSeval. Na prehodu iz umetnega Zelodénega medija v umetni ¢revesni medij pa smo
naredili korekcijo volumnov z dodatkom enakega volumna sveZega umetnega ZelodCnega
medija, kot je bil v postopku poskusa odvzet iz posode. V posodo smo dodali fosfatni medij
do 1 1. Med nadaljnjim testiranjem odvzetih vzorcev medija nismo nadomescali.

ZmanjSevanje volumna smo upoStevali pri izracunu korigiranih koncentracij.

Dejanski volumen medija v posodi se je zaradi odvzemanja vzorcev postopno zmanjseval po

enacbi:

Vi =Vu—(n-1)V,, (1

Maso ucinkovine v posodi ob ¢asu ¢ smo izracunali po enacbi:
m, =c, 'V, ()

34



Dejanska masa ucinkovine, ki se je sprostila v Casu ¢ pa je izraCunana tako, da masi
ucinkovine v posodi ob Casu ¢ priStejemo maso ucinkovine, ki je bila odvzeta v predhodnih
Casih vzorcenja:

Myx =Cup'Vy + sz'(C]+ Cov ..+ cn-l) (3)

Odstotek sprosc¢ene ucinkovine v €asu ¢ smo torej izracunali po enacbi:

Y%0= my+/D-100 “4)

Seznam simbolov in njihov pomen:

n ... Stevilo vzorcev

¢, ... koncentracija u¢inkovine v n-tem vzorcu [mol/1]

Vi ... volumen medija ob zacetku testiranja; v umetnem Zelodénem mediju 750 ml, v umetnem crevesnem
mediju 1000 ml.

V.. ... volumen vzorca (5 ml)

V, ... dejanski volumen medija ob vzorcenju [ml]

my,, ... masa ucinkovine v dejanskem volumnu medija ob vzorcenju v ¢asu ¢ [mg]

m, ... masa ucinkovine, ki se je sprostila v ¢asu ¢ [mg]

% ... odstotek sproscene ucinkovine v casu ¢

D ... odmerek u€inkovine v tabletah [mg]

5.2.4.1 Izra¢un povprecnih profilov sproscanja

Na podlagi literaturnih podatkov [72] je bil izraCunan model praznjenja Zelodca za populacijo

ter po njem podana naslednja enacba:

GE = 100 * e(-(t[min]/72,3)"7%)  (5)

GE ... hitrost praznjenja Zelodca [%]

Enacba predstavlja delezZ tablet, ki v doloCeni ¢asovni tocki ostajajo v Zelodcu oziroma Stevilo
posameznikov, ki imajo v tem Casu tableto Se vedno v Zelodcu. Z izraCunom dveh delezev —
to je, tablet, ki ostanejo v Zelodcu v dveh ¢asovnih toc¢kah lahko iz razlike obeh dobimo

odstotek tablet, ki v tem ¢asovnem intervalu zapustijo Zelodec.

Glede na nase Casovne toCke, s katerimi smo in vitro ponazorili praznjenje Zelodca, smo
izraCunali Case, ki omejujejo Casovne intervale. Pri teh ¢asih smo izracunali GE (%) ter iz
razlike tock zaCetnega in koncnega Casa dolocenega intervala dobili odstotek tablet, ki se

praznijo v tem intervalu. Dobili smo naslednje podatke (tabela 10):
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Tabela 10. Casovni intervali populacijskega praznjenja tablet iz Zelodca in izraunani odstotki tablet, ki v

tem intervalu zapustijo Zelodec.

c¢asovni interval [min] srednji c¢as intervala [min] % tablet, ki v intervalu zapustijo Zelodec
0-20 10 15,8
20 - 40 30 20,1
40 - 80 60 32,4
80 - 160 120 26,6
160 - 240 200 5,2%

* - za Casovne tocke nad 240 min smo vrednosti pristeli intervalu 150 — 240 min.

Z uporabo teh odstotkov smo izraCunali uteZeni povpre¢ni profil sproS€anja natrijevega

diklofenakata iz Voltaren® tablet pri vsakem od preskuSanih pH vrednosti ter ionski moci

umetnega Zelod¢nega medija.

Ker za dolocene tocke nismo imeli podatkov zaradi razli¢nih ¢asov vzor¢enja, smo morali le-

te izracunati. IzraCun smo naredili z linearno regresijo, na podlagi enacbe:

% sproscene ucinkovine = k - tfmin] + n  (6)

Iz nje smo dobili manjkajoce % sprosc¢ene ucinkovine za tocke, pri katerih nismo vzorcili.

5.2.4.2 Dolocitev Casa, ko se sprosti 50% ucinkovine

Podatke iz profilov spros¢anja smo uporabili za izracun Casa, ko se in vitro sprosti 50%

natrijevega diklofenakata iz tablete pri vsakem od pogojev poskusa. Za izraCun smo uporabili

metodo linearne interpolacije (enacba premice: y = k

* X + n). Za izraun premice smo

uporabili podatke konkretnega poskusa: za vrednosti y smo izbrali tisti tocki, ki sta

predstavljali % sproscene ucinkovine nad in pod vrednostjo 50%, za vrednosti x pa

odgovarjajoca ¢asa [min]. Iz podatkov smo izracunali vrednost k in n. Iz enacbe premice smo

nato lahko izracunali ¢as poskusa, ko se sprosti 50% ucinkovine (za vrednost y smo vzeli 50).

Iz podatkov vseh poskusov smo nato izrisali profil, ki je predstavljal odvisnost ¢asa, ko se

sprosti 50% ucinkovine od pH-ja, pri katerem je vsak poskus potekal.
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5.2.5 lzra¢un faktorjev podobnosti in razliénosti

Izracun faktorja podobnosti (f2) in razlicnosti (f/) je regulatorno predpisan zaradi vecje

reprezentativnosti podatkov, ¢e se pri primerjavi profilov spro$¢anja upoStevata dva celotna

profila, namesto da se upoSteva vsaka ¢asovna tocka [69, 72].

Izracuni potekajo po enacbi:
2 =50"log {[1+ (1/n) ¥,=," (Rt-Tt)*]-0.5} -100  (7)
JI1={[¥=1" \Rt-TH\] / [Y,=" Rt]} -100 (®)

n ... Stevilo ¢asovnih tock

Rt ... % sproscene ucinkovine v Casu t za referencni poskus

Tt ... % sproscene ucinkovine v Casu t za testni poskus

Faktor f2 smo izraCunali za tiste poskuse, pri katerih smo variirali ionske moc¢i medijev

(ZM/CM 1%, ZM/CM2* in ZM/CM3* ter ZM/CM2(z) in ZM/CM3(z2)).

Faktor smo izraCunavali med dvema krivuljama naenkrat po naslednjem postopku:

~

Najprej smo izbrali dve krivulji, ki smo jih primerjali — za referenco je bil postavljen
poskus, pri katerem je bil uporabljen osnovni medij, za test pa tisti, kateremu smo z
dodatkom NaCl variirali ionsko mo¢.

Z uporabo povprecnih profilov, izraCunanih iz vseh paralel poskusa, smo pri vsakem
izmed testov izracunali faktorja f2 in f1. Povprecja se lahko uporabijo pri pogoju, da
je RSD v prvi meritveni tocki manjsa od 20%, v vseh ostalih pa manjsa od 10%.

Za izracun faktorjev regulatorni predpisi priporo¢ajo uporabo vsaj 12 tock pri
upoStevanju kriterija, da po 85% sproscene ucinkovine v izracun zajamemo le eno
vrednost iz profila sproscanja.

Dobljene rezultate smo vrednotili glede na regulatorne predpise: krivulji sta podobni,
¢e je vrednost faktorja f1 blizu O in f2 blizu 100. V sploSnem, f1 vrednosti 0-15 ter f2
od 50-100 Se vedno zagotavljajo podobnost oz. ekvivalenco med dvema krivuljama

[72].
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6 REZULTATI

6.1 Dolocitev enacb umeritvenih premic

V tabelah 11 - 14 so prikazani rezultati meritev absorbanc standardnih raztopin natrijevega
diklofenakata v umetnih Zelodénih medijith. Na osnovi izmerjenih absorbanc pri
absorpcijskem maksimumu natrijevega diklofenakata v doloCeni raztopini in koncentracij
znanih raztopin smo z linearno regresijo doloc€ili enacbe umeritvenih premic ter kvadrat

Pearsonovega koeficienta korelacije (R?) (tabela 19).

Tabela 11. Absorbance (A) standardnihv raztopvin natrijevega diklofenakata z znano koncentracijo (c) v
raztopinah umetnih Zelod¢nih medijev (ZM1 — ZM3: izhodiséni umetni Zelodéni mediji, sestava je podana v
oglavju Materiali in metode).

ZM1 (pH=1) ZM2 (pH=2) ZM3 (pH=3)

c [mg/I] A c [mg/I] A c [mg/I] A
1,00 0,0270 1,00 0,0378 1,08 0,1145
2,07 0,0605 2,07 0,0694 2,04 0,1416
3,12 0,0932 3,12 0,1001 4,99 0,2252
4,01 0,1208 4,01 0,1262 10,08 0,3692
5,19 0,1576 5,19 0,1609 19,96 0,6489
6,24 0,1905 6,24 0,1919 25,19 0,7970
8,01 0,2457 8,01 0,2439 30,56 0,9487
10,37 0,3195 10,37 0,3134 34,93 1,0726
15,60 0,4826 15,60 0,4671 40,31 1,2248

Tabela 12. Absorbance (A) standardnih raztopin natrijevega diklofenakata z znano koncentracijo (c) v
raztopinah umetnih Zelod¢nih medijev (ZM4 — ZM6: dodatni umetni felodéni mediji, katerih pH vrednosti
so v obmodju med pH vrednostmi umetnih Zelodénih medijev ZM1 — ZM3; sestava je podana v poglavju
Materiali in metode).

ZM4 (pH=1,13) ZM5 (pH=1,26) ZM6 (pH=2,83)

c [mg/I] A c [mg/I] A c [mg/I] A
1,01 0,0301 1,03 0,0287 0,98 0,0376
2,00 0,0574 2,00 0,0551 2,00 0,0648
3,20 0,0905 3,40 0,0933 5,24 0,1510
4,06 0,1143 4,11 0,1125 9,78 0,2717
5,00 0,1405 5,00 0,1367 20,01 0,5438
6,39 0,1790 6,81 0,1858 26,20 0,7084
8,11 0,2267 8,22 0,2244 29,34 0,7919
10,00 0,2790 10,00 0,2726 35,01 0,9429
15,98 0,4446 17,02 0,4636 41,92 1,1265
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Tabela 13. Absorbance (A) standardnih raztopin natrijevega diklofenakata z znano koncentracijo (c) v
raztopini umetnih Zelod¢nih medijev (ZM1* — ZM3%*: umetni Zelod¢éni mediji, sestava katerih je enaka
umetnim Zelodcnim medijem ZMI1- ZM3, vsakemu od njih pa je dodano 2g/l NaCl).

ZM1* ZM2* ZM3*

c [mg/I] A c [mg/I] A c [mg/I] A
1,00 0,0439 1,00 0,0422 1,02 0,0362
2,15 0,0799 2,15 0,0746 2,01 0,0644
3,25 0,1141 3,25 0,1054 4,99 0,1484
4,01 0,1380 4,01 0,1270 10,15 0,2939
5,38 0,1809 5,38 0,1656 20,13 0,5753
6,49 0,2157 6,49 0,1970 24,96 0,7114
8,02 0,2636 8,02 0,2401 30,46 0,8665
10,76 0,3493 10,76 0,3174 35,23 1,0011
16,23 0,5204 16,23 0,4715 39,93 1,1336

Tabela 14. Absorbance (A) standardnih raztopin natrijevega diklofenakata z znano koncentracijo (c) v
raztopini umetnih Zelod¢nih medijev (ZM2(z) in ZM3(z): umetna Zelodéna medija, sestava katerih je enaka
sestavi ZM2 in ZM3, dodan pa je NaCl tako, da je ionska moé obeh enaka zgornji vrednosti fizioloskega
Zelodénega medija).

ZM2(2) ZM3(2)

c [mg/I] A c [mg/I] A
1,04 0,0347 0,99 0,0289
2,13 0,0664 2,05 0,0588
3,34 0,1017 5,30 0,1505
4,17 0,1260 9,90 0,2803
5,31 0,1594 20,50 0,5792
6,67 0,1991 26,50 0,7484
8,33 0,2476 29,71 0,8388
10,63 0,3146 35,88 1,0128
16,68 0,4912 42,41 1,1968

V tabelah 15 — 18 so prikazani rezultati meritev absorbanc standardnih raztopin natrijevega

diklofenakata v umetnih c¢revesnih medijih. Na osnovi izmerjenih absorbanc pri
absorpcijskem maksimumu natrijevega diklofenakata v doloCeni raztopini in znanih
koncentracij znanih raztopin smo z linearno regresijo dolocili enacbe umeritvenih premic ter

kvadrat Pearsonovega koeficienta korelacije (R?) (tabela 18).

Tabela 15. Absorbance (A) standardnih raztopin natrijevega diklofenakata z znano koncentracijo (c) v
raztopinah umetnih ¢revesnih medijev (CM1 — CM3: izhodis¢ni umetni ¢revesni mediji, sestava je podana v

poglavju Materiali in metode).

cM1 cM2 ¢M3
c [mg/I] A c [mg/I] A c [mg/I] A

0,475 0,0258 0,465 0,0222 0,465 0,0252
3,75 0,1306 3,6 0,1222 2,97 0,1046
5,7 0,1930 7,2 0,2371 6,55 0,2181
9,5 0,3146 9,3 0,3041 9,3 0,3053
18,75 0,6106 18 0,5816 14,85 0,4812
22,8 0,7402 28,8 0,9261 26,2 0,8410
23,75 0,7706 23,25 0,7491 23,25 0,7475
37,5 1,2106 36 1,1558 29,7 0,9520
45,6 1,4698 57,6 1,8448 52,4 1,6716
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Tabela 16. Absorbance (A) standardnih raztopin natrijevega diklofenakata z znano koncentracijo (c) v
raztopinah umetnih ¢revesnih mediji (CM4 — CM6: dodatni umetni crevesni mediji, sestava je podana v
oglavju Materiali in metode).

cM4 CMé6 CM5
c [mg/I] A c [mg/I] A c [mg/I] A

0,545 0,0247 0,48 0,0138 0,495 0,0248
3,42 0,1164 3,03 0,0831 3,27 0,0986
7,1 0,2338 5,35 0,1462 6,75 0,1912
10,9 0,3550 9,6 0,2618 9,9 0,2749
17,1 0,5528 15,15 0,4128 16,35 0,4465
28,4 0,9133 21,4 0,5828 27 0,7298
27,25 0,8766 24 0,6535 24,75 0,6700
34,2 1,0983 30,3 0,8249 32,7 0,8814
56,8 1,8192 42,8 1,1649 54 1,4480

Tabela 17. Absorbance (A) standardnih raztopin natrijevega diklofenakata z znano koncentracijo (c) v
raztopini umetnih ¢revesnih medijev (CM1* — CM3*: umetni Crevesni mediji, sestava katerih je enaka

CM1- CM3, vsakemu od njih pa je dodano 2 g/l NaCl).

CM1* CM2* CM3*
c [mg/I] A c [mg/I] A c [mg/I] A
0,465 0,0058 0,615 0,0203 0,495 0,0228
3,6 0,1061 2,97 0,0954 3,57 0,1203
7,2 0,2213 5,2 0,1666 6,1 0,2005
9,3 0,2885 12,3 0,3931 9,9 0,3209
18 0,5669 14,85 0,4744 17,85 0,5729
28,8 0,9125 20,8 0,6642 24,4 0,7806
23,25 0,7349 30,75 0,9816 24,75 0,7917
36 1,1429 29,7 0,9481 35,7 1,1388
57,6 1,8341 41,6 1,3277 48,8 1,5541

Tabela 18. Absorbance (A) standardnih raztopin natrijevega diklofenakata z znano koncentracijo (c) v
raztopini umetnih ¢revesnih medijev (CM2(z) in CM3(z): umetna érevesna medija, sestava katerih je enaka
sestavi CM2 in CM3, dodan pa je NaCl tako, da je ionska moc¢ obeh enaka zgornji vrednosti fizioloskega

Crevesnega medija).

cM2(z) CM3(2)
c [mg/I] A c [mg/I] A

0,515 0,0114 0,555 0,0155
2,7 0,0811 4,05 0,1267
7,55 0,2358 4,7 0,1474
10,3 0,3236 11,1 0,3509
13,5 0,4257 20,25 0,6419
30,2 0,9584 18,8 0,5957
25,75 0,8164 27,75 0,8804

27 0,8563 40,5 1,2858
60,4 1,9218 37,6 1,1936
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Tabela 19. Umeritvene premice, kvadrati Pearsonovega koeficienta korelacije (R2) ter valovna dolzina
abosrpcijskega maksimuma [nm] v vseh uporabljenih medijih (A=absorbanca natrijevega diklofenakata pri
valovni dolZini absorpcijskega maksimuma; c=koncentracija natrijevega diklofenakata, izraZena v [mg/l]).

enac¢ba umeritvene premice R2 A [nm]
zZM1 A=0,0312-c-0,0048 0,9998 272
[JIYE A=0,0320-c+0,0106 0,9999 276
ZM1* A=0,0313:c+0,0125 0,9997 272
CM1* A=0,0320-c-0,0091 0,9998 276
ZM2 A=0,0294-c+0,0084 0,9999 272
cM2 A=0,0319:c+0,0074 1 276
ZM2* A=0,0292-c+0,0139 0,9997 272
CM2* A=0,0319-c+0,0007 0,9995 276
ZM2(2) A=0,0292-c+0,0043 0,9995 272
CM2(2) A=0,0319-c-0,0050 1 276
ZM3 A=0,0283-c+0,084 1 273
cM3 A=0,0317-c+0,0105 0,9999 276
ZM3* A=0,0282-c+0,0076 0,9997 273
CM3* A=0,0317-c+0,0071 1 276
ZM3(2) A=0,0282-c+0,0010 0,9999 273
CM3(z) A=0,0318-c-0,0215 0,9998 276
ZM4 A=0,0277-c+0,0020 0,9998 272
cM4 A=0,0319-c+0,0073 0,9997 276
ZM5 A=0,0272-c+0,0007 0,9998 273
CM5 A=0,0319-c-0,0084 0,9999 276
ZM6 A=0,0266-c+0,0116 0,9999 272
CM6 A=0,0319-c-0,0014 0,9998 276
CM(o0) A=0,0318:c+0,0042 0,9999 276

6.2 Testi sproscanja natrijevega diklofenakata iz Voltaren® retard
tablet

6.3 Preliminarni testi

V tabelah 20 — 22 so zbrani rezultati sproS¢anja natrijevega diklofenakata iz Voltaren® retard
tablet poskusov, pri katerith smo preizkuSali optimiranje pogojev, uporabili smo metodo B.
Namen teh testov je bil dobiti take pogoje, da bo ponovljivost med paralelkami, pridobljenimi

pod istimi pogoji, ¢im boljSa (manjSa standardna deviacija).
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Tabela 20. Odstotki spro$tenega natrijevega diklofenakata pod pogoji poskusa P(a)/I (ZM1 in CM(o),

oskus narejen na aparatu USP 2 po metodi B), povpre¢je in standardna deviacija.

cas % sproscene ucinkovine SD (%)

(min) P(a)l/1 P(a)I/2 P(a)I/3 povprecje
0 0,191 0,222 0,192 0,202 0,018
30 0,686 0,553 0,523 0,587 0,086

60 0,602 0,525 0,547 0,558 0,040
90 4,055 4,307 4,105 4,155 0,133

120 6,793 8,042 7,521 7,452 0,628

180 16,498 15,570 14,467 15,512 1,017

240 20,524 24,071 24,097 22,897 2,056

300 25,601 32,455 33,854 30,637 4,416

360 33,189 39,360 74,437 48,995 22,248
480 42,797 51,808 89,469 61,358 24,758
600 50,353 61,303 94,442 68,700 22,956
720 56,889 85,427 94,264 78,860 19,534
1440 104,270 104,491 99,883 102,881 2,599

Tabela 21. Odstotki spro$tenega natrijevega diklofenakata pod pogoji poskusa P(a)/II (ZM2 + CM(o),
oskus narejen na aparatu USP 2 po metodi B), povpre¢je in standardna deviacija.

N . % sproscene ucinkovine
cas (min) P(a)Il/1 P(a)1172 P(a)ll/3 povpredie SD (%)
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
30 0,555 2,687 1,780 1,674 1,070
60 0,589 2,795 2,178 1,854 1,138
90 12,268 10,753 11,360 11,460 0,762
120 16,659 15,769 16,620 16,349 0,503
180 23,348 24,461 24,229 24,012 0,587
240 28,651 32,496 30,817 30,655 1,927
300 35,761 57,566 61,055 51,461 13,708
360 42,003 71,731 79,911 64,548 19,949
480 66,213 95,404 98,203 86,607 17,716
600 71,315 99,070 103,806 91,397 17,552
720 89,494 97,666 103,426 96,862 7,000
1440 100,789 100,793 103,453 101,678 1,537

Tabela 22. Odstotki spro$tenega natrijevega diklofenakata pod pogoji poskusa P(a)/III (ZM3 + CM(o),

oskus narejen na aparatu USP 2 po metodi B), povpre¢je in standardna deviacija.

N . % sproscene ucinkovine

cas (min) P(a)Ill/1 P(a)III';Z P(a)Ill/3 povpredje SD (%)
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
30 9,603 10,626 9,290 9,839 0,699
60 11,268 12,498 10,604 11,457 0,961
90 21,779 21,588 19,522 20,963 1,252
120 24,923 24,317 23,432 24,224 0,750
180 31,197 28,689 28,991 29,626 1,369
240 36,659 33,861 35,158 35,226 1,400
300 56,600 45,440 51,195 51,078 5,581
360 76,913 51,814 76,278 68,335 14311
480 100,861 68,707 97,148 88,905 17,591
600 103,380 91,657 100,854 98,630 6,169
720 103,908 98,399 101,074 101,127 2,755
1440 103,421 101,603 101,636 102,220 1,041

Tabele 23 - 25 prikazujejo rezultate poskusov, kjer je uporabljena metoda A na aparatu USP

2. Zacetnemu 750 ml kislega medija smo po eni uri dolili 250 ml raztopine fosfata in dobili

umetni ¢revesni sok s pH = 6,8.
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Tabela 23. Odstotki spro$¢enega natrijevega diklofenakata pod pogoji poskusa P(b)/I (ZM1 + CM1, poskus
narejen na aparatu USP 2 po metodi A), povprecje in standardna deviacija.

cas % sproscene ucinkovine SD (%)
(min) P(b)I/1 P(b)1/2 P(b)I/3 P(b)I/4 P(b)I/5 povpredje
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
30 0,448 0,398 0,398 0,378 0,402 0,405 0,026
60 0,480 0,429 0,397 0,346 0,375 0,405 0,052
90 5,549 5,783 5,498 6,129 6,772 5,946 0,525
120 10,633 10,621 10,559 10,754 12,685 11,051 0,917
180 20,003 21,506 21,487 20,299 22,287 21,116 0,945
240 29,642 31,921 31,507 28,754 30,531 30,471 1,305
300 46,148 42,458 42,238 44,305 45,055 44,041 1,680
360 55,815 67,400 66,923 55,880 70,068 63,217 6,834
480 80,434 95,408 80,204 77,967 81,622 83,127 6,991
600 95,604 100,142 91,532 98,629 99,657 97,113 3,584
720 100,552 100,767 97,096 101,754 100,200 100,074 1,762
1440 101,468 101,517 99,069 101,667 102,858 101,316 1,380

Tabela 24. Odstotki sprosc¢enega

poskus narejen na aparatu USP 2 po metodi A), povprecje in standardna deviacija.

natrijevega diklofenakata pod pogoji poskusa P(b)/II (ZM2 + CM2,

cas % sprosene ucinkovine v SD (%)
(min) P(b)II/1 P(b)II/2 P(b)II/3 P(b)Il/4 P(b)II/5 povprecje
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
30 1,339 1,393 1,534 0,914 1,297 1,295 0,231
60 1,820 1,676 1,763 1,726 1,540 1,705 0,106
90 13,381 13,110 13,126 11,600 12,637 12,771 0,707
120 19,842 19,651 19,656 18,241 19,748 19,428 0,668
180 29,443 29,349 29,283 28,099 29,032 29,041 0,548
240 37,568 36,400 37,335 37,908 38,425 37,527 0,752
300 66,129 45,824 45,693 59,806 68,434 57,177 10,892
360 93,687 75,034 78,681 88,938 95,141 86,296 9,009
480 99,342 100,328 99,209 96,558 98,855 98,858 1,397
600 101,533 100,983 102,089 102,113 102,224 101,789 0,524
720 101,871 101,430 102,605 101,077 100,473 101,491 0,806
1440 101,832 101,730 102,086 102,016 100,164 101,566 0,796

Tabela 25. Odstotki spro$¢enega natrijevega diklofenakata pod pogoji poskusa P(b)/III (ZM3 + CM3,
poskus narejen na aparatu USP 2 po metodi A po USP), povprecje in standardna deviacija.

gas (min) % sprodcene ucinkovine SD (%)
P(b)III | P(b)III | P(b)III | P(b)III | P(b)III | P(b)III | P(b)III | P(b)III | povpreje

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
30 7,959 7,546 8,335 8,299 7,818 9,347 8,684 8,454 8,305 0,559
60 8,509 8,909 9,809 9,529 8,973 | 10,253 | 9,804 8,782 9,321 0,612
90 22,595 | 22,399 | 20,412 | 21,495 | 21,896 | 22,118 | 21,562 | 20,791 21,659 0,759
120 26,914 | 25,746 | 26,462 | 28,013 | 30,248 | 28,961 | 27,879 | 26,991 | 27,652 1,447
180 30,075 | 27,432 | 29,891 | 38,504 | 40,638 | 39,560 | 38,132 | 36,614 35,106 5,138
240 30,187 | 28,712 | 31,703 | 67,960 | 62,575 | 50,921 | 48,168 | 46,166 | 45,799 14,82
300 36,560 | 36,465 | 51,238 | 91,517 | 83,854 | 59,177 | 83,836 | 83,283 | 65,741 22,64
360 54,613 | 55,057 | 61,307 | 96,005 | 89,614 | 67,364 | 96,566 | 95,645 77,021 19,17
480 88,630 | 87,067 | 86,625 | 91,824 | 93,843 | 88,011 | 98,997 | 96,234 91,404 4,598
600 90,496 | 97,245 | 99,385 | 94,028 | 92,936 | 99,597 | 102,96 | 96,447 | 96,637 4,052
720 92,863 | 96,200 | 98,941 | 97,533 | 95,673 | 99,597 | 102,62 | 94,880 97,289 3,065
1440 94,244 | 99,234 | 100,82 | 100,02 | 99,774 | 101,12 | 101,47 | 97,745 99,306 2,364

V tabelah 26-28 so podani rezultati poskusov, narejenih na aparatu USP 1 — aparatura s

koSarico. Uporabljena je bila metoda B. Zacetni 1 1 kislega medija smo po eni uri odlili ter v

isto posodo previdno nalili umetni ¢revesni sok pH = 6,8.

43




Tabela 26. Odstotki spro$tenega natrijevega diklofenakata pod pogoji poskusa P(c)/I (ZMI + CM(o),

oskus narejen na aparatu USP 1 po metodi B), povpre¢je in standardna deviacija.

cas

% sproséene ucinkovine

(min) P(c)I/1 P(c)1/2 P(c)1/3 povprecje SD (%)
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
30 0,482 0,649 0,649 0,593 0,096
60 0,505 0,704 0,738 0,649 0,126
90 4,926 6,497 4,787 5,403 0,950
120 9,281 9,666 8,942 9,296 0,362
180 18,331 16,339 17,702 17,457 1,019
240 28,860 25,587 26,517 26,988 1,686
300 36,691 30,499 33,501 33,564 3,096
360 42,826 38,017 40,243 40,362 2,406
480 51,065 46,906 49,590 49,187 2,108
600 58,797 52,948 55,261 55,669 2,946
720 66,296 58,853 61,975 62,374 3,738
1440 83,269 78,193 77,748 79,737 3,068

Tabela 27. Odstotki spro$tenega natrijevega diklofenakata pod pogoji poskusa P(c)/II (ZM2 + CM(o),

oskus narejen na aparatu USP1 po metodi B), povpre¢je in standardna deviacija.

M . % sproscene ucinkovine
cas (min) P(OI/1 P(c)II}DZ P(O)I1/3 povpre&je SD (%)
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
30 0,177 0,219 0,193 0,196 0,021
60 0,439 0,439 0,306 0,395 0,077
90 8,098 8,495 7,953 8,182 0,280
120 16,936 16,904 17,531 17,124 0,353
180 28,246 27,241 27,665 27,717 0,505
240 35,406 35,204 35,240 35,284 0,108
300 45,850 39,235 44,319 43,135 3,463
360 51,982 44,855 50,356 49,065 3,735
480 75,619 70,817 66,962 71,133 4,337
600 79,443 79,851 78,032 79,109 0,954
720 80,083 79,497 79,976 79,852 0,312
1440 93,642 95,597 93,677 94,305 1,119

Tabela 28. Odstotki sprost¢enega natrijevega diklofenakata pod pogoji poskusa P(c)/III (ZM3 + CM(o),,

oskus narejen na aparatu USP 1 po metodi B), povpredje in standardna deviacija.

M . % sproscene ucinkovine
cas (min) P(Q)IIL/1 P(c)11172 P(C)IIL/3 povpredje SD (%)
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
30 12,252 12,478 11,379 12,036 0,581
60 12,661 13,612 13,354 13,209 0,492
90 24,538 24,502 24,401 24,480 0,071
120 28,311 28,423 28,556 28,430 0,122
180 34,555 34,697 34,879 34,710 0,162
240 39,923 40,534 40,198 40,218 0,306
300 43,071 45,202 45,703 44,659 1,397
360 47,121 47,780 48,327 47,743 0,604
480 54,268 55,363 56,527 55,386 1,129
600 57,688 58,519 58,851 58,353 0,599
720 60,885 62,145 61,912 61,648 0,670
1440 75,466 77,035 74,478 75,659 1,289




6.4 Profili spros¢anja pri razlicnem pH umetnega zelodénega medija ter

razliénih ¢asih zadrzevanja tablete v kislem mediju

V preliminarnih testih je bil dolo¢en nacin dela za teste sproS¢anja: aparat USP 2 ter metoda

A. V prvem sklopu poskusom smo preizkusali sproscanje u¢inkovine tako, da smo spreminjali

pH zacetnega umetnega zZelod¢nega soka (vrednosti 1-3) ter Case zadrZevanja tablete v kislem

mediju (10, 30, 60, 120 in 200 min). Z oznakami P1-P5 so oznaceni poskusi glede na Cas

zadrZzevanja oblike v kislem Zelodénem mediju, dodatne ¢rke a-f pa pomenijo razlicne pH

pogoje. Rezultati prvega sklopa poskusov so v tabelah 29 — 58.

Tabela 29. Odstotki spros¢enega natrijevega diklofenakata iz Voltaren® retard tablet pri pogojih poskusa
Pla (10 min zadrZevanja tablete v umetnem Zelodénem mediju, uporabljeni mediji ZM1 in CM1), povprecje

in standardna deviacija.

tas % sproscene ucinkovine § SD (%)
P1a/1 Pi1a/2 P1a/3 Pl1a/4 povprecje

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
10 0,418 0,430 0,472 0,437 0,439 0,023
30 4,821 5,772 5,548 5,503 5,411 0,411
60 10,575 11,826 12,213 11,967 11,645 0,731
90 15,221 16,325 18,308 18,315 17,042 1,533
120 19,189 20,148 19,564 20,888 19,947 0,741
180 29,475 29,067 29,280 30,132 29,488 0,460
240 41,388 37,964 43,442 43,653 41,612 2,638
300 55,004 54,839 62,191 62,992 58,757 4,441
360 76,666 79,616 81,283 75,028 78,148 2,823
480 87,073 93,053 91,339 92,839 91,076 2,775
1440 100,284 99,113 100,960 101,241 100,400 0,947

Tabela 30. Odstotki spros¢enega natrijevega diklofenakata iz Voltaren® retard tablet pri pogojih poskusa
P1b (10 min zadrZevanja tablete v umetnem Zelodcénem mediju, uporabljeni mediji ZM4 in CM4), povprecje

in standardna deviacija.

tas % sproécene ucinkovine _ SD (%)
P1b/1 P1b/2 P1b/3 P1b/4 povprecje

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
10 0,504 0,599 0,477 0,519 0,525 0,053
30 9,450 9,425 9,634 9,961 9,618 0,247
60 18,559 19,270 20,702 21,951 20,120 1,511
90 24,606 24,933 26,278 26,538 25,589 0,961
120 30,047 29,232 31,297 33,878 31,114 2,029
180 34,856 32,440 36,157 41,187 36,160 3,688
240 47,088 42,333 41,686 45,946 44,263 2,657
300 58,679 57,701 62,749 63,156 60,571 2,784
360 68,686 71,135 90,465 82,347 78,158 10,133
480 86,342 92,568 99,704 100,690 94,826 6,714
1440 99,189 99,426 102,436 102,289 100,835 1,767
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Tabela 31. Odstotki sproscenega natrijevega diklofenakata iz Voltaren® retard tablet pri pogojih poskusa
Plc (10 min zadrZevanja tablete v umetnem Zelodénem mediju, uporabljeni mediji ZM5 in CMS5), povpredje

in standardna deviacija.

tas % sproscene ucinkovine _ SD (%)
Pic/1 Pic/2 Pic/3 Pic/4 povprecje

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
10 0,307 0,310 0,326 0,288 0,308 0,016
30 10,653 10,294 11,356 10,449 10,688 0,469
60 21,163 20,826 21,479 21,041 21,127 0,273
90 27,321 26,630 27,630 26,697 27,070 0,486
120 32,883 31,265 31,000 32,079 31,807 0,852
180 36,662 36,585 40,081 37,483 37,703 1,637
240 45,348 45,119 45,424 45,371 45,316 0,135
300 61,139 71,437 68,035 68,736 67,337 4,384
360 89,796 91,366 90,272 91,179 90,653 0,745
480 97,584 98,507 99,560 99,654 98,826 0,978
1440 100,317 100,585 100,304 100,008 100,303 0,236

Tabela 32. Odstotki spros¢enega natrijevega diklofenakata iz Voltaren® retard tablet pri pogojih poskusa
P1d (10 min zadrZevanja tablete v umetnem Zelodcénem mediju, uporabljeni mediji ZM2 in CM2), povprecje

in standardna deviacija.

tas % sproscene ucinkovine i SD (%)
P1d/1 P1d/2 P1d/3 P1d/4 povprecje

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
10 0,122 0,234 0,210 0,254 0,205 0,058
30 12,457 12,894 12,425 12,596 12,593 0,214
60 19,607 20,517 19,485 19,677 19,822 0,470
90 24,906 26,254 24,841 25,159 25,290 0,657
120 29,284 30,936 29,663 29,471 29,838 0,748
180 37,971 40,258 37,644 36,313 38,047 1,639
240 51,105 55,797 49,601 60,288 54,197 4,842
300 80,463 83,008 79,607 79,545 80,656 1,623
360 89,593 88,166 92,708 93,681 91,037 2,589
480 100,147 98,561 98,327 98,571 98,901 0,838
1440 101,412 100,723 100,323 100,791 100,812 0,450

Tabela 33. Odstotki spros¢enega natrijevega diklofenakata iz Voltaren® retard tablet pri pogojih poskusa
Ple (10 min zadrZevanja tablete v umetnem Zelodénem mediju, uporabljeni mediji ZM6 in CM6), povprecje

in standardna deviacija.

tas % sproscene ucinkovine § SD (%)
Ple/1 Ple/2 Pi1e/3 Ple/4 povprecje

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
10 6,493 5,578 5,570 5,440 5,770 0,486
30 16,823 17,287 17,145 17,270 17,131 0,215
60 24,823 26,671 25,897 26,589 25,995 0,855
90 31,008 32,670 32,364 33,081 32,281 0,898
120 36,576 37,613 36,813 37,716 37,180 0,570
180 44,999 49,542 46,994 47,138 47,169 1,859
240 59,554 63,113 66,427 66,876 63,993 3,402
300 90,351 90,492 93,344 91,358 91,386 1,379
360 101,913 102,111 99,672 99,689 100,846 1,348
480 101,813 101,274 99,402 100,306 100,699 1,066
1440 101,960 101,438 100,140 99,423 100,740 1,165
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Tabela 34. Odstotki sproscenega natrijevega diklofenakata iz Voltaren® retard tablet pri pogojih poskusa
P1f (10 min zadrZevanja tablete v umetnem Zelodcnem mediju, uporabljeni mediji ZM3 in CM3), povprecje in

standardna deviacija.

N % sproscene ucinkovine
cas PIf/1 P1f/2 P P1f/3 Pif/4 bovpredje SD (%)
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
10 7,261 7.334 7.133 7.380 7,277 0,108
30 16,813 17,164 16,582 16,895 16,864 0,240
60 24,814 24,788 23,935 24,948 24,621 0,463
90 30,584 30,599 29,253 30,465 30,225 0,651
120 35,320 34,328 32,862 32,090 33,650 1,450
180 49,931 48,546 41,827 42,990 45,824 4,011
240 68,302 63,029 67,205 66,372 66,227 2,274
300 94,859 91,450 92,768 93,107 93,046 1,404
360 97,940 98,987 96,275 97,929 97,783 1,121
480 98,885 101,228 100,835 98,855 99,951 1,258
1440 99,443 99,352 99,960 100,253 99,752 0,428

Tabela 35. Odstotki spros¢enega natrijevega diklofenakata iz Voltaren® retard tablet pri pogojih poskusa
P2a (30 min zadrZevanja tablete v umetnem Zelodénem mediju, uporabljeni mediji ZM1 in CM1), povprecje

in standardna deviacija.

tas % sproscene ucinkovine i SD (%)
P2a/1 P2a/2 P2a/3 P2a/4 povprecje

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
30 0,530 0,507 0,499 0,569 0,526 0,031
60 4,172 4,690 5,553 6,132 5,137 0,874
90 8,153 9,222 8,909 8,837 8,780 0,450
120 12,649 13,740 16,832 17,766 15,247 2,441
150 16,422 16,774 23,575 3,073 14,961 8,582
180 20,537 23,464 29,044 33,447 26,623 5,757
240 31,548 29,232 38,618 43,249 35,661 6,444
300 54,525 50,766 54,389 57,562 54,310 2,780
360 68,487 70,473 72,957 73,122 71,260 2,210
480 78,498 81,906 81,069 82,522 80,999 1,770
1440 99,664 99,721 100,660 97,945 99,497 1,131

Tabela 36. Odstotki spros¢enega natrijevega diklofenakata iz Voltaren® retard tablet pri pogojih poskusa
P2b (30 min zadrZevanja tablete v umetnem Zelodénem mediju, uporabljeni mediji ZM4 in CM4), povprecje

in standardna deviacija.

tas % sproscene ucinkovine i SD (%)
P2b/1 P2b/2 P2b/3 P2b/4 povprecje

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
30 0,337 0,323 0,366 0,369 0,349 0,023
60 6,051 6,113 6,503 6,775 6,361 0,341
90 11,811 12,283 13,188 13,240 12,631 0,701
120 21,757 21,796 22,602 22,528 22,171 0,456
150 28,071 27,960 29,182 28,946 28,540 0,615
180 30,341 30,869 30,197 34,996 31,601 2,282
240 39,816 43,107 44,498 41,714 42,284 2,000
300 61,217 62,364 68,417 67,652 64,912 3,649
360 81,430 82,390 86,580 84,810 83,802 2,335
480 98,030 98,168 98,647 98,978 98,456 0,437
1440 100,113 99,812 99,704 99,146 99,694 0,404
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Tabela 37. Odstotki sproscenega natrijevega diklofenakata iz Voltaren® retard tablet pri pogojih poskusa
P2c (30 min zadrZevanja tablete v umetnem Zelodénem mediju, uporabljeni mediji ZM5 in CMS5), povpredje

in standardna deviacija.

tas % sproscene ucinkovine _ SD (%)
P2c/1 P2c/2 P2c/3 P2c/4 povprecje

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
30 0,307 0,293 0,337 0,340 0,319 0,023
60 7,371 7,746 8,136 8,095 7,837 0,357
90 13,443 13,605 14,821 14,560 14,107 0,685
120 23,388 23,738 24,235 24,158 23,880 0,394
150 29,703 29,902 30,198 30,576 30,095 0,380
180 34,089 34,620 37,016 35,671 35,349 1,291
240 52,733 56,027 51,317 51,558 52,909 2,169
300 77,175 78,325 87,399 86,618 82,379 5,375
360 91,338 92,301 96,486 94,701 93,707 2,331
480 101,920 102,095 102,535 102,549 102,275 0,317
1440 100,109 103,122 100,300 102,824 101,589 1,605

Tabela 38. Odstotki sproscenega natrijevega diklofenakata iz Voltaren® retard tablet pri pogojih poskusa

P2d (30 min zadrevanja tablete v umetnem Zelodénem mediju, uporabljeni mediji ZM2 in CM2), povpretje
in standardna deviacija.

tas % sproscene ucinkovine i SD (%)
P2d/1 P2d/2 P2d/3 P2d/4 povprecje

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
30 2,094 2,012 1,392 1,509 1,752 0,352
60 14,545 14,585 15,032 14,792 14,739 0,224
90 21,423 21,417 21,215 21,449 21,376 0,108
120 26,865 26,960 26,291 26,291 26,602 0,361
150 31,456 31,620 31,890 31,949 31,729 0,231
180 38,964 34,916 39,742 33,967 36,897 2,879
240 51,355 54,242 54,107 56,035 53,935 1,931
300 67,486 66,551 70,135 77,703 70,469 5,056
360 88,072 88,135 91,513 89,005 89,181 1,612
480 100,260 99,968 100,039 100,458 100,181 0,223
1440 102,179 100,889 100,954 99,925 100,987 0,923

Tabela 39. Odstotki spros¢enega natrijevega diklofenakata iz Voltaren® retard tablet pri pogojih poskusa
P2e (30 min zadrZevanja tablete v umetnem Zelodénem mediju, uporabljeni mediji ZM6 in CM6), povprecje

in standardna deviacija.

tas % sproscene ucinkovine § SD (%)
P2e/1 P2e/2 P2e/3 P2e/4 povprecje

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
30 2,224 2,134 1,449 1,578 1,846 0,390
60 15,676 15,090 15,850 15,924 15,635 0,378
90 22,243 21,922 21,721 21,957 21,961 0,215
120 27,065 27,465 26,797 27,110 27,109 0,274
150 34,744 34,904 36,870 36,933 35,863 1,202
180 40,854 42,946 38,566 35,868 39,559 3,042
240 50,185 59,210 55,983 64,039 57,354 5,814
300 75,431 77,595 81,125 85,701 79,963 4,488
360 92,248 90,100 93,424 100,023 93,949 4,277
480 101,589 101,929 101,345 99,440 101,076 1,117
1440 101,074 101,957 99,860 101,307 101,049 0,877
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Tabela 40. Odstotki spros¢enega natrijevega diklofenakata iz Voltaren® retard tablet pri pogojih poskusa
P2f (30 min zadrZevanja tablete v umetnem Zelodcnem mediju, uporabljeni mediji ZM3 in CM3), povprecje in

standardna deviacija.

tas % sproscene ucinkovine _ SD (%)
P2f/1 P2f/2 P2f/3 P2f/4 povprecje

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
30 9,123 9,173 8,126 8,229 8,663 0,562
60 21,273 21,784 21,438 25,074 22,392 1,800
90 28,284 28,287 29,147 29,378 28,774 0,572
120 33,195 33,197 34,875 34,804 34,018 0,949
150 37,563 37,566 37,780 37,355 37,566 0,174
180 40,414 40,417 40,918 41,634 40,846 0,577
240 59,723 57,582 61,123 63,757 60,546 2,589
300 84,365 84,357 93,093 93,359 88,793 5,120
360 93,138 92,859 98,572 96,212 95,195 2,716
480 99,204 96,429 100,577 100,567 99,194 1,953
1440 100,509 99,883 100,054 99,092 99,885 0,591

Tabela 41. Odstotki spros¢enega natrijevega diklofenakata iz Voltaren® retard tablet pri pogojih poskusa
P3a (60 min zadrZevanja tablete v umetnem Zelodénem mediju, uporabljeni mediji ZM1 in CM1), povprecje
in standardna deviacija.

tas % sproscene ucinkovine § SD (%)
P3a/1 P3a/2 P3a/3 P3a/4 povprecje

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
30 0,448 0,398 0,398 0,378 0,406 0,030
60 0,480 0,429 0,397 0,346 0,413 0,056
90 5,314 5,547 5,264 5,891 5,504 0,286
120 10,366 10,355 10,293 10,487 10,375 0,081
180 19,678 21,171 21,153 19,972 20,493 0,781
240 29,256 31,521 31,110 28,375 30,066 1,497
300 43,895 40,228 40,010 42,064 41,549 1,815
360 53,502 65,014 64,540 53,566 59,156 6,494
480 77,967 92,847 77,738 75,516 81,017 7,964
600 93,042 97,552 88,996 96,049 93,910 3,775
720 97,959 98,173 94,525 99,154 97,453 2,020
1440 98,870 98,919 99,470 99,067 99,081 0,272

Tabela 42. Odstotki spros¢enega natrijevega diklofenakata iz Voltaren® retard tablet pri pogojih poskusa
P3b (60 min zadrZevanja tablete v umetnem Zelodénem mediju, uporabljeni mediji ZM4 in CM4), povprecje

in standardna deviacija.

tas % sproécene ucinkovine _ SD (%)
P3b/1 P3b/2 P3b/3 P3/b/4 povprecje

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
30 1,924 1,930 2,101 1,953 1,977 0,084
60 2,009 2,003 2,145 2,000 2,039 0,071
90 14,603 13,882 15,731 15,201 14,854 0,795
120 18,708 18,246 18,256 17,902 18,278 0,330
180 26,598 25,025 27,290 26,291 26,301 0,948
240 40,327 37,194 37,255 37,805 38,145 1,480
300 54,889 51,778 48,726 43,980 49,843 4,649
360 69,862 69,624 67,331 70,256 69,268 1,317
480 97,293 92,789 89,723 89,683 92,372 3,589
600 99,846 96,794 90,449 92,309 94,849 4,265
720 100,701 96,752 100,910 99,872 99,558 1,924
1440 100,072 100,494 99,652 99,452 99,918 0,463
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Tabela 43. Odstotki sproscenega natrijevega diklofenakata iz Voltaren® retard tablet pri pogojih poskusa
P3c (60 min zadrZevanja tablete v umetnem Zelodénem mediju, uporabljeni mediji ZM5 in CMS5), povpredje

in standardna deviacija.

tas % sproscene ucinkovine _ SD (%)
P3c/1 P3c/2 P3c/3 P3c/4 povprecje

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
30 0,256 0,260 0,265 0,223 0,251 0,019
60 0,273 0,264 0,258 0,233 0,257 0,017
90 7,725 6,992 8,086 8,235 7,759 0,555
120 14,166 12,974 14,023 14,330 13,873 0,613
180 25,039 24,228 25,745 24,540 24,888 0,662
240 36,727 42,599 44,252 38,701 40,570 3,461
300 48,752 54,047 53,556 48,883 51,310 2,885
360 72,618 68,752 71,808 75,512 72,172 2,780
480 90,685 90,928 91,559 93,182 91,588 1,124
600 97,832 99,910 98,533 101,145 99,355 1,473
720 102,254 96,879 100,425 100,707 100,066 2,272
1440 100,638 101,741 101,095 98,650 100,531 1,333

Tabela 44. Odstotki spros¢enega natrijevega diklofenakata iz Voltaren® retard tablet pri pogojih poskusa
P3d (60 min zadrZevanja tablete v umetnem Zelodénem mediju, uporabljeni mediji ZM2 in CM2), povprecje

in standardna deviacija.

tas % sproé&ene ucinkovine _ SD (%)
P3d/1 P3d/2 P3d/3 P3d/4 povprecje

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
30 1,339 1,393 1,534 0,914 1,295 0,267
60 1,820 1,676 1,763 1,726 1,746 0,061
90 13,239 12,969 12,985 11,465 12,664 0,809
120 19,680 19,489 19,494 18,084 19,187 0,740
180 29,251 29,156 29,091 27,912 28,853 0,630
240 39,548 38,384 42,404 39,866 40,051 1,693
300 64,948 44,707 44,592 58,654 53,225 10,231
360 92,419 73,825 77,476 87,695 82,854 8,668
480 98,057 99,039 97,940 95,291 97,582 1,605
600 100,241 99,693 100,811 100,829 100,393 0,541
720 100,578 100,138 101,325 99,796 100,459 0,660
1440 100,539 100,437 100,807 100,732 100,629 0,171

Tabela 45. Odstotki sproscenega natrijevega diklofenakata iz Voltaren® retard tablet pri pogojih poskusa
P3e (60 min zadrZevanja tablete v umetnem Zelodénem mediju, uporabljeni mediji ZM6 in CM6), povprecje

in standardna deviacija.
. % sproscene ucinkovine
cas P3e/1 P3e/2 P3e/3 P3e/4 povpredje SD (%)
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
30 4,620 4,950 4,938 5,215 4,931 0,243
60 4,795 5,478 5,204 5,248 5,181 0,284
90 18,749 16,045 18,921 22,083 18,950 2,470
120 26,144 25,949 26,417 27,261 26,443 0,578
180 35,976 35,838 35,951 36,120 35,971 0,116
240 48,608 49,449 52,841 56,264 51,791 3,499
300 77,096 80,022 81,811 89,345 82,068 5,226
360 90,340 90,732 95,176 100,265 94,128 4,642
480 98,984 99,602 100,063 100,752 99,850 0,746
600 99,792 101,172 99,960 100,700 100,406 0,645
720 99,949 99,929 99,671 100,640 100,047 0,415
1440 99,619 99,941 99,060 99,772 99,598 0,382
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Tabela 46. Odstotki sproscenega natrijevega diklofenakata iz Voltaren® retard tablet pri pogojih poskusa
P3f (60 min zadrZevanja tablete v umetnem Zelodcnem mediju, uporabljeni mediji ZM3 in CM3), povprecje in

standardna deviacija.

tas % sproscene ucinkovine _ SD (%)
P3f/1 P3f/2 P3f/3 P3f/4 povprecje

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
30 7,818 9,347 8,335 8,299 8,450 0,643
60 8,973 10,253 9,809 9,529 9,641 0,536
90 22,425 22,651 20,940 22,022 22,009 0,759
120 30,802 29,516 28,578 28,560 29,364 1,057
180 41,225 44,280 65,819 39,085 47,602 12,330
240 67,301 55,678 86,280 72,702 70,490 12,699
300 88,647 63,960 99,694 96,334 87,159 16,142
360 94,425 72,172 103,643 100,836 92,769 14,263
480 98,668 92,884 101,501 96,642 97,424 3,624
600 97,758 101,463 99,081 98,853 99,289 1,560
720 100,503 101,463 101,664 96,375 100,001 2,470
1440 100,443 101,484 102,574 101,025 101,382 0,902

Tabela 47. Odstotki spros¢enega natrijevega diklofenakata iz Voltaren® retard tablet pri pogojih poskusa
P4a (120 min zadrZevanja tablete v umetnem Zelodénem mediju, uporabljeni mediji ZM1 in CM1), povprecje

in standardna deviacija.

tas % sproscene ucinkovine i} SD (%)
P4a/1 P4a/2 P4a/3 P4a/4 povprecje

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
30 0,532 0,505 0,506 0,531 0,519 0,015
60 0,477 0,536 0,499 0,541 0,513 0,031
90 0,497 0,506 0,598 0,542 0,536 0,046
120 0,495 0,531 0,589 0,609 0,556 0,052
150 4,308 4,743 5,861 4,430 4,835 0,708
180 6,938 7,671 7,174 7,019 7,200 0,329
210 10,259 11,193 10,464 10,838 10,688 0,413
240 13,404 15,771 14,178 14,882 14,559 1,009
300 20,410 24,411 23,172 23,934 22,982 1,789
360 29,348 33,305 31,212 32,034 31,475 1,659
480 45,824 52,765 53,465 52,322 51,094 3,545
600 58,009 62,872 63,900 62,603 61,846 2,618
720 68,256 74,121 72,266 72,274 71,729 2,475
1440 100,970 101,583 100,659 101,691 101,226 0,493

Tabela 48. Odstotki sproscenega natrijevega diklofenakata iz Voltaren® retard tablet pri pogojih poskusa
P4b (120 min zadrievanja tablete v umetnem Zelodénem mediju, uporabljeni mediji ZM4 in CM4), povprecje

in standardna deviacija.

tas % sproscene ucinkovine _ SD (%)
P4b/1 P4b/2 P4b/3 P4b/4 povprecje

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
30 2,522 2,520 2,560 2,513 2,529 0,021
60 2,645 2,607 2,592 2,543 2,597 0,042
90 2,610 2,589 2,555 2,564 2,580 0,025
120 2,593 2,597 2,536 2,582 2,577 0,028
150 15,262 15,700 18,077 14,508 15,887 1,541
180 20,491 20,370 19,901 19,398 20,040 0,498
210 24,004 24,033 23,670 23,147 23,714 0,412
240 27,766 27,745 27,215 26,554 27,320 0,570
300 33,036 34,069 32,135 33,799 33,260 0,868
360 38,244 42,062 43,942 39,273 40,880 2,602
480 81,231 68,811 68,591 74,187 73,205 5,944
600 90,436 89,703 89,374 92,976 90,622 1,631
720 99,543 101,458 96,427 99,022 99,112 2,074
1440 99,774 99,521 99,948 99,456 99,674 0,228

51




Tabela 49. Odstotki sprosé¢enega natrijevega diklofenakata pri pogojih poskusa P4dc (120 min zadrievanja
tablete v ZM, uporabljeni mediji ZM5 in CM5), povpre€je in standardna deviacija.

tas % sproscene ucinkovine i SD (%)
P4c/1 P4c/2 P4c/3 P4c/4 povprecje

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
30 2,445 2,599 2,467 3,101 2,653 0,306
60 2,738 2,845 2,687 3,075 2,836 0,172
90 2,727 2,744 2,824 2,934 2,807 0,095
120 2,688 2,689 2,727 2,931 2,759 0,116
150 10,701 9,355 10,256 10,912 10,306 0,690
180 15,060 14,779 14,384 15,164 14,847 0,349
210 19,633 19,276 19,046 19,734 19,422 0,319
240 26,043 26,342 25,617 26,081 26,021 0,300
300 33,817 37,180 37,499 38,917 36,853 2,160
360 41,990 48,868 47,696 42,970 45,381 3,407
480 87,835 90,821 81,466 87,106 86,807 3,907
600 100,245 99,610 102,247 99,839 100,485 1,203
720 100,326 102,339 97,265 99,872 99,950 2,087
1440 100,556 100,402 100,768 100,306 100,512 0,209

Tabela 50. Odstotki spros¢enega natrijevega diklofenakata pri pogojih P4d (120 min zadrZevanja tablete v
umetnem ZM, uporabljeni mediji ZM?2 in CM2), povprecje in standardna deviacija.

tas % sproscene ucinkovine _ SD (%)
P4d/1 Pad/2 P4d/3 P4d/4 povprecje

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
30 1,875 1,922 1,486 2,024 1,827 0,235
60 2,064 2,084 1,984 1,943 2,019 0,067
90 2,075 2,104 2,031 1,881 2,023 0,099
120 2,112 2,125 2,102 2,147 2,121 0,019
150 13,176 13,393 12,736 13,267 13,143 0,286
180 19,579 20,231 19,284 20,118 19,803 0,448
210 25,095 25,666 24,482 25,159 25,101 0,485
240 30,060 30,271 29,053 29,291 29,669 0,588
300 40,093 38,615 44,613 33,103 39,106 4,746
360 61,570 71,973 61,093 43,446 59,520 11,834
480 83,859 98,661 84,397 83,371 87,572 7,405
600 99,510 99,062 94,328 88,813 95,428 4,994
720 99,610 99,458 97,347 91,503 96,980 3,794
1440 99,652 99,802 99,793 97,533 99,195 1,110

Tabela 51. Odstotki spros¢enega natrijevega diklofenakata pri pogojih poskusa Pde (120 min zadrZevanja
tablete v umetnem Zelodénem mediju, uporabljeni mediji ZM6 in CM6), povprecje in standardna deviacija.

tas % sproécene ucinkovine _ SD (%)
P4e/1 P4e/2 P4e/3 P4e/4 povprecje

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
30 6,046 5,435 5,677 5,931 5,772 0,273
60 6,345 5,720 5,721 6,367 6,038 0,367
90 6,363 5,917 5,887 6,215 6,095 0,232
120 6,285 6,048 5,858 5,991 6,045 0,178
150 20,474 19,893 20,151 21,304 20,456 0,614
180 27,385 26,378 27,048 27,864 27,169 0,625
210 32,191 32,064 33,031 34,600 32,971 1,167
240 41,213 32,358 35,455 38,916 36,986 3,888
300 56,288 52,468 50,757 51,321 52,709 2,490
360 72,187 71,158 76,932 70,983 72,815 2,796
480 89,243 94,660 97,032 90,389 92,831 3,644
600 102,657 102,403 103,469 100,721 102,312 1,155
720 102,118 102,200 102,838 100,766 101,980 0,871
1440 102,139 102,173 102,317 102,173 102,200 0,079
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Tabela 52. Odstotki spros¢enega natrijevega diklofenakata pri pogojih poskusa P4f (120 min zadrZevanja
tablete v umetnem Zelodcnem mediju, uporabljeni mediji ZM3 in CM3), povprecje in standardna deviacija.

tas % sproscene ucinkovine _ SD (%)
P4f/1 P4f/2 P4f/3 P4f/4 povprecje

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
30 7,726 5,514 8,018 7,629 7,222 1,151
60 10,307 6,745 8,580 7,766 8,350 1,506
90 9,417 6,952 8,752 8,019 8,285 1,056
120 7,254 6,398 8,104 7,926 7,420 0,774
150 35,896 24,126 27,629 23,399 27,762 5,728
180 39,790 29,984 33,173 29,367 33,078 4,775
210 47,891 34,449 34,519 30,505 36,841 7,602
240 50,603 40,729 38,412 34,119 40,966 6,984
300 59,405 65,244 50,280 53,335 57,066 6,641
360 69,349 87,574 74,680 86,602 79,551 8,980
480 98,253 98,131 93,756 95,317 96,364 2,205
600 99,840 99,811 96,684 96,373 98,177 1,908
720 101,290 100,160 97,021 96,664 98,784 2,293
1440 100,127 99,588 100,720 97,225 99,415 1,532

Tabela 53. Odstotki sproscenega natrijevega diklofenakata pri pogojih poskusa P5a (200 min zadrZevanja
tablete v umetnem Zelodcnem mediju, uporabljeni mediji ZM1 in CM1), povprecje in standardna deviacija.

tas % sproscene ucinkovine § SD (%)
P5a/1 P5a/2 P5a/3 P5a/4 povprecje

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
30 0,689 0,746 1,036 0,815 0,821 0,152
60 0,818 0,673 0,942 0,821 0,813 0,110
90 1,093 1,084 0,842 0,866 0,971 0,136
120 1,186 1,202 1,191 0,991 1,143 0,101
150 1,215 1,202 1,236 1,288 1,235 0,038
180 1,208 1,191 1,101 1,281 1,195 0,074
200 1,276 1,294 1,357 1,353 1,320 0,041
210 1,487 2,171 X X 1,829 0,484
240 4,129 4,921 2,455 2,519 3,506 1,221
270 7,689 6,613 X X 7,151 0,761
300 9,267 9,132 8,434 9,055 8,972 0,369
360 15,035 14,423 15,233 15,545 15,059 0,473
420 21,051 20,761 21,257 21,453 21,131 0,296
480 27,684 26,993 27,645 27,829 27,538 0,371
600 37,473 36,781 38,678 38,721 37,913 0,951
720 48,015 46,672 50,481 50,916 49,021 2,021
900 X X 64,483 62,960 63,721 1,077
1200 X X 78,535 76,646 77,590 1,335
1440 82,651 78,671 81,934 81,973 81,307 1,788
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Tabela 54. Odstotki spros¢enega natrijevega diklofenakata pri pogojih poskusa P5b (200 min zadrZevanja
tablete v umetnem Zelodcnem mediju, uporabljeni mediji ZM4 in CM4), povprecje in standardna deviacija.

tas % sproscene ucinkovine i SD (%)
P5b/1 P5b/2 P5b/3 P5b/4 povprecje

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
30 0,286 0,576 0,549 0,461 0,468 0,131
60 0,418 0,541 0,619 0,493 0,518 0,084
90 0,561 0,537 0,497 0,555 0,538 0,029
120 0,541 0,537 0,509 0,579 0,542 0,029
150 0,537 0,529 0,494 0,577 0,534 0,034
180 0,536 0,528 0,494 0,565 0,531 0,029
200 0,533 0,527 0,495 0,568 0,531 0,030
240 15,415 16,348 15,790 16,389 15,986 0,468
300 23,221 24,367 23,953 25,270 24,203 0,855
360 30,078 32,148 29,849 31,609 30,921 1,131
420 37,428 35,983 34,910 35,756 36,019 1,047
480 47,797 46,968 50,071 45,740 47,644 1,825
600 63,253 65,827 60,295 59,913 62,322 2,773
720 78,357 81,958 80,923 99,330 85,142 9,579
900 97,911 99,195 99,107 102,183 99,599 1,820
1200 99,271 99,785 100,061 101,666 100,195 1,033
1440 99,436 100,108 100,249 100,761 100,139 0,546

Tabela 55. Odstotki sproscenega natrijevega diklofenakata iz Voltaren® retard tablet pri pogojih poskusa
P5c (200 min zadrievanja tablete v umetnem Zelodcnem mediju, uporabljeni mediji ZM5 in CMS5), povpredje

in standardna deviacija.

tas % sproscene ucinkovine _ SD (%)
P5c/1 P5c/2 P5c/3 P5c/4 povprecje

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
30 0,560 0,539 0,508 0,485 0,523 0,033
60 0,561 0,540 0,513 0,511 0,531 0,024
90 0,563 0,540 0,536 0,525 0,541 0,016
120 0,563 0,552 0,537 0,541 0,548 0,011
150 0,563 0,551 0,541 0,566 0,555 0,012
180 0,565 0,554 0,543 0,547 0,552 0,009
200 0,547 0,555 0,544 0,546 0,548 0,005
240 9,750 9,949 10,181 10,134 10,003 0,196
300 19,491 19,609 19,970 19,970 19,760 0,247
360 28,227 28,505 29,258 28,397 28,597 0,455
420 56,896 62,244 60,405 55,130 58,669 3,239
480 91,636 87,494 82,048 84,087 86,316 4,198
600 100,940 100,438 97,223 101,237 99,959 1,854
720 101,995 100,058 100,552 100,941 100,886 0,822
900 101,015 100,436 101,608 101,308 101,092 0,500
1200 100,410 100,385 101,542 101,238 100,894 0,587
1440 100,871 100,421 101,012 101,535 100,960 0,459
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Tabela 56. Odstotki sproscenega natrijevega diklofenakata iz Voltaren® retard tablet pri pogojih poskusa
P5d (200 min zadrievanja tablete v umetnem Zelodénem mediju, uporabljeni mediji ZM2 in CM2), povprecje
in standardna deviacija.

tas % sproscene ucinkovine _ SD (%)
P5d/1 P5d/2 P5d/3 P5d/4 povprecje

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
30 2,150 2,098 1,160 1,678 1,771 0,459
60 2,256 2,212 1,675 1,840 1,996 0,284
90 2,312 2,226 1,678 1,769 1,996 0,319
120 2,317 2,263 1,743 1,851 2,043 0,289
150 2,345 2,329 1,785 1,896 2,089 0,290
180 2,386 2,292 1,847 1,977 2,125 0,255
200 2,322 2,316 2,083 2,066 2,197 0,142
210 7,455 6,782 X X 7,119 0,476
240 15,949 15,453 16,177 16,317 15,974 0,379
270 22,151 22,089 X X 22,120 0,044
300 27,251 27,042 28,170 27,892 27,589 0,530
360 38,153 40,956 44,449 48,523 43,020 4,483
420 60,144 56,816 62,960 63,897 60,954 3,187
480 79,826 77,068 82,109 83,875 80,720 2,945
600 99,275 99,347 95,783 94,399 97,201 2,501
720 102,215 102,793 99,934 100,875 101,454 1,293
900 X X 100,354 100,785 100,570 0,304
1200 X X 102,226 103,282 102,754 0,747
1440 100,781 100,748 101,337 101,807 101,168 0,504

Tabela 57. Odstotki spros¢enega natrijevega diklofenakata iz Voltaren® retard tablet pri pogojih poskusa
P5e (200 min zadrZevanja tablete v umetnem Zelodénem mediju, uporabljeni mediji ZM6 in CM6), povprecje
in standardna deviacija.

tas % sproécene ucinkovine _ SD (%)
P5e/1 P5e/2 P5e/3 P5e/4 povprecje

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
30 6,838 6,409 6,678 6,464 6,597 0,198
60 6,471 6,611 6,597 5,882 6,390 0,345
90 6,433 6,541 6,530 5,724 6,307 0,392
120 5,538 6,113 5,886 5,512 5,762 0,289
150 5,377 5,754 5,834 5,404 5,592 0,235
180 5,309 5,615 5,579 5,302 5,451 0,169
200 5,320 5,478 5,316 5,303 5,355 0,083
240 27,414 27,282 26,411 27,804 27,228 0,588
300 41,481 41,590 41,361 41,742 41,543 0,162
360 62,845 62,476 64,863 63,444 63,407 1,049
420 83,320 78,316 78,252 78,266 79,538 2,521
480 95,627 96,254 99,938 91,046 95,716 3,648
600 102,898 102,373 102,153 100,435 101,965 1,067
720 102,594 102,800 102,209 102,922 102,631 0,313
900 102,879 102,823 102,480 104,347 103,132 0,829
1200 102,885 103,401 102,486 100,134 102,226 1,444
1440 102,615 102,491 100,116 100,065 101,322 1,423
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Tabela 58. Odstotki spros¢enega natrijevega diklofenakata pri pogojih poskusa P5f (120 min zadrZevanja
tablete v umetnem Zelodcnem mediju, uporabljeni mediji ZM3 in CM3), povprecje in standardna deviacija.

tas % sproscene ucinkovine _ SD (%)
P5f/1 P5f/2 P5f/3 P5f/4 povprecje

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
30 6,636 6,402 7,158 6,392 6,647 0,359
60 6,716 6,447 7,068 6,467 6,674 0,290
90 6,485 6,006 6,042 6,011 6,136 0,233
120 6,266 5,790 6,000 5,508 5,891 0,321
150 6,208 5,684 5,787 5,529 5,802 0,291
180 6,342 5,700 5,688 5,332 5,766 0,420
200 6,346 5,704 5,587 5,159 5,699 0,491
210 24,320 24,008 X X 24,164 0,221
240 29,752 31,495 25,383 25,279 27,977 3,138
270 35,589 36,414 X X 36,002 0,584
300 53,170 48,427 39,886 37,999 44,870 7,155
360 83,571 79,972 81,725 78,788 81,014 2,088
420 90,562 91,589 87,961 93,650 90,941 2,365
480 94,923 94,591 93,742 95,465 94,680 0,722
600 97,815 97,100 94,216 96,862 96,498 1,574
720 98,109 97,121 95,825 98,667 97,430 1,246
900 X X 96,656 98,573 97,614 1,355
1200 X X 97,725 97,652 97,689 0,052
1440 100,708 99,516 100,919 100,779 100,480 0,649

6.5 Profili sproséanja pri razliéni jakosti ionske mogi

V drugem sklopu poskusov (tabele 59-63) smo pri ¢asovni tocki zadrZevanja tablete v kislem
120 min preizkuSali Se dve dodatni ionski moci. Medijem, katerim smo dodali 2 g/l NaCl,
smo ozna¢ili z znakom * (mediji ZM/CMI1*, ZM/CM2* in ZM/CM3*). Po literaturnih
preglednih ¢lankih smo se odlocili Se za tisto vrednost ionske moci fizioloSkih medijev, ki je
bila poroCana kot najvi§ja, ter preizkusili spro§¢anje ucinkovine v takem mediju. Medije smo

ozna¢ili z znakom (z) (mediji ZM/CM2(z) in ZM/CM3(z2)).

Tabela 59. Odstotki sproscenega natrijevega diklofenakata iz Voltaren® retard tablet pri pogojih poskusa
Pda* (120 min zaflrzvevanja tablete v umetnem Zelodénem mediju, ki ima spremenjeno ionsko mo¢é -
uporabljeni mediji ZM1* in CM1%*), povprecje in standardna deviacija.

tas % sproécene ucinkovine _ SD (%)
P4a*/1 P4a*/2 P4a*/3 P4a*/4 povprecje

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
30 0,238 0,190 0,199 0,292 0,230 0,046
60 0,225 0,223 0,206 0,222 0,219 0,009
90 0,265 0,252 0,273 0,207 0,249 0,030
120 0,220 0,232 0,252 0,255 0,240 0,017
150 2,828 3,271 3,146 3,133 3,094 0,188
180 4,576 4,567 5,082 4,942 4,792 0,261
210 6,595 7,030 7,504 7,274 7,101 0,389
240 11,896 11,763 11,963 11,781 11,851 0,095
300 16,807 18,475 16,894 16,555 17,183 0,873
360 24,807 24,543 24,441 25,237 24,757 0,355
480 39,707 39,232 39,903 40,244 39,771 0,423
600 51,690 51,620 51,611 52,768 51,922 0,565
720 58,900 58,527 59,808 60,847 59,520 1,035
1440 97,231 98,228 99,530 99,695 98,671 1,163
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Tabela 60. Odstotki spro$¢ene udinkovine pri pogojih poskusa P4d* (120 min zadrfevanja v ZM, ki ima
spremenjeno ionsko moc - uporabljeni mediji ZM2* in CM2%*), povprecje in standardna deviacija.

tas % sproscene ucinkovine § SD (%)
P4d*/1 P4d*/2 P4d*/3 P4d*/4 povprecje

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
30 1,337 1,600 1,223 1,453 1,403 0,161
60 1,671 1,748 1,576 1,743 1,685 0,080
90 1,578 1,765 1,649 1,769 1,691 0,093
120 1,690 1,834 1,663 1,601 1,697 0,098
150 9,732 10,464 10,175 10,520 10,223 0,360
180 15,811 16,210 15,877 15,923 15,955 0,176
210 20,143 18,876 20,509 21,331 20,215 1,021
240 24,331 26,190 25,577 25,200 25,324 0,778
300 35,091 35,585 36,701 37,080 36,114 0,932
360 51,452 52,888 50,920 46,930 50,548 2,551
480 78,843 81,489 79,099 76,675 79,026 1,969
600 91,118 94,183 94,266 89,258 92,206 2,451
720 101,468 100,917 101,203 99,546 100,784 0,855
1440 100,885 100,893 100,203 100,992 100,743 0,363

Tabela 61. Odstotki spro$¢ene uéinkovine pri pogojih poskusa P4f* (120 min zadrievanja tablete v ZM, ki

ima spremenjeno ionsko mo¢ - uporabljeni mediji ZM3* in CM3*), povpre&je in standardna deviacija.

tas % sproscene ucinkovine _ SD (%)
P4f*/1 P4f*/2 P4f*/3 P4f*/4 povprecje
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
30 6,491 6,749 5,864 5,083 6,047 0,742
60 6,918 7,140 6,363 5,800 6,555 0,600
90 7,084 7,544 6,589 6,089 6,827 0,628
120 7,225 7,896 7,828 6,594 7,386 0,608
150 16,881 17,016 16,358 16,551 16,702 0,301
180 23,885 23,696 22,967 22,905 23,363 0,500
210 29,640 26,256 28,352 28,225 28,118 1,396
240 38,122 37,248 32,853 33,163 35,346 2,727
300 51,303 51,237 49,947 52,248 51,184 0,945
360 64,057 59,190 56,680 72,919 63,212 7,160
480 91,943 72,803 71,920 92,341 82,252 11,427
600 101,620 84,761 83,058 100,908 92,587 10,048
720 100,755 98,430 100,404 99,184 99,693 1,078
1440 100,719 99,841 98,914 98,535 99,502 0,979
Tabela 62. Odstotki spro$¢ene utinkovine pri pogojih poskusa P4d(z) (120 min zadrievanja v ZM, ki ima
najvisjo fiziolosko vrednost ionske modi - mediji ZM2(z) in CM2(z)), povprecje in standardna deviacija.
tas % sproécene ucinkovine _ SD (%)
P4d(z)/1 P4d(z)/2 P4d(z)/3 P4d(z)/4 povprecje
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
30 0,844 0,832 0,634 0,732 0,760 0,098
60 0,987 1,191 0,843 1,011 1,008 0,143
90 1,199 1,195 1,140 1,073 1,152 0,059
120 1,232 1,212 1,179 1,167 1,197 0,030
150 6,583 6,530 6,588 6,799 6,625 0,119
180 11,023 10,962 11,122 11,128 11,059 0,081
210 15,465 14,988 14,905 15,792 15,288 0,417
240 19,356 19,103 19,105 20,374 19,484 0,605
300 34,778 33,322 34,072 36,893 34,766 1,538
360 50,674 53,552 52,535 46,856 50,904 2,950
480 79,656 73,046 82,943 72,709 77,088 5,046
600 86,878 89,723 88,644 84,103 87,337 2,455
720 94,963 96,254 93,581 94,084 94,720 1,171
1440 101,672 101,352 101,772 99,930 101,182 0,853
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Tabela 63. Odstotki sproscenega natrijevega diklofenakata iz Voltaren® retard tablet pri pogojih poskusa

P4f(z) (120 min zadrievanja tablete v umetnem Zelodénem mediju, ki ima spremenjeno, najvisjo fiziolosko
vrednost ionske moci - uporabljeni mediji ZM3(z) in CM3(z)), povprecje in standardna deviacija.

tas % sproscene ucinkovine _ SD (%)
P4f(z)/1 P4f(z)/2 P4f(z)/3 P4d(z)/4 povprecje

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
30 3,435 3,776 3,877 3,967 3,763 0,233
60 4,235 4,455 4,482 4,535 4,427 0,132
90 4,302 4,612 4,519 4,593 4,506 0,142
120 4,478 4,696 4,546 4,624 4,586 0,094
150 16,260 16,608 16,483 16,912 16,566 0,272
180 23,838 23,720 24,539 24,202 24,075 0,372
210 27,892 28,513 29,389 30,180 28,994 1,001
240 43,663 43,345 44,396 44,454 43,965 0,548
300 65,664 67,262 64,057 72,896 67,470 3,847
360 82,494 80,661 75,574 77,414 79,036 3,121
480 94,353 99,786 91,926 100,732 96,699 4,246
600 104,866 100,600 102,164 102,584 102,553 1,762
720 100,687 100,872 103,011 99,866 101,109 1,341
1440 101,976 100,013 102,623 101,392 101,501 1,112

6.6 Izracun utezenih povprecnih profilov sprosc¢anja

Preglednice 64, 66, 68, 70, 72, 74 prikazujejo izhodiS¢ne podatke ter z linearno regresijo
izraCunane vrednosti za vse Casovne tocke vzorCenja pri poskusih sproscanja, katere smo
naslednjem koraku uporabili za izracun uteZenih krivulj ter iz teh vsoto vseh krivulj

sproscanja pri dolocenem pH-ju; le-te prikazujejo preglednice 65, 67, 69, 71, 73, 75.

Tabela 64. Izhodis¢ni podatki za izracun uteZene krivulje sproScanja pri in vitro Kislosti Zelod¢nega
medija pH = 1. Podatki, ki so obarvani vijolitno, so izratunani z linearno interpolacijo glede na
eksperimentalne podatke testov raztapljanja; debelejSa ¢rta oznacuje ¢as zadrZevanja oblike v ZM.

gas [min] % sproscene ucinkovine
Pla P2a P3a P4a P5a

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
10 0,439 0,175 0,135 0,173 0,274
30 5,646 0,526 0,405 0,519 0,821
60 11,920 5,137 0,405 0,513 0,813
90 17,351 8,780 5,709 0,536 0,971
120 20,274 15,247 10,782 0,556 1,143
150 25,518 14,961 15,783 4,835 1,235
180 30,763 26,623 20,784 7,200 1,195
200 35,124 29,636 23,883 9,526 1,320
210 37,304 31,142 25,433 10,688 1,829
240 43,845 35,661 30,081 14,559 3,506
270 52,472 44,986 35,941 18,770 7,151
300 61,098 54,310 41,801 22,982 8,972
360 80,611 71,260 60,858 31,475 15,059
420 87,116 76,129 70,751 41,284 21,131
480 93,620 80,999 80,643 51,094 27,538
600 94,485 83,311 94,542 61,846 37,913
720 95,134 85,623 95,224 71,729 49,021
900 96,648 89,092 96,247 79,103 63,721
1200 98,812 94,873 97,952 91,394 77,590
1440 100,542 99,497 99,315 101,226 81,307
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Tabela 65. UteZeni podatki za izrac¢un krivulj sproS¢anja spros¢anja pri in vitro Kislosti Zelodénega
medija pH = 1. Iz teh krivulj je izracunana vsota, ki je uteZena povprecna krivulja spros¢anja natrijevega
diklofenakata iz Voltaren® retard tablet pri tej pH vrednosti.

&as [min] % sproséene ucinkovine

Pla P2a P3a P4a P5a vsota

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
10 0,070 0,035 0,044 0,046 0,014 0,208
30 0,894 0,106 0,131 0,138 0,042 1,311
60 1,887 1,031 0,131 0,136 0,042 3,228
90 2,747 1,763 1,848 0,142 0,050 6,551
120 3,210 3,062 3,490 0,148 0,059 9,969
150 4,041 3,004 5,110 1,284 0,064 13,502
180 4,871 5,346 6,729 1,912 0,062 18,919
200 5,562 5,951 7,732 2,529 0,068 21,842
210 5,907 6,253 8,233 2,838 0,094 23,326
240 6,943 7,161 9,738 3,866 0,181 27,888
270 8,309 9,033 11,635 4,984 0,369 34,330
300 9,675 10,906 13,533 6,102 0,463 40,678
360 12,765 14,309 19,702 8,357 0,777 55,910
420 13,795 15,287 22,905 10,962 1,090 64,038
480 14,825 16,264 26,107 13,567 1,421 72,184
600 14,962 16,729 30,607 16,422 1,956 80,675
720 15,064 17,193 30,827 19,046 2,529 84,660
900 15,304 17,890 31,159 21,004 3,288 88,644
1200 15,647 19,050 31,710 24,267 4,003 94,678
1440 15,921 19,979 32,152 26,878 4,195 99,124

Tabela 66. Izhodis¢ni podatki za izracun uteZene Kkrivulje sproS¢anja pri in vitro Kislosti Zelod¢nega
medija pH = 1,13. Podatki, ki so obarvani vijolino, so izratunani z linearno interpolacijo glede na
eksperimentalne podatke testov raztapljanja; debelejSa ¢rta pomeni ¢as zadrZevanja oblike v ZM.

&as [min] % sproscene ucinkovine
P1b P2b P3b P4b P5b

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
10 0,525 0,116 0,659 0,843 0,156
30 9,618 0,349 1,977 2,529 0,468
60 20,120 6,361 2,039 2,597 0,518
90 25,589 12,631 14,854 2,580 0,538
120 31,114 22,171 18,278 2,577 0,542
150 33,637 28,540 22,289 15,887 0,534
180 36,160 31,601 26,301 20,040 0,531
200 38,861 35,162 30,249 22,489 0,531
210 40,211 36,942 32,223 23,714 4,394
240 44,263 42,284 38,145 27,320 15,986
270 52,417 53,598 43,994 30,290 20,094
300 60,571 64,912 49,843 33,260 24,203
360 78,158 83,802 69,268 40,880 30,921
420 86,492 91,129 80,820 57,043 36,019
480 94,826 98,456 92,372 73,205 47,644
600 95,577 98,611 94,849 90,622 62,322
720 96,140 98,765 99,558 99,112 85,142
900 97,455 98,997 99,648 99,253 99,599
1200 99,333 99,384 98,470 99,487 100,195
1440 100,835 99,694 99,918 99,674 100,139
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Tabela 67. UteZeni podatki za izra¢un krivulj spros¢anja spros¢anja pri in vitro Kislosti Zelodénega medija
pH = 1,13. Iz teh krivulj je izracunana vsota, ki je uteZena povprecna Kkrivulja spros¢anja natrijevega
diklofenakata iz Voltaren® retard tablet pri tej pH vrednosti.

&as [min] % spros¢ene ucinkovine

P1b P2b P3b P4b P5b vsota

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
10 0,083 0,023 0,213 0,224 0,008 0,552
30 1,523 0,070 0,640 0,671 0,024 2,929
60 3,186 1,277 0,660 0,689 0,027 5,840
90 4,052 2,536 4,809 0,685 0,028 12,110
120 4,927 4,452 5,917 0,684 0,028 16,008
150 5,326 5,731 7,216 4,218 0,028 22,519
180 5,726 6,345 8,515 5,321 0,027 25,934
200 6,154 7,060 9,793 5,971 0,027 29,006
210 6,367 7,418 10,432 6,297 0,227 30,740
240 7,009 8,491 12,349 7,254 0,825 35,927
270 8,300 10,762 14,243 8,043 1,037 42,385
300 9,591 13,034 16,136 8,831 1,249 48,842
360 12,376 16,827 22,425 10,855 1,595 64,078
420 13,696 18,299 26,164 15,146 1,858 75,163
480 15,015 19,770 29,904 19,438 2,458 86,585
600 15,134 19,801 30,706 24,062 3,215 92,919
720 15,224 19,832 32,231 26,317 4,393 97,996
900 15,432 19,879 32,260 26,354 5,139 99,063
1200 15,729 19,956 31,878 26,416 5,169 99,149
1440 15,967 20,018 32,347 26,466 5,166 99,965

Tabela 68. Izhodis¢ni podatki za izracun uteZene Kkrivulje sprosS¢anja pri in vitro Kislosti Zelod¢nega
medija pH = 1,26. Podatki, ki so obarvani vijolino, so izratunani z linearno interpolacijo glede na
eksperimentalne podatke testov raztapljanja; debelejSa ¢rta pomeni ¢as zadrZevanja oblike v ZM.

gas [min] % sproscene ucinkovine
Plc P2c P3c P4c P5c

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
10 0,308 0,106 0,084 0,884 0,174
30 10,688 0,319 0,251 2,653 0,523
60 21,127 7,837 0,257 2,836 0,531
90 27,070 14,107 7,759 2,807 0,541
120 31,807 23,880 13,873 2,759 0,548
150 34,755 30,095 19,380 10,306 0,555
180 37,703 35,349 24,888 14,847 0,552
200 40,240 41,202 30,115 17,897 0,548
210 41,509 44,129 32,729 19,422 2,912
240 45,316 52,909 40,570 26,021 10,003
270 56,326 67,644 45,940 31,437 14,882
300 67,337 82,379 51,310 36,853 19,760
360 90,653 93,707 72,172 45,381 28,597
420 94,740 97,991 81,880 66,094 58,669
480 98,826 102,275 91,588 86,807 86,316
600 99,011 102,189 99,355 100,485 99,959
720 99,149 102,103 100,066 99,950 100,886
900 99,472 101,975 100,183 100,091 101,092
1200 99,934 101,760 100,195 100,325 100,894
1440 100,303 101,589 100,531 100,512 100,960
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Tabela 69. UteZeni podatki za izra¢un krivulj spros¢anja spros¢anja pri in vitro Kislosti Zelodénega medija
pH = 1,26. Iz teh krivulj je izracunana vsota, ki je uteZena povprecna Kkrivulja spros¢anja natrijevega
diklofenakata iz Voltaren® retard tablet pri tej pH vrednosti.

&as [min] % spros¢ene ucinkovine

Plc P2c P3c P4c P5c vsota

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
10 0,049 0,021 0,027 0,235 0,009 0,003
30 1,692 0,064 0,081 0,704 0,027 0,026
60 3,345 1,574 0,083 0,753 0,027 0,058
90 4,286 2,833 2,512 0,745 0,028 0,104
120 5,037 4,795 4,491 0,732 0,028 0,151
150 5,503 6,043 6,274 2,737 0,029 0,206
180 5,970 7,098 8,057 3,942 0,028 0,251
200 6,372 8,273 9,749 4,752 0,028 0,292
210 6,573 8,861 10,595 5,157 0,150 0,313
240 7,176 10,624 13,134 6,909 0,516 0,384
270 8,919 13,583 14,872 8,347 0,768 0,465
300 10,663 16,542 16,611 9,785 1,019 0,546
360 14,355 18,816 23,365 12,050 1,475 0,701
420 15,002 19,676 26,508 17,550 3,027 0,818
480 15,649 20,537 29,651 23,049 4,453 0,933
600 15,678 20,520 32,165 26,681 5,157 1,002
720 15,700 20,502 32,395 26,539 5,205 1,003
900 15,751 20,476 32,433 26,577 5,216 1,005
1200 15,824 20,433 32,437 26,639 5,205 1,005
1440 15,883 20,399 32,546 26,689 5,209 1,007

Tabela 70. Izhodis¢ni podatki za izracun uteZene Kkrivulje sprosS¢anja pri in vitro Kislosti Zelod¢nega
medija pH = 2. Podatki, ki so obarvani vijoli¢no, so izratunani z linearno interpolacijo glede na
eksperimentalne podatke testov raztapljanja; debelejSa ¢rta pomeni ¢as zadrZevanja oblike v ZM.

gas [min] % sproscene ucinkovine
P1d P2d P3d P4d P5d

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
10 0,205 0,584 0,432 0,609 0,590
30 12,593 1,752 1,295 1,827 1,771
60 19,822 14,739 1,705 2,019 1,996
90 25,290 21,376 12,631 2,023 1,996
120 29,838 26,602 19,267 2,121 2,043
150 33,942 31,729 24,059 13,143 2,089
180 38,047 36,897 28,850 19,803 2,125
200 43,430 42,577 32,810 23,335 2,197
210 46,122 45,416 34,789 25,101 7,119
240 54,197 53,935 40,728 29,669 15,974
270 67,427 62,202 48,381 34,387 22,120
300 80,656 70,469 56,034 39,106 27,589
360 91,037 89,181 85,062 59,520 43,020
420 94,969 94,681 82,853 73,546 60,954
480 98,901 100,181 80,643 87,572 80,720
600 99,140 100,282 100,506 95,428 97,201
720 99,319 100,383 100,210 96,980 101,454
900 99,737 100,534 100,228 97,534 100,570
1200 100,334 100,785 100,347 98,457 102,754
1440 100,812 100,987 100,284 99,195 101,168

61



Tabela 71. UteZeni podatki za izra¢un krivulj spros¢anja spros¢anja pri in vitro Kislosti Zelodénega medija

pH = 2.

diklofenakata iz Voltaren® retard tablet pri tej pH vrednosti.

Iz teh krivulj je izra¢unana vsota, ki je uteZena povprecna krivulja spros¢anja natrijevega

% sproscene ucinkovine

cas [min] P1d p2d P3d P4d P5d vsota
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
10 0,032 0,117 0,140 0,162 0,030 0,482
30 1,994 0,352 0,419 0,485 0,091 3,342
60 3,139 2,959 0,552 0,536 0,103 7,289
90 4,005 4,292 4,089 0,537 0,103 13,026
120 4,725 5,342 6,237 0,563 0,105 16,973
150 5,375 6,371 7,789 3,490 0,108 23,132
180 6,025 7,409 9,340 5,258 0,110 28,141
200 6,877 8,549 10,622 6,196 0,113 32,357
210 7,303 9,120 11,263 6,665 0,367 34,717
240 8,582 10,830 13,185 7,878 0,824 41,299
270 10,677 12,490 15,663 9,131 1,141 49,102
300 12,772 14,150 18,140 10,384 1,423 56,869
360 14,416 17,908 27,538 15,804 2,220 77,884
420 15,038 19,012 26,822 19,528 3,145 83,546
480 15,661 20,116 26,107 23,253 4,164 89,301
600 15,699 20,137 32,537 25,339 5,015 98,726
720 15,727 20,157 32,441 25,750 5,234 99,310
900 15,793 20,187 32,447 25,898 5,189 99,514
1200 15,888 20,238 32,486 26,143 5,301 100,055
1440 15,963 20,278 32,465 26,339 5,219 100,265

Tabela 72. Izhodis¢ni podatki za izracun uteZene Kkrivulje sprosS¢anja pri in vitro Kislosti Zelod¢nega
medija pH = 2,83. Podatki, ki so obarvani vijolicno, so izra¢unani z linearno interpolacijo glede na

eksperimentalne podatke testov raztapljanja; debelej$a érta pomeni &as zadrzevanja oblike v ZM.

% sproscene ucinkovine

cas [min] Ple P2e P3e Pae P5e
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
10 7,277 0,615 1,644 1,924 0,590
30 16,864 1,846 4,931 5,772 1,771
60 24,621 15,635 5,181 6,038 1,996
90 30,225 21,961 18,950 6,095 1,996
120 33,650 27,109 26,443 6,045 2,043
150 39,737 35,863 31,207 20,456 2,089
180 45,824 39,559 35,971 27,169 2,125
200 52,625 45,490 41,244 31,037 2,197
210 56,025 48,456 43,881 32,971 7,119
240 66,227 57,354 51,791 36,986 15,974
270 79,636 68,659 66,929 44,847 22,120
300 93,046 79,963 82,068 52,709 27,589
360 97,783 93,949 94,128 72,815 43,020
420 98,867 97,512 96,989 82,823 60,954
480 99,951 101,076 99,850 92,831 80,720
600 99,926 101,076 100,406 102,312 97,201
720 99,907 101,076 100,047 101,980 101,454
900 99,864 101,076 99,935 102,035 100,570
1200 99,802 101,076 99,829 102,127 102,754
1440 99,752 101,076 99,598 102,200 101,168
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Tabela 73. UteZeni podatki za izra¢un krivulj spros¢anja spros¢anja pri in vitro Kislosti Zelodénega medija
pH = 2,83. Iz teh krivulj je izracunana vsota, ki je uteZena povprecna Kkrivulja spros¢anja natrijevega
diklofenakata iz Voltaren® retard tablet pri tej pH vrednosti.

% sproscene ucinkovine

¢as [min] Ple P2e P3e P4e P5e vsota

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

10 1,152 0,124 0,532 0,511 0,030 2,349

30 2,670 0,371 1,596 1,533 0,091 6,261
60 3,899 3,140 1,677 1,603 0,103 10,422
90 4,786 4,410 6,135 1,618 0,103 17,052
120 5,328 5,444 8,561 1,605 0,105 21,043
150 6,292 7,201 10,103 5,431 0,108 29,136
180 7,256 7,943 11,645 7,214 0,110 34,168
200 8,333 9,134 13,352 8,241 0,113 39,174
210 8,871 9,730 14,206 8,755 0,367 41,929
240 10,487 11,517 16,766 9,821 0,824 49,415
270 12,610 13,787 21,667 11,908 1,141 61,114
300 14,734 16,057 26,569 13,995 1,423 72,777
360 15,484 18,865 30,473 19,334 2,220 86,375
420 15,655 19,580 31,399 21,992 3,145 91,771
480 15,827 20,296 32,325 24,649 4,164 97,261
600 15,823 20,296 32,505 27,166 5,015 100,805
720 15,820 20,296 32,389 27,078 5,234 100,817
900 15,813 20,296 32,353 27,093 5,189 100,743
1200 15,803 20,296 32,318 27,117 5,301 100,836
1440 15,795 20,296 32,244 27,137 5,219 100,691

Tabela 74. Izhodis¢ni podatki za izracun uteZene Kkrivulje sprosS¢anja pri in vitro Kislosti Zelod¢nega
medija pH = 3. Podatki, ki so obarvani vijoli¢no, so izratunani z linearno interpolacijo glede na
eksperimentalne podatke testov raztapljanja; debelejSa ¢rta pomeni ¢as zadrZevanja oblike v ZM.

gas [min] % sproscene ucinkovine
P1f P2f P3f P4f P5f

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
10 7,277 2,888 2,768 2,407 2,216
30 16,864 8,663 8,305 7,222 6,647
60 24,621 22,392 9,321 8,350 6,674
90 30,225 28,774 22,189 8,285 6,136
120 33,650 34,018 28,398 7,420 5,891
150 39,737 37,566 38,858 27,762 5,802
180 45,824 40,846 49,319 33,078 5,766
200 52,625 47,413 55,564 35,587 5,699
210 56,025 50,696 58,687 36,841 24,164
240 66,227 60,546 68,055 40,966 27,977
270 79,636 74,670 78,251 49,016 36,002
300 93,046 88,793 88,446 57,066 44,870
360 97,783 95,195 95,148 79,551 81,014
420 98,867 97,195 97,773 87,958 90,941
480 99,951 99,194 100,397 96,364 94,680
600 99,926 99,281 101,118 98,177 96,498
720 99,907 99,367 100,341 98,784 97,430
900 99,864 99,496 100,527 98,942 97,614
1200 99,802 99,712 101,094 99,205 97,689
1440 99,752 99,885 101,085 99,415 100,480
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Tabela 75. UteZeni podatki za izra¢un krivulj spros¢anja spros¢anja pri in vitro Kislosti Zelodénega medija
pH = 3. Iz teh krivulj je izra¢unana vsota, ki je povpre¢na Kkrivulja spros¢anja natrijevega diklofenakata
iz Voltaren® retard tablet pri tej pH vrednosti.

¢as [min] % sproscene ucinkovine

P1f p2f P3f P4f P5f vsota

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

10 1,152 0,580 0,896 0,639 0,114 3,382

30 2,670 1,739 2,689 1,918 0,343 9,359
60 3,899 4,496 3,018 2,217 0,344 13,974
90 4,786 5,778 7,184 2,200 0,317 20,264
120 5,328 6,831 9,193 1,970 0,304 23,627
150 6,292 7,543 12,580 7,372 0,299 34,086
180 7,256 8,202 15,966 8,783 0,297 40,505
200 8,333 9,520 17,988 9,449 0,294 45,585
210 8,871 10,180 18,999 9,782 1,247 49,079
240 10,487 12,158 22,032 10,877 1,443 56,997
270 12,610 14,994 25,333 13,015 1,857 67,809
300 14,734 17,830 28,633 15,152 2,315 78,664
360 15,484 19,115 30,803 21,123 4,180 90,704
420 15,655 19,517 31,653 23,355 4,692 94,871
480 15,827 19,918 32,502 25,587 4,885 98,719
600 15,823 19,936 32,736 26,068 4,979 99,541
720 15,820 19,953 32,484 26,230 5,027 99,513
900 15,813 19,979 32,544 26,271 5,036 99,644
1200 15,803 20,022 32,728 26,341 5,040 99,935
1440 15,795 20,057 32,725 26,397 5,184 100,158

6.7 Dolocitev ¢asa, v katerem se sprosti 50% ucinkovine

V tabeli 76 smo iz podatkov pri posameznem poskusu s pomocjo linearne regresije izracunali

Cas, v katerem se pri pogojih posameznega poskusa sprosti 50% ucinkovine.

Tabela 76. Izratunan cas, kjer se pri pogojih posameznega poskusa sprosti 50% natrijevega
diklofenakata iz tablete (P1 — P5: poskusi so razdeljeni glede na cas zadrZevanja tablete v kislem mediju (10
— 120 min); a - f: poskusi razdeljeni glede na pH vrednost kislega medija (1 - 3) ).

t (50%) [min] P1 P2 P3 P4 P5
a(pH=1) 261,443 286,149 325,819 473,291 731,712
b (pH = 1,13) 256,813 260,488 300,439 393,816 509,460
c (pH = 1,26) 250,052 247,831 292,682 373,833 404,229
d (pH = 2) 224,391 226,106 276,354 334,311 386,912
e (pH = 2,83) 196,736 216,550 233,170 312,149 383,352
f (pH = 3) 192,258 201,762 208,917 273,709 308,516

6.8 Dolocitev faktorjev razlicnosti (f1) in podobnosti (f2) pri testih,
kjer smo variirali ionsko moé

Preglednice 77 — 79 prikazujejo uporabljene podatke, ki smo jih uporabili za izracun faktorjev
f1 in f2 ter rezultate. V oklepajih poleg rezultatov so podane referencne vrednosti glede na

regulatorne predpise.
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Tabela 77. Izracunani faktorji podobnosti (f2) in razli¢nosti (f1) za poskus P4a, kjer smo variirali ionsko
moc¢ (P4a - poskus, pri katerem smo uporabili 0,1M HCI Zelod¢nega medija z osnovno ionsko mocjo, P4a*
- poskus, pri katerem smo osnovnemu mediju iz poskusa P4a dodali 2 g/l NaCl); poleg izratunane
vrednosti faktorjev f1 in f2 je podana tudi vrednost, nad/pod katero se smatrata krivulji spros¢anja za
statisticno podobni/razli¢ni.

Referenca P4a Test P4a*

¢as [min] % sproscene ucinkovine SD (%) % sproscene ucinkovine SD (%)

0 0,000 0,000 0,000 0,000

30 0,519 0,026 0,230 0,046

60 0,513 0,052 0,219 0,009

90 0,536 0,521 0,249 0,030

120 0,556 0,911 0,240 0,017

150 4,835 0,891 3,094 0,188

180 7,200 0,939 4,792 0,261

210 10,688 0,924 7,101 0,389

240 14,559 1,297 11,851 0,095

300 22,982 1,670 17,183 0,873

360 31,475 6,791 24,757 0,355

480 51,094 6,947 39,771 0,423

600 61,846 3,561 51,922 0,565

720 71,729 1,751 59,520 1,035

1440 101,226 0,574 98,671 1,163
2 65,806 (>50)
f1 14,841 (<15)
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Tabela 78. Izracunani faktorji podobnosti (f2) in razli¢nosti (f1) za poskus P4a, kjer smo variirali ionsko
moc¢ (P4a - poskus, pri katerem smo uporabili 0,1M HCI Zelod¢nega medija z osnovno ionsko mocjo, P4a*
- poskus, pri katerem smo osnovnemu mediju iz poskusa P4a dodali 2 g/l NaCl); poleg izratunane
vrednosti faktorjev f1 in f2 je podana tudi vrednost, nad/pod katero se smatrata krivulji spros¢anja za
statisticno podobni/razli¢ni.

Referenca P4d

Test P4d*

Test P4d(z)

% sproscene % sproscene % sproscene
¢as [min] | ucinkovine SD (%) ucinkovine SD (%) ucinkovine SD (%)
0| 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
30 1,827 0,231 1,403 0,161 0,760 0,098
60 2,019 0,106 1,685 0,080 1,008 0,143
90| 2,023 0,705 1,691 0,093 1,152 0,059
120 2,121 0,666 1,697 0,098 1,197 0,030
150| 13,143 0,612 10,223 0,360 6,625 0,119
180 19,803 0,546 15,955 0,176 11,059 0,081
210| 25,101 0,887 20,215 1,021 15,288 0,417
240 29,669 2,108 25,324 0,778 19,484 0,605
300| 39,106 10,861 36,114 0,932 34,766 1,538
360| 59,520 8,985 50,548 2,551 50,904 2,950
480| 87,572 1,390 79,026 1,969 77,088 5,046
600| 95,428 0,532 92,206 2,451 87,337 2,455
720 96,980 0,799 100,784 0,855 94,720 1,171
1440 99,195 0,786 100,743 0,363 101,182 0,853

f2

69,259 (>50)

59,837 (>50)

f2: P4d* (ref) in
P4d(z) (test)

75,662 (>50)

fl

8,667 (<15)

14,905 (<15)

fl:
P4d*(ref) in
P4d(z) (test)

6,814 (<15)
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Tabela 79. Izracunani faktorji podobnosti (f2) in razli¢nosti (f1) za poskus P4a, kjer smo variirali ionsko
mo¢ (P4a - poskus, pri katerem smo uporabili 0,1 M HCI Zelod¢nega medija z osnovno ionsko mocjo,
P4a* - poskus, pri katerem smo osnovnemu mediju iz poskusa P4a dodali 2 g/l NaCl); poleg izracunane
vrednosti faktorjev f1 in f2 je podana tudi vrednost, nad/pod katero se smatrata krivulji spros¢anja za
statisticno podobni/razli¢ni.

Referenca (P4f)

Test P4f*

Test P4f(z)

% sproscene

% sproscene

% sproscene

¢as [min] ucinkovine SD (%) ucinkovine SD (%) ucinkovine SD (%)
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
30 7,222 1,151 6,047 0,742 3,763 0,098
60 8,350 1,506 6,555 0,600 4,427 0,143
90 8,285 1,056 6,827 0,628 4,506 0,059
120 7,420 0,774 7,386 0,608 4,586 0,030
150 27,762 5,728 16,702 0,301 16,566 0,119
180 33,078 4,775 23,363 0,500 24,075 0,081
210 36,841 7,602 28,118 1,396 28,994 0,417
240 40,966 6,984 35,346 2,727 43,965 0,605
300 57,066 6,641 51,184 0,945 67,470 1,538
360 79,551 8,980 63,212 7,160 79,036 2,950
480 96,364 2,205 82,252 11,427 96,699 5,046
600 98,177 1,908 92,587 10,048 102,553 2,455
720 98,784 2,293 99,693 1,078 101,109 1,171
1440 99,415 1,532 99,502 0,979 101,501 0,853
2 56,207 (>50) 63,065 (>50)

f2: P4f* (ref) in
P4f(z) (test)

56,323 (>50)

f1

13,333 (<15)

9,582 (<15)

fl: P4f* (ref) in
P4f(z) (test)

11,750 (<15)
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7 RAZPRAVA

Testi spro$¢anja so pogosto uporabljana orodja, s katerimi se napoveduje obnaSanje
farmacevtske oblike v Zivem organizmu po peroralni administraciji. Ce Zelimo, da rezultati
odrazajo in vivo pogoje, je nujno dobro poznavanje fizioloskih parametrov, ki vplivajo na
farmacevtsko obliko. Ti parametri so najSirSe doloCeni glede na stanje organizma
(bolni/zdravi), oZje gledano pa vplive lahko razdelimo glede na konkretne pogoje v
prebavnem traktu v dve kategoriji: fizikalne (mehanske obremenitve oblike, tudi cas
zadrzevanja v posameznih predelih GIT) in kemijske (lastnosti prebavnih sokov: pH, ionska

moc ...).

7.1 Utemeljitev nasega eksperimentalnega dela

Mehanski vpliv stene Zelodca in ostalega dela GIT na farmacevtsko obliko je pogost predmet
obravnave. Voltaren® retard tablete, s katerimi smo v tem diplomskem delu opravljali
poskuse, so se v poskusih biofarmacevtskega laboratorija nase fakultete do sedaj izkazale za
zelo mehansko obcutljive. Stres, ki ga in vivo povzroc€i hrana ali stik s sfinktri, in vitro pa

razli¢ne mehanske ovire, se odrazi v spremenjenih profilih spros¢anja [74].

V laboratorijskih Studijah te diplomske naloge smo Zeleli preizkusiti Se nekatere ostale
fizioloSke faktorje, ki bi potencialno lahko vplivali na proces sproS¢anja ucinkovine iz
Voltaren® retard tablet. V prvi vrsti smo si postavili vpraSanje vpliva pH vrednosti
Zelod¢nega soka. Kot je opisano v uvodu diplomske naloge, se populacijsko pojavljajo
izredno variabilne vrednosti pH Zelodénega medija. SploSno sprejeto dejstvo, da je pH
zdravega prostovoljca na teS€e v Zelodcu od 1 do 3, se je v vecini Studij pokazalo za
utemeljeno, v nekaterih pa so vidna odstopanja tudi pod 1 [26,42,23,27,56,60] ter visoko nad
3 [34,49,53,63]. V ozir je potrebno vzeti tudi dejstvo, da poleg interindividualne obstaja tudi
intraidividualna variabilnost, ki je odvisna od stanja organizma, cirkadianega ritma ter mnogih
ostalih dejavnikov. Tudi ta variabilnost se lahko na primer pri vsakodnevnem reZimu jemanja
zdravila odraza v razli¢nih plazemskih koncentracijah [73]. V nasem eksperimentalnem delu
smo se omejili na vrednosti pH Zelod¢nega medija med 1 in 3, pri ¢emer je tableta po
zamenjavi medija preSla v pH 6.8, kar je farmakopejsko dolofena vrednost umetnega

crevesnega medija [68].
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Naslednja proucevana lastnost medija je ionska moc¢, kar smo dosegli z razlicnimi dodatki
NaCl v osnovne medije, ki te soli niso vsebovali. K fizioloski vrednosti ionske moci
prispevajo NaCl (v Zelodénem soku v koncentraciji 1,2+0,5 g/1), ostale soli (KCl) ter nekatere
sestavine soka, kot sta pepsin (v koncentraciji 0.8 g/l) in natrijev tavroholat (80 uM) [35]. V
poskusih nismo uporabili Zol¢nih in ostalih soli ter pepsina. Kot edino dodatno komponento
obstoje¢i HC1 smo torej po izraéunu dodali potrebno koli¢ino NaCl. Zeleli smo ovrednotiti, ali
znotraj fizioloskih vrednosti ionske moci lahko tudi vpliv tega faktorja povzroc¢i spremenjene

profile spros¢anja.

V povezavi s kislostjo umetnega Zelodénega soka smo Zeleli ponazoriti Se vpliv Casa
zadrZevanja tablete v kislem mediju. Ucinkovina v tableti, kot enoodmerni farmacevtski
obliki pilori¢ni sfinkter in vivo preide naenkrat, ¢e prej ne razpade. Cas prehoda nerazpadle
oblike na tesce je odvisen od faze MMC in je pri vsakem posamezniku drugacen in
posledi¢no je parameter populacijsko zelo variabilen [75]. Na podlagi Ze razvitega
matemati¢nega modela praznjenja Zelodca za populacijo [72] smo si izbrali ¢ase praznjenja, ki
smo jih testirali. Ti so obsegali obmocje od 10 do 200 minut. Iz profilov spros¢anja smo glede
na formulo populacijskega praznjenja Zelodca (enacba 5) utezili dobljene podatke ter

izraCunali uteZeni povprecni profil sproS¢anja.

Ostali vplivi, ki so bili v naSem delu konstantni, pa bi jih lahko variirali so Se:
~ povrsinska napetost in prisotnost povrSinsko aktivnih snovi (in vivo 41.0+£6.0 mN/m)
~ temperatura, volumen, puferska kapaciteta medija

~ hitrost meSanja (vpliv druga¢ne hidrodinamske sile na obliko) [35, 73].

7.2 Preliminarni testi: izbira aparata in nac¢ina dela

V treh preliminarnih serijah smo se odlocali za metodo dela. Delo smo zaceli na aparatu USP
2 (aparat z vesli) ter metodo dela B (metoda z zamenjavo medija). Po 120 minutah poskusa
smo celoten volumen umetnega Zelodénega soka previdno odlili ter v ¢im krajSem cCasu
tableto izpostavili umetnemu Crevesnemu soku. Dobljeni profili so imeli veliko variabilnost
pri enakih pogojih poskusa (SD do ~24%). Ze pri prvem poskusu smo opazili problem, ki nas
je spremljal skozi celoten postopek raziskovanja: lepljenje farmacevtske oblike na stene Case,

v kateri je potekal poskus. Predpostavili smo, da odlivanje in ponovno dolivanje medija
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predstavlja za tableto prevelik mehanski stres ter smo se na podlagi te ugotovitve odlocili za
metodo dela A (metoda z dolivanjem) po USP.

Pri tej metodi smo v zafetku v ¢aSo odmerili 750 ml umetnega Zelod¢nega soka ustrezne pH
vrednosti ter smo po enakem casu kot pri prejSnjem poskusu v caso dodali Se tako
koncentracijo fosfatnega pufra, da je ta imel na koncu pH vrednost 6,8. Ob dodatku fosfata
smo v ¢a$i pH vrednost potrdili tudi z merjenjem s pH metrom. Tako smo zmanjSali mehanski

stres in dobljenim krivuljam spros$¢anja se je variabilnost zmanjSala (SD vrednosti do ~10%).

Se vedno pa je problem predstavljalo lepljenje tablete na stene in mesalo v &ai za spro$éanje
takoj ob pricetku poskusa. Hidrodinamika v posodi namre¢ ni enaka v vseh predelih posode.
Shema tokov je prikazana na sliki 7 [73]. Vidimo lahko, da je meSanje medija ter s tem
odnasanje difuzijskega sloja s povrSine tablete razlicno v razlicnih predelih posode.
NajmanjSe meSanje je na dnu posode, kjer je znacilen pojav "mrtve cone" meSanja. Glede na

to, kje se tableta v asu poskusa v tej posodi nahaja, se razlike opazijo v profilih spro$¢anja.

Slika 7: Shematski prikaz vzorcev hidrodinamike medija v posodi za sprosc¢anje / aparat USP 2
[povzeto po 73].

Zato smo se odlocili, da bomo sproS€anje izvedli Se na aparatu USP 1, kjer farmacevtsko
obliko poloZimo v koSarico ter tako preprecimo lepljenje na stene posode. Konéni profili so
pokazali enako standardno deviacijo kot pri prejSnji stopnji. Na podlagi opazovanja tablet
med potekom obeh poskusov (na USP 1 in USP 2) smo ugotovili tudi, da je lepljenje verjetno
le en od vzrokov za odstopanja v paralelah profilov spros¢anja. Tablete so namre¢ vidno
razpadle ob razli¢nih ¢asih ter na razli¢en nacin: nekatere so pocile tocno na sredini, nekatere

na tretjini, spet druge so "splavale" ter potovale po mediju cele, bili pa so tudi primeri, ko so
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tablete razpadle na majhne delcke razlicnih velikosti. Ostali potencialni vzroki za vpliv na

odstopanja med rezultati paralel poskusov so nam neznani.

Iz preliminarnih poizkusov smo dolo¢ili naslednje pogoje:

l

izbran aparat: USP 2; tableto smo v posodo vedno vstavili na enak nacin (skozi
odprtino v pokrovu posode) ter s tem standardizirali mesto lepljenja v posodi

~ temperatura: 37°C

~ volumen medija: 750 ml za umetni Zelod¢ni sok / 1000 ml za umetni ¢revesni sok
(delo po metodi A / metoda 7 dolivanjem)

~ hitrost meSanja: 100 obratov/min

Kljub pozitivnim lastnostim, da lahko vzdrzujemo "sink" pogoje, ustrezno temperaturo, znano
hidrodinamiko in tako dalje, imajo izbrane metode poskusov spros¢anja (aparat USP 1 in 2)
tudi slabo lastnost: pomanjkanje biorelevance. Ni namre¢ tezko predvideti, da vrtenje meSala
v sredini velike posode ne predstavlja nacina hidrodinamike v Zelodcu. Flora in pogoji v GIT
so popolnoma drugacni, Zelodec vsebuje Se ostale snovi in soli v spreminjajo¢em pH okolju
ter v stanju na tesce predvsem manjse koli¢ine medija [76]. Poleg tega aparatura predstavlja
tudi vir fizikalnih vplivov na tableto: toleranca glede nastavljenih parametrov je doloCena z
USP (T, hitrost meSanja, volumen), vendar se pojavljajo Se ostali parametri, ki so po USP
sicer dolo¢eni in morajo biti validirani, vendar lahko minimalnimi odkloni prinesejo
spremembe v profilu spros¢anja (dolo¢eno tresenje/vibracije mesala ali koSarice, vecji/manjsi
odklon od popolnoma navpi¢ne lege meSala, popolnoma enaka viSina pri nastavitvi meSala,

popolnoma enaka hitrost vrtenja meSala) [71,73].

V stanju Zelodca na tesce je ponavadi 30-50 ml tekoCine. Skupaj s farmacevtsko obliko
ponavadi oseba zauZije Se priblizno 200 ml, kar kumulativno predstavlja najve¢ 300 ml
tekoCine [77]. Koli¢ina umetnega GIT medija, ki smo ga za poskus uporabili mi, je znatno
vi§ja in zato ni fizioloska. Z vedenjem, da v primeru vec¢jega volumna medija verjetno in vitro
dobimo podatke o vecji koli€ini raztopljene ucinkovine, kot se jo dejansko sprosti in vivo,
smo volumen uporabljenega medija predpostavili kot konstanto, ki je bila skozi vse serije
poskusov nespremenjena, tako kot temperatura ter hitrost vrtenja meSala. Konstantne
vrednosti teh parametrov so ustrezne za primerjalno vrednotenje preiskovanih vplivov v

poskusih.
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Prednost aparata s koSaricami/veslom je v tem, da lahko nacin meSanja zagotovi ponovljivo
hidrodinamiko ter tako skoraj enake pogoje mehanske obremenitve teko€ine na tableto znotraj
serije poskusov. Namen mesSanja je odstraniti raztopljeno ucinkovino s povrsine tablete ter s
tem tanjSati debelino difuzne plasti [73]. Ta parameter je bil pri nasih poskusih v vseh serijah

konstanten. Prednost velikega volumna medija v ¢asi je tudi zagotavljanje sink pogojev.

Nase delo je predstavljalo spremljanje izoliranih parametrov pogojev Zelodca: pH v povezavi
s casom zadrZevanja oblike v Zelodcu oziroma vpliv ionske moci pri dolocenih pH vrednostih.
Ob zavedanju, da obstajajo doloCeni nekontrolirani parametri, ki vplivajo na sproScanje
ucinkovine iz tablete, a so po naSi oceni dovolj konstantni, smo se odlo€ili za izvajanje

poskusov na aparaturi USP 2 po metodi A.

7.3 Profili sproséanja, kjer smo preizkusali vpliv kislosti in ¢as
zadrZevanja tablete v umetnem Zelodénem soku

Za dosego terapevtskega ucinka se mora ucinkovina po peroralni aplikaciji sprostiti iz
farmacevtske oblike in se absorbirati iz prebavnega trakta. Testi sproS¢anja so in vitro metode,
pri katerih s simulacijo pogojev v prebavnem traktu dolo¢imo hitrost raztapljanja ucinkovine
iz farmacevtske oblike in napovedujemo in vivo raztapljanje v GIT. Ker spada diklofenak po
BCS klasifikaciji v razred 2 [70], na plazemske profile najbolj vpliva proces spros¢anja, saj se
ucinkovina in vivo dobro absorbira. Na podlagi primerjave profila sproscanja, kjer se uposteva
realne fizioloSke pH-je ter ase zadrzevanja u¢inkovine v kislem mediju, smo z nasim delom

ob ustreznih predpostavkah poskusSali napovedati in vivo profil spro$canja.

V prvem sklopu dela smo serije poskusov, glede na kislost umetnega Zelod¢nega soka,

razdelili v pet skupin:

!

a: uporabljen umetni Zelod¢ni medij s pH =1

l

b: uporabljen umetni Zelod¢ni medij s pH = 1,13

l

c: uporabljen umetni Zelod¢ni medij s pH = 1,26

l

d: uporabljen umetni zZelod¢ni medij s pH = 2

l

e: uporabljen umetni Zelod¢ni medij s pH = 2,83

l

f: uporabljen umetni Zelod¢ni medij s pH = 3.
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Znotraj vsake izmed serij smo preizkusali razlicne Case zadrZzevanja oblike v umetnem kislem

zelodénem mediju. Casi za poskuse so bili naslednj:

~ PI:
~ P2:
~ P3:
~ P4
~ PS5

Cas zadrZevanja 10 minut
¢as zadrzevanja 30 minut
¢as zadrzevanja 60 minut
Cas zadrZevanja 120 minut

Cas zadrZevanja 200 minut.

Na primeru kislosti umetnega Zelod¢nega medija, kot kaze slika 8, kjer je izbrani umetni
Zelod¢ni medij s pH = 2,83, lahko napiSemo doloCene zakljucke, ki veljajo tudi za ostale

kislosti umetnega Zelodénega medija.

pH umetnega Zelodénega medija 2,83

120 -

o 100 - —— 54

c

S 80 —e—10min
c

S / 30 min
=1

2 60 7 —x— 60 min
;§ /// —+—120 min
o .
s 40 W 200 min
7]

o

& 9

0 ~ T T T T T
0 200 400 600 800 1000

¢as [min]

1200 1400 1600

Slika 8: Profili spros¢anja natrijevega diklofenakata iz Voltaren® retard tablete pri pH umetnega
Zelod¢nega soka 2,83 ter v umetnem ¢revesnem soku s pH = 6,8. Casi menjave medija so v legendi.

Iz profilov lahko recemo, da dalj$i Cas zadrZevanja tablete v kislem mediju pomeni daljsi Cas,
ki je potreben, da se iz tablete sprosti 100% ucinkovine. Cas, ko iz farmacevtske oblike ne
prihaja do sproScanja ucinkovine se ob daljSem Casu zadrZevanja v kislem mediju poveca
zaradi Casovnega zamika prehoda oblike v obmocje medija z vi§jim pH. Razlaga pojava se

skriva v topnosti diklofenaka, ki je v kislih medijih nizka (pKa = 3,80 pri 25°C).

Topnost Sibkih kislin in baz je odvisna od njihove ionizacijske konstante (Ka) in pH medija v
okolju [78]. Diklofenak je Sibka kislina zato je njegova topnost manjSa v kislih zZelod¢nih

pogojih kot v visjih pH vrednostih v intestinalni tekocini, ko molekula ionizira [70]. Topnost
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doseze limitno vrednost, ko je molekula popolnoma ionizirana. pH je torej eden
najpomembnejSih vplivov za hitrost raztapljanja uc¢inkovine, kar vidimo iz enacbe za topnost
Sibke kisline, ki jo podaja enacba 9 [76]:

S=S8y-(1+Ka/[H']) 9)

S ... topnost
So ... intrinzi¢na topnost (neodvisna od pH)

Ka ... ionizacijska konstanta

Iz podatkov za diklofenak (Sp = 1,03+£0,07 ug/mL, pKa = 3,80 [70]) izracunamo, koliksna je
topnost v dolo¢enem mediju (podatek lahko dobimo tudi iz eksperimentalnih meritev). Poleg
topnosti obstajajo pri diklofenaku v literaturi zapisi o tvorbi slabo topnega tetrahidrata ter
intramolekularne ciklizacije v kislem Zelodénem mediju. Ko tableta pride na podrocje
intestinalnega medija z vi§jim pH, pa se pojavi deciklizacija, prvotna oblika diklofenaka brez
tetrahidrata ter prehod molekule ucinkovine v ionizirano obliko [78]. V alkalnih medijih je

hitrost raztapljanja ve¢ja kot v kislih.

V zacetnem delu po prehodu tablete iz kislega v umetni ¢revesni medij iz dobljene oblike
krivulje opazimo pojav nelinearne odvisnosti sproscanja ucinkovine od ¢asa (slika 9). V casu
prehoda iz "izbokline" na linearno podrocje na profilu spro$¢anja je tableta zacela tudi vidno
razpadati ter se je odlepila od stene posode. Lepljenje na stene posode in obnaSanje tablete v
posodi je ena od moznih razlag za pojav. Obstajajo tudi Se druge mozne razlage, ki pa so v

okviru nasega dela neraziskane. Mozno je, da je pojav kombinacija razli¢nih vplivov.

pH umetnega zelodénega medija 1,13
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Slika 9: Profili spros¢anja ucinkovine iz tablete pri pH umetnega Zelod¢nega soka 1,13 ter v umetnem
¢revesnem soku s pH=6,8. Casi menjave medija so v legendi. S pustico je oznateno podroéje nelinearnega
spros¢anja ucinkovine iz farmacevtske oblike po prehodu v alkalni pH. SD nismo podajali zaradi boljse
preglednosti slik.
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7.3.1 Utezeni povprecni profili spros¢anja

Za vsako posamezno serijo poskusov smo izracunali utezen povprecni profil spros¢anja. Za
izratun povprecnega profila smo potrebovali podatke o populacijski hitrosti praznjenja
Zelodca, na podlagi katerih smo vsako krivuljo posameznega Casa zadrZevanja utezili z

odstotkom GE, ki je na podlagi izraunanega modela aktualen za populacijo (enacba 5).

Tako smo vsako od dobljenih krivulj sproS¢anja pri eni vrednosti pH uteZili:

~ pri ¢asu menjave medija 10 min: dobljena povprecja odstotkov spro$€ene ucinkovine

v dolo¢enem mediju za vsako ¢asovno tocko vzorcenja smo pomnoZili z 0,158

~ za Cas menjave medija 30 min: z 0,201

~ za Cas menjave medija 60 min: z 0,324

~ za Cas menjave medija 120 min: z 0,266

~ za Cas menjave medija 200 min: z 0,052.
Ce izberemo primer ¢asovne tocke povpreénega ¢asa zadrzevanja v Zelodcu 30 minut to
pomeni, da v casovnem obmocju 20 — 40 minut Zelodec zapusti 20,1% tablet in to je vrednost

za populacijo.

Iz teh podatkov smo dobili utezeni povprecni profil sproS¢anja natrijevega diklofenakata pri
doloCeni pH vrednosti in ionski moci Zelodénega medija. Ker za nekatere vmesne tocke
profila nismo imeli podatkov zaradi razlicnih ¢asov vzor€enja, smo morali le-te izraCunati z
linearno interpolacijo. Linearna interpolacija je bila kot statistiéno orodje raCunanja primerna,
ker smo Ze v razvoju poskusov za vsak cas predvideli take tocke vzorCenja, da smo z njimi
predvideli celotno obliko krivulje. Z linearno interpolacijo smo nato na predpostavki

linearnosti med dvema tockama izraunali vmesni manjkajoci podatek.

Ucinkovina je dobro permeabilna [70]. S to trditvijo in ob predpostavki, da imajo in vivo
ostali predsistemski procesi, ki bi potencialno lahko vplivali na absorpcijo relativno majhen
vpliv, lahko sklepamo naslednje:
~ posamezni profili sproS€anja se lahko Stejejo kot napoved in vivo profilov sproScanja
za posameznika ter zaradi dobre permeabilnosti tudi absorpcijskih profilov
~ utezeni povpreCni profili spros¢anja se lahko ob enakih predpostavkah in vivo
obravnavajo kot napoved povprecnega profila spros¢anja za populacijo in kot taki ne

obstajajo za konkretnega dolo¢enega posameznika.
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Na sliki 10 so predstavljene povprecne uteZene krivulje za vsako od preizkuSanih vrednosti
pH-ja. Opazimo lahko, da eksperimentalni podatki potrdijo tezo, da se pri vi§jem pH
zacetnega umetnega Zelod¢nega soka ucinkovina iz tablete hitreje sprosti ter da je pri najnizji

vrednosti pH hitrost sproS¢anja precej bolj upoCasnjena kot pri viSji vrednosti (naklon

krivulje).
Utezeni povprecni profili pri posamezni pH vrednosti zelodénega medija
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Slika 10: Povprecni profili sproS¢anja, uteZeni z odstotki praznjenja tablet iz Zelodca. V legendi so podane
pH vrednosti uporabljenega umetnega Zelod¢nega medija.

7.3.2 Vrednost t(50%) — kaj pomenijo razli¢ne kislosti in ¢asi zadrzevanja
oblike v kislem zelodénem mediju?

Cas, v katerem se sprosti 50% u¢inkovine zajema le eno todko v celotnem profilu. V tem
primeru vrednosti t(50%) odrazajo pojav zakasnitve sproSCanja, ker znotraj te tocke
zajamemo vpliv Casovnega zamika zamenjave medija. Na podlagi izraCuna tega faktorja smo
v naSem eksperimentalnem delu vrednotili vpliv pH ter ¢asa na proces sprosc¢anja u¢inkovine
iz tablete. Iz dobljenih izracunanih vrednosti za t(50%) pri vsaki pH vrednosti smo narisali
graf; iz njega lahko razberemo, kakSen je vpliv Casa zadrZevanja tablete v Zelodcu ter vpliv

kislosti Zelodca na Cas, potreben, da se iz tablete sprosti 50% ucinkovine (slika 11).
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t(50%) v odvisnosti od pH umetnega zelodénega medija
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Slika 11: Graf odvisnosti ¢asa, v katerem se sprosti 50% ucinkovine od pH vrednosti uporabljenega
umetnega Zelod¢énega medija ter ¢asov zadrZevanja tablete v umetnem Zelodénem mediju (legenda).

Trendi, ki jih lahko razberemo iz grafa, so:
~ daljsi, kot je Cas zadrZevanja tablete v kislem Zelodénem mediju, daljsi je Cas,
potreben za sprostitev 50% ucinkovine
~ nizji kot je pH umetnega Zelod¢nega medija, daljsi je Cas, ki je potreben za sprostitev

50% ucinkovine.

Iz navedenega lahko predvidevamo veliko odvisnost t(50%) od pH. Iz slike 11 pa opazimo Se,
da odvisnost ni linearna. V skrajnih vrednostih (pH = 1 ali pH = 3) izredno majhna
sprememba pH pomeni velike razlike v Casu, ki je potreben za sprostitev 50% ucinkovine. V
obmocju nad 1 in pod 3 pa vrednosti sproS¢ene ucinkovine zavzemajo skoraj enake vrednosti.
Hitri padci se torej pojavijo le v skrajnih vrednostih in bolj izrazito pri dolgem casu
zadrZevanja v Zelodcu (200 min). To je za zdravilo ugodna lastnost. Ce rezultate, ki jih
vidimo na sliki 11 apliciramo na in vivo profile spros€anja za posameznika, lahko zakljuc¢imo,
da obstaja Siroko obmocje pH in Casa zadrZevanja, kjer velike spremembe fizioloSkih pogojev
ne pomenijo velikih sprememb v in vivo profilih sproS€anja. Spremembe teh pogojev se
namreC lahko dogajajo znotraj dneva, kar pogojujejo cirkadiani ritmi. Ob predpostavki dobre
permeabilnosti u¢inkovine to lahko pomeni tudi podobne absorpcijske profile za obmocje pH

nad 1 in pod 3.
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Ravno tako opazimo spremembe v razli¢nih Casih zadrZevanja oblike v Zelodcu. Iz podatkov
smo izrisali Se graf za odvisnost Casa, v katerem se sprosti 50% ucinkovine od casa

zadrZevanja tablete v umetnem Zelodénem mediju (slika 12).

t(50%) v odvisnosti od ¢asa zadrzevanja tablete
v umetnem Zelodénem mediju
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Slika 12: Graf odvisnosti ¢asa, v katerem se sprosti 50% ucinkovine od ¢asa zadrZevanja tablete v
umetnem Zelodénem mediju pri razli¢nih pH vrednostih umetnega Zelod¢énega medija (legenda).

Ugotovitve, ki jih lahko napiSemo na podlagi slike 12 so:
~ t(50%) je najmanjsi pri najkrajSem Casu zadrZevanja oblike v umetnem Zelodénem

mediju ter se povecuje s povecevanjem casa zadrZevanja v kislem mediju zaradi ¢asa

zakasnitve sproscanja
~ bolj kisli pogoji umetnega Zelodénega medija se odrazajo v vi§ji vrednosti t(50%); z
daljSanjem Casa zadrZevanja v umetnem Zelodénem mediju se razlike v t(50%) med

mediji z razlicno vrednostjo pH vecajo.

V diplomski nalogi Anje Zaletel [80] ter Jane KoroSec [84] so prav tako preizkuSali odvisnost

pH ter Casa zadrZevanja oblike v Zelodcu. Uporabili so pelete z natrijevim diklofenakatom ter

dobili rezultate, kot jih prikazuje slika 13.
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t(50%) za pelete
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Slika 13: Graf odvisnosti ¢asa, v katerem se sprosti 50% ucinkovine od pH vrednosti uporabljenega
umetnega Zelod¢nega soka ter ¢asa zadrZevanja tablete v umetnem Zelodénem soku (legenda) za pelete z
natrijevim diklofenakatom [80].

Primerjava obeh grafov nam potrdi nase rezultate — trendi so pri peletah podobni. V obeh
skrajnih to¢kah pri peletah opazimo vecjo odvisnost t(50%) od pH, obstaja pa obmocje

srednjih fizioloSkih vrednosti pH, kjer je opaziti relativno majhen vpliv pH na sproScanje.

V grafih (slike 11 — 13) so narisane tudi uteZzene povprecne krivulje. Te smo izracunali iz
povprecnih krivulj za doloCeno vrednost pH ter jih utezili s populacijskimi vrednostmi
praznenja Zelodca. 1z teh uteZenih povprec¢nih krivulj opazimo, da je odvisnost podobna za
uteZene povpre€ne profile ter lahko ugotovitve apliciramo tudi na populacijo ter so lahko v

pomo¢ pri razlagi absorpcijskih oziroma plazemskih profilov, ki veljajo za populacijo.

Kombinacija obeh vplivov je izredno pomembna za razumevanje in vivo plazemskih profilov.
Tablete z natrijevim diklofenakatom (ki je u¢inkovina z od pH odvisno topnostjo) bodo imele
pri razli¢nih Casih zadrzevanja oblike v kislem mediju razli¢ne profile sprosc¢anja. Ker je
ucinkovina dobro permeabilna, lahko za in vivo situacijo predvidevamo, da se bo ta razlika
odrazila tudi v razli¢nih plazemskih koncentracijah. V nasem primeru se je torej odlocitev za
preizkuSanja razlicnih Casov zadrZevanja pri razlicnith pH kislega medija izkazala za
utemeljeno. Pri ucinkovinah z od pH kislega medija odvisno kinetiko sproS¢anja je
zasnovanje Studije z upoStevanjem hitrosti praznjenja Zelodca nujna, kajti utezeni profili
spros$canja so lahko pomo¢ pri razlagi plazemskih koncentracijskih ali absorpcijskih profilov

za populacijo pri doloCenih ¢asih zadrZzevanja v Zelodénem mediju. Iz posameznih profilov pa
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lahko sklepamo na profile spros¢anja za konkretnega posameznika, pri tem pa tudi vidimo, da
so odstopanja v profilih sproSc¢anja lahko posledica intraidividualnih fizioloskih in patoloSkih
sprememb. Sprememba v pH Zelodénega medija in razli¢ni Casi zadrZevanja pri posamezniku
se lahko odrazijo v spremenjenih profilih spros$¢anja in, ob predpostavki dobre permeabilnosti

ucinkovine, tudi v absorpcijskih profilih.

7.4 Vpliv ionske moc¢i na sprosc¢anje ucinkovine iz tablet

V drugem sklopu poskusov smo preucevali vpliv ionske moci umetnega Zelodénega medija na
sproscanje natrijevega diklofenakata iz tablet. lonsko mo¢ smo povecevali osnovnim medijem
s pH vrednostmi 1, 2 in 3: 7M1, ZM2 in ZM3 (posledi¢no tudi vsem ustreznim Crevesnim
medijem).

Osnovni umetni &revesni sokovi (ZM1-3 in CM1-3) so imeli najniZjo ionsko mog. Iz
Crevesnega medija v stanju na tesce (Zelodec: 0,15 ter jejunum 0,175). Iz teh vrednosti smo
preracunali, koliko moramo dodati NaCl v osnovne medije, da bodo imeli na koncu najvisjo
vrednost, ki se na teS¢e pojavlja v organizmu. Medije smo oznacili z znakom (z). Za medije s
pH=1 pri tem sklopu poskusov ionske moci nismo variirali, saj je Ze ionska mo¢ osnovnega
umetnega ¢revesnega medija presegla zgornje fizioloske vrednosti. Ce bi dodali NaCl le
umetnemu Zelodénemu mediju, bi to posledicno preneslo vecje vrednosti tudi na Crevesni
medij, kar pa ne bi bilo v skladu z naS§im namenom, saj smo se Zeleli drzati striktno zgornjih
fizioloSkih mej. Za dodatno vrednost smo vzeli Se standardni farmakopejski dodatek soli, ki je
2 g/1 [68]. Te medije smo oznacili z *, ionsko mo¢ smo tukaj variirali tudi mediju s pH=1.

Iz dobljenih rezultatov smo narisali profil sproS¢anja (slika 14).

Serija poskusov P4d Serija poskusov P4f
(pH osnovnega zelodénega medija = 2) (pH osnovnega Zelodénega medija = 3)
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Slika 14: Povprecni profili spros¢anja natrijevega diklofenakata pri pogojih poskusa P4d/P4f (osnovni
medij, modra krivulja), P4d*/P4f* (medij z dodanim 2g/1 NaCl, roznata ¢rta), P4d(z)/P4f(z) (medij z
ionsko mocjo z zgornjo fiziolosko vrednostjo, rumena ¢rta). V legendi so podane vrednosti ionske moc¢i.
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Podobnost oziroma razli¢nost dobljenih krivulj smo Zeleli potrditi z s pomoc¢jo izracunov
faktorjev fI in f2. Vrednosti izraCunanega faktor fI (faktor razlicnosti) od O do 15 (pri
vrednosti O sta profila identi¢na) ter faktorja f2 (faktor podobnosti) od 50 do 100 zagotavljajo,
da sta profila spros¢anja podobna (vrednost 100 pomeni, da sta profila identicna). Faktorja
smo racunali med pari eksperimentalno dobljenih krivulj sprosc¢anja. Za referencne vrednosti

so bili izbrani poskusi, pri katerih smo uporabili medije z osnovno vrednostjo ionske moci.

Iz rezultatov je razvidno, da faktorja pri vseh poskusih te serije odrazata podobne profile.
Vrednost f1 je v vseh primerih pod 15, f2 pa nad 50. Iz tega lahko zaklju¢imo, da ionska mo¢
medija, spremenjena v rangu fizioloSkih vrednosti, ne vpliva na spremembo profila
spros¢anja. To je pomembna ugotovitev tudi za rezultate, ki kaZejo vplive pH vrednosti
medija na procese sproS¢anja ucinkovine iz farmacevtske oblike. Pri vrednotenju vpliva pH
umetnega Zelod¢nega medija smo se pri naSem delu osredotoc€ili na vrednosti pH, razli¢ne
recepture pa posledicno pomenijo razli€ne ionske moc¢i uporabljenih medijev. Rezultatov
zadnjega sklopa poskusov, kjer smo ugotovili, da sprememba ionske moci ne vpliva na
procese sprosc€anja posredno potrdijo nase ugotovitve o vplivu pH. Spremenjen profil
sproscanja pri spremenjeni pH vrednosti medija je torej posledica le prouevanega parametra,

ne pa kombinacije spremembe pH ter ionske moci medija.
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8 ZAKLJUCKI

Poskuse sproscanja natrijevega diklofenakata iz Voltaren® retard 100 mg tablet smo izvajali

na aparatu za spros¢anje USP 2. Glavni namen naSega dela je bil ovrednotiti vplive kislosti in

ionske moci Zelod¢nega medija ter ¢asa zadrzevanja farmacevtske oblike v tem mediju na

profile sproS¢anja. Na podlagi teh profilov smo z uporabo populacijskega modela praznjenja

Zelodca za tablete izraCunali uteZene povprecne profile sproS¢anja.

Zaklju¢imo lahko:

~

~

Tablete so obcutljive na spremembe kislega pH Zelod¢nega medija; niZja je vrednost

pH, daljsi Cas je potreben, da se sprosti vsa u¢inkovina.

Vpliva tudi Cas zadrZevanja v kislem mediju: daljsi je ¢as zadrzevanja, daljSi Cas je

potreben, da se sprosti vsa ucinkovina; vzrok za to je ¢as zakasnitve spros¢anja.

Iz posameznih profilov lahko sklepamo, da je odvisnost procesa spros¢anja od pH
bolj izraZzena v podro¢ju skrajnih vrednosti pH (1 in 3), znotraj tega obmocja sp
vrednosti t(50%) podobne. Proces spros¢anja je odvisen tudi od ¢asa zadrzevanja v
umetnem Zelodénem mediju. t(50%) je najman;jsi pri 10 minutah zadrZevanja ter se z
daljSanjem Casa povecuje, s ¢imer se povecuje tudi razlika med profili v medijih z
razli¢nim pH. Ob predpostavki dobre permeabilnosti u¢inkovine lahko trdimo, da za
posameznika dobljeni in vitro profili ob razli¢nih pH vrednostih medija in razli¢nih
Casih zadrZevanja v umetnem Zelodénem mediju pomenijo razlicne plazemske profile
zaradi intraindividualnih sprememb (zaradi cirkadianih ritmov ali drugih sprememb).
Za farmacevtsko obliko pa je vseeno ugodno osrednje obmocje vrednosti, kjer ima
pH relativno majhen vpliv na proces sproS€anja, saj je vrednost pH Zelod¢nega

medija v tem obmocju znacilna za vecino populacije.

Utezeni povprecni profili sproS€anja pa za konkretnega posameznika ne veljajo,
lahko pa so v pomoc¢ pri interpretaciji povprecnih populacijskih profilov. Odvisnost
pH ter Casa zadrZevanja je podobna kot pri individualnih profilih; pH vrednosti
Zelod¢nega medija znotraj obmocja, znacilnega za vecino populacije (1-3), imajo
majhen vpliv na spro$€anje. Vecji vpliv se kaze le v skrajnih vrednostih pH ter

daljSem Casu zadrzevanja v Zelodcu.
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~

Ionska moc¢ znotraj fizioloSkih vrednosti ne vpliva na sproscanje na tak nacin, da bi
spremembe v njeni vrednosti pomenile spremembe v profilih spro$¢anja. Faktorja f1
in f2 sta pokazala podobnosti v profilih. 1z tega zakljucka lahko sklepamo, da v
naSem delu prouCevane spremembe v pH vrednostih medijev dejansko opisujejo
vpliv pH, ne pa posredno tudi vpliva ionske moci, ki je bila razlicna med

posameznimi serijami poskusov.

Potrebno se je zavedati, da smo proucevali izolirane vplive ter bi morali za dokon¢no

razjasnitev fizioloSke situacije okarakterizirati Se vplive ostalih fizioloskih faktorjev.
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