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POVZETEK

Studije in vitro spro$¢anja so pomemben element tako faze razvoja farmacevtske oblike
(FO) kot kontrole kakovosti. Glede na priporo¢ila FDA se v fazi razvoja (trans)dermalnih
FO v namene in vitro spro$¢anja Se vedno uporabljajo Franz-ove difuzijske celice. Tekoci
kristali (TK) so kot novejSi dostavni sistem razviti za Stevilne aplikacije, kot so: dermalna,
transdermalna, oralna, nazalna in rektalna. Pred klasi¢énimi FO imajo Stevilne prednosti,
kot so: povecana solubilizacija in moZnost vgrajevanja tako lipofilnih kot hidrofilnih
ucinkovin, kemijska stabilnost vgrajenih uc¢inkovin, pospeSena absorpcija ter nadzorovano
spros¢anje. Namen diplomske naloge je bil vrednotenje in vitro sproscanja
askorbilpalmitata (AP) iz lamelarnih TK za dermalno uporabo z ugotavljanjem Kinetike
sproscanja. Pri spros€anju nas je zanimal vpliv strukture TK z vidika razlicnega deleza
lipofilnih sestavin in vode. Sestavine TK so bile lecitin/Tween® 80 (v razmerju
1:1)/izopropilmiristat/voda.

Osmim sistemom TK smo s polarizacijskim mikroskopom dolo¢ili strukturo in potrdili
prisotnost lamelarne ali heksagonalne faze. V primeru lamelarnih TK smo ugotovili, da z
nara$¢anjem deleza vode v TK Stevilo malteskih krizev pada, kar nakazuje na manj izrazito
lamelarno strukturo, dodatek AP v TK pa ne porusi lamelarne stukture, ampak povzroci
upad dobro definiranih malteskih krizev.

Za In vitro vrednotenje sproS¢anja AP smo uporabili Franz-ove difuzijske celice z acetat
celulozno membrano in 0,9 % NaCl + 50 % etanol kot receptorski medij (RM). Rezultati
nakazujejo, da naras¢anje masnega deleza vode v TK vpliva tako na hitrost kot tudi obseg
spros¢anja AP iz TK. Natan¢neje, iz sistemov z ve¢jim delezem vode se je spros¢anje AP
upocasnilo, kar pripisujemo visjim viskoznostim TK in ve¢jim interlamelarnim razdaljam.
Nadalje, AP se je naceloma hitreje in V vecjem obsegu sproscal iz lamelarnih TK v
primerjavi s TK heksagonalne strukture, saj notranja prostorska ureditev oziroma drsenje
vzporednih lamel olajSa difuzijo AP.

S primerjavo profilov spros¢anja z od modela neodvisnimi in odvisnimi metodami smo
dokazali, da so vsi profili dejansko podobni med seboj z razliko v obsegu spros¢anja do
10 %. Z raCunanjem ujemanja eksperimentalnih rezultatov sproS$€anja z matemati¢nimi
modeli pa smo ugotovili, da se sproS¢anje AP najbolj pribliza kinetiki Korsmeyer-Peppas

ali kinetiki 1. reda.
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Z diplomskim delom potrjujemo, da delez vode v TK vpliva na spro$¢anje AP in da
lamelarna struktura TK zagotavlja podaljSano sprosc¢anje in podaljsano antioksidativno
zascCito koze AP. In Ceprav in vitro Studije ne odraZzajo povsem realnega stanja in vivo, so
pomemben del razvoja lamelarnih TK kot potencialnih dermalnih dostavnih sistemov za
AP.

Kljucne besede: askorbilpalmitat, lamelarni tekoci kristali, polarizacijska mikroskopija,
sproscanje, Modeliranje in primerjava profilov sproscanja.
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SEZNAM OKRAJSAV
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1. UVOD

1.1 VPLIV ULTRAVIJOLICNEGA SEVANJA NA KOZO

Izpostavljenost UV sevanju povzroca nastajanje radikalov (R’) v kozi, ki povzrocajo
akutne spremembe koze, vidne kot rdeCina, oteklina, mehurji, opekline ter tanjSanje koze,
ali pa kroni¢ne spremembe, ki vodijo do prezgodnjega staranja koZe (gube, temne lise,
izguba elasti¢nosti in vlaznosti, elastoza) zlasti v predelu zgornjih okon¢in, vratu in obraza.
Najhujsa posledica delovanja R’ je kozni rak. Za kozo sta Skodljiva UVA (320-400 nm) in
UVB (280-320 nm) sevanje, pri ¢emer UVA predstavlja ve¢ kot 90 % celotnega sevanja
ter je konstantno skozi celo leto, izpostavljenost UVB sevanju pa je najvisja poleti. UVB
Zarki se pretezno absorbirajo v povrhnjico, zato povzro¢ajo bolj povrSinske spremembe
koze kot so porjavitev, rdefina, opekline, gube in nenazadnje tudi kozni rak. UVA Zarki se
absorbirajo globje v kozo vse do usnjice, a so v primerjavi z UVB manj kancerogeni in
vpleteni predvsem v proces staranja koze, medtem ko UVB pospeSujejo omenjeni proces.
Na molekularnem nivoju nastanek reaktivnih kisikovih spojin (ROS) privede do poskodb
DNA, proteinov in lipidov. DNA poSkodbe zajemajo tvorbo dimerov, oksidacijo
nukleinskih kislin ter proliferacijo mutiranih celic. Poskodovana DNA je iniciator
imunosupresije, kar ob kopicenju mutiranih celic predstavlja povecano tveganje za
koZznega raka. Oksidacija proteinov vodi v premreZenje z denaturacijo in izgubo
funkcionalnosti. Lipidna peroksidacija membran celic lahko spremeni gibljivost lipidov v
membrani s posledi¢no spremenjeno prepustnostjo membrane za telesu tuje snovi. Vendar
pa ima UV sevanje za kozo tudi koristne ucinke, saj ze kratkotrajna izpostavljenost (5-
15 min) stimulira sintezo vitamin D v koZi, fototerapija z UVA in UVB Zarki pa ima, kljub
nezelenim ucinkom pozitivne ucinke pri zdravljenju koznih bolezni, kot so luskavica,

atopi¢ni dermatitis in vitiligo (1-5).

1.2 ZASCITA KOZE PRED ULTRAVIJOLICNIM SEVANJEM

Clovesko telo se pred oksidativnim stresom, to je neravnovesjem med antioksidanti (AO)
in oksidanti v korist slednjih, ki ga povzroc¢ajo ROS, brani z encimski in neencimski AO,
katerih kapaciteta je omejena, kar vodi v nezadostno za$¢ito pri pretiranem izpostavljanju

UV sevanju. V takem primeru je potrebno kozo zascititi z AO eksogenega izvora.
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V okviru endogene zascéite koze protein p53 odstranjuje poSkodovano DNA z reparacijo
DNA ali apoptozo (smrt celice), s ¢imer se prepreci prenos mutacij na héerinske celice, ki
bi lahko vodile v transformacijo celic in kancerogenezo. Encimski AO pretezno delujejo
intracelularno. Glutation peroksidaza ob prisotnosti glutationa odstranjuje vodikov
peroksid in lipidne hidroperokside s pretvorbo v vodo, nato pa glutation reduktaza nastali
glutation disulfid reducira v glutation. Superosid dismutaza pretvori superoksidni anion v
vodikov peroksid in Kisik, katalaza pa nato le-tega pretvori nazaj v vodo in Kisik.
Aktivnost encimskih AO je viSja v povrhnjici kot v usnjici, pri ¢emer je aktivnost katalaze
Se posebej visoka. Enako velja za neencimske AO, ki delujejo ekstra/intracelularno, med
katere spadajo hidrofilni vitamin C, lipofilni oa-tokoferol, koencim Q, p-karoten ter
glutation. Vitamina C in E (a-tokoferol) ter koencim Q delujejo kot lovilci R, saj s
cepitvijo OH vezi in z nastankom stabilnejSega fenolnega R" pretvorijo manj stabilne R" v
stabilnejSo molekulo ter ustavijo verizno reakcijo. -karoten deluje kot lovilec predvsem
singletnega kisika in zmanjSa njegovo reaktivnost. Takoj$na zas¢ita povrhnjice temelji na
melaninu, ki deluje kot AO, delno absorbira UV sevanje, zato imajo ljudje temnejSe polti
manjSe tveganje za razvoj koznega raka.

Uporaba zasc¢itnih krem pred soncem Se vedno velja za zlati standard zaSc¢ite pred
Skodljivimi ucinki UV sevanja, vendar se pomanjkljivosti kazejo v prepuscanju UV
sevanja dolo¢enih valovnih dolzin, v pretvorbi sestavin zascitnih krem pred soncem v R’
pod vplivom UV sevanja in posledi¢no v neZelenih uéinkih. Zato je potrebno UV zascito
nadgraditi z eksogenimi AO, ki jih najpogosteje zauzijemo s hrano in v obliki peroralnih
farmacevtskih oblik (FO) kot prehranska dopolnila. Kot eksogene AO lahko uporabimo
fizioloSko prisotne AO, torej vitamin C in E (a-tokoferol), B-karoten ter koencim Q ali pa
AO rastlinskega izvora (polifenoli in flavonoidi), ki so mo¢nejsi AO, saj imajo poleg
antioksidativnih lastnosti tudi zmoznost absorpcije UVB sevanja ob dermalnem nanosu.
Polifenoli in flavonoidi v kombinaciji imajo dokazano sinergisti¢cno delovanje, Ki
zagotavlja ucinkovitejSo UV zas€ito v primerjavi S samostojnim delovanjem. Narejena je
bila raziskava na zdravih prostovoljcih, ki so 3 mesece peroralno v obliki 250 mg odmerka
prejemali kombinacijo polifenolnih ekstraktov roZzmarina in flavonoidnih ekstraktov
agrumov. Ugotovljeno je bilo, da dolgotrajno jemanje polifenolov in flavonoidov
zagotavlja boljSo UV zascito kot dnevna uporaba zascitnih krem pred soncem, saj je bilo

Ze po 2 mesecih zaznati visji minimalni eritemski odmerek (minimalni odmerek UV

sy

2
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UV zascito skozi daljse ¢asovno obdobje (2). Peroralna uporaba vitamina C se je izkazala
za nezadostno pri dopolnjevanju koncentracij vitamina C v kozi, zaradi fizioloSko prisotnih
mehanizmov, ki omejijo njegovo biolosko uporabnost. Tako na primer visoki peroralni
odmerki (1 g) vitamina C vodijo v zmanj$ajo absorpcijo in pove¢ano eliminacijo iz telesa,
poleg tega vitamin C zaradi ionskega znacaja tezje prehaja v/skozi kozo, zato je boljsi
kandidat za dermalno uporabo amfifilen derivat askorbilpalmitat (AP) (podrobneje opisan

v poglavju 1.3), ki ima prosto vinilogno OH skupino in deluje kot lovilec R" (1-6).

1.3 ASKORBILPALMITAT

AP je bel prasek brez vonja. Je derivat vitamina C, in sicer lipofilen ester askorbinske
kisline s palmitinsko kislino z molekulsko formulo CyHs30;, molekulsko maso
414,54 g/mol in temperaturo talis§¢a med 107 °C in 117 °C. Pridobivamo ga ali s kemijsko
ali encimsko sintezo. Pri kemijski sintezi potece kislinsko katalizirana (Zveplova kislina)
esterifikacija askorbinske kisline s palmitinsko kislino. Encimska sinteza pa potece ob
prisotnosti biokatalizatorja lipaze. AP je amfifilna molekula s hidrofilno glavo
(askorbinska kislina) in lipofilnim repom (palmitinska kislina) (slika 1). Lahko topen je v
organskih topilih (metanol, etanol) in skoraj netopen v vodi. Po biofarmacevtski
klasifikaciji (BCS) ga uvrS¢amo v razred II spojin z nizko topnostjo in visoko

permeabilnostjo (7-11).

HaC

14

HO OH

Slika 1: Strukturna formula askorbilpalmitata.
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Varnost

Ima GRAS status (splosno prepoznano kot varno), zato se uporablja kot aditiv v prehrani z
namenom upocasnitve in omejitve procesa oksidacije lipidov. Dovoljen dnevni vnos AP je
1,25 mg/kg telesne mase. Predklini¢na Studija na Zivalih (kuncih) je pokazala, da 10 %
raztopina AP po 24-urnem nanosu na kozo ne povzroca drazenja koze. Enako potrjuje tudi
klini¢na Studija na 26 preiskovancih, pri katerih niso zaznali preobcutljivostne reakcije po

petkratnem, dva dni trajajo¢emu nanosu 0,2 % AP vgrajenega v kremo za o¢i (7), (12-13).

Uporaba v farmaciji

AP se zaradi svojega antioksidativnega delovanja najpogosteje uporablja v dermalnih,
peroralnih in rektalnih FO. V niZjih koncentracijah (0,05 do 0,1 %) se uporablja kot
pomozna snov za za$¢ito lipofilnih sestavin formulacije pred oksidacijo, medtem ko v
visjih koncentracijah (1 do 2%) v vlogi ucinkovine $¢iti kozo pred oksidativnimi

spremembami in posledi¢no staranjem koze (7), (14-16).

Stabilnost

Vitamina C velja za izredno reaktiven AO, saj se hitro oksidira pod vplivom svetlobe ali
kovinskih ionov, v sledeh prisotnih v FO. AP je po strukturi ester in je v primerjavi z
vitamin C kemijsko bolj stabilen (16-18). Kristl in sodelavci (14) so proucevali stabilnost
AP, vgrajenega v razli¢ne nosilne sisteme, in sicer mikroemulzije (ME), liposome in trdne
lipidne nanodelce (SLN). Ugotovili so, da je kemijska stabilnost AP odvisna tako od
sestave dostavnega sistema kot amfifilnega znacaja AP. Pomembna je namre¢ lokacija
nestabilnega dela AP v formulaciji. Hidrofilni del (obroc¢) je obcutljiv na oksidacijo in v
kolikor je manj izpostavljen hidrofilnemu okolju, se zmanjSa njegova reaktivnost. Nadalje
so ugotovili, da delez lipidov v dostavnem sistemu vpliva na stabilnost AP, ki je bila viSja
ustrezen sistem zaradi tekoce faze lipidov, ki omogoca olajSano prehajanje AP v hidrofilno
fazo. Tako je bila dokazana najvecja stabilnost za AP vgrajen v trdno lipidno jedro SLN
(25 % nerazgrajenega AP v 4. tednu). Stabilnost AP v liposomih in ME je bila manjsa, saj
je bil delez nerazgrajenega AP 7 % ter 19 % (V/O) in 13 % (O/V). Dolgoro¢na stabilnost
AP v omenjenih dostavnih sistemih pa $e vedno ni ustrezna. Poznavanje kljucnih faktorjev,
Ki vplivajo na stabilnost, omogoc¢a optimizacijo dostavnih sistemov in s tem reSitev
problema nestabilnosti. Dodatek strukturno podobnega ko-antioksidanta TDBO (4-
(trideciloksil)benzaldehid oksim) se je izkazal za obetaven pristop povecanja stabilnosti

4
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AP (18). TDBO, ki se zaradi amfifilne narave prav tako nahaja na medfazi, je znacilno
povecal stabilnost AP v O/V ME, najverjetneje zaradi vezave kovinskih ionov in/ali
lovljenja radikalov, saj je bil delez nerazgrajenega AP po 84. dnevu 41,5 % (8-9).

Ucinkovitost

Z esterifikacijo na mestu 6 ohranimo antioksidativno delovanje AP, ki temelji na prosti
vinilogni OH skupini, s cepitvijo OH vezi in z nastankom askorbatnega R’ ter posledi¢no
pretvorbo reaktivnejSih R v stabilno molekulo. Stabilnost askorbatnega R™ je odraz
delokalizacije nesparjenega elektrona v m-sistemu. Tovrsten R' je premalo reaktiven in
verizna reakcija se ustavi. Antioksidativno delovanje AP je primerljivo z vitaminom C, kot
ester pa lazje prehaja v/skozi kozo v primerjavi z negativno nabitim hidrofilnim vitaminom
C (13), (19-20).

AP je v rastlinskih oljih s polinenasi¢enimi mascobnimi kislinami Ze v majhnih koli¢inah
(200 ppm) ucinkovitejsi pri upocasnitvi in omejitvi oksidacije in posledicnem podaljSanju
njihovega roka uporabe v primerjavi z drugimi sinteticnimi AO (BHA-butil hidroksi
anizol, BHT-butil hidroksi toluen). Nadalje, v kombinaciji z o-tokoferolom in AO
rastlinskih ekstraktov (origano, majaron, timijan, roZzmarin) v rastlinskih oljih deluje
sinergisti¢no pri oksidativni zaséiti a-tokoferola in nenasic¢enih mascobnih kislin, poleg
tega zaradi vecje obcutljivosti hitreje reagira z R kot pa a-tokoferol in AO rastlinskih
ekstraktov. Zaradi sinergisti¢nega delovanja tako lahko zmanjSamo vsebnost rastlinskih
AO (na 250 ppm) v rastlinskih oljih, ki je v nasprotnem primeru precej vi$ja za doseganje
primerljivega antioksidativnega delovanja (2000 ppm) (21-22).

Dermalna uporaba AP zmanjSa nastajanje R° v kozi. Ucinkovitost antioksidativnega
delovanja AP je odvisna tako od njegove koncentracije kot lastnosti FO, kar so proucevali
Ucinkovitost AP so posredno vrednotili preko padca koncentracije R v kozi in pri tem
dokazali vpliv tipa ME ter koncentracije AP. UV zascita koze je bila ucinkovitejSa v
primeru ME tipa O/V, ker se je spro$¢eni AP pretezno zadrzal v zgornjih plasteh roZene
plasti in povrhnjice, ki so najbolj izpostavljene UV sevanju, poleg tega je AP hitreje
prehajal skozi hidratirano rozeno plast, k ¢emur je pripomogla zunanja vodna faza. Z
naras¢anjem koncentracije AP je narascala tudi UV zascita, medtem ko je v nizjih
koncentracijah AP deloval prooksidativno zaradi fizioloSke prisotnosti kovinskih ionov v

kozi. Cas zadrZevanja na koZi ni znacilno vplival na delovanje AP (23).
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1.4 TEKOCI KRISTALI

Klasi¢ne FO (tablete, kapsule in raztopine) Se vedno prevladujejo med dostavnimi sistemi
za dostavo AO po peroralni poti. Glavna ovira peroralnega uzivanja AO je nizka bioloSka
uporabnost, ki je posledica neustreznih fizikalno kemijskih lastnosti AO (nizka topnost,
permeabilnot, nestabilnost), ki vplivajo tudi na neustrezno absorpcijo, porazdelitev,
eliminacijo in biotransformacijo. AO v visjih odmerkih (1 g) lahko vodijo v zmanjSano
absorpcijo in povecano eliminacijo z izgubami ter zmanjSano ucinkovitostjo delovanja.
Poleg tega so AO izpostavljeni metabolizmu z gastrointestinalnimi in jetrnimi encimi, kar
zmanjSa delez nerazgrajenega AO za nadaljnjo sistemsko delovanje. Zato je Sel razvoj
novejSih dostavnih sistemov z AO v smer dermalnih/transdermalnih FO, ki omogocajo
neposreden nanos na mesto delovanja. Tekoc¢i kristali (TK) spadajo med novejSe
dermalne/transdermalne  dostavne sisteme, katerih prednost je zlasti povecana
solubilizacija in moznost vgrajevanja tako lipofilnih kot hidrofilnih ucinkovin, kemijska
stabilnost vgrajenih ucinkovin, pospeSena absorpcija ter nadzorovano sproscanje.
Uporabljajo se tudi za oralno, nazalno in rektalno aplikacijo (3), (6), (24-25).

TK so vmesno stanje med teko¢im in trdnim. Imajo lastnosti tekoc¢in (tok) kot tudi
kristalov (mehanska stabilnost, pozicijska in orientacijska urejenost, anizotropnost,
dvolomnost). Obstajajo v razli¢nih strukturah, prehod med strukturami pa poteka v
doloCenem zaporedju in pod ustreznimi pogoji. Poznamo termotropne in liotropne TK.
Prvi nastanejo s segrevanjem trdne snovi, slednji pa z raztapljanjem trdne snovi v topilu.
Razlika med omenjenima vrstama TK je tudi v minimalnem Stevilu komponent, potrebnih
za tvorjenje strukture TK: pri termotropnih zadostuje ena, medtem ko sta pri liotropnih
potrebni vsaj dve (24), (26-29).

Liotropni TK
PovrSinsko aktivne snovi (PAS) kot amfifilne molekule tvorijo asociacijske strukture v

vodni ali oljni fazi. V raztopini tvorijo agregate razli¢nih oblik, ki se urejajo v specifi¢ne
strukture glede na narasc¢ajoco koncentracijo. V primeru nizke koncentracije PAS, nad
kritiéno micelarno koncentracijo, govorimo o izotropni raztopini micelov, z nara$¢anjem
koncentracije pa se tvorijo liotropni TK, ki izkazujejo opticno anizotropijo. Oblika
molekule PAS, narava topila (lipofilnost/hidrofilnost) ter koncentracija PAS in topila
napovedujejo dolo¢eno strukturo TK (24), (26), (28-29).
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Strukture liotropnih TK

a) Kubicne strukture
Miceli sferi¢ne ali palicaste oblike tvorijo kubi¢no reSetko, ki izkazuje pozicijsko urejenost
na dolge razdalje v treh dimenzijah. Zaradi svoje izotropnosti tovrstne strukture ne
moremo zaznati s polarizacijskim mikroskopom, ker v nasprotju z ostalimi ne izkazujejo
dvolomnosti, imajo pa znacilno izrazito visoko viskoznost, ki je posledica tridimenzionalne
strukture. Sferiéni miceli tvorijo kubi¢no strukturo tipa | oziroma tipa IV v primeru
reverznih micelov, palicasti miceli pa tvorijo kubi¢no strukturo tipa II oziroma tipa III

(slika 2) (24), (26), (28-29).

Aot

Slika 2: Kubicne strukture; tip IV (levo), tip | ( sredina), tip 1l (desno).

b) Heksagonalne strukture
Miceli stozCaste oblike so paliasto zlozeni v heksagonalno, kadar je topilo polarno
oziroma inverzno heksagonalno strukturo, kadar je topilo nepolarno. Tovrstna struktura
(slika 3) izkazuje pozicijsko urejenost na dolge razdalje v dveh dimenzijah in se tvori v
koncetracijskem obmoc¢ju 30-50 % PAS v raztopini. Viskoznost je v primerjavi z
micelarno raztopino mnogo vecja. Zaradi anizotropnosti heksagonalno strukturo lahko

zaznamo s polarizacijskim mikroskopom (24), (29).

Slika 3: Reverzna heksagonalna struktura (levo), heksagonalna struktura (desno).
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¢) Lamelarne strukture
PAS v obliki valja se urejajo v lamelarne strukture (slika 4), za katere je obicajno znacilen
dvoplastni ponavljajoci se vzorec in pozicijska urejenost na dolge razdalje v eni dimenziji.
Dvoplastni sloji so paralelno urejeni. Plasti drsijo druga ob drugi, gibanje pa je omejeno s
posamezno ravnino. Gravitacija ne vpliva na razdaljo med plastmi, zato je ta konstantna.
Znotraj lamelarne strukture se voda nahaja med polarnimi ionskimi glavami amfifilnih
molekul, nepolarne verige niso v stiku z vodo. Glede na to, kako se molekule lamelarne
strukture urejajo, jih delimo na tri podvrste. Tekoce lamelarne faze (La), za katere je
znalilno, da je gibanje znotraj plasti zaradi gibljivih lipofilnih verig neomejeno in tako
veljajo za najmanj urejene. Lamelarne gel faze (Lg) imajo lipofilne verige delno urejene,
poleg tega se lahko nahajajo v trans konfiguraciji. Lamelarne kristalinicne faze (L) imajo
lipofilne verige »zamrznjene« v reSetko in veljajo za najbolj urejeno fazo. Lamelarne
strukture imajo v primerjavi s heksagonalnimi znacilno nizjo viskoznost ter nastanejo v
SirSem koncentracijskem in temperaturnem obmocju. So opti¢no aktivni, zaradi Cesar jih

proucujemo s polarizacijskim mikroskopom (24), (28-29).
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Slika 4: Lamelarna struktura.

Fazni prehodi liotropnih TK

Fazni prehodi med strukturami so odvisni od temperature in koncentracije PAS/topila
(slika 5). Tako se lahko v isti raztopini pojavijo vse faze. Prehajanje med strukturami
poteka v obe smeri, odvisno od lipofilnih/hidrofilnih lastnosti topila, tako da nastane
najbolj stabilna struktura z dosezenim minimumom proste energije. Ob prisotnosti nizkih
koncentracij PAS v raztopini nastajajo miceli, z naraS¢anjem koncentracije pa se tvorijo

TK razli¢nih struktur - lamelarne, heksagonalne ter kubi¢ne. Lamelarne strukture nastanejo
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iz molekul v obliki valja, ki se izmeni¢no urejajo v plasti. Z naras¢anjem deleza vode gre
fazni prehod v smeri kubi¢nih struktur, katere prehajajo v heksagonalne, in nenazadnje se
tvorijo miceli. Razlaga za tovrstni fazni prehod je v vezavi molekul vode na polarne glave
PAS in s posledi¢nim vkljuéevanjem proste vode med lamelarne plasti, zaradi Cesar se
poveca njihova debelina. Z naras¢anjem deleza polarnega topila se molekule topila
vkljucujejo med molekule PAS in s tem spremenijo njihovo obliko v stozcasto, kar vodi v
nastanka heksagonalnih struktur. VV primeru lipofilnega topila se oblika PAS spremeni v
obrnjen stoZec in tvori se reverzna heksagonalna struktura. Struktura sprejme le doloc¢eno
koli¢ino topila, zato se oblika molekule z nadaljnjo solvatacijo spremeni in tvorijo se
kubi¢ne strukture tipa I oziroma tipa IV. Sile, ki se pojavijo v liotropnih TK, so
elektrostatske in disperzijske. Disperzijske sile so med nepolarnimi molekulami in so
SibkejSe od elektrostatskih. Slednje so vez med ioni ali dipoli (ion-ion, dipol-dipol, ion-
dipol). Visoka temperatura lahko razbije vezi in zgodi se fazni prehod iz ene strukture v
drugo (24), (26), (28).

reverzna reverzni
miceli «— heksagonalna <«— lamelarna <«—  heksagonalna <«—  miceli

laubiéna 1 laubiéna 11 leubiéna 111 labiéna [V

Slika 5: Fazni prehodi liotropnih TK.

Lamelarni tekod¢i kristali kot ustrezen dostavni sistem za dermalno uporabo AP

Pri razvoju TK je eden izmed klju¢nih dejavnikov, ki vpliva na njihovo nadaljnjo uporabo,
bioloSka sprejemljivost. Pomembno je, da ze v fazi razvoja upoStevamo iritacijski
potencial posameznih sestavin TK. Netoksi¢nost, biorazgradljivost ter biokompatibilnost
so lastnosti, ki jih morajo imeti sestavine TK. V skladu z navedenimi kriteriji so se za
ustrezne gradnike izkazali neionske (Tween in vi$ji mas¢obni alkoholi), amfifilne (lecitin)
PAS ter izopropilmiristat (IPM). V kombinaciji lecitin-Tween-IPM je lecitin kljuc¢na
sestavina, ki tvori lamelarno strukturo, saj je po strukturi amfifilna molekula z dvema
nepolarnima verigama in polarno glavo. Kombinacija dveh delov z nasprotno polarizacijo
pa definira lastnosti lecitina (15), (30-32).

Gosenca in sodelavci so naredili raziskavo, s katero so vrednotili in vitro citotoksi¢nost
lamelarnih TK na celi¢ni liniji Keratinocitov. Citotoksi¢nost so spremljali preko vpliva TK

na celi¢no proliferacijo. Testirali so TK, zgrajene iz lecitina, Tween-a® 80, IPM in vode v
9
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razli¢nih koncentracijah in ugotavljali razlike v proliferaciji keratinocitov. Ugotovljeno je
bilo, da proucevani lamelarni TK veljajo za potencialno netoksi¢ni dermalni dostavni
sistem, saj je bila proliferacija keratinocitov znacilno visja od proliferacije keratinocitov po
izpostavljenosti SDS raztopini, ki se uporablja kot pozitivna kontrola pri vrednotenju

drazenja koze (15).

Lamelarni TK so primerni za dermalno uporabo tako zaradi svoje fizikalne stabilnosti,
konsistence, hidratantnih lastnosti kot strukturne podobnosti z medcelicnimi lipidi
povrhnjice. Zlasti slednja lastnost omogoc¢a podaljSano sproséanje tako zelo vodotopnih
kot v vodi netopnih ucinkovin z boljSo dermalno absorpcijo. Poleg tega z uporabo
neionskih PAS v lamelarnih TK dosezemo reverzibilen porast prepustnosti rozene plasti,
brez ireverzibilnega drazenja koze. Dobra penetracija ucinkovin je posledica zelo nizke
medfazne povrSinske napetosti, kar vodi v olajSano difuzijo u¢inkovin v kozo. Prednost
lamelarne strukture za dermalno uporabo je tudi v tem, da se ta ob nanosu pri temperaturi

na povrsini koZe tudi ohrani (15), (25).

1.5 IN VITRO SISTEM ZA VREDNOTENJE SPROSCANJA UCINKOVINE
IZ (TRANS)DERMALNE FARMACEVTSKE OBLIKE

Studije in vitro spros¢anja se v industriji uporabljajo v fazi razvoja FO, za ugotavljanje
potencialnih razlik med razliénimi FO ali zdravili razli¢nih proizvajalcev ter za kontrolo
kakovosti razli¢nih serij. Pogosto je in vitro test spros¢anja bolj obcutljiv za ugotavljanje
razlik v sproscanju kot in vivo. Z vidika zagotavljanja kakovosti je obcutljivejSa metoda
prvi izbor, saj njeni rezultati lahko nakazujejo na razlike v kakovosti produkta Se preden bi
prislo do in vivo uc¢inka. V fazi razvoja FO se za eksperimentalno ugotavljanje kinetike
spros¢anja uc¢inkovine skozi membrano, glede na priporocila FDA, Se vedno uporabljajo
Franz-ove difuzijske celice (33-34).

Franz-ova difuzijska celica (slika 6) je razdeljena na donorski in receptorski del, med
katerima je vstavljena membrana, ki je lahko naravna ali umetna. Donorski del vsebuje
uc¢inkovino, vgrajeno v formulacijo ali raztopljeno v ustreznemu mediju, receptorski del pa
je napolnjen z receptorskim medijem (RM). Pufer s pH=7,4 se lahko uporabi kot RM v
primeru testiranja dermalne absorpcije, ker ustreza fizioloSkemu pH. Sicer pa je pri izboru
RM pomembno, da je ucinkovina vV njem ustrezno topna in da medij ne poSkoduje

membrane. Temperatura na povrSini koze je 32 °C, zato vzdrZzujemo RM na tej

10
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temperaturi. U¢inkovina se sprosca iz formulacije skozi membrano v RM. V naprej
doloc¢enih Casovnih intervalih iz receptorskega dela jemljemo vzorce, ki jim z analiznimi
metodami kvantitativno dolo¢imo vsebnost u¢inkovine. Rezultat je kumulativna koli¢ina

spros¢ene ucinkovine v doloéenem ¢asovnem intervalu (35-36).

SEMINAR »»

donorsk del
/ <« membrana
mesto
vzorfenja «— receptorski del

Slika 6: Sestavni deli Franz-ove difuzijske celice (levo) in v diplomskem delu uporabljena
Franz-ova difuzijska celica (desno).

Za in vitro testiranje je pomembno, da izberemo ustrezno membrano. Membrane delimo na
naravne (Cloveska koza ali koza ka¢, podgan, misi, zajcev in prasi¢ev) in umetne (filtrske,
polimerne membrane ter membrane prevlecene z lipidno meSanico). Spros$canje skozi
naravne membrane posnema prehod ucinkovine v/skozi kozo, zato se tovrstne membrane
uporabljajo za vrednotenje dermalne absorpcije. Umetne membrane uporabljamo za

proucéevanje vpliva FO na sproS¢anje u¢inkovine (35-37).

1.6 MODELIRANJE IN PRIMERJAVA PROFILOV SPROSCANJA

Pri razvoju FO je pomembno, da ima ucinkovina ustrezen profil sproS€anja. Zato
eksperimentalne rezultate, dobljene z in vitro spros¢anjem, kvantitativno analiziramo s
pomocjo razlicnih matemati¢nih modelov, s Kkaterimi zelimo napovedati kinetiko
spros¢anja ucinkovine iz FO, Se preden je ta dokon¢no razvita. Matemati¢ni modeli
pretvorijo krivuljo sprosc¢anja v ¢asovno odvisno funkcijo (koli¢ina sprosc¢ene ucinkovine
na ¢asovno enoto). S poznavanjem kinetike sprosc¢anja ué¢inkovine lahko napovemo in vivo

bioloSko ucinkovitost zdravila, kar je pomembno pri optimizaciji FO s prirejenim

11
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spros¢anjem. V primeru neustrezne kinetike lahko pride do neustrezne koncentracije
u¢inkovine v plazmi, kar lahko vodi v pojav nezelenih uc¢inkov. Kinetika je odvisna od
fizikalno-kemijskih lastnosti uc¢inkovine (velikost delcev, topnost, polimorfna/kristalini¢éna
struktura, koli¢ina vgrajene uc¢inkovine v FO) in lastnosti FO (oblaganje, ogrodje, sestava
FO). Literatura navaja Stevilne matematicne modele za proucevanje kinetike sproscanja
ucinkovine, vendar se zaradi najboljSe korelacije med odvisno in neodvisno spremenljivko

in vitro sproscanja najpogosteje uporabljajo spodaj opisani modeli (38-41):

0. red

Sproséanje ucinkovine iz FO je neodvisno od koncentracije spro$¢ene ucinkovine v
raztopini, hitrost spros¢anja pa je konstantna in tako ¢asovno neodvisna. Koncentracija
ucinkovine v plazmi je bolj konstantna kot pri Kinetiki 1. reda, pri slednjem je hitrost
sproscanja na zacetku vecja. Pri FO s podaljsanim sproscanjem (dermalne/transdermalne
oblike, depo vsadki, ogrodne tablete s slabo topnimi uc¢inkovinami) je zaZeljeno, da imajo
profil kinetike 0. reda. Sicer pa velja, da se po kinetiki 0. reda spros$¢ajo uc¢inkovine iz tistih
FO, ki ne razpadajo oziroma njihova povrsina ostaja enaka, prav tako sprosc¢anje ne doseze
ravnoteznega stanja. Matemati¢ni model za kinetiko 0. reda je linearna funkcija, kjer je

kumulativni delez spro$¢ene uéinkovine odvisna, ¢as pa neodvisna spremenljivka (38-42).

F= kot Enacha 1: Kinetika 0. reda

F delez sprosc¢ene ucinkovine ob Casu t
Ko hitrostna konstanta 0. reda

t cas

1. red

Sproscanje ucinkovine iz FO je odvisno od njene koncentracije, hitrost spro$canja pa se s
¢asom spreminja. Ker je ta najveCja na zacetku, je posledicno tudi koncentracija
u¢inkovine v mediju visoka. S ¢asom se sproS¢anje upocasni in koncentracija u¢inkovine v
mediju pade, lahko celo pod mejo terapevtske ucinkovitosti. TakSen profil sproscanja
imajo FO z zadrzanim spro$¢anjem oziroma formulacije, ki vsebujejo vodotopne
u¢inkovine v poroznem ogrodju. Matemati¢ni model za kinetiko 1. reda je linearna
funkcija, kjer je In kumulativnega deleza nespro$¢ene ucinkovine odvisna, Cas pa

neodvisna spremenljivka (38-42).
12
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Enacba 2: Kinetika 1. reda
In(100-F)=-Kky «t

F delez sprosc¢ene ucinkovine ob Casu t
Ky hitrostna konstanta 1. reda

t ¢as

Higuchijev model

Higuchijev model je bil sprva zasnovan za planarne sisteme, vendar se je izkazalo, da je
primeren tudi za opis poroznih ali drugace geometrijsko zasnovanih sistemov.
Model temelji na sledecih predpostavkah:

e zaCetna koncentracija ué¢inkovine v ogrodju je visja od njene topnosti v ogrodju;

e difuzija u¢inkovine poteka v eni dimenziji,

o velikost delcev uc¢inkovine je manjsa od debeline sistema;

e nabrekanje in raztapljanje ogrodja je zanemarljivo;

e difuzivnost u¢inkovine je konstanta;

e sproscanje ucinkovine poteka v sink pogojih.

Spros¢anje u¢inkovine poteka z difuzijo, ki temelji na Fickovem zakonu. Model uposteva,
da je raztapljanje ucinkovine hitrejSe kot sama difuzija. TakSen profil spros¢anja je
zazeljen pri poltrdnih in trdnih FO, ki imajo vgrajene v vodi dobro topne ali slabo topne
ucinkovine, kot na primer transdermalni sistemi in ogrodne tablete s hidrofilnimi
ucinkovinami. Matemati¢ni model za Higuchi-jevo kinetiko je linearna funkcija, kjer je
kumulativni delez sproscene ucinkovine odvisna, kvadratni koren casa pa neodvisna

spremenljivka (38-42).

172 Enacba 3: Higuchijeva kinetika
F= kH «1

F delez sproscene ucinkovine ob Casu t
Ky Higuchijeva hitrostna konstanta

W

t ¢as

13
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Korsmeyer-Peppasov model

Korsmeyer-Peppasov profil spro$¢anja je znacilen za FO s polimeri, kjer obstaja moznost,
da sproscanje poteka po razliénih mehanizmih, glede na vrednost eksponenta n v enacbi 4.
Za cilindri¢ne tablete, kjer je n = 0,5, velja spros¢anje z difuzijo (t.i. Fickovo spros¢anje).
V primeru, da je n med 0,5 in 1,0, velja difuzijsko sprosc¢anje z anomalijo (t.i. ne-Fickovo
spros¢anje). Kadar je vrednost n>1,0, govorimo o t.i. Super case Il transportu. Matematicni
model za Korsmeyer-Peppasovo kinetiko je eksponentna funkcija, ki jo pretvorimo v
linearno funkcijo in velja, da je In kumulativnega deleza sproséene uc¢inkovine odvisna, In

Casa pa neodvisna spremenljivka (38-39), (41-42).

Enacba 4. Korsmeyer-Peppasova

F = kgp » t" — InF =In kgp + n Int kinetika

F delez sproscene ucinkovine ob Casu t
kep  Korsmeyer-Peppasova hitrostna konstanta
t cas

n eksponent

Hixon-Crowellov model

Hixon-Crowellov model velja za FO, kot so na primer tablete, kjer raztapljanje FO poteka
po planarno vzporednih plasteh, kar pomeni, da se dimenzija FO zmanjSuje sorazmerno,
medtem ko je oblika konstantna. To pomeni, da je hitrost spros¢anja u¢inkovine odvisna
od hitrosti raztapljanja njenih delcev in ne od difuzije. Matemati¢ni model za Hixon-
Crowellovo kinetiko je linearna funkcija, Kkjer je tretji koren kumulativnega deleza

nesproscene ucinkovine odvisna, ¢as pa neodvisna spremenljivka (38-39), (41-42).

(100-F)3= Qgt- ki « t Enacha 5: Kinetika po Hixon Crowell

F delez sprosc¢ene ucinkovine ob Casu t
Qo deleZ uéinkovine v FO ob ¢asu 0
kuc  Hixon-Crowellova hitrostna konstanta

t cas

14
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2.NAMEN DELA

Namen diplomske naloge je ovrednotiti in vitro spros¢anje AP iz lamelarnih TK za
dermalno uporabo z ugotavljanjem kinetike sprosc¢anja. TK z vgrajenim AP (1 % (m/m))
so bili predhodno razviti na Katedri za farmacevtsko tehnologijo. Pri spros¢anju se bomo
osredoto¢ili na vpliv strukture TK z vidika razli¢nega deleza lipofilnih sestavin in vode z

namenom dolog¢iti optimalno sestavo za spros¢anje AP v najve¢jem obsegu.

Najprej bomo glede na dolo¢eno nasiceno topnost AP izbrali ustrezen receptorski medij ter
za izbran sistem TK optimizirali pogoje sproscanja s prilagajanjem Casovnih intervalov
vzoréenja in temperature vodne kopeli. In vitro spros¢anje bo potekalo s Franzovimi
difuzijskimi celicami v vodni kopeli s temperaturo 32 °C, kar ustreza temperaturi na
povrSini koze ter z umetno acetat celulozno membrano v vlogi bariere spros¢anja. V
nadaljevanju bomo izvedli in vitro sproscanje iz osmih sistemov TK, katerih strukturo

bomo predhodno ovrednotili s polarizacijskim mikroskopom.

Kon¢ni rezultat in vitro sproS¢anja bo osem profilov spro$¢anja AP, na podlagi katerih
bomo izracunali ujemanje eksperimentalnih rezultatov in vitro sproscanja s petimi
najpogosteje uporabljenimi matemati¢énimi modeli za napovedovanje Kinetike sproscanja
AP iz TK.

15
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3. MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALLI

3.1.1 U¢inkovina

Askorbilpalmitat (askorbilpalmitat, SIGMA-ALDRICH CHEMIE GmbH, Nemcdija)
Opisan v poglavju 1.3.

3.1.2 Sestavine tekocih kristalov

Lipoid S-100® (Lipoid GmbH, Nem¢ija) je preCis¢ena vrsta sojinega lecitina, ki vsebuje

vsaj 94 % fosfatidilholina, poleg fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina, fosfatidilinozitola,
mascobnih kislin in trigliceridov. Sestava lecitina je odvisna od njegovega izvora in
stopnje Cistote. Fosfatidilholin je po strukturi amfifilna molekula (slika 7). Lecitin se
nahaja v poltrdni obliki ali kot prasek, odvisno od deleza prostih mascobnih kislin.
Obicajno je rumene barve, Ki na zraku zaradi oksidacije barvo spremeni v rjavo. Topen je v
mineralnih oljih, v vodi ali polarnih topilih pa je skoraj netopen. Lecitin je sestavina
celicne membrane in je tako biokompatibilen ter biorazgradljiv. Varen je za peroralno in
dermalno uporabo, prav tako niso dokazali povezave z genotoksi¢nostjo ali reproduktivno
toksi¢nostjo, zato se uporablja farmaciji, kozmetiki in zivilski industriji. V FO, kot so
i.v./i.m. injekcije, parenteralna/enteralna prehranska dopolnila, kreme in mazila, ima vlogo
emolienta, emulgatorja, solubilizatorja ali stabilizatorja. V svecke za rektalno uporabo se
dodaja za zmanjsanje krhkosti pripravka. (7), (15), (31), (43-45).

V TK molekule lecitina tvorijo lamelarno fazo.

=

_.--"'--H"""x.,f'"ﬂh"‘x.-"'-."-u\,rﬁ“HVJ'ﬁH,ﬁE,f’f‘wff

M= —

==

HC —0—

0

e e e e e
CH,
|+
HC—0=F—0—H,C—H,C-NCH,

o CH,

Slika 7: Strukturna formula fosfatidilholina.
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Tween® 80 (SIGMA-ALDRICH, Francija) je ester oleinske kisline s cikli¢nim derivatom
sorbitola, ki je kondenziran z 20 etilen oksid enotami. Hidrofobni del molekule predstavlja
alifatska veriga, hidrofilni del pa etilen oksidne enote (slika 8). Je rumena viskozna
tekocina brez vonja in okusa. Dobro je topen v vodi, etanolu in netopen v mas¢obnih oljih.
Zaradi ugodne cene, relativno nizke toksi¢nosti in biokompatibilnosti se v Siroki meri
uporablja v farmaciji in kozmetiki kot emulgator, solubilizator ter mocljivec. Je sestavina

peroralnih, dermalnih in parenteralnih FO (15), (32), (46-48).

V TK molekule Tween® 80 skupaj z molekulami lecitina tvorijo lamelarno fazo.

gt )
o Ol _CHalCHa)gCH;
O

Slika 8: Strukturna formula Tweena® 80.

IPM, izopropilmiristat (SIGMA-ALDRICH, Francija) je ester izopropanola in miristinske
kisline (slika 9). Je tekocina z nizko viskoznostjo, brez vonja in barve. Topen je v Stevilnih
nepolarnih organskih topilih (aceton, kloroform, olje), v vodi pa je prakti¢no netopen. Je
neobcutljiv na oksidacijo ali hidrolizo. Pridobiva se ga sintezno s postopkom esterifikacije
ali pa naravno z encimsko esterifikacijo pri nizki temperaturi. Ker je inerten, netoksicen,
biorazgradljiv in ne drazi ¢loveske ali Zivalske koze, se uporablja v kozmetiki in farmaciji.
Vgrajujemo ga v emulzije, mikroemulzije in kreme, deodorante, parfume in Sampone. V
farmaciji ima vlogo emolienta, topila ter pospeSevalca penetracije u¢inkovin skozi kozZo
(7), (15), (47).

V TK ima vlogo oljne faze in topila za AP.
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A
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Slika 9: Strukturna formula izopropilmiristata.

Bidestilirana voda Pridobljena na Katedri za biofarmacijo in farmakokinetiko na Fakulteti

za farmacijo.

V TK ima vlogo hidrofilne faze in omogoca nastanek TK zaradi strukturiranja hidratiranih
PAS.

3.1.3 Ostale kemikalije
a) CH3OH; metanol za HPLC (Merck KGaA, Nemcija)
sestavina mobilne faze in topilo za red¢enje vzorcev pred injiciranjem na HPLC
b) CHsCN; acetonitril (Panreac Quimica S.A.U, Spanija)
sestavina mobilne faze ter raztopine za red¢enje vzorcev pred injiciranjem na HPLC
C) aparatura za bidestilirano vodo; Katedra za biofarmacijo in farmakokinetiko na
Fakulteti za farmacijo, sestavina topila za redéenje vzorcev pred injiciranjem na HPLC
d) KH,PO,. kalijev dihidrogenfosfat (Merck KGaA, Nemcija)
sestavina fosfatnega pufra
e) NaH,PO,*H,0 natrijev dihidrogenfosfat (Merck KGaA, Nemcija)
sestavina fosfatnega pufra
f) H3PO,; orto-fosforjeva (V) kislina 85 % (Merck KGaA, Nemcija)
sredstvo za umerjanje pH fosfatnega pufra
g) NaOH; natrijev hidroksid (pridobljen na Katedri za farmacevtsko tehnologijo (FT))
sredstvo za umerjanje pH fosfatnega pufra
h) Brij® 98 (SIGMA-ALDRICH Co., USA)
sestavina receptorskega medija
i) NaCl; natrijev klorid (Merck KGaA, Nemcija)
sestavina receptorskega medija
j) Span® 80 (Merck Schuchradt OHG, Nemgija)
sestavina receptorskega medija
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k) Na,S,035H,0; natrijev tiosulfat pentahidrat (Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH,
Nemcija) sestavina receptorskega medija
) Tween® 40 (Merck Schuchradt OHG, Nem¢ija)
sestavina receptorskega medija
m) C12H2sNaO,4S; natrijev dodecil sulfat (Merck KGaA, Nemcija)
sestavina receptorskega medija
n) Ci7H340,. izopopilmiristat (SIGMA-ALDRICH, Francija)
sestavina receptorskega medija
0) Kolliphor® EL (BASF SE, Nem¢ija)
sestavina receptorskega medija
p) TRANSCUTOL P (GATTEFOSSE SAS, Francija)
sestavina receptorskega medija
) CHsCH,OH; etanol 96 % (v/v) (PHARMACHEM SUSNIK JOZEF, Slovenija)

sestavina receptorskega medija
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3.2 METODE

3.2.1 Izdelava tekoc¢ih kristalov

V eksperimentalni del diplomske naloge smo vkljucili osem sistemov TK znane sestave, ki
so jo razvili na katedri za FT. Sestava posameznih sistemov TK je navedena v preglednici
I. Za izdelavo TK smo v erlenmajerico z obrusom na analitski tehtnici (AG245, Mettler
Toledo, Svica) natehtali predpisane koligine lecitina, Tweena® 80 in IPM. Zmes smo v
zaprti erlenmajerici meSali pri sobni temperaturi na magnetnem meSalu priblizno 24 ur do
nastanka rumene homogene zmesi. V primeru vzorcev z vgrajenim AP (1 % (m/m)) smo
le-tega s plasticnim priborom dodali v pripravljeno homogeno zmes, jo zascitili pred
svetlobo ter pustili meSati nekaj ur, dokler se AP ni popolnoma raztopil. Na koncu smo
dodali predpisano koli¢ino bidestilirane vode, katero smo predhodno prepihali z argonom,
in pustili meSati do nastanka TK (viskozna transparentna snov bledo rumene barve).

Pripravljene TK smo zaradi boljSe stabilnosti shranjevali v hladilniku.

Preglednica I: Sestava posameznih sistemov TK.

Sistem TK | Lecitin | Tween®80 | IPM | bidestilirana voda
(m/m) % [ (m/m)% | (m/m) % (m/m) %
1 28,0 28,0 24,4 20,0
2 26,2 26,2 22,8 25,0
3 24,5 24,5 21,3 30,0
4 22,7 22,7 20,0 35,0
5 21,0 21,0 18,3 40,0
6 19,2 19,2 16,7 45,0
7 17,5 17,5 15,2 50,0
8 15,7 15,7 13,7 55,0

3.2.2 Optimizacija temperature shranjevanja vzorcev z vgrajenim
askorbilpalmitatom

Osnovno raztopino (OR) AP s to¢no dolo¢eno koncentracijo Smo razdelili na tri enake dele
v erlenmajerice z obrusom, tesno zaprli in zavili v aluminijasto folijo. VVzorce smo hranili

¢ez no¢ na treh razlicnih mestih: v hladilniku (8 °C), pri sobni temperaturi (25°C) ter v
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susilniku (37 °C). Naslednje jutro smo jih ustrezno red¢ili z metanolom, predhodno
prepihanim z argonom, nato pa Se filtrirali skozi filter Minisart RC4 z velikostjo por
0,2 um. Pripravljene vzorce smo analizirali s HPLC metodo. Kromatografski pogoji so
navedeni v poglavju 3.2.8. Kot rezultat smo upostevali povrsino pod krivuljo (AUC)

kromatografskega vrha AP.

3.2.3 Doloc¢anje strukture tekocih kristalov

Strukturo TK lahko dolo¢amo z razlicnimi komplementarnimi metodami. Med neposredne
metode dolocanja strukture spadajo polarizacijska in transmisijska elektronska
mikroskopija, mikroskopija na atomsko silo, rentgensko sipanje in jedrska magnetna
resonanca, med tem ko diferencialna dinamic¢na kalorimetrija in reologija sluzita za

posredno doloc¢anje strukture TK (24).

Za TK je znacilna opti¢na anizotropija, kar pomeni, da se svetloba, ki potuje skoznje v
razli¢nih smereh, med prehodom razli¢no obnasa. Svetlobni zarek, ki gre skozi sistem TK,
se cepi na dva Zarka. Temu pojavu pravimo dvolomnost, ki ga opazujemo pod
polarizacijskim mikroskopom. Navadna Zarnica je izvor svetlobe, ta pa s pomo¢jo zrcal in
le¢ pada pravokotno na vzorec. Pred vzorcem je nameSCen polarizator, ki polarizira
normalno belo svetlobo in prepuscéa le linearno polarizirano svetlobo. Kondenzor usmeri
Zarke polarizirane svetlobe tako, da padejo pravokotno na vzorec. VVzorec se nahaja med
polarizatorjem in analizatorjem, ki sta pravokotna drug na drugega. Ce imamo izotropni
vzorec, pri potovanju polarizirane svetlobe skozenj ne pride do spremembe smeri
polarizacije in posledi¢no svetloba ne pade na analizator, rezultat je ¢rno polje. Pri
anizotropnem vzorcu, ki je opti¢no aktivna snov, pa pride do spremembe smeri
polarizacije, tako da ni ve¢ pravokotna na analizator, slednji prepusti svetlobo, ki pade nanj
in rezultat je svetlo polje. Heksagonalno strukturo TK vidimo kot razli¢ne pahljacaste
oblike, lamelarno strukturo pa kot oljne ¢rte z malteskimi krizi. VEasih so malteski krizi
prevladujoca oblika (24), (26), (49).

Osmim sistemom TK smo pri sobni temperaturi dolo¢ili strukturo s polarizacijskim
mikroskopom pri 20x povecéavi. V ta namen smo uporabili Physica MCR 301 reometer
(Anton Paar, Graz, Austria), ki ima vkljucen polarizacijski mikroskop kot del dodatne

opreme. Fotografije smo posneli z digitalno kamero. Pripravili smo osem vzorcev TK brez
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AP in osem z 1% (m/m) AP. Strukture smo doloc¢ili na podlagi referenc¢nih slik iz

dostopne literature.

3.2.4 Dolocanje vsebnosti askorbilpalmitata v teko€ih kristalih

Priprava vzorcev za dolo¢anje vsebnosti AP v TK

Zatehtali smo priblizno 20 mg TK z 1 % (m/m) AP in jih raztopili v 10 ml metanola,
predhodno prepihanem z argonom. Zaradi nestabilnosti AP smo vzorce pripravljali
neposredno pred analizo. Tako pripravljene vzorce smo filtrirali skozi filter Minisart RC4 z
velikostjo por 0,2 um in jih analizirali s HPLC metodo. Kromatografski pogoji so navedeni

v poglavju 3.2.8.

Izradun vsebnosti AP v TK

Vsebnost AP smo podali kot povprecje treh paralel za posamezen vzorec na podlagi
umeritvene premice. Kot rezultat smo podali povpre¢no vsebnost AP, in sicer kot % (m/m)

nerazgrajenega AP upoStevaje zatehto TK.

3.2.5 Priprava in izbira receptorskega medija

V preglednici Il je navedena sestava preskusanih RM, vodnih ali organskih, z dodanimi
razli¢nimi solubilizatorji in/ali solmi. V primeru vodnih medijev smo kot topilo uporabili
fiziolosko raztopino, ki smo jo predhodno prepihali z argonom in tako izgnali Kisik, ki
povzroca oksidacijo AP. Pri organskih medijih smo kot topilo uporabili IPM.

Posamezne RM smo tesno zaprte meSali pri sobni temperaturi na magnetnem meSalu

(Rotamix 550 MMH, Zelezniki, Slovenija) do homogenosti.

Preglednica Il: Sestava receptorskih medijev.

Organski receptorski medij Vodni receptorski medij
IPM + 1 % Tween® 40 0,9 % NaCl + 0,5 % Brij® 98
nasicena raztopina IPM+ SDS 0,9% NaCl +0,5 % Brij®98 + 0,01 M Na,S,055H,0

0,9 % NaCl + 0,5 % Kolliphor® EL
0,9 % NaCl + 0,5 % Span®80
0,9 % NaCl + 0,5 % TRANSCUTOL P
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3.2.6 Dolocanje nasicene topnosti askorbilpalmitata v izbranih receptorskih
medijih

Priprava vzorcev za dolo¢anje nasi¢ene topnosti AP v izbranih RM

K posameznim RM smo dodali prebitek AP ter jih meSali 48 ur na magnetnem mesalu pri
sobni temperaturi, zas¢itene pred svetlobo in v tesno zaprtih vsebnikih. VVzorce smo pustili
mirovati priblizno 24 ur, nato smo jih centrifugirali (Centric 322A, Zelezniki, Slovenija) 5
min pri 5000 min™ in temperaturi 25 °C. Supernatante vodnih RM smo filtrirali skozi filter
Sartorius RC z velikostjo por 0,45 pum, jih razdelili na 2 paraleli ter red¢ili 1 ml/10 ml s
CH3OH: CH3CN: bidestilirana voda = 75 : 10 : 15. Supernatante organskih RM pa smo
filtrirali skozi filter Minisart RC4 z velikostjo por 0,2 um, jih razdelili na 2 paraleli ter
red¢ili 1 ml/10 ml z metanolom. Pripravljene vzorce smo analizirali s HPLC metodo.

Kromatografski pogoji so navedeni v poglavju 3.2.8.

Izra¢un nasicene topnosti AP v izbranih RM

Nasiceno topnost AP smo dolocali na podlagi umeritvene premice. Vsak vzorec smo
injicirali enkrat. Masno koncentracijo AP posamezne paralele smo izracunali iz umeritvene
premice upoStevaje AUC kromatografskega vrha AP in faktor red¢enja. Kot rezultat smo

podali povprecno nasi¢eno topnost AP, in sicer kot maso AP na volumen RM (mg/ml).

3.2.7 In vitro spros¢anje askorbilpalmitata iz teko¢ih kristalov

In vitro spros¢anje smo izvedli v Franzovih difuzijskih celicah z difuzijsko povrsino
0,785 cm? v $tirih paralelah, uporabili smo acetat celulozno mebrano (Sartorius Stedim
Biotech GmbH, Nemcija)

Izbira RM
Testirali smo razlicne RM (navedeni v preglednici 1I) z namenom izbrati optimalen RM.

Kljuéni kriterij pri izboru RM za spro$¢anje je bila ¢im ve¢ja nasi¢ena topnost AP.

Priprava vzorcev za sproS¢anje

Sproscéanje je potekalo v vodni kopeli s temperaturo 32 °C. Z argonom prepihane RM smo
predhodno temperirali 15 minut, nato pa jih po 8 ml polnili v receptorski del Franzove
difuzijske celice. Acetat celulozno membrano, ki smo jo predhodno namakali 24 ur v
odgovarjajo¢em RM, smo namestili na donorski del Franzove difuzijske celice. Sele nato
smo natan¢no zatehtali okrog 600 mg TK na membrano. Odstranili smo morebitne zra¢ne
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mehurcke, ki so se pojavili pod membrano, in tako pripravljene celice postavili na

magnetno meSalo (Thermo Electron Corporation Variomag Telesystem) v vodni kopeli.

Vzoréenje
Vzor¢ili smo po 750 pl RM v sledecih ¢asovnih intervalih: 0,5 ure, 1, 1.5, 2, 3,4, 5,6, 7 in
8 ur, odvzeti volumen smo ustrezno nadomestili s svezim RM. Tako smo skozi celoten

poskus spros¢anja ohranjali konstantni volumen RM.

Dolocanje sproséene koli¢ine AP

Sproséeno koli¢ino AP smo kvantitativno dolo¢ali s HPLC metodo (poglavje 3.2.8).

3.2.8 HPLC metoda

Koncentracijo spros¢enega AP smo dolocili s HPLC metodo na podlagi umeritvene
premice, ki smo jo dolocili na podlagi dveh paralel OR AP. OR1 smo pripravili tako, da
smo s plasti¢no Zlicko zatehtali priblizno 23,5 mg AP v 100 ml bucko iz rjavega stekla in
jo do oznake napolnili z RM 0,9 % NaCl + 50 % EtOH, katerega smo predhodno prepihali
z argonom. Bucko smo pustili meSati na magnetnem meSalu, dokler se ni AP popolnoma
raztopil, nato pa za nekaj sekund postavili v ultrazvo¢no kadicko (Sonis 2, Iskra pio d.o.o0.,
Slovenija), da smo odstranili zra¢ne mehurcke. Na enak nacin smo pripravili OR2. OR1 in
OR2 smo red¢ili z metanolom (prepihan z argonom) in dobili raztopine s koncentracijami
od 0,024 mg/ml do 0,25 mg/ml. Tako pripravljene raztopine smo filtrirali skozi filter
Minisart RC4 z velikostjo por 0,2 um in jih analizirali s HPLC metodo. Upostevali smo
AUC kromatografskega vrha AP in z linearno regresijo izracunali umeritveno premico ter

kvadrat Pearsonovega koeficienta (R?= 0,9991) .

Uporabljena HPLC aparatura (Agilent Technologies, ZDA) je sestavljena iz razplinjevalca
(Agilent 1100), binarne ¢rpalke (Agilent 1100), injektorja (Agilent 1100; WPALS), kolone
(EC 125/4 NUCLEOSIL 100-5-C18) in UV detektorja (Agilent 1100, DAD).

Kromatografski pogoji:

e mobilna faza: CH3OH: CH3CN: KH,PO, pufer (0,01 M, pH=3,5)=75:10:15
e kolona: Nucleosil 100 Csg, 5um delci, 125 x 4,0 mm

e volumen injiciranja: 20 pl

e pretok: 1,5 ml/min
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e valovna dolzina detekcije. A= 254 nm
e tgrun:© min

e retencijski ¢as AP je bil 3,2 min.

Na podlagi AUC kromatografskega vrha AP in umeritvene premice smo izracunali
koncentracijo sproS¢enega AP v posamezni ¢asovni tocki (enacba 6). Pri izraCunu mase
spros¢enega AP smo upostevali dodatek svezega RM ter difuzijsko povrsino in rezultat
podali kot kumulativno koli¢ino spros¢enega AP v dolo¢enem Casovnem intervalu na

enoto povriine za spro§éanje (mg/cm®) (enacba 7).

cn= (AUC + 56,04)/16716 Enacba 6: Koncentracija sproscenega AP

Enacba 7: Masa sproscenega AP v dejanskem volumnu RM
M= GV + Y, (n* Vo) P &

m, masa sprosc¢enega AP v dejanskem RM ob n-tem vzorcu (mg)
Cn  koncentracija spro$¢enega AP ob n-tem vzorcu (mg/ml)
V,  volumen RM po vzoréenju, ki je enak za¢etnemu volumnu (ml)

V.; Vvolumen odvzetega vzorca (ul)

Sprosceno koli¢ino AP izrazeno v odstotkih smo izracunali na podlagi mase spros¢enega

AP in zaCetne mase AP vgrajene v TK.

3.2.9 Modeliranje in primerjava profilov spros¢anja

Kumulativne rezultate in vitro sproscanja izraZzene v odstotkih spros¢enega AP smo vzeli
kot izhodis¢e za primerjavo osmih profilov spros¢anja AP. Pri tem smo uporabili od

modela neodvisne in od modela odvisne metode.

Od modela neodvisne metode

Doloc¢ali smo faktor razlike (fy) in faktor podobnosti (f;). Z f; izraCunamo razliko v
odstotkih med dvema krivuljama spros¢anja za vsako ¢asovno tocko in podamo relativno
napako med dvema krivuljama. Z f, izratunamo podobnost med dvema krivuljama prav

tako izrazeno v odstotkih. Omenjena faktorja smo racunali po enacbi 8 in 9, pri ¢emer R; in
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T; pomenita kumulativni odstotek sproS¢ene ucinkovine referencnega oziroma testnega
produkta za vsako casovno tocko vzorcenja j. Krivulje spros€anja v naSem primeru nismo
klasificirali kot referen¢ne oziroma testne, ampak smo med seboj primerjali posamezne
krivulje. Pri interpretaciji rezultatov smo upostevali mejne vrednosti f; = 0-15 in f, = 50-
100 (33), (38), (50).

fr=—— — X 100
Ty 2
2®T))2

Enacha 8: Faktor razlike f;

. H —0.5 :
fl25{}><10g{[1+(1.-"ﬁ)2|ﬂj—1}3:| ><1{:ru}
=1

Enacba 9:Faktor podobnosti f,

Od modela odvisne metode

Racunali smo ujemanje eksperimentalnih rezultatov in vitro sprosc¢anja s petimi v farmaciji
najpogosteje uporabljenimi matemati¢nimi modeli, s katerimi smo ugotavljali kinetiko ter
mehanizem spros¢anja AP. Preverjali smo kinetiko 0. in 1. reda, Higuchijevo kinetiko,
Korsmeyer-Peppasovo kinetiko ter Hixon-Crowellovo kinetiko, katerih enacbe so
predstavljene v poglavju 1.6. Kriterij za dologanje kinetike je R? ki je merilo za mog
linearne povezave spremenljivk X (ure) in Y (% spros¢enega AP). Najbolj ustrezen model

ey e

hitrostno konstanto sproscanja (k) (25).
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4. REZULTATI IN RAZPRAVA

4.1 IZDELAVA TEKOCIH KRISTALOV

TK so se med seboj razlikovali v masnih delezih posameznih sestavin, pri ¢emer je masni
delez vode narascal v smeri TK8. Med izdelavo smo opazili, da z dodajanjem vode
viskoznost sistema nara$ca, saj se je magnetno meSalo tezje vrtelo okoli svoje osi, Se
posebej v primeru TK7 in TK8. Porast viskoznosti je posledica vodikovih vezi med
lecitinom in vodo ter posledi¢no nabrekanja lecitina. Poleg viskoznosti se je spreminjala
tudi barva TK. TK1 je bil sistem z najbolj izrazito rumeno barvo zaradi najvisjega deleza
PAS, z dodajanjem vode pa je rumena barva bledela. Da bi omejili dejavnike oksidacije
(svetloba, kovinski ioni, Kisik), smo AP dodajali v TK s plasti¢cnim priborom v delno
zatemnjenem prostoru in tako pripravljene TK shranjevali v tesno zaprtem vsebniku. S
prilaganjem hitrosti vrtenja na magnetnem mesalu smo Se dodatno vplivali na ¢im manjSo

koli¢ino primeSanega kisika.

4.2 OPTIMIZACIJA TEMPERATURE SHRANJEVANJA VZORCEV Z
VGRAJENIM ASKORBILPALMITATOM

Do nestabilnosti AP pride zaradi vpliva zunanjih dejavnikov, kot so kisik, svetloba,
temperatura ali kovinski ioni, kar vodi v oksidativni razpad. S shranjevanjem vzorcev z
vgrajenim AP v tesno zaprtih vsebnikih, zas¢itenih pred svetlobo, smo se Zeleli izogniti
vplivu kisika in svetlobe, z uporabo plastinega pribora pa zanemariti vpliv kovinskih
ionov. Da bi preucili vpliv temperature na stabilnost AP, smo izvedli preliminarni poskus,
in sicer smo vzorce z raztopljenim AP hranili 24 ur pod razli¢nimi pogoji shranjevanja, kot

je razvidno iz Preglednice lII.

Preglednica Il1: Vpliv temperature shranjevanja na razgradnjo AP.

Pogoji shranjevanja AUC AP
5 °C (hladilnik) 3122
sobna temperatura (25 °C) 3024

povisana temperatura (37 °C) | 2906
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Kljub majhnim razlikam (kot rezultat smo upostevali AUC kromatografskega vrha AP)
lahko re¢emo, da je raztopina AP najbolj stabilna v hladilniku in najmanj pri temperaturi
37 °C, kar je pri¢akovano, saj oksidacija poteka v ve¢jem obsegu in hitreje pri povisani
temperaturi. Na podlagi dobljenih rezultatov smo vzorce z vgrajenim AP shranjevali v
hladilniku (51-52).

4.3 DOLOCANJE STRUKTURE TEKOCIH KRISTALOV

Proucevanim sistemom TK (z in brez vgrajenega 1 % AP(m/m)) smo preverili tudi
strukturo s polarizacijskim mikroskopom in dobljene slike primerjali z referen¢nimi
slikami iz literature. Polarizacijsko mikroskopijo smo uporabili kot komplementarno
tehniko za dolocCanje strukture TK, ki je bila v okviru predhodnih raziskav ze vrednotena z
metodo ozkokotnega rentgenskega sipanja (53). V levem stolpcu slike 10 so prikazane
strukture praznih TK, v desnem stolpcu pa identi¢ne strukture z vgrajenim AP. Kot je
razvidno iz slike 10 C do P, imajo proucevani sistemi TK2-TKS8, z izjemo TK1, lamelarno
strukturo. Za slednjo so namre¢ znacilni malteSki kriZi, ki so bili vidni posami¢no ali pa
kot oljne ¢rte. TakSna postavitev malteSkih krizev je odvisna od strukturnih lastnosti
lecitina, ki jih opiemo s kritiénim ureditvenim parametrom, ki ima vrednost ¥%-1. Ce
primerjamo prazne sisteme TK2-TKS8, je razvidno, da z naras¢anjem deleza vode v TK
Stevilo malteskih krizev pada, kar nakazuje na manj izrazito lamelarno strukturo. Nadalje,
dodatek AP v TK sicer ni porusil lamelarne stukture, vendar pa je povzroc¢il zmanjSanje
dobro definiranih malteskih krizev. Rezultati kazejo, da je lamelarna struktura zlasti
izrazita v primeru TK3 in TK4, kar dokazujejo jasno vidni in najstevilénej$i malteski krizi
(F-H). Ugotovitve so skladne z raziskavo, kjer so s (psevdo)trikomponentnim faznim
diagramom za Tween® 80/lecitin/IPM/voda dolo¢ili obmog&je nastanka lamelarnih TK
znotraj 15-55 % deleza vode in 12,5-35 % IPM (15).

Nasprotno pa smo za TK1 na podlagi Schlierenove strukture dolo¢ili heksagonalno
stukturo (slika 10 A do B). TK1, v primerjavi s preostalimi sedmimi sistemi TK, vsebujejo
najmanj vode (20,0 %) in najve¢ Tween® 80 (28,0 %), narai&anje koncentracije Tween® 80
pa je povezano z nastankom micelov ali heksagonalnih faz. Tovrstni fazni nastanek je
tesno povezan s strukturnimi lastnostmi Tween® 80 oziroma kriti¢nim ureditvenim
parametrom, katerega vrednost 0,07 nakazuje na tvorbo sferi¢nih struktur, dodatek

Tweena® 80 pa tako zmanjsa kriti¢ni ureditveni parameter lecitina. TK2 vsebujejo vedji
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delez vode (25 %) kot TK1, kar je Ze dovolj za tvorbo lamelarne strukture (slika 10 C).

Enako velja za vse nadaljnje sisteme (TK3-TK8) (15).
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Slika 10: Slike praznih TK posnete s polarizacijskim mikroskopom: A) TK1, C) TK2,
E) TK3, G) TK4, 1) TK5, K) TK6, M) TK7, O) TKS, in z vgrajenim 1 % AP B) TK1+AP, D)
TK2+AP, F) TK3+AP, H) TK4+AP, J) TK5+AP, L) TK6+AP, N) TK7+AP, P) TK8+AP.

4.4 DOLOCANJE VSEBNOSTI ASKORBILPALMITATA V TEKOCIH
KRISTALIH

Koli¢ino vgrajenega AP v TK smo natan¢no dolocili in v preglednici IV je vsebnost
podana kot razmerje med maso vgrajene uéinkovine in maso sistema (izrazeno v %,
teoretina vsebnost naj bi znaSala 1 %). Vsebnost smo dolocali z namenom dolociti
dejansko koli¢ino AP v TK, ki je bila potrebna za nadaljnje racunanje sproscene koli¢ine
AP.

V primeru, da bi v TK vgrajevali AP v nasi¢eni koncentraciji, bi delez hidrofilne faze
vplival na vgrajevanje AP in posledi¢no na njegovo vsebnost v TK zaradi hidrolizne
reakcije med AP in vodo, kjer preko cepitve estrske vezi pride do razpada AP ter nastanka
askorbinske in palmitinske kisline.

Delez hidrofilne/lipofilne faze pa je pomemben tudi z vidika oksidacije, ki poteée na
ciklicnemu delu amfifilne molekule AP ob prisotnosti kisika. Splosno velja, da je kisik
bolje topen v olju kot vodi, kar pomeni, da ima vec¢jo afiniteto do oljne faze, kamor se
pretezno porazdeljuje, to pa pomeni fizi¢no bariero za difuzijo kisika v hidrofilno fazo.
Amfifilna molekula AP se s ciklicnim obrocem orientira v vodno fazo in s tem, ko je manj
kisika na voljo v hidrofilni fazi, zmanjSamo obseg oksidacije (14), (17).

Na podlagi minimalne razlike med eksperimentalno in teoreticno vrednostjo vsebnosti AP
smo vseh osem sistemov TK oznacili kot ustrezne in jih uporabili v nadaljnjih raziskavah

in vitro sproscanja.

31



Kaja Zupancic¢ Biber Diplomska naloga

Preglednica 1V: Vsebnost AP v TK.

TK1 TK2 TKS3 TK4 TK5 TKG6 TK7 TK8

Vsebnost
AP (%) 0,984 0,979 0,980 1,03 0,941 0,961 1,00 0,972

4.5 IN VITRO SPROSCANJE ASKORBILPALMITATA

Z in vitro Studijami lahko preucujemo tako sproscanje uéinkovine iz dostavnega sistema
(umetne membrane), kot tudi simuliramo absorpcijo ucinkovine v/skozi kozo (naravne
membrane). Tovrstne Studije se izvajajo pri razvoju in vrednotenju dermalnih in
transdermalnih FO. Osnovni pogoj je, da se ucinkovina spros¢a iz dostavnega sistema, v
nasprotnem primeru njena nadaljnja uporaba kljub sicersnji ustreznosti za dermalno
absorpcijo v izbranem sistemu ni smiselna. Velja, da na spros¢anje uéinkovine vplivajo

naslednji dejavniki (45):

e hidro-lipofilne lastnosti ucinkovine, dostavnega sistema, RM in medsebojne
interakcije,

e delez vgrajene ucinkovine,

e membrana kot fizi¢na bariera,

e struktura in viskoznost dostavnega sistema.

V oviru diplomske naloge smo proucevali spros¢anja AP iz osmih sistemov TK glede na
razli¢en deleZ lipofilnih sestavin in vode z nadaljnjim ugotavljanjem kinetike spro$¢anja
AP.

Kvantitativno dolodanje spros¢ene koli¢ine AP s HPLC metodo

Koncentracijo spro$¢enega AP smo doloc¢ili s HPLC metodo na podlagi umeritvene
premice. Z linearno regresijo smo izradunali enatbo premice ter R (slika 11), pri emer
smo izhajali iz Stevilénih vrednosti spremenljivk X (¢ AP (mg/ml)) in Y (AUC AP),
prikazanih v preglednici V. Vrednost R? potrjuje linearen odnos spremenljivke. Upostevali
smo AUC simetricnega kromatografskega vrha AP z ozko porazdelitvijo ter izracunali

koncentracijo AP v posamezni ¢asovni tocki (enacba 6). Rezultate spros¢anja smo podali

32




Kaja Zupancic¢ Biber Diplomska naloga

grafi¢no kot kumulativno koli¢ino spros¢enega AP v dolocenem c¢asovnem intervalu na
enoto povriine za sprotanje (mg/cm?) (enacba 7) ali pa izraZzeno v odstotkih (%) v

odvisnosti od ¢asa (slika 12-13).

Preglednica V: Stevilcne vrednosti spremenljivk X (¢ AP(mg/ml)) in Y (AUC AP)

C
(mg/ml) | 0,024 | 0,025 | 0,047 | 0,049 | 0,094 0,099 0,15 0,20 0,25

AUC | 306,8 | 346,9 | 717,1 | 7455 | 1429,5 | 1639,5 |2442,3 | 3265,7 | 4081,7

5000

y =16716x - 56,04
4000

R?=0,9991 /
3000
AUC /
AP 2000 /
1000

0 T T T T T 1
m: 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3
-1000

¢ AP (mg/ml)

P

Slika 11: Umeritvena premica sprosc¢eneQa AP in enacba premice.

Izbira receptorskega medija in dolodanje nasiéene topnosti

Na podlagi literaturnih podatkov o spro$¢anju AP iz razli¢nih dostavnih sistemov preko
umetne membrane smo pripravili nabor RM na potencialno ustrezne za spros¢anje AP iz
TK. Z lipofilnimi mediji smo zeleli posnemati lastnosti intracelularnih lipidov povrhnjice
koze, z vodnim medijem pa fizioloSke pogoje. Klju¢ni kriterij pri izbiri ustreznega RM za
izvedbo je bila nasicena topnost AP v RM. Najprej smo testirali naslednje RM:

e 09%NaCl+0,5% Brij® 98 + 0,01 M Na,S,035H,0

e 0,9% NaCl + 0,5 % Brij®98

e 0,9% NaCl +0,5 Span®80

e 0,9% NaCl + 0,5 % Kolliphor® EL

e 0,9% NaCl +0,5% TRANSCUTOL P

e IPM +1 % Tween®40
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e Nasicena raztopina [IPM + SDS

V preglednici VI so predstavljeni rezultati nasi¢ene topnosti AP v izbranih RM, podani kot
mg AP/ml RM. V RM 0,9 % NaCl + 0,5 % Span®80 se dodana PAS ni raztopila, tako da
medij ni bil primeren za doloCanje nasi¢ene topnosti AP, v RM 0,9 % NaCl + 0,5 %
TRANSCUTOL P pa z metodo HPLC nismo zaznali kromatografskega vrha AP. Oba

medija Smo izlo¢ili iz nadaljnjih poskusov.

Preglednica VI: Nasicena topnost AP v izbranih receptorskih medijih.

Receptorski medij Nasicena topnost AP

(mg/ml)
0,9 % NaCl + 0,5 % Brij® 98 + 0,01 M Na,S,055H,0 0,70
0,9 % NaCl + 0,5 % Brij® 98 0,59
IPM + 1 % Tween® 40 0,55
Nasicena raztopina IPM + SDS 0,38
0,9 % NaCl + 0,5 % Kolliphor® EL 0,27
0,9 % NaCl + 0,5 % TRANSCUTOL P y

* Nasicene topnosti nismo dolocili, saj predpostavljamo, da je bila vrednost sproscenega

AP, pod danimi kromatografskimi pogoji, pod mejo detekcije.

NajniZjo topnost AP smo dolo¢ili v RM 0,9 % NaCl + 0,5 % Kolliphor® EL (0,27 mg/ml).
V RM 0,9 % NaCl + 0,5 % Brij® 98 smo v primerjavi z dodatkom stabilizatorja
Na,S;035H,0 dolo¢ili manjs$o vrednost (59 mg/ml), kar je skladno z dejstvom, da ve¢ AP
razpade v mediju brez stabilizatorja. Topnost v organskem RM (IPM) je bila ob dodatku
solubilizatorja Tween® 40 ali SDS niZja ( 55 in 38 mg/ml) od topnosti v vodnem RM, kar
je bilo nepricakovano glede na lipofilne lastnostmi AP (log P=5,1). AP je skoraj netopen v
vodi in nestabilen zaradi poteka oksidacije, vendar z dodatkom solubilizatorja (Brij® 98)

infali stabilizatorja reducenta (Na;S,035H,0) povisamo njegovo topnost in izboljSamo
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stabilnost. Tako smo za nadaljnje spro§&anje izbrali RM 0,9 % NaCl + 0,5 % Brij® 98 +
0,01 M Na,S;035H,0 z nasi¢eno topnostjo (0,70 mg/ml) (7), (9) (45), (54-55).

Optimizacija pogojev sproscanja
a) Sproscanje AP v RM: 0,9 % NaCl + 0,5 % Brij® 98 + 0,01 M Na,S,035H,0
V vodni kopeli s temperaturo 37 °C smo v dveh Franzovih celicah sproscali AP iz TK1

preko acetat celulozne membrane v izbrani medij, vendar tudi po 24-tih urah nismo zaznali
AP v RM. Iz rezultatov sklepamo, da ima AP vecjo tendenco do lipofilnega okolja TK1
kot do hidrofilnega RM. V kolikor se je AP sproscal iz TK1, je bila koli¢ina spros¢enega
AP pod limito detekcije.

b) Sproscanje AP v RM: IPM + 1 % Tween® 40

RM 0,9 % NaCl + 0,5 % Brij® 98 + 0,01 M Na,S,035H,0 se je izkazal za neustreznega,
zato smo izbrali bolj lipofilen RM glede na lipofilne latnosti AP. AP v RM smo zaznali
Sele po 24. in nadalje 48. in 72. urah. Vodna kopel s temperaturo 37 °C je vplivala na
izhlapevanje IPM iz receptorskega dela Franzove celice preko membrane v donorski del,
kar je povzrocilo redCenje sistema TK1 nad membrano, vplivalo na prehajanje AP in
povzrocalo tudi prakti¢ne tezave pri vzorcenju. Zato Smo pri ponovnem sproscanju znizali
temperaturo na 32 °C (temperatura koze) in vzor¢ili vse do 19. ure. Ugotovili smo, da je
temperatura 32 °C optimalna, saj IPM ni izhlapeval, a spros¢anja AP do 19. ure nismo
zaznali. Rezultati so nakazovali, da se AP sprosc¢a na daljse casovne intervale. Pri
ponovitvi poizkusa Smo zaznali spros¢anje AP med 24. in 48. uro. Vendar smo v 35. in 48.
uri dolocili manjSo koli¢ino spros¢encga AP glede na predhodne ¢asovne tocke. Sklepali
smo, da AP prehaja nazaj skozi membrano v donorski del celice oziroma razpada pri
32 °C. Prav tako smo po predhodnem 24-urnem namakanju v RM opazili lise na
membrani, kar nakazuje na morebitne interakcije Tween® 40 z membrano. Zaradi nihanja
sprosc¢ene koli¢ine AP ter nesimetri¢énega kromatografskega vrha AP smo ocenili, da RM

ni primeren za nadaljnje poizkuse spro$éanja.

¢) Sproscanje v RM: IPM + SDS (nasicena raztopina)
Pri enakih pogojih spros¢anja kot v primeru RM IPM + 1 % Tween® 40 se je AP sprostil
hitreje in v ve¢jem obsegu, a smo v enakih ¢asovnih tockah (35. in 48. uri) s HPLC zaznali

padec sproscene koli¢ine AP. Po ponovitvi poskusa v ¢asovnih intervalih med 12. in 24.
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uro smo zopet zaznali nihanje v spros¢anju AP. Rezultati so nakazovali na nepredvidljivo

sprosc¢anje AP, kar smo ocenili kot neugodno za nadaljnje poizkuse sproscanja.

d) Sproscanje v RM: 20 % EtOH in 50 % EtOH v 0,9 % NacCl

Glede na to, da lipofilni AP ni prehajal v vodni medij 0,9 % NaCl + 0,5 % Brij® 98 +
0,01 M NayS,035H,0, smo sklepali, da je reSitev v dodatku solubilizatorja EtOH, saj
velja, da je AP lahko topen v EtOH. Tako smo v zakljucni fazi optimizacije preiskusili
spros¢anje v RM 0,9 % NaCl z 20 % EtOH oziroma 50 % EtOH. Sprosc¢anje smo izvedli
pri sobni temperaturi in temperaturi 32 °C. V primeru 20 % EtOH AP tekom 8. ure nismo
zazanali, medtem ko se je RM s 50 % EtOH izkazal za ustrezen medij, saj smo vsako uro
do vklju¢no 8. ure dolocili kvantitativno koli¢ino spros¢enega AP. Na podlagi rezultatov
smo izbrali RM s 50 % EtOH kot optimalen RM za nadaljnje sproS¢anje AP iz osmih
sistemov TK. Dodatna kriterija, ki sta pripomogla k tej odlocitvi, sta bila Se najvisja
nasicena topnost AP (1,3 mg/ml) v izbranem RM glede na ostale RM in pa simetri¢en
kromatografski vrh AP z ozko porazdelitvijo. Rezultati spros¢anja AP v RM z EtOH so
skladni z raziskavo, s katero so izvedli in vitro transdermalno Studijo, kjer so proucevali
permeabilnost lipofilne uc¢inkovine skozi misjo kozo. V primeru 0,9 % NaCl brez EtOH so
s HPLC metodo komaj zaznali u¢inkovino zaradi njene slabe topnosti v vodi, med tem ko
se je 20 % EtOH v 0,9 % NaCl izkazal za najbolj optimalen RM (54), (56).

In vitro spro$¢anje

In vitro sprosc¢anje, ki je sledilo fazi optimizacije RM, smo izvedli za osmih sistemov TK,
pod naslednjimi pogoji:

e Franzove difuzijske celice z difuzijsko povrsino 0,785 cm?, 4 paralele

e vodna kopel s temperaturo 32 °C

e acetat celulozna membrana

e RM: 0,9 % NaCl + 50 % EtOH
TK so vsebovali po 1 % (m/m) AP, kot je tudi sicer standardna koncentracija AP v
dermalnih pripravkih (navadno med 1 — 2 %), lamelarna struktura se je pri tej koncentraciji
ohranila. Vzpostavili smo sistem odprtih Franzovih difuzijskih celic in na ta nacin
posnemali realno stanje po nanosu dermalnih FO. Sliki 12 in 13 prikazujeta sproscanje AP

iz osmih sistemov TK, rezultati pa so podani kot mg sproitenega AP na cm’ oziroma
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odstotek sproscenega AP. Zaradi bolj jasne grafi¢ne predstavitve rezultatov smo standardni
odklon (SD) predstavili lo¢eno v Preglednici VII in VIII (45), (57).

Zanimale so nas razlike v profilu sproS¢anja iz sistemov z lamelarno strukturo (TK2-TK8)
glede na sistem s heksagonalno (TK1), znotraj sistemov z lamelarno strukturo pa smo
proucevali vpliv razli¢nega deleza vode in lipofilnih sestavin sproscanje AP. Delez vode je
v zaporedju od TK1 (20 %) do TK8 (55 %) narascal, delez ostalih sestavin (lecitin,
Tween® 80 in IPM) pa je sorazmerno padal, med tem ko je bilo razmerje lecitin/Tween® 80
konstantno (1/1).

Ugotovili smo, da narascanje deleza vode vpliva tako na hitrost kot tudi obseg sprosc¢anja
AP. Glede na rezultate polarizacijske mikroskopije je lamelarna struktura najbolj izrazita v
primeru TK3 in TK4, zato smo na podlagi dejstva o paralelnem drsenju lamelarnih plasti in
olajsani difuziji ucinkovine predvidevali, da se bo AP najhitreje in v najvecjem obsegu
sproscal iz omenjenih dveh sistemov. Kot je razvidno iz profilov sprosc¢anja, je bilo temu
res tako, z izjemo TK5. Tako se je sprostilo najve AP (1 mg/cm? oziroma 14 %) po 8-ih
urah iz TKS5, kar kaze na podaljSano spro$¢anje. TK6-8 pa kaZejo na pocasnejSe sproSc¢anje
AP zaradi ve¢jih interlamelarnih razdalj, ugotovljeno s predhodno raziskavo ozkokotnega
rentgenskega sipanja (11 nm v primerjavi z 8 nm TK3-TK4). Voda je v lamelarnih
strukturah vezana na polarne glave PAS, saj z viSanjem deleza vode narasca delez proste
vode, ki se razporedi v interlamelarni prostor, kar pomeni, da se razdalje med lamelami
vecajo, AP pa je zaradi svoje amfifilne strukture delno vgrajen v interlamelarni prostor,
delno pa je lokaliziran v podroc¢ju polarnih glav amfifilnih molekul. Delez vode je v TK7-8
najvecji (50 % in 55 %), kar se odraza v visji viskoznosti, ki je posledica vodikovih vezi
med lecitinom in vodo ter posledi¢no nabrekanja lecitina. Visja viskoznost tako vpliva na
pocasneje sproscanje AP. Za TK2 pa lahko sklepamo, da je poCasnejSe sproscanje odraz
veéje afinitete AP do prevladujoce lipofilne faze TK glede na hidrofilni RM, kljub
prisotnem EtOH, ki poveca solubilizacijo AP v vodi. Iz profilov sprosc¢anja je tudi
razvidno, da se AP hitreje in v vecjem obsegu sprosca iz lamelarnih TK (TK3-5) v
primerjavi s TK1 s heksagonalno strukturo. Razlog je v notranji prostorski ureditvi
lamelarnih TK s paralelnim drsenjem plasti in olajsano difuzijo AP. Poleg tega so
heksagonalni TK bolj viskozni, kar omejuje spros¢anje AP skozi membrano v RM.
Rezultati in vitro spros¢anja potrjujejo, da lamelarna struktura TK zagotavlja podaljSano

spros¢anje in posledi¢no podaljSano antioksidativno zas¢ito koze AP (15), (53).
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Nase ugotovitve glede vpliva interlamelarnih razdalj na sproscanje AP so v skladu z
rezultati raziskave, ki so jo naredili Makai in sodelavci (57). Proucevali so sproscanje
hidofilne in lipofilne u¢inkovine iz lamelarnih TK, kjer so povecCevali delez glicerola in
ugotavljali vpliv glicerola na strukturo TK in povezavo strukture s spros¢anjem ucinkovin.
Ugotovili so, da dodatek glicerola povecuje interlamelarne razdalje, skladno s tem pa so
zaznali poCasnejSe sproscanje v primeru obeh tipov ucinkovin, saj sta bili obe u¢inkovini
delno vgrajeni v interlamelarni prostor, delno pa lokalizirani v podrocju polarnih glav
amfifilnih molekul.

Vpliv viskoznosti na sprosc¢anje uc¢inkovine pa so potrdili v raziskavi, kjer so lamelarnim
TK spreminjali delez glicerol monooleata, poloksamera in vode. Ugotovili so, da se je z
viSanjem deleZza poloksamera (18 % do 21 %) spros¢anje ucinkovine upocasnilo zaradi

nabrekanja poloksamera in posledi¢no vi§je viskoznosti sistema (25).

1,2
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0,2 TK7
=@—TK8

0 )
10
cas (ure)

Slika 12: Sproscanje AP iz sistemov TK, prikazano v mg AP/cm?. Vrednosti so povprecje
Stirih meritev.
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Slika 13: Sproscanje AP iz sistemov TK, prikazano kot % sproscenega AP. Vrednosti so
povprecje Stirih meritev.

Preglednica VII: Prikaz vrednosti in standardnih odklonov za graf in vitro sproscanja

(mg/cm?) AP iz osmih sistemov TK.

Cas mg/cm? | mg/em? | mg/em? | mg/em? | mg/em® | mg/cm? | mglem? | mg/cm?
(ure) +SD +SD +SD +SD +SD +SD +SD +SD
(TK1) (TK2) (TK3) (TK4) (TK5) (TK®6) (TK7) (TK8)

0 0 0 0 0 0 0 0 0

0,068 0,050 0,076 0,070 0,070 0,069 0,000 0,067

0,5 +0,010 0,009 +0,018 +0,026 +0,007 +0,008 +0,015

0,102 0,083 0,152 0,123 0,138 0,112 0,051 0,102

1 +0,012 +0,016 +0,067 +0,009 +0,024 +0,016 +0,009 +0,025

0,137 0,117 0,200 0,185 0,233 0,149 0,067 0,127

15 +0,018 +0,038 +0,010 +0,023 +0,073 +0,032 +0,013 40,041

0,169 0,143 0,243 0,221 0,312 0,178 0,075 0,146

2 +0,031 0,056 +0,027 +0,050 +0,095 +0,040 +0,014 0,052

0,230 0,200 0,342 0,304 0,441 0,257 0,102 0,199

3 +0,081 +0,095 +0,039 +0,078 +0,154 +0,025 +0,020 +0,095

0,287 0,262 0,427 0,414 0,561 0,321 0,131 0,248

4 +0,104 0,125 +0,078 +0,111 +0,210 +0,021 +0,028 0,145

0,341 0,310 0,520 0,484 0,658 0,363 0,168 0,281

5 +0,106 +0,154 +0,067 +0,118 +0,056 +0,027 +0,041 +0,163

0,424 0,380 0,589 0,564 0,780 0,435 0,199 0,297

6 +0,017 0,107 +0,117 +0,114 0,256 +0,088 +0,033 0,164

0,474 0,431 0,658 0,681 0,879 0,490 0,222 0,336

7 +0,121 +0,176 +0,212 +0,115 +0,054 +0,104 +0,035 +0,173

0,533 0,467 0,761 0,743 1,000 0,572 0,257 0,364

8 +0,122 +0,181 +0,099 +0,115 +0,027 +0,135 +0,045 0,197
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Preglednica VIII: Prikaz vrednosti in standardnih odklonov za graf in vitro sproscanja (%)
AP iz osmih sistemov TK.

das | %+SD [%+SD |%+SD | %+SD | %+SD | %+SD | %+SD | %+SD
(ure) | (TK1) (TK2) (TK3) (TK4) (TK5) (TK6) (TK7) (TKS)

0 0 0 0 0 0 0 0 0

0905 0669 1011| 088 0977 0942 0000] 0,905

05| +0,131| #0113 | +0236| =+0,321| +0,091| 0,108 +0,201

1360 | 1,007 | 2027| 1564 1,923| 1517| 0665 1,138

1| +0,156| +0,214| +0,900| +0,108| +0,330| +0,211| +0,115| 0,340

1825 1546| 2675| 2348 3235| 2023| 0872 1,715

15| +0241| +0509| +0,131| #0291 | =+1,006| +0,429| +0,169| =+0,549

2248 | 1,898 | 3245 2,803 4342| 2419 0984 1,968

2| +0417| +0744| +0,364| +0649| +1313| +0543| 0,187 | =+0,697

3064 2651| 4564| 3858| 6,133 3492 1328| 2678

3| +1,073| #1257 | +0519| #0992 | +2133| +0,329 | +0,268| =+1,285

3817 3475 5702| 5259| 7,794 4362| 1710| 3,340

4| #1380| +1,667| +1,046| +1412| +2916| +0,283| +0,368| +1,953

4531 4109 6,928| 6,148| 9,152 4,946| 2189| 3,789

5| +1,405| +2038| +0,879| #1508| +0,793| +0,375| +0532| +2,201

5644 | 5047| 7849| 7,156| 10,845| 5916| 2,600| 4,006

6| +0231| +1424| +1550| +1472| +3553| +1,183| +0436| +2,210

6,306 | 5,716| 8770 8,652 | 12217| 6,653 2,893 4521

7| +1,607| #2337 | +2814| #1479| +0,730| +1,409| +0464| =+2333

7086 | 6,177 | 10,152 9,434 13898 | 7,774| 3357 4,901

8| +1,620| #2409 | +1,319| #1477 | +0,360| +1,812| +0,585| =+2,660

4.6 MODELIRANJE IN PRIMERJAVA PROFILOV SPROSCANJA

Kumulativne rezultate in vitro sproscanja, izrazene v odstotkih, smo vzeli kot izhodisce za
primerjavo osmih profilov sproscanja AP. Pri tem smo uporabili od modela neodvisne in

od modela odvisne metode.

Od modela neodvisne metode

Pri faktorju f; in f, gre za pristop direktne primerjave rezultatov spros¢anja AP vzdolz
profila spros¢anja med dvema krivuljama. Rezultat je odvisen od Stevila ¢asovnih tock
(i...n), ki jih vklju¢imo v izracun in ne od izbire specificnega parametra. Metodi sta
uporabni, kadar je Stevilo ¢asovnih tock vec¢je od 3. Priporocljivo je, da se za ustrezno
razlikovanje krivulj uposteva ¢im vecje Stevilo ¢asovnih tock. Na$ eksperiment in vitro
spros¢anja je tako zajemal 11 tocCk vzorCenja, vendar pri izraCunu nismo upostevali tocke
ob casu 0, saj bi v nasprotnem primeru dobili lazne vrednosti f,. Faktorja f; in f, veljata za
pomembni kvantitativni metodi, ki ju priporocajo FDA smernice in jih uporablja
farmacevtska industrija za primerjavo profilov sproS¢anja. EMA pa se bolj nagiba k
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uporabi f,, kar je zapisano tudi v evropskih smernicah. Velja, da je f; bolj obcutljiv za
iskanje razlik med dvema krivuljama sproscanja kot f; FDA in EMA navajata mejni
vrednosti f; = 0-15 in f, = 50-100, na podlagi katerih velja, da sta dva profila spros¢anja
ekvivalentna oziroma podobna z razliko < 10 % v vsaki ¢asovni tocki skozi celoten profil
sproscanja. V kolikor sta vrednosti f; =0 in f,= 100 velja, da sta krivulji sproscanja
ekvivalentni. Preglednici IX in X prikazujeta izra¢unane vrednosti f; in f,. Kljub temu, da
rezultati za f; kaZejo, da so podobni le 4 profili spros¢anja (TK1-TK2, TK1-TK6, TK2-
TK8 in TK3-TK4), pa rezultati za f, potrjujejo, da so vsi profili podobni med seboj, saj so
razlike med njimi vzdolz celotnega profila <10 %, kar ustreza kriteriju za podobnost.
Poleg tega sta profila TK1-TK6 in TK1-TK2 glede na vrednost f, = 99 ter f, = 98 skoraj
identi¢na, saj je razlika v spros¢eni koli¢ini AP skozi celoten profil <1 % (33), (39), (50).

Raziskava, ki so jo naredili Costa in sodelavci, podpira naSe ugotovitve, torej da je mozna
razlika med profili glede na vrednosti fi, glede na f, pa podobnost in obratno. Ko so
primerjali dva profila sprosc¢anja iz pelet, je bilo razvidno, da sta profila podobna glede na

vrednosti f;, po drugi strani pa sta bila glede na obcutljivejsi faktor f, razli¢na (50).

Preglednica X: Izracunane vrednosti f1.

TK1 TK2 TK3 TK4 TK5 TK6 TKY7 TK8
TK1 13 36 27 63 8 76 23
TK2 48 39 74 21 64 15
TK3 10 29 28 105 58
TK4 38 19 97 49
TK5 95 124 83
TK6 83 31
TK7 55
TKS8

Preglednica X: Izracunane vrednosti f>.

TK1 TK2 TK3 TK4 TK5 TK6 TKY7 TK8
TK1 98 84 88 69 99 80 92
TK2 80 84 67 94 84 96
TK3 97 81 87 69 76
TK4 77 92 71 79
TK5 71 60 64
TK6 78 88
TK7 89
TKS8
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Tako kot ostale metode, imata tudi faktorja f; in f, prednosti in slabosti. Njuna prednost je
predvsem v enostavni uporabi, saj lahko zgolj z eno Stevilko opiSemo dve krivulji, ki sta
predmet primerjave. Kljub njuni robustnosti in zanesljivosti pa faktorja ne upoStevata
oblike krivulje ter variabilnost znotraj posameznih krivulj. Ker na rezultat vpliva Stevilo
casovnih tock, sta kot kumulativni funkciji obcutljiva, kadar se sprosti ve¢ kot 85 %
ucinkovine. V tem primeru je zadnja meritev v toc¢ki do 85 %, kar se upoSteva tudi pri
izracunu. V naSem primeru se je po osmih urah sprostilo najve¢ 14 %, kar pomeni, da smo

tudi to meritev upostevali pri izracunu (50).

Z namenom, da bi upoStevali obliko krivulje ter ugotovili kinetiko in mehanizem

spros¢anja AP, smo primerjavo profilov naredili §e z metodami odvisnimi od modela.

Od modela odvisne metode

Ugotavljanje kinetike sprosc¢anja je pomembno v fazi razvoja in optimizacije FO, saj s
kinetiko razlozimo mehanizem spros¢anja ucinkovine, poleg tega lahko napovemo
plazemske koncentracije ucinkovine v odvisnosti od ¢asa in s tem njeno biolosko
u¢inkovitost. Racunali smo ujemanje rezultatov spros¢anja AP s petimi, v farmaciji
najpogosteje uporabljenimi, matemati¢nimi modeli za napovedovanje kinetike 0. in 1. reda,
Higuchijeve in Hixon-Crowellove kinetike ter kinetike po Korsmeyer-Peppasu. Najvisja
vrednost R? je merilo za najustreznej$i matemati¢ni model, kot je razvidno iz preglednice
XI. Rezultati nakazujejo, da spros¢anje AP iz lamelarnih TK ve¢inoma sledi kinetiki po
Korsmeyer-Peppas (R* = 0,9973-0,9986), z izjemo sistemov TK5 in TK7, ki kaZeta na
kinetiko 1. reda (R? =0,9946-0,9966), pri Gemer gre za koncentracijsko odvisno
sproscanje. To pomeni, da je hitrost spros¢anja AP najvecja na zaCetku, s Casom pa se
spros¢anje upocasni kot posledica naras¢ajoCe koncentracije sproScenega AP, kar je
razvidno tudi iz slik 12 in 13. V primeru Korsmeyer-Peppasovi kinetike se mehanizem
spros¢anja dolo¢i na podlagi klasifikacije n eksponenta, kar je razvidno iz Preglednice XII.
IzraCunane vrednosti n eksponenta nakazujejo, da gre v vseh primer za difuzijo z
anomalijo. Primer sproS¢anja AP iz sistema TK1 s heksagonalno strukturo pa nakazuje na
kinetiko l.reda. Glede na to, da rezultati kinetike pri posameznih sistemih TK ne
odstopajo, ponekod so razlike Sele na tretji decimalki, bi lahko rekli, da pri spros¢anju AP
sodelujejo Stevilni procesi, pri ¢emer je prehod AP skozi membrano v RM pretezno

odvisen od koncentracije oziroma difuzije z anomalijo.

42



Kaja Zupancic¢ Biber Diplomska naloga

Preglednica XI: Izracunane vrednosti (R®) in konstante sproscanja (k) AP iz osmih sistemov

TK.
0.red 1.red Higuchi Korsmeyer Hixon
Peppas Crowell
R k R k R® k R® k R® k

TK1]0,9948 0,848 | 0,9956 -0,0088 | 0,9527 12,5827 | 0,9945 1,3950 | 0,9953 -0,0134

TK2 | 0,9938 0,749 | 0,9948 -0,0077 | 0,9546 2,3124 | 0,9985 1,1237 | 0,9945 -0,0118

TK3]0,9917 1,210 | 0,9938 -0,0128 | 0,9621 3,711 | 0,9976 1,881 | 0,9932 -0,0194

TK410,9963 1,160 | 0,9971 -0,0122 | 0,9463 3,5197 | 0,9986 1,5853 | 0,9969 -0,0186

TK5]0,9942 1,720 | 0,9966 -0,0185 | 0,9512 15,2403 | 0,9946 2,0354 | 0,9959  -0,028

TK6 | 0,9924 0,910 | 0,9936 -0,0095 | 0,9583 2,7832 | 0,9974 1,5189 | 0,9933 -0,0145

TK7 [ 0,9943 0,399 | 0,9946 -0,0041 ( 0,937 1,2057 | 0,9881 0,6133 | 0,9945 -0,0062

TK8 | 0,9613 0,567 | 0,9638 -0,0058 [ 0,9896 1,7924 | 0,9973 1,3621 | 0,963 -0,0089

Preglednica XIl: Mejne teoreticne vrednosti n eksponenta Korsmeyer-Peppasovega modela in
mehanizmi sprosc¢anja (levo) ter izracunane vrednosti n eksponenta (desno).

n Mehanizem n

spros¢anja

0,5 Fickov zakon TK2 (0,81)

0,5<n<1 Ne Fickov TK3 (0,80) TKG6 (0,76)

zakon-
anomalija

n>1 Super case TK4 (0,85) TK8 (0,62)
Il transport
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5. SKLEP

S polarizacijskim mikroskopom smo potrdili prisotnost lamelarne strukture v vseh sistemih
TK (brez in z vgrajenim AP (1 % (m/m)), z izjemo TK1, ki izkazuje heksagonalno
ureditev. Lamelarno strukturo smo doloc¢ili na podlagi malteskih krizev, heksagonalno pa s
Schlierenovo strukturo. Jasno vidni in najstevilénej$i malteski krizi so bili vidni v sistemu
TK3 in TK4, ki imata tako optimalno sestavo za tvorbo lamelarne strukture. Z
nara$¢ajo¢im masnim delezem vode v TK je prislo do upada Stevila malteskih krizev, kar
nakazuje na manj izrazito lamelarno strukturo. Ceprav dodatek AP ni porusil lamelarne
strukture TK, je vgradnja amfifilnega AP vplivala na notranjo strukturo, kar je bilo
razvidno v obliki zmanjSanja dobro definiranih malteskih krizev.

Z in vitro spros¢anjem AP smo potrdili, da notranja struktura TK vpliva tako na hitrost kot
tudi obseg spros¢anja AP. Kljub najbolj izraziti lamelarni strukturi v sistemih TK3 in TK4,
se je najve¢ AP sprostilo iz TK5, iz Cesar sklepamo, da ima TK5 kljub manj izraziti
lamelarni strukturi najbolj optimalno sestavo za spro$¢anje AP. Potrdili smo, da se z
viSanjem deleza vode v TK spros¢anje AP upocasni, in sicer zaradi visje viskoznosti TK in
pa vecjih razdalj med posameznimi lamelami. Slednje so posledica proste vode, ki se
razporedi v interlamelarni prostor, kar pomeni da je AP kot amfifilna molekula posledi¢no
delno vgrajen v interlamelarni prostor, delno pa je lokaliziran v podroc¢ju polarnih glav
amfifilnih molekul. Graficna primerjava profilov spros¢anja je pokazala, da se AP
naCeloma hitreje in vecjem obsegu spros¢a iz lamelarnih TK v primerjavi s TK
heksagonalne strukture zaradi notranje prostorske ureditve lamelarnih TK s paralelnim
drsenjem plasti in olajSano difuzijo AP.

Kvantitativna primerjava profilov spros¢anja z od modela neodvisnimi in odvisnimi
metodami je pokazala, da so vsi profili dejansko podobni med seboj z razliko v obsegu
spros¢anja do 10 %. Poleg tega sta bila profila TK1-TK6 in TK1-TK2 skoraj identi¢na z
razliko manjso od 1 %.

S primerjavo eksperimentalnih rezultatov spro$¢anja z matemati¢énimi modeli pa Smo
ugotovili, da se spros¢anje AP iz TK najbolj pribliza kinetiki Korsmeyer-Peppas ali
Kinetiki 1. reda.
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Z diplomsko nalogo smo potrdili vpliv strukture TK na spros¢anje AP. Dokazali smo, da
lamelarna struktura TK zagotavlja podaljSano sprosc¢anje AP, pri cemer tovrstno sprosc¢anje
prepre¢i prekomerno kopi¢enje AP v povrhnjici koZze in zagotavlja podaljSano
antioksidativno za$¢ito koze. Poudarjamo, da in vitro Studije ne odraZajo povsem realnega
stanja in vivo, so pa pomemben del razvoja lamelarnih TK, ki veljajo za potencialni
dermalni dostavni sistem AP, zato so nadaljne raziskave in vitro vrednotenja dermalne

absorpcije logi¢no nadaljevanje raziskovalnega dela.
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7.PRILOGE
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Slika 14: Kromatografski vrh AP neustreznega RM ( IPM + SDS (nasicena raztopina).
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Slika 15: Kromatografski vrh AP neustreznega RM (IPM + 1% Tween® 40).

52



Kaja Zupancic¢ Biber Diplomska naloga

DAD1 A, Sig=254 4 Ref=360,100 (20130704AP\AP000003.0)
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Slika 16: Kromatografski vrh AP ustreznega RM (0,9 % NaCl + 50 % EtOH).
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