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POVZETEK

Resveratrol (RSV) je polifenol naravnega izvora in je slabo vodotopna zdravilna u¢inkovina
(ZU) z dobro permeabilnostjo (skupina II po biofarmacevtskem klasifikacijskem sistemu).
Najdemo ga lahko v razli¢nih rastlinah: vinski trti, borovnicah, brusnicah, araSidih, japonskem
dresniku (Poliygonum cuspidatum) in mnogih drugih. Zaradi neugodnih farmakokineti¢nih
lastnosti (slaba topnost v vodi in hiter metabolizem) kljub obetavnim terapevtskim lastnostim
ne dosega ustrezno visokih plazemskih koncentracij za ugoden terapevtski ucinek. Z namenom
izboljSati njegovo topnost smo ga v okviru naSe raziskave vgradili v teko¢ samo-
mikroemulgirajoCi sistem (SMES), izotropno zmes naravnih ali sinteznih olj, trdnih/tekoc¢ih
emulgatorjev ali hidrofilnih topil in sotopil/koemulgatorjev, ki pod vplivom rahlega meSanja
(npr. peristaltika) in red¢enja z vodnim medijem spontano tvorijo transparentne mikroemulzije
tipa olje v vodi (o/v) z velikostjo kapljic 50—-100 nm. Teko¢i SMES z RSV smo nato
adsorbirali na porozne nosilce (Neusilin® US2, Sylysia® 350 in Syloid® 244FP) in izdelali
praske. Tem smo dodali pomozZne snovi za tabletiranje in jih stisnili v tablete. Z omenjenimi
poroznimi nosilci smo izdelali tudi fizikalne zmesi z RSV v masnem razmerju 1 : 1. Da bi
proucili, kako se spreminja stabilnost RSV v trdnih SMES med staranjem, smo trdne SMES
(praSke in tablete) in fizikalne zmesi starali v suSilniku pri zviSani temperaturi 40 °C. Po 30 in
90 dnevih staranja smo preverili vsebnost RSV v vseh vzorcih, izvedli preizkus in vitro
spros€anja v pufrih s pH 1,2 in s pH 6,8 in posneli DSC termograme za vsak vzorec. Trdne
SMES smo Se dodatno analizirali z in vitro lipolizo. Ta metoda uposteva tudi vpliv razgradnje
lipidov, ki so sestavni del na lipidih oblikovanih sistemov (v katere sodijo SMES), na
spros¢anje ZU. Zaradi omenjenega je lahko napovedovanje dogajanja in vivo relevantnejSe kot
napovedovanje na podlagi preizkusa in vitro sproS¢anja. Vse pridobljene rezultati smo

primerjali z rezultati, ki smo jih dobili z istimi metodami pred staranjem.

Ugotovili smo, da lahko z vgradnjo RSV v SMES doseZzemo boljSo stabilnost in vecjo zas¢ito
RSV kot s pripravo fizikalnih zmesi, saj se je vsebnost v trdnih SMES med staranjem manj
zmanj3ala kot vsebnost v fizikalnih zmeseh. Spro§¢anje RSV iz trdnih SMES s Sylysio® 350
in Syloidom® 244FP, ki imata enak kemizem, se s Gasom ni enakomerno spreminjalo, saj smo

najvecji obseg sproS€¢anja ponekod opazili po 30- ali 90-dnevnem staranju. Spros$canje iz
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trdnih SMES z Neusilinom® US2 pa se je s staranjem enakomerno zmanjSevalo v fosfatnem
pufru, v kislem pa nismo opazili sprememb. Ker je Neusilin® US2 kemijsko drugagen od
Sylysie® 350 in Syloida® 244FP, smo domnevali, da je pri adsorbciji emulgatorjev na
Neusilin® US2 prislo do drugaénih povezav kot pri ostalih dveh nosilcih, po staranju pa so se
emulgatorji najverjetneje kemijsko tako spremenili, da je njihova adsorpcija na Nesuilin® s
Gasom postajala vse moénej$a. Manjii premer por Neusilina® US2 v primerjavi z ostalimi
nosilci dodatno oteZuje izpostavljenost por mediju in s tem sproS¢anje RSV. Pri in vitro
sproscanju se je ne glede na dolZino staranja iz praSkov vedno sprostilo ve¢ RSV kot iz tablet.
Rezultati in vitro lipolize so pokazali, da se je delez raztopljenega RSV pri praskih s ¢asom
staranja poveceval, pri tabletah pa je ostal skoraj enak. Iz DSC termogramov smo razbrali, da
se je RSV v fizikalnih zmeseh nahajal deloma v kristalini¢ni obliki, na kar staranje ni vplivalo.
V vseh trdnih SMES pa je med staranjem ostal raztopljen in ni priSlo do njegove

rekristalizacije.

V okviru magistrske naloge smo torej ugotovili, da vgradnja RSV v trdni SMES izboljsa
stabilnost v primerjavi s fizikalnimi zmesmi, saj se je vsebnost po staranju v trdnih SMES
zmanjSala za manj kot 10 %. Pri spros¢anju v kislem pufru med samim in vitro preizkusom pri
trdnih SMES nismo opazili padca deleza sproscenega RSV, ki je bil pri fizikalnih zmeseh
najverjetneje posledica pretvorbe iz trans v cis obliko. Spro$€anje iz trdnth SMES se je
najverjetneje spreminjalo zaradi kemijskih sprememb emulgatorjev, kar pa bi morali v
prihodnosti bolj temeljito prouciti. Z in vitro testom spros€anja sta se za najbolj stabilnega
izkazala praek s Sylysio® 350 in tablete s Syloidom® 244FP, z in vitro lipolizo pa smo videli,
da so bile najstabilnejSe tablete z Neusiliom® US2 in Sylysio® 350. Da bi ugotovili, po kateri
metodi je bolje napovedovati in vivo doganje, bi morali zvesti Se in vivo Studije in preveriti

korelacijo z in vitro metodama.

KLJUCNE BESEDE: resveratrol, trdni samo-mikroemulgirajoci sistem, stabilnost, staranje,

in vitro lipoliza
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ABSTRACT

Resveratrol (RSV) is a natural polyphenol found in several plants: grapevine, blueberries,
cranberries, peanuts, Japanese knotweed (Polygonum cuspidatum) and many others. It has
very poor aqueous solubility but high permeability, classifying it as a class II active substance
according to the Biopharmaceutics Classification System. Due to its unfavorable
pharmacokinetic properties (poor aqueous solubility and extensive metabolism) and
consequently low oral bioavailability, sufficient plasma concentration for beneficial
therapeutic effects cannot be reached. In this study, we aimed to improve its aqueous solubility
by incorporating it into a self-microemulsifying drug delivery system (SMEDDS). By
definition, SMEDDS is an isotropic mixture of natural/synthetic oils, solid/liquid surfactants,
or hydrophilic solvents and co-solvents/co-surfactants that have the ability to form transparent
oil in water (o/w) microemulsions only by mild agitation (e.g. peristalsis) and dilution with an
aqueous media. The droplet size of the microemulsions ranges from 50 to 100 nm. We
adsorbed the liquid SMEDDS with the RSV onto porous carriers (Neusilin® US2, Sylysia®
350 in Syloid® 244FP) to produce powders. Excipients were added to the powders which
were then made into tablets by direct compression, using a single-punch tableting press. We
also prepared physical mixtures of RSV and each porous carrier with a mass ratio of 1 : 1. In
order to investigate the stability of the RSV in solid SMEDDS (powders, tablets) during
storage, physical mixtures and solid SMEDDS were stored in a dryer at the increased
temperature of 40 °C. After 30 and 90 days of storage, we assessed the RSV content of all
samples and performed in vitro dissolution tests in two buffers with a pH value of 1,2 and 6,8.
Additionally, DSC analysis was carried out to determine any thermal changes during storage.
Furthermore, solid SMEDDS were analyzed by an in vitro lipolysis method, which also
considers the influence of lipid degradation (SMEDDS is a lipid based drug delivery system)
on the drug release. Therefore, the in vitro lipolysis method is considered relevant than the in
vitro dissolution test for predicting the in vivo release of the drugs. All acquired results were

compared to those obtained before storage.

We found that incorporating the RSV into solid SMEDDS increased the stability of the RSV

in comparison with physical mixtures, as the content of RSV in solid SMEDDS decreased less

\%
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during storage than in the physical mixtures. RSV is therefore more protected from

isomerization in solid SMEDDS.

The RSV release from solid SMEDDS with Sylysia® 350 and Syloid® 244 (which are
chemically identical) as porous carriers did not change evenly with time, sometimes the
highest drug release was determined after 30 or 90 days of storage. The most probable reason
are chemical changes of surfactants (probably due to hydrolysis and peroxidation), caused
during storage, which result in differences in their adsorbtion onto porous carriers. On the
other hand, the RSV release from solid SMEDDS with Neusilin® US2 was decreased with the
duration of storage. In comparison to the other two carriers, we assumed that slightly different
bonds were established between emulsifiers and carries in the case of Neusilin® US2, the
chemical changes in the surfactants leading to their increased adsorption. Using the in vitro
lipolysis method, we obtained the following results: after storage the amount of dissolved RSV
increased in the case of powders, but stayed almost unaltered during the in vitro lipolysis test
of the tablets. From thermograms of the DSC analysis we concluded that RSV existed partially
in crystalline form and there were no changes during the storage. The RSV in solid SMEDDS

stayed dissolved and no recrystallization was observed.

In conclusion, the stability of the RSV in solid SMEDDS improved in comparison with
physical mixtures, because the RSV-content after storage in solid SMEDDS decreased by less
than 10 %. Furthermore, during the in vitro dissolution test of the physical mixtures in an
acidic buffer we observed some decline in the amount of released RSV, which was not present
in the case of solid SMEDDS. The RSV was better protected in solid SMEDDS and a
conversion of its frans form to cis did not occur. The Sylysia® 350 powder and Syloid® 244 FP
tablets exhibited the highest stability during the in vitro dissolution test. On the other hand,
limited differences were noticed after the in vitro lipolysis of the Neusilin® US2 and Sylysia®
350 tablets. To check which method is better in predicting the in vivo events we should carry

out in vivo studies.

KEY WORDS: resveratrol, solid self-microemulsifying system, stability, storage, in vitro

lipolysis
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1 UVOD

1.1 RESVERATROL

Resveratrol (RSV) ali 3,4',5-trihidroksistilben je fitoaleksin, sekundarni metabolit nekaterih
rastlin, ki ga te sintetizirajo ob poSkodbi ali napadu patogenih mikroorganizmov. V rastlinah je
prisoten v prosti obliki — aglikonu in v obliki glikozida (slika 1). RSV najdemo v grozdju,
murvah, araSidih, pistacijah, borovnicah in brusnicah. Ponavadi ga pridobivajo z ekstrakcijo iz
grozdja in japonskega dresnika (Polygonum cuspidatum). 1 g koZice grozdja vsebuje 50-100
png RSV, njegova koncentracija v rdeCem vinu se giblje med 0,2 in 5,8 mg/l (1, 2). Obstaja v
dveh izomernih oblikah: cis in trans. Slednja je relativno stabilnejSa, zato je v naravi

pogostejsa in bolje raziskana. Pod vplivom UV svetlobe se izomerizira v cis obliko (3).

HO\

"So‘%‘ﬂ ”

Slika 1: Razlicne oblike RSV: a — trans RSV, b — cis RSV, ¢ — trans glikozid, d — cis glikozid

1.1.1 Farmakodinamske lastnosti resveratrola

Znano je, da lahko snovi v hrani prispevajo k antioksidativni obrambi pred radikali, po drugi
strani pa tudi k oksidativhemu stresu, ki povzroca neZeleno oksidacijo lipidov, proteinov,
nukleinskih kislin in ogljikovih hidratov ter s tem povezan nastanek bolezni. RSV je polifenol,
ki izkazuje svoje antioksidativne lastnosti na razlicne nacine: ima sposobnost lovljenja
reaktivnih kisikovih snovi (ROS) ter hkrati povecuje aktivnost encimov, ki metabolizirajo

ROS, in zmanjSuje aktivnost encimov, ki povzrocajo nastanek ROS (1). Zaradi njegovega

1
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delovanja v stroki vse bolj naras¢a zanimanje za proucevanje njegove terapevtske vloge pri
zdravljenju raka, sr¢no-Zilnih bolezni, diabetesa in vnetja. RSV in vitro zavira proliferacijo
tumorskih celic raka na prsih, debelem crevesju, Zelodcu, pljucih, prostati, jetrih in trebu$ni
slinavki tako, da zavira delovanje ciklooksigenaze-1 (COX-1), ciklooksigenaze-2 (COX-2) in
ornitin dekarboksilaze, kar povzro¢i zmanjSanje napredovanja raka. Preprecuje angiogenezo, z
aktiviranjem kaspaz in preko nekaterih drugih mehanizmov povzro€i apoptozo celic. Z
aktiviranjem encimov druge faze metabolizma, ki sodelujejo pri odstranjevanju toksi¢nih
snovi iz organizma, lahko prepreci aktivacijo karcinogenov (4, 5, 6). S posnemanjem kalori¢ne
restrikcije pa poveCa obcutljivost tumorskih celic na citostatike, saj zmanjSa aktivnost

glikoliti¢nih encimov in posledi¢no povzroci ponovno aktivacijo mitohondrija in apoptoze (7).

RSV zmanjSuje pojav endotelijske disfunkcije, za katero je znacilno manjSe nastajanje NO,
pospeseno vstopanje lipoproteinov, monocitov in limfocitov T, proliferacija gladkomiSi¢nih
celic in sinteza zunajcelicnega matriksa, kar spodbuja protromboti¢no stanje v svetlini arterij
(8). RSV namre¢ poveca izrazanje manganove superoksid dizmutaze (SOD) in katalaze ter
zmanjsa oksidacijo lipoproteinov z nizko gostoto (LDL), ki se akumulirajo v ateroskleroti¢nih
plakih. ZmanjSuje tudi agregacijo trombocitov, saj zavira interakcije med trombociti,
kolagenom in trombinom ter relativno selektivno zavira COX-1. Po drugi strani RSV poveca
nastajanje NO in s tem povezano vazodilatacijo tako, da poveca izraZanje endoteliljske NO
sintaze in zavira Zilno NADP/NADPH oksidazo, pri ¢emer nastaja manj superoksidnega
radikala, ki ga NO inaktivira (1, 9). Studije na Zivalih nakazujejo varovalno vlogo RSV pri
sladkorni bolezni, saj ta varuje B-celice trebuSne slinavke pred oksidativnimi poskodbami,
zniZuje nivo glukoze v krvi in poveca privzem glukoze v periferna tkiva ter odzivnost na

inzulin (9).

RSV je zmozen prehajati hematoencefalno bariero in v moZzganih izkazuje nevroprotektivne
ucinke, ker poveca izraZanje antioksidativnih encimov SOD in katalaze. Prav tako zavira
aktivacijo jedrnega faktorja kapa B (NF-xB), na tak nacin se zmanjSa nastajanje ROS in
ekspresija vnetnih citokinov (1). Na Zivalskih modelih so opazili varovalni uc¢inek RSV pri
nekaterih nevrodegenerativnih boleznih: Alzheimerjevi (RSV aktivira AMP-protein kinazo, ki

zmanjSuje akumulacijo amiloidnih plakov), Parkinsonovi (varuje dopaminergi¢ne nevrone) in
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Huntingtonovi bolezni (izboljSuje motoricno in kognitivno funkcijo), amiotrofni lateralni

sklerozi ter nevropatski bolecini (2).

1.1.2 Farmakokineti¢ne lastnosti resveratrola

Kljub mnogim koristnim u¢inkom RSV nima ugodnih farmakokineti¢nih lastnosti. Bioloska
uporabnost zdravilne u¢inkovine (ZU) je odvisna od topnosti u¢inkovine, njene permeabilnosti
skozi celi¢ne membrane in metabolizma. BioloSka uporabnost RSV znaSa manj kot 1 % (10).
RSV pri prehajanju skozi epitelne celice Crevesja zaradi svoje lipofilnosti in polifenolne
strukture nima tezav, je pa zaradi tega zelo slabo topen v vodi (3mg/100 ml) (11) in podvrZzen
hitremu ter obseZnemu metabolizmu (12). Zanj so znalilne predvsem tri metabolne poti:
konjugacija hidroksilnih skupin s sulfatno in glukuronsko kislino ter hidrogeniranje alifatske
dvojne vezi. Zadnje je najverjetneje produkt delovanja Crevesnih bakterij. Glavni metabolit je
glukuronid; pri velikih odmerkih RSV pa pride do nasi¢enja metabolnih encimov in nastanka
vecje koli¢ine sulfatnih metabolitov (3, 10, 12, 13). Ker RSV povecuje aktivnost jetrnih
encimov druge faze, lahko inducira lasten metabolizem (3). Kolik$ni odmerki so potrebni za
doloCen terapevtski ucinek Se ni Cisto znano. Do sedaj so pri in vitro Studijah zaznali
terapevtski ucinek, ¢e je bila koncentracija RSV v mikromolarnem obmocju (14). In vivo
lahko z odmerkoma 0,5 g in 5 g doseZzemo plazemski koncentraciji 0,3 umol/l oziroma 2,4
umol/l (15). Kljub majhni bioloski uporabnosti je RSV ucinkovit ne le in vitro, ampak tudi in
vivo, zato je mozno, da so metaboliti farmakolosko aktivni in da lahko konjugirani derivati,
predvsem glukuronidi, predstavljajo zalogo, iz katere se pod vplivom tkivnih B-glukuronidaz
spros¢a RSV. Pri proucevanju plazemskega profila po peroralni aplikaciji so opazili dva
vrhova, enega po eni uri, drugega po Sestih. Zadnji je najverjetneje rezultat enterohepati¢nega
kroZenja metabolitov in njihove ponovne reabsorpcije po hidrolizi v ¢revesju (3, 10, 12, 13).
Zaradi svoje slabe vodotopnosti je RSV v plazmi vezan na albumin in lipoproteine (3).
Omenjene farmakokineti¢ne lastnosti RSV in posledi¢no majhne plazemske koncentracije
RSV po peroralni aplikaciji predstavljajo razlog za pomisleke glede njegove uporabe v
preprecevanju in zdravljenju kroni¢nih bolezni. Hkrati pa so znanstvenikom izziv, da se lotijo
razvijanja novih strategij za povecanje bioloSke uporabnosti in s tem doseganje zadovoljive

plazemske koncentracije RSV za terapevtski uCinek.
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1.1.3 Farmacevtske oblike z resveratrolom

BioloSko uporabnost RSV lahko izboljSamo na razli¢ne nacine: RSV lahko dodamo zaviralce

njegovega metabolizma, namesto RSV lahko uporabimo njegove analoge, ki imajo morda

boljSe farmakokineti¢ne lastnosti, ali pa RSV vgradimo v takSno farmacevtsko obliko (FO), ki

bo izboljSala njegovo vodotopnost, ga zaS¢itila pred razgradnjo ali celo omogocila podaljSano

oziroma ciljno spros€anje (16, 17). Oblikovanje novih dostavnih sistemov je v znanosti

zaenkrat glavni pristop za izboljSanje farmakokinetiCnih lastnosti RSV. Nekatere do sedaj

razvite FO z RSV so prikazane v preglednici I.

Preglednica I: Pregled do sedaj razvitih farmacevtskih oblik z RSV. Povzeto po (17-21).

NAMEN FARMACEVTSKA POMOZNE SNOVI OPOMBE
OBLIKA/VELIKOST
Stabilizacija e monodisperzne porozne e polistiren ¢ ohranjena antioksidativna aktivnost v

in zas¢ita RSV

polimerne mikrosfere
(polimerizacija v prisotnosti
porogena)

® 5um

e divinilbenzen
® akrilonitril

primerjavi s ¢istim RSV

e kvasovke enkapsulirane z
RSV
® 6-8 um

Saccharomyces
cerevisiae
etanol

voda

® RSV bolje zasciten pred vplivom
svetlobe — zmanjSano pretvarjanje v
cis obliko

® boljsa stabilnost med shranjevanjem
in antioksidativna u¢inkovitost
mikrokapsul kot samega RSV

Povecana e kompleksiranje z e (-ciklodekstrini, ® izboljSana vodotopnost
vodotopnost ciklodekstrini e hidroksipropil f-  antioksidacijska sposobnost se v
RSV ciklodekstrin primerjavi s ¢istim RSV znagilno ne
zmanjsa
® nanoemulzije ¢ hidrogenirano ® nanoemulzija je bila razvita s
e 17 nm polietoksilirano pomocjo psevdo-trikomponentnega
ricinusovo olje: diagrama
surfarktant ® po treh mesecih ni prislo do
¢ EtOH: koemulgator, razplastitve faz
e izopropilmiristat: oljna
faza
® micelarne raztopine Zol¢nih ® derivati Zol¢nih kislin /
kislin
Zakasnjeno e Ca-pektinatne minisfere in ® pektin e ciljno sprosc¢anje v debelem crevesju
sprosc¢anje in/ali mikrodelci e CaCl, ni bilo doseZeno
povecana e ~] um
vodotopnost ¢ Zn-pektinatne kroglice e cinkov acetat dihidrat ® mocnejSa mreZa kot pri Ca-pektinatu
RSV ® ~950 pm ® pektin ® ciljno sprosc¢anje v debelem crevesju
® hitosan je bilo dosezeno
e Akusti¢no aktivne liposfere ¢ kokosovo olje ® podaljSano sproscanje
® 250-350 pm e fosfatidilholin ® sproScanje je specificno na
e holesterol dolo¢enem mestu s pomoc¢jo
° perﬂuoropenta_n ultrazvoka
e perfluroheksan
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ultrafina vlakna z dvojnim

¢ polikaprolakton — ovoj

izdelana s pomocjo elektrospininga

slojem e ctanol ® po zacetnem hitrem sproScanju
134-1585 nm izkazujejo podaljSano sproscanje
polimerne lipidne e polikaprolakton znacilno visje koncentracije v
nanokapsule e kaprilska, kapronska moZganih, jetrih kot v drugih tkivih
240 nm kislina pri podganah

polisorbat 80
sorbitan

biorazgradljivi nanodelci

metoksi poli(etilen

izdelani z nanoprecipitacijo

90 nm glikol)- biorazgradljivega blok polimera
poli(kaprolakton) po zacetnem hitrem spros$¢anju
izkazuje podaljSano sproS¢anje
izboljSano prehajanje skozi glioma
celice
liposomi ® sojin fosfatidilholin povecana stabilnost RSV pred
70-100 nm e holesterol oksidativno Skodo UV-B Zarkov in
o diacetil fosfat zmanj$ana citotoksi¢nost RSV v
. velikih koncentracijah

pufer Tris-HCl

podaljSano spro$c¢anje

kombinacija kurkumina in RSV v
liposomih poveca njun antitumorski
ucinek na raka na prostati

meSanice emulzij in ® kokosovo olje podaljSano sproScanje

liposomov ® sojin lecitin
® glicerol
e neionskisurfaktanti

emulzije tipa o/v ¢ kokosovo olje podaljSano spro$c¢anje

100-130 nm o fosfatidilholin emulgiranje RSV je eden od glavnih
e glicerol pristopov za razvijanje farmacevtskih
. oblik z RSV

neionaki emulgatorji:
Brij 30 in 35, Span 80,
Tween 80

dvojne emulzije v/o/v (18)

0,3-1,7 um

etanol
poliglicerolpoliricinolat
: emulgator

¢ raztopina NaOH

Tween 20: emulgator
Natrijeva karboksimetil
celuloza

natrijeva karboksimetil celuloza
zmanjSuje medfazno napetost in
velikost kapljic, povecuje viskoznost
in stabilnost zunanje faze

potrebne so nadaljnje raziskave za
izboljSanje vgrajevanja RSV v
formulacijo

niosomi (19)

Span 80, Span 60 s

majhna sposobnost vgrajevanja

0,4-11 pm holesterolom

e etanol
elasti¢ni liposomi (20) e hidroksipropil - obetavni dostavni sistemi primerni za
RSV vkljucen skupaj s ciklodekstrin podkozno aplikacijo pri zdravljenju
kvercetinom o fosfatidilholin prekomernega podkoZnega mascevja
149 nm ® holesterol

e sterilamin

e natrijev deoksiholat
samoemulgirajoci sistem(21) | ® Izopropil po inkubaciji endotelijskih celic s
24-200 nm miristat/Miglyol 812 SES se je koncentracija RSV v

® Monstanox citosolu in membranah znacilno

80/Lauroglycol FCC povecala v primerjavi z inkubacijo v
e Etanol/Labrasol etanolni raztopini RSV
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Ker naj bi bil RSV namenjen kroni¢ni uporabi (oziroma za preprecevanje/zdravljenje
kroni¢nih bolezni), se raziskovalci pri nartovanju osredotoCajo predvsem na peroralne
farmacevtske oblike, saj te bolnikom omogocajo najlaZjo in najenostavnejSo uporabo. Iz
zgornje preglednice lahko razberemo, da se v zadnjem Casu raziskave vse bolj usmerjajo k na

lipidih osnovanim sistemom, ki bodo predstavljeni v nadaljevanju (17).
1.2 NA LIPIDIH OSNOVANI SISTEMI

Slabo vodotopen ni samo RSV, s sodobnimi metodami razvijanja novih ZU (kombinatori¢na
kemija in visoko zmogljivostno resetanje) je takSnih molekul vse ve¢. Ocenili so, da je 40-70
% spojin, ki so kandidatke za nove ZU, slabo vodotopnih in posledi¢no ne omogocajo dobre,
enakomerne in ponovljive absorpcije, katere rezultat bi bila dovolj velika koncentracija ZU v
plazmi za ustrezen terapevtski ucinek. Absorpcija takSnih ZU iz konvencionalnih
farmacevtskih oblik je neponovljiva, nanjo vpliva tudi hrana, ki lahko povzroci, da se naenkrat
absorbira vecja koli¢ina slabo vodotopne ZU, kar je lahko velika tezava, ¢e imajo ZU ozko
terapevtsko okno. Z na lipidih osnovanimi sistemi se lahko izognemo slabi vodotopnosti ZU,
poveCamo Cas zadrzevanja ZU v Zelodcu in kasneje v tankem cCrevesju, zmanjSamo ucinek
hrane ter normaliziramo in poveCujemo absorpcijo s povecevanjem prehodnosti
gastrointestinalne membrane, z inhibicijo P-glikoproteina, s povecevanjem absorpcije v limfni

obtok in z inhibicijo predsistemskega metabolizma (22).

Na lipidih osnovani sistemi so lahko enostavne raztopine iz olj ali kompleksnejSe zmesi,
sestavljene iz olj, emulgatorjev, koemulgatorjev in sotopil. Na podlagi njihove sestave in
lastnosti jih je Pouton razporedil v 4 razlicne skupine v klasifikacijskem sistemu na lipidih

osnovanih dostavnih sistemov (23):

e Tip I: ZU je raztopljena v trigliceridih (TG) oziroma meSanih gliceridih. Na lipidih
osnovani sistemi tipa I so primerni za ZU, ki se v izbranih gliceridih dovolj dobro
raztapljajo in ne potrebujejo hitre absorpcije (24). Da se lahko doseZe Zelena bioloSka
uporabnost vgrajene ZU, se morajo gliceridi najprej prebaviti, pri ¢emer nastanejo proste
mascobne kisline (PMK) in 2-monogliceridi, ki skupaj z Zol¢nimi solmi in fosfolipidi
tvorijo micele, v katerih se ZU solubilizira. Topnost ZU po dispergiranju v prebavnem

traktu je odvisna od dolZine verig mas¢obnih kislin, ki sestavljajo TG (23).
6



Tjasa Ziberna Magistrska naloga

e Tip II: Sestavljeni so iz polarnih olj (srednjeveriZzna trigliceridna olja) in emulgatorjev s
hidrofilno-lipofilnim ravnoteZjem (HLB) pod 12 (npr. polisorbat 85). Ce je vsebnost
emulgatorjev nad 25 %, sistemi izkazujejo samoemulgirajoCe lastnosti in v stiku z vodo
spontano tvorijo emulzije tipa o/v. V kolikor delez emulgatorjev preseze 50 %, se zaradi
nastanka viskoznih tekocih kristalov na medfazni povrSini med oljem in vodo proces
emulgiranja upocasni (23).

e Tip III: Oblikujemo jih iz lipidnih komponent, hidrofilnih emulgatorjev (HLB vrednost
nad 12) in iz sotopil. Pod vplivom rahlega meSanja in red¢enja z vodo se hitro dispergirajo
in tvorijo submikronske disperzije, prebava komponent pa ni ve¢ kljucna za absorpcijo ZU
(23). Razdelimo jih na dve podskupini: IIla so sistemi, ki vsebujejo 40-80 % lipidov in
2040 % sotopil/emulgatorjev, po dispergiranju se velikost kapljic giblje med 100-250
nm. Ce zmanj$amo vsebnost lipidnih sestavin in povetamo deleZ emulgatorjev in sotopil
na 20-50 %, dobimo samo-mikroemulgirajoce sisteme — IlIb, ki z vodo tvorijo
transparentne mikroemulzije z velikostjo kapljic 50—-100 nm (25).

e Tip IV: Sestavljajo jih samo emulgatorji ali zmesi emulgatorjev in sotopil. So najbolj
hidrofilni izmed vseh $tirih skupin, saj ne vsebujejo lipidnih komponent. Njihova prednost
v primerjavi z ostalimi na lipidih osnovanimi sistemi je ta, da lahko v njih vgradimo
velike koli¢ine ZU, vendar pa visoka vsebnost hidrofilnih emulgatorjev predstavlja vecje
tveganje za obarjanje ZU med prehodom skozi gastrointestinalni trakt (GIT). Poleg tega
emulgatorji draZijo GIT in povzrocajo lokalne poskodbe. Zaenkrat so v taksne formulacije
vgradili nekatere zaviralce HIV proteaz (npr. Agenerase® z u¢inkovino aprenavir), ki so
se kljub visokemu delezu emulgatorjev, visokim odmerkom in dolgotrajni uporabi

izkazali za relativno varne (23).

1.2.1 Samo-mikroemulgirajoci sistemi (SMES)

V nadaljevanju se bomo osredotocili na samo-mikroemulgirajoce sisteme (SMES), ki so po
definiciji izotropne zmesi naravnih ali sinteznih olj, trdnih/teko¢ih emulgatorjev ali hidrofilnih
topil in sotopil/koemulgatorjev, ki pod vplivom rahlega meSanja (npr. peristaltika) in red¢enja
z vodnim medijem spontano tvorijo fine transparentne mikroemulzije tipa o/v, katere velikosti
kapljic znasajo 50-100 nm (26). SMES izdelamo enostavno z meSanjem vseh sestavin. Z

vgradnjo ZU v SMES se izboljSa bioloska uporabnost po peroralni aplikaciji. Za absorpcijo
7
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ZU namre¢ ni nujno potrebno, da se SMES razgradi pod vplivom pankreasne lipaze. Ker po
dispergiranju v prebavnem traktu nastane mikroemulzija, so nekatere kapljice tako majhne, da
lahko prehajajo mucin in nemesajoci vodni sloj Crevesnega epitelija. ZmanjSa se vpliv hrane in
absorpcija iz GIT je lazje ponovljiva. Povrsina kapljic po dispergiranju je zelo velika, zato je
absorpcija lazja in hitrejSa (24). Emulgatorji prav tako interagirajo z lipidnim dvoslojem
celiénih membran, pri tem porusijo njihovo strukturo in povecajo absorpcijo ZU. Preko
inhibicije P-glikoproteinov pomoZne snovi v SMES zmanjSujejo predsistemski metabolizem.
ZU je ujeta v oljnih kapljicah, ki ZU s¢itijo pred kemijsko in encimatsko razgradnjo. Nekatere
lipidne sestavine sodelujejo pri tvorbi lipoproteinov, s ¢imer lahko spodbudijo privzem ZU v

limfo (27).

Mehanizem samoemulgiranja ni v celoti raziskan. Do samoemulgiranja pride, ko je
entropijska sprememba pri dispergiranju vecja od energije, ki je potrebna, da se pri nastanku
majhnih kapljic pove¢a medfazna energija. Najprej se tvori medfazna povrs§ina med vodno in
oljno fazo, nato pride zaradi prehajanja vode skozi medfazno povrsino do solubilizacije vode v
oljni fazi. Nadaljnje prehajanje vode privede do nastanka dispergiranih tekoc¢ih kristalov.
Postopno se na celotni medfazni povrSini izoblikuje plast tekoCih kristalov, ki pospesi
prehajanje vode, to pa na koncu porusi medfazo. Izoblikujejo se kapljice, obdane s tekoCimi
kristali. Zaradi teh so SMES termodinamsko zelo stabilni in v ¢asu shranjevanja ter uporabe

ne pride do razslojevanja faz, tako kot pri navadnih emulzijah (27).

1.2.2 PomoZne snovi pri izdelavi samo-mikroemulgirajocih sistemov

Nastanek SMES omogocajo le zelo specifiéne kombinacije pomoZnih snovi. Optimalne
koncentracije posameznih komponent za samo-mikroemulgirajoce lastnosti doloimo s
konstrukcijo (psevdo)trikomponentnih diagramov. Zavedati se moramo, da lahko tudi sama
ZU vpliva na sposobnost mikroemulgiranja, saj lahko interagira s tekoCimi kristali ali pa se
vrine v sloj emulgatorjev. Mikroemulzije z manjSo velikostjo kapljic so dovzetnejSe za

spremembe zaradi dodatka ZU (27).

Olja predstavljajo najpomembnejSo komponento za raztapljanje ZU, pospeSujejo
samoemulgiranje in absorpcijo v limfni sistem. Olj, ki jih najdemo v hrani, ponavadi ne

vklju¢imo v SMES, ker imajo slabSo sposobnost raztapljanja ve¢jih koli¢in ZU. Pogosteje

8
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uporabimo modificirana in hidrolizirana rastlinska olja, ker imajo emulgatorske lastnosti in
zaradi tega ZU bolje raztapljajo (27, 28). Nerazgradljivim lipidom se obi¢ajno izognemo, ker
zadrzujejo ZU in se ne razgradijo, s tem pa zmanj$ujejo absorpcijo ZU (29). Ce Zelimo, da se
ZU absorbira v limfo, raje izberemo dolgoverizne TG. Z njimi pospeSimo nastanek

hilomikronov, ki skupaj s vkljucenimi TG in ZU prehajajo v limfo (25, 30).

Za izdelavo SMES najraje uporabimo neionske emulgatorje z visokimi HLB vrednostmi, ker
so veliko manj toksi¢ni od ionskih. Visoka HLB vrednost je potrebna za to, da so dovolj
hidrofilni za takoj$njo tvorbo emulzije o/v ob red¢enju z vodno fazo. Pogosto izberemo trdne
ali tekoCe etoksilirane poliglikolirane gliceride in polioksietilen-20-oleat (Tween 20).
Vsebnost emulgatorjev se navadno giblje okrog 30-60 %, pri ¢emer se izognemo draZenju

GIT (27, 28).

Sotopila, ki so primerna za peroralno aplikacijo, so EtOH, polipropilen glikoli in polietilen
glikoli. Omogocajo raztapljanje vecjih koli¢in emulgatorjev in ZU v lipidni osnovi, imajo pa
tudi emulgatorske lastnosti. Pri uporabi hlapnih sotopil se moramo zavedati, da lahko ta
izhlapijo in posledi¢no povzrocajo obarjanje ZU, pri polnjenju tekocega SMES v kapsulo pa

obstaja verjetnost, da sotopila raztopijo Zelatinsko ovojnico (27, 28).

1.2.3 Supernasiceni in trdni samo-mikroemulgirajoci sistemi

Zaradi negativnih u¢inkov emulgatorjev na GIT so razvili supernasicene SMES, ki vsebujejo
manj$i deleZ emulgatorjev, dodani pa so jim bili polimerni inhibitorji precipitacije, da ni prislo
do obarjanja ZU (npr. hidroksipropilmetilceluloza) (24). Ko so silibin vgradili v supernasiceni
SMES, se je njegovo obarjanje upocasnilo, bioloSka uporabnost pa se je v primerjavi z

obic¢ajnimi SMES povecala za 3-krat (31).

Tekoce SMES lahko pretvorimo tudi v trdne in s tem zdruzimo prednosti SMES in trdnih
farmacevtskih oblik: vecja topnost in izboljSana bioloSka uporabnost ter enostavnost kontrole
procesa izdelave, stabilnost trdnth SMES, ponovljiva, cenovno ugodna izdelava in dobra
komplianca bolnikov. Trdne SMES izdelamo tako, da tekoce/poltrdne SMES polnimo v
kapsule ali jih pretvorimo v praSke/nanodelce/mikrokapsule/zrnca/pelete z razliCnimi

metodami:
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e s preprosto absorpcijo teko¢ih SMES na trdne nosilce;
e ssuSenjem z razprSevanjem;

e z granulacijo talin;

e ziztiskanjem ali krogli¢enjem talin (32);

¢ 7z mikrokapsuliranjem (33).

Vecenotne trdne SMES lahko nato naprej polnimo v kapsule ali jih stisnemo v tablete. V
znanstveni literaturi lahko zasledimo, da so Ze izdelali tudi SMES svecke, globule in vsadke.
(32). Trenutno so komercialno dostopne le SMES kapsule, da se bodo lahko na trziScu pojavili
Se drugi trdni SMES, bo treba dobro prouciti, katere pomozne snovi izbrati, kakSne so
interakcije med njimi in ZU ter kakSna je stabilnost trdnith SMES med staranjem. Vsekakor pa
je treba s pretvorbo teko¢ih SMES v trdne zagotoviti, da se ohranijo samo-mikroemulgirajoce
lastnosti. FO se bo lahko na tak nacin hitro dispergirala, absorpcija pa bo tako kot pri tekocih

SMES hitra in ponovljiva (34).

1.3 PREBAVA NA LIPIDIH OSNOVANIH SISTEMOYV IN ABSORPCIJA
HIDROFOBNIH ZDRAVILNIH UCINKOVIN IZ GIT

Hitrost absorpcije neelektrolitov iz kristalini¢ne oblike je odvisna od hitrosti raztapljanja in
prehajanja skozi celicno membrano ¢revesnih celic. Nekatere hidrofobne ZU so zaradi svojega
pKa v GIT S$ibki elektroliti, kar jim omogoca, da so bolj ali manj v ionizirani obliki, ki je z
neionizirano obliko v ravnotezZju. Slednja prehaja celicno membrano, ionizirana pa predstavlja
rezervoar, iz katerega neprestano nastaja neionizirana oblika. Pri ZU, ki niso elektroliti ali
imajo takSen pKa, ki jim ne omogoc€a, da bi bile v GIT ionizirane, predstavlja proces
raztapljanja omejujo¢ dejavnik za absorpcijo. Zato je primerno, da jih vgradimo v tak$no FO,
ki bo omogocala, da bo ZU pri prehodu skozi GIT ves Cas raztopljena, npr. v na lipidih

osnovane sisteme (34).

Do spros¢anja in absorpcije ZU iz na lipidih osnovanih sistemov pride po razgradnji pomoznih
snovi in nastanku koloidnih struktur, v katere se ZU porazdeljuje — mehanizem je zelo
kompleksen in zaenkrat Se ni v celoti poznan (22, 35). FO z lipidi je po zauZitju pod vplivom

encimov izpostavljena hidrolizi. Hidrolizo lipidnih komponent za¢neta lingvalna in Zelod¢na
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lipaza. Do DG in PMK se hidrolizira le manjSa koli¢ina TG. Ti produkti skupaj z gibanjem

Zelodca tvorijo grobo emulzijo, katere velikost kapljic znasa 1-100 pm (29, 30).

Nastala emulzija je v tankem Ccrevesju izpostavljena Zol¢nim solem, fosfolipidom in

naslednjim prebavnim encimom trebusSne slinavke:

¢ Pankreasna lipaza hidrolizira TG na mestu ena in tri, pri ¢emer nastaneta dve PMK in 2-
monoglicerid. Zadnji lahko spontano prehaja v 1-monoglicerid, 3-monoglicerid, ki sta prav
tako substrata za pankreasno lipazo. Afiniteta encima je vecja za srednjeverizne TG kot za
dolgoverizne. Reakcija poteka na medfazni povrSini olje — voda. Koli¢ina lipaze, ki se
izlo¢i v GIT, je vecja, kot je dejansko potrebna za razgradnjo lipidov. Lipaza za svoje
delovanje potrebuje kolipazo, ki ji omogoca pritrjevanje na medfazno povrsSino. Optimalni
pH za delovanje lipaze je 6,5-8 (35).

¢ Fosfolipaza A, hidrolizira fosfolipide na poziciji 2, pri tem nastaneta produkta
lizofosfolipid in ena PMK. Da je fosfolipaza A, aktivna, potrebuje prisotnost Ca** ionov
(35).

¢ Holesterol esteraza ima Siroko specificnost. Z njeno pomocjo potece hidroliza
karboksilnih estrov. Slabo vodotopni estri morajo biti predhodno solubilizirani z Zol¢nimi

solmi. Substrati za ta encim so lizofosfolipidi in 2-monogliceridi (35).

TG v na lipidih osnovanih dostavnih sistemih (tip I) se tako razgradijo do dveh PMK in
monoglicerida (MG), iz katerih se na povrSini oljne kapljice tvorijo multilamelarni tekoci
kristali, ki sluzijo kot hidrofobni kanalcki, po katerih se lahko premika hidrofobna ZU (slika
2). Ob prisotnosti Zol¢nih soli se iz tekoCih kristalov postopoma tvorijo razlicne koloidne
strukture kot so uni- in multilamelarni ter meSani miceli. Zadnje sestavljajo Zol¢ne soli,
fosfolipidi, produkti prebave gliceridov in ZU. MeSani miceli predstavljajo zalogo ZU.
Hitrost, s katero ZU difundira iz dispergiranih oljnih kapljic v meSane micele, je odvisna od
njene topnosti v meSanih micelih in hitrosti, s katero ti pri lipolizi nastajajo. Ker pankreasna
lipaza deluje na povrSini oljnih kapljic, je hitrost nastajanja micelov odvisna od povrSine
kapljic in s tem njihove velikosti. ManjSe kot so kapljice, vecja je njihova celokupna povrSina,
ki je na voljo pankreasni lipazi. Posledi¢no lahko nastane ve¢ PMK in MG, ki izoblikujejo

meSane micele. ZU lahko iz njih v enterocite prehaja na tri razli¢ne nacine: ZU se porazdeljuje
11
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v vodni medij in se v nadaljevanju absorbira v enterocite, komponente mesSanega micela se
lahko tudi zlijejo z membrano enterocita ali pa jih posebni prenaSalci aktivno prenesejo v

enterocit (30).

Za na lipidih osnovane sisteme tipa I je, kot je opisano zgoraj, prebava lipidnih komponent
kljucnega pomena, za tip II in III pa ni ve¢ nujna, saj pride Ze v Zelodcu zaradi emulgatorjev
do hitrega nastanka (mikro)emulzije, ki se nato enakomerno razporedi po prebavnem traktu.
Kapljice fine emulzije in mikroemulzije so tako majhne, da lahko direktno prehajajo
nemesajoci vodni sloj, ni pa izklju¢eno, da skupaj z Zol¢nimi solmi in fosfolipidi tvorijo tudi
mesane micele (36). Ce hidrofobna ZU uspe$no preide 500 um debel nemesajo¢i vodni sloj ob
membrani enterocitov, ki predstavlja glavno oviro pri procesu prehajanja skozi membrano
(29), in se v enterocitu izogne delovanju metabolnih encimov in sekretornih prenaSalcev (P-
glikoprotein in proteini iz druzine MRP), lahko oddifundira iz enterocita v portalni ali limfni

krvni obtok (30).
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Slika 2: Shematicni prikaz absorpcije zdravilne ucinkovine iz farmacevtske oblike z lipidi. Prirejeno po (34, 37).
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1.4 IN VITRO LIPOLIZA

Test in vitro sproS€anja se obi¢ajno uporablja v kontroli kakovosti (dolo¢anje variabilnosti
med serijami, proucevanje bioekvivalentnosti) in kot test, s katerim lahko predvidevamo,
kaksen bo in vivo profil spro$¢anja in posledi¢na absorpcija ZU, Ce je spros€anje omejujoc
dejavnik (28). Kljub temu je razgradnja na lipidih osnovanih sistemov v GIT tako
kompleksna, da je bolje uporabiti test in vitro lipolize, saj nam ta omogoca bolj relevantno
predvidevanje in vivo sproS€anja (28, 35). V nasprotju s preizkusom in vitro spro$¢anja
namre¢ uposSteva encimatsko razgradnjo lipidov ter vpliv nastalih produktov na topnost ZU,

njeno prehajanje v koloidne strukture in nenazadnje tudi na absorpcijo ZU.

1.4.1 Sestavine medija pri in vitro lipolizi

Zoléne soli in fosfolipidi

Koncentracija zol¢nih soli in fosfolipidov GIT variira in je odvisna od prisotnosti hrane.
Koncentracija Zol¢nih soli se giblje v obmoc¢ju 2-5 mM na tes¢e in 8—15 mM po obroku.
Fosfolipidi izhajajo iz Zol¢a in hrane, Zol¢ne soli pa samo iz Zol¢a, njuno razmerje je tako
lahko zelo variabilno. Ce lipolizni medij vsebuje ve¢ razliénih Zolénih soli, bolje posnema
dogajanje in vivo. Za in vitro lipolizo ponavadi uporabljamo Zol¢ne soli svinjskega izvora v
koncentraciji 5-20 mM, ki so konjugirane s glicinom, kar je enako kot pri ¢loveku, vsebujejo
pa Se hioholno in hiodeoksiholno kislino, ki ju pri ¢loveku ni. MeSani miceli, ki nastanejo iz
razli€nih Zol¢nih soli, imajo razlicno zmozZnost solubilizacije. Obseg lipolize se poveca, Ce
dodamo vecjo koncentracijo Zol¢nih soli, saj te solubilizirajo tudi nekatere produkte lipolize,
ki inhibirajo lipazo. Koncentracija fosfolipidov na tes¢e se giba med 0,1 in 0,6 mM in med 0,1
in 4,8 mM po obroku. Ocenjujejo, da razmerje med Zol¢nimi solmi in fosfolipidi variira med 1
in 38,9, pri in vitro lipolizi se uporablja razmerje 4. Fosfolipidi lahko ob prisotnosti Zol¢nih
soli zavirajo delovanje pankreeasne lipaze (lipaza je izpodrinjena iz povrSine kapljic). To je ob

prisotnosti fosfolipaze A, reverzibilno (35).

Lipaza
Pankreatin svinjskega izvora, ki ga uporabljamo za in vitro lipolizo, vsebuje: lipazo,
fosfolipazo A,, holesterol esterazo in protein 2, podoben pankreasni lipazi, ki ima majhno

lipoliti¢no aktivnost. Pomembno je, da pri in vitro lipolizi uporabimo meSanico encimov, ker
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na lipidih osnovani sistemi vsebujejo razlicne pomoZzne snovi in s tem razliCne substrate. Ker
je pankreatin naravnega izvora in lahko pri¢akujemo variacije med posameznimi serijami,
moramo vsaki seriji pankreatina pred uporabo dolociti aktivnost lipaze. To lahko naredimo z
razli¢nimi testi, najbolj razsirjen je tributirinski test s pH-stat metodo (35). Temelji na hitrosti,
s katero lipaza hidrolizira tributirin pri pH 7,5. Pri reakciji nastane maslena kislina, ki jo
titriramo z dodatkom NaOH. Aktivnost pri tem testu izrazimo v tributirinskih enotah (TBU). 1
TBU nam prestavlja koli¢ino lipaze, ki je potrebna, da se sprostilumol butirne kisline v 1 min

(38).

Kalcij

Pri hidrolizi TG nastale PMK zavirajo lipazo, ker se skupaj z MG nalagajo na medfazni
povrsini kapljic in ovirajo lipolizo (in vivo ni te teZave, ker se PMK absorbirajo). Pomembno
je, da jih odstranimo oz. solubiliziramo s pomoc¢jo Zol¢nih soli. Druga moZznost je, da tvorimo
soli z enim dvovalentnim Ca** ionom in dvema PMK. Soli nastajajo na povrsini oljne kapljice.
Ko jo popolnoma obdajo, se neprebavljen del odcepi. S tem posnemamo in vivo absorpcijo
PMK. Proces se ponavlja, dokler lipoliza ni dokoncana. Nastajanje kalcijevih soli (mil) je
odvisno tudi od hitrosti ioniziranja PMK. Mila nastajajo precej pocasi, zato proces
odstranjevanja produktov lipolize s tvorbo mil ni najucinkovitejSi mehanizem. Produktov
lipolize srednjeveriznih TG ni potrebno odstranjevati iz povrSine kapljic, ker so vodotopni
(34). Kalcij lahko v medij za lipolizo dodajamo na dva razli¢na nadina. Ze na za¢etku lahko v
medij dodamo dologeno konéno koli¢ino Ca®*. Pri tem je zadetna hitrost reakcije zelo hitra,
vedina substratov se hidrolizira v prvih 5-10 min. Ce pa Ca** dodajamo neprekinjeno, gre za
dinami¢no lipolizo, pri kateri lahko s hitrostjo dodajanja Ca** uravnavamo hitrost lipolize

(35).

pH medija

pH v tankem crevesju na tesce znasa 6-7,5 in 5-6,6 po obroku. Da lahko PMK, ki nastajajo
pri lipolizi, titriramo z NaOH, morajo biti ionizirane. pKa dolgoveriznih PMK je nad 8, vendar
se vrednost ob prisotnosti Zolénih soli in Ca**zmanj$a, v meSanih micelih je pKa 5. Zato je
optimalni pH za in vitro lipolizo nekje med 6,5 in 8,5. Pufer, ki ga damo v medij, mora imeti

¢im manjSo pufrsko kapaciteto, da nastanek prostih mas¢obnih kislin povzro¢i padec pH (35).
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1.4.2 pH-stat metoda

In vitro lipolizo izvajamo v termostatirani posodi s pomocjo pH-stat metode. Termostatirana
posoda vsebuje medij s pufrom, fosfolipidi in Zol¢nimi solmi. pH vsebine je uravnan na Zeleno
vrednost. Posoda je opremljena z meSalom in pH elektrodo, ki neprestano spremlja pH vsebine
(sama aparatura je prikazana na sliki 3). V prebavni medij damo farmacevtsko obliko, lipolizo
pa zaZzenemo z dodatkom suspenzije pankreatina. Pankreasno lipazo dodamo vedno v
presezku, da posnemamo in vivo pogoje. Lipaza hidrolizira TG, pri ¢emer nastajajo PMK, ki

znizajo pH reakcijske meSanice. To zazna pH elektroda, zato se iz birete doda koli¢ina NaOH,

ki je potrebna, da se pH vrednost reakcijske meSanice ponovno vrne na zacetno nastavljeno

vrednost (28, 34, 35).

Slika 3: Naprava za izvajanje in vitro lipolize: a — racunalnik, b — steklenica z 0,6 M NaOH, c — titrator T70 z
zaslonom, d — 10 ml bireta 7 0,6M NaOH, e — dozirnik za NeOH, g — senzor za temperaturo, f — meSalo, h —
steklena elektroda za merjenje vrednosti pH, i — termostatirana posoda 7 reakcijsko mesanico, j — termostat

Paziti moramo na to, s kak$no koncentracijo NaOH titriramo nastale PMK. Ce je
koncentracija NaOH premajhna, se reakcijska meSanica po nepotrebnem razredc¢uje, Ce pa je
koncentracija NaOH prevelika, lahko pride do pretitracije in prekomernega dviga pH nad

nastavljeno vrednost. To zveca eksperimentalno napako, saj ob naslednjem nastanku prostih
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maSc¢obnih kislin pride do premajhnega padca vrednosti pH, da bi se sistem uspel ustrezno
odzvati z dodatkom NaOH (35). Sek je s sodelavci za lipolizo dolgoveriznih TG uporabljal 0,2
M NaOH, za lipolizo srednjeveriznih TG pa 0,6 M (39). 1z volumna dodanega NaOH lahko na

koncu izra¢unamo, koliko prostih mascobnih kislin je nastalo, s cimer dobimo obseg lipolize.

Po koncani lipolizi reakcijsko meSanico ultracentrifugiramo, pri ¢emer obi¢ajno dobimo 3

razli¢ne faze:

¢ lipidna faza, ki je sestavljena iz nerazgrajenih lipidov (proti koncu lipolize se koli¢ina
te faze zmanjSuje, Ce lipoliza potece do konca, je sploh ve¢ ni);
¢ vodna micelarna faza vsebuje solubilizirano ZU v meSanih micelih;

e oborina kalcijevih soli prostih maS¢obnih kislin in oborjena ZU.

Vsako fazo lahko analiziramo in dolo¢imo vsebnost ZU. Tista koli¢ina ZU, ki je solubilizirana
v vodni fazi, je na voljo za takoj$njo absorpcijo. Mozno je tudi, da Ze med samo lipolizo
odvzemamo vzorce iz reakcijske meSanice in s tem spremljamo, v kateri fazi je ZU tekom
reakcije. V tem primeru moramo odvzetim vzorcem takoj dodati inhibitor lipolize (4-

bromobenzen-boronska kislina ali orlistat) in Sele nato vzorce naprej analiziramo (29, 35).
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2 NAMEN DELA

Vgradnja hidrofobne ZU v teko¢i SMES je eden izmed obetavnejSih nacinov za izboljSanje
bioloSke uporabnosti ZU po peroralnem vnosu, saj s tem izboljSamo topnost ZU v prebavnem
traktu, pomoZne snovi v SMES pa lahko izboljSujejo tudi absorpcijo in zmanjSajo
predsistemski metabolizem. V zadnjem Casu vse bolj naraS¢a zanimanje za razvoj trdnih
SMES iz tekocCih, saj so trdne farmacevtske oblike s staliS¢a proizvodnje, stabilnosti in

uporabe bolj zaZelene.

Namen magistrske naloge je vrednotenje stabilnosti slabo vodotopne u¢inkovine RSV v trdnih
SMES po staranju pri poviSani temperaturi 40 °C. RSV bomo najprej vgradili v teko¢i SMES,
ki ga bomo potem adsorbirali na tri razli¢ne nosilce: Nesuilin® US2, Sylysia® 350 in Syloid®
244FP, in pri tem dobili SMES praske. Za izdelavo SMES tablet bomo praskom dodali
pomozne snovi za tabletiranje: Ac-Di-Sol®, Avicel® PH102, magnezijev stearat, Kollidon®
VAG64. Nastalo zmes za tabletiranje bomo z instrumentirano tabletirko na udarec stisnili v
tablete. Vse serije tablet s prej omenjenimi nosilci bomo izdelali ro¢no, dodatno pa bomo
serijo tablet z Neusilinom® US2 stisnili §¢ polavtomatsko. Z namenom ugotoviti u&inkovitost
vgradnje RSV v trdne SMES, bomo trdne SMES primerjali s fizikalnimi zmesmi. Izdelali jih
bomo z RSV in vsem nosilci v masnem razmerju 1 : 1. Pred staranjem bomo izvedli preizkus
in vitro spros€anja RSV iz fizikalnih zmesi v dveh pufrih: s kislim pufrom s pH 1,2 bomo
simulirali pogoje v Zelodcu, s fosfatnim pufrom s pH 6,8 pa pogoje v tankem Crevesju. Trdne
SMES in fizikalne zmesi bomo starali 30 in 90 dni v termostatu pri zvi$ani temperaturi 40 C.
Ob koncu staranja bomo v vseh vzorcih dolocCili vsebnost RSV in jih primerjali z
staranju izvedli osemurni preizkus in vitro sproS€anja RSV v kislem in fosfatnem pufru. Za
trdne SMES bomo naredili Se test in vitro lipolize, ki je bolj reprezentativna metoda, saj z njo
lazje posnemamo in vivo dogajanje v prebavnem traktu kot s testom in vitro sproS€anja.
Izvajali jo bomo v prebavnem mediju z Zol¢nimi solmi in fosfolipidom, reakcijo lipolize pa
bomo sprozili z dodatkom pankreasne lipaze. Z omenjenima metodama Zelimo ugotoviti, ali se
spros€anje RSV s staranjem spreminja. Za vse vzorce bomo posneli tudi DSC termogram in

preverili, ali je med staranjem pri§lo do rekristalizacije RSV.
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3 EKSPERIMENTALNO DELO
3.1 MATERIALI

Zdravilna ucinkovina:

Resveratrol (ChromaDex, Irvine, ZDA)

Komponente tekocega samo-mikroemulgirajocega sistema:

Kolliphor® EL (BASF Chem Trade GmbH, Nem¢ija) je topilo, neionski emulgator s HLB
vrednostjo med 12-14, ki se v farmaciji uporablja za izdelavo tekocih in poltrdnih FO z v vodi
slabo topno ZU. Sintetizirajo ga z reakcijo med ricinusovim oljem in etilen oksidom v
molskem razmerju 1:35. Hidrofobni del sestavlja glavna komponenta makrogolglicerol
ricinolat in estri maScobnih kislin s polietilen glikolom, vsebuje pa Se manjsi delez hidrofilnih

komponent: polietilen glikol in etoksiliran glicerol (40).

Kolliphor® RH 40 (Sigma Aldrich, Nem¢ija) je topilo, neionski emulgator s HLB vrednostjo
med 14 in 16. Pridobijo ga z reakcijo med hidrogeniranim ricinusovim oljem in etilen oksidom
z molskim razmerjem 1:40. Njegova glavna komponenta je makrogolglicerol hidroksistearat.
Pri sobni temperaturi je v obliki rahlo rumeno obarvane paste, ki se pri 25 °C raztopi, v vodni
raztopini pa je skoraj brez okusa. V farmaciji ga uporabljamo za pripravo vodnih raztopin v
masc¢obah topnih vitaminov A, D, E, K in drugih hidrofobnih zdravilnih u¢inkovin za peroralno ali

dermalno aplikacijo (41, 42).

Ricinusovo olje (devisko, Lex, Slovenija) pridobivamo s hladnim stiskanjem semen ricinusa
oziramo kloscevca (Ricinus communis). Sestavljeno je iz trigliceridov naslednjih mas¢obnih
kislin: ricinolne (87 %), oleinske (7 %), linolenske (3 %), palmitinske (2 %), stearinske (1 %)
in dihidrostearinske (v sledovih). Na videz je bistro, brezbarvno ali rahlo rumenkasto obarvano
z rahlim vonjem in okusom. Ricinusovo olje je stabilno in se ne oksidira, razen Ce je
izpostavljeno prekomerni toploti. Kot pomozna snov se v koncentraciji 5 — 12,5 % uporablja v
dermalnih FO (kremah, mazilih), lahko pa je tudi topilo v FO za intramuskularno aplikacijo, v
FO za oko in v tabletah ter kapsulah. Terapevtsko se lahko uporablja kot odvajalo, v vecjih

kolic¢inah povzroca slabost, bruhanje, krée (43).
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Capmul® MCM EP (glicerol monokaprilokaprat tip I, Abitec Corporation, ZDA) je meSanica
mono- in digliceridov kaprilske in kapronske kisline. Na videz je brezbarvna ali rahlo rumeno
obarvana pri sobni temperaturo tekoca ali poltrdna snov. V farmaciji jo uporabljamo kot
nosilec, emulgator in kot topilo za v vodi slabo topne ZU. Omogoca pripravo stabilnih

emulzij, uravnavanje viskoznosti in pospesuje peroralno ter dermalno absorpcijo (44, 45).

PomoZne snovi pri izdelavi trdnih samo-mikroemulgirajocih sistemih:

Neusilin® US2 (Fuji Chemical Industry Co LTD, Japonska) je sinteti¢na in amorfna oblika
magnezijevega aluminometasilikata s kemijsko formulo Al,O3-MgO-1,7 SiO,-x H,0. V obliki
lahkih granul (povpre¢na velikost 60-120 um) je s specifi¢no povrino 300 m*/g, z dobro
adsorpcijo olj 3,2 ml/g in vode ter z nevtralnim pH 5 % vodne raztopine vsestransko uporabna
pomozna snov v farmaciji. Uporabljamo ga lahko pri direktnem tabletiranju (omogoca dobro
trdnost tablet ob majhni sili stiskanja), vlaznem granuliranju, v farmacevtskih oblikah z olji ali
tezko topnimi ucinkovinami, primeren pa je tudi kot nosilec za trdne disperzije in SMES

(46,47).

Sylysia ® 350 (Fuji Chemical Industry Co LTS, Japonska) je sintetiden, amorfen silicijev
dioksid v obliki mikroniziranega praSka. V farmaciji se uporablja kot nosilec, izboljSuje
pretocnost praskov v proizvodnji tablet, uporablja se tudi pri oblaganju in kot pomoZna snov
pri izdelavi mazil in losjonov. Njegova specifi¢na povrina znasa 300 m?/g, volumen por 1,6

ml/g, velikost delcev 3,9 um in kapaciteta za adsorpcijo olj 3,1 ml/g (48).

Syloid® 244 FP EU (Grace Davision, ZDA) je sinteti¢en, amorfen silicijev dioksid v obliki
praSka. Od Sylysie® 350 se razlikuje le po svojih fizikalnih lastnosti: njegova kapaciteta za
adsorpcijo olja znaSa 3,0 ml/g, delci so veliki povprecno 5,5 um in imajo volumen por 1,5
ml/g. Uporabljamo ga kot nosilec, drsilo, pri oblaganju tablet, izboljSuje preto¢nost praskov

pri tabletiranju in veZe vlago (49).

Ac-Di-Sol® (FMC Biopolymeres ZDA) je premreZena natrijeva karboksimetil celuloza v
obliki belega praska in ima v trdnih FO funkcijo razgrajevala. Je hidrofilni polimer, ki je sicer
v vodi netopen, vendar pa jo adsorbira in mo¢no nabreka. Zaradi povecanja volumna v tableti

nastane tlak, ki povzroci, da se prekinejo vezi med delci in tableta razpade (50).
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Avicel® PHI02 (FMC Biopolymeres, ZDA) je kemijsko mikrokristalna celuloza, ki je
precis¢ena, delno depolimerizirana celuloza. Na videz je v obliki belega poroznega praska z
velikostjo delcev 100 um, brez vonja, okusa in slabo vodotopna. Zaradi njene velike
higroskopnosti jo moramo shranjevati v dobro zaprtem vsebniku in v hladnem, suhem
prostoru. Ker je netoksi¢na in se ne absorbira, jo Siroko uporabljamo v prehrambeni in
farmacevtski industriji. V proizvodnji tablet in kapsul ima lahko razli¢no vlogo, odvisno od

njene vsebnosti v farmacevtski obliki: lahko je polnilo ali vezivo, ima pa tudi lastnosti

razgrajevala in drsila (43).

Kollidon® VA64 (BASF, Chem Trade GmbH, Nemg&ija) je kopolimer 1-etenilpirolidin-2-ona
in etenil acetata v masnem razmerju 3:2. V obliki amorfnega, brezbarvnega do rumenega
praska rahlega okusa in vonja ga uporabljamo kot vezivo v tabletah pri direktnem tabletiranju
in vlazni granulaciji. Lahko pa je tudi sestavni del raztopine za oblaganje tablet, saj omogoca

dobro adhezivnost, elasti¢nost in oviro za vezavo vlage (43).

Magnezijev stearat (Merck KGaA, Darmstadt, Nemcija) je zmes trdnih organskih kislin,
sestavljenih ve¢inoma iz magnezijevega stearata in magnezijevega palmitata, katerih razmerje
lahko varira. Je v obliki finega, belega praSka, ima rahel vonj in karakteristi¢en okus. Na otip
je masten in se zlahka oprime koze. V etanolu, etru in vodi je slabo topen. Pri rokovanju z
njim je priporo€ljivo, da prepreCimo vdihovanje delcev. Uporabljamo ga kot drsilo pri

proizvodnji tablet in kapsul v masnem delezu 0,25-5 % (43).

Ostali materiali:

Pankreatin iz svinjske trebusne slinavke (Sigma Aldrich, ZDA)

Trizma® maleat (Sigma Aldrich, ZDA)

Metanol za analizo (Merck KGaA, Nemcija)

Metanol za tekocinsko kromatografijo (Merck KGaA, Nemcija)

Acetonitril za tekocinsko kromatogafijo (Merck KGaA, Darmstadt Nemcija)

Precisc¢ena voda (Fakulteta za farmacijo, Slovenija)

Dvakrat preciscena voda (Fakulteta za farmacijo, Katedra za biofarmacijo in farmakokinetiko,
Slovenija)

Kalijev klorid (KCI, Merck KGaA, Darmstadt, Nemcija)
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Kalijev dihidrogen fosfat (KH,PO4, Merck KGaA, Darmstadt, Nemcija

Kalcijev klorid dihidrat (CaCl,-2H,0, Merck KGaA, Darmstadt, Nemcija

Natrijev hidroksid (NaOH, Merck KGaA, Darmstdt, Nemcija)

Natrijev klorid (NaCl, Merck KGaA, Darmstadt, Nemcija)

Natrijev deoksiholat (Sigma Aldrich, ZDA)

Lipoid® S100 (Lipoid GmbH, Nem¢ija)

Ocetna kislina (CH3;COOH), brezvodna oblika za analizo ( Merck KGaA, Darmstadt,
Nemcija)

Gliceril tributirat (Sigma Aldrich, Svica)

Klorovodikova kislina (HCI) Titrisol® (Merck, KGaA, Nemcija)
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3.2 NAPRAVE

Instrumentalna tabletirka na udarec SP300, Killian, Nemcija

Analitska tehtnica, Mettler Toledo AG 245, Svica

Analitska tehntnica, Mettler Toledo XS 205, Svica

Magnetno meSalo, Rotamix 550 MM, Tehtnica Zelezniki, Slovenija
Dissolution testing Station, VanKel, VK 7000, Slovenija

PretoCni filter 10 pm, Full flow filt, Agilent Technologies, Nemcija

pH meter, Mettler Toledo, Seven Compact™ pH/Ion S 220, Svica
Ultracentrifuga, Thermo Scientific® Sorwall, WX ULTRA Series Centrifuge, ZDA
Rotor za ultracentrifugo, Thermo Scientific, T-1250 Fixed Angle Rotor, ZDA
Centifuga, Eppendorf, Microcentrifuge 5415R, Nemcija

Elektronska pipeta BIOHIT, eLINE® 50-500 ul,Finska

Elektronska pipeta BIOHIT, eLINE® 500-1000T p1,Finska

Avtomatska pipeta (obvezno dopisi)

Vortex lab dancer IKA®, Nemcija

Titrator, Mettler Toledo T70 Titrator, Svica

Kombinirana stklena elektroda, Mettler Toledo InLab® Expert Pro ISM, Svica
Termostat, Huber, Ministat 125-cc-NR, Nemcij

Mesalo za titrator, Mettler Toledo, Compact Stirrer, Svica

Susilnik Kambi¢ SP-45, Slovenija

Ultrazvoc¢na kadicka Sonis 4, Iskra, Slovenija

HPLC Agilent Technologies, Agilent 1100 Series, Nem¢ija (Sum, 250x4,6mm)
Kolona za HPLC YMC Pack ODS-AM, Nemcija

Viale za HPLC, Agilent Technologies, Nemcija

Membranski filter RC 0,45um, Lab Logistic Group GmbH, ZDA
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3.3 METODE

3.3.1 Priprava fizikalnih zmesi

Naredili smo 3 razli¢ne vrste fizikalnih zmesi z RSV in posameznim trdnim nosilcem
(Sylysia® 350, Syloid® 244FP in Neusilin® US2) v masnem razmerju 1:1 tako, da smo obe

sestavini natehtali v pateno in s pestilom natan¢no premesali.

3.3.2 Priprava tekocega samo-mikroemulgirajocega sistema

Pri raziskovalnem delu smo uporabljali teko¢i SMES, ki so ga predhodno razvili na Katedri za

farmacevtsko tehnologijo. Sestava uporabljenega SMES-a je navedena v preglednici II.

Preglednica II: Sestava tekocega SMES in vloga posameznih komponent. Povzeto po (51).

Sestavina Kolic¢ina (%(m/m)) Vloga sestavine
Kolliphor® EL 30 Emulgator
Kolliphor® RH40 30 Emulgator
Capmul® MCM 20 oljna faza
Ricinusovo olje 20 oljna faza

Tekoc¢i SMES smo pripravili tako, da smo v erlenmajerico z obrusom natehtali vse sestavine
in meSali na magnetnem meSalu do nastanka bistre homogene zmesi. Tej smo nato dodali
toliko u¢inkovine RSV, da je bila vsebnost RSV v RSV-SMES 10% in mesali na magnetnem

meSalu zaS¢iteno pred svetlobo 12 ur oziroma do popolnega raztapljanja RSV.

3.3.3 Priprava samo-mikroemulgirajocih praskov

SMES-RSV smo v zatemnjenem prostoru adsorbirali na trdne nosilce (Neusilin® US2,
Sylysia® 350, Syloid® 244FP) v masnem razmerju 1:1. V pateno smo najprej natehtali SMES-
RSV in postopoma dodajali trdni nosilec ter mesSali tako dolgo, da se nastala praSkasta zmes ni

vec oprijemala sten patene.

3.3.4 Priprava samo-mikroemulgirajocih tablet

Receptura in postopek izdelave samo-mikroemulgirajoCih tablet z RSV sta bila predhodno
razvita na Katedri za farmacevtsko tehnologijo. Sestava vseh tablet je bila enaka, posamezne

serije so se razlikovale le po izbiri trdnega nosilca. Receptura je predstavljena v preglednici

III.
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Preglednica I1I: Sestava SMES tablet in vioga pomoZnih snov. Povzeto po (51).

Sestavina Masa (mg) % (m/m) Vloga sestavine
SMES-RSV 250,5 41,75 Lipidni dostavni sistem
z ucinkovino
Neusilin® US2 250,5 41,75
Sylysia® 350 Trdni nosilec
Syloid® 244FP (adsorbent)
Avicel® PH102 60 10,00 Suho vezivo
Ac-Di-Sol® 30 5,00 Razgrajevalo
Kollidon® VA64 6 1,00 Suho vezivo
Mg-stearat 3 0,50 Drsilo
Skupaj 600 100 /

Zmes za tabletiranje smo pripravili tako, da smo samo-mikroemulgirajoci prasek z RSV
prenesli v loncek iz temnega stekla in po dodatku vsake od pomoZnih snovi lonéek pretresli,

da so se sestavine dobro premesale. Nato smo dodali $e drsilo in ponovno zmesali.

Tablete smo izdelali po metodi direktnega tabletiranja z instrumentirano tabletirko na udarec

(Killian SP300), ki je prikazana na spodnji sliki 4.

Slika 4: Izdelava tablet: a - proces tabletiranja, b - instrumentirana tablwtirka na udarec Killian SP300

Za vsako tableto smo v plastini Colniek roc¢no natehtali priblizno 600 mg zmesi za
tabletiranje in jo stresli v matricno vdolbino tabletirke. Pri stiskanju tablet smo uporabljali
okrogel pecat z ravnimi povrSinami s premerom 12 mm. PoloZaj zgornjega pecata je bil

odvisen od tega, kateri nosilec smo uporabili, kar je razvidno iz preglednice IV.
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Preglednica IV: PoloZaj pecatov pri stiskanju tablet 7 razlicnimi nosilci- Povzeto po (51).

Trdni nosilec Nacdin stiskanja Nastavitev zgornjega | Nastavitev spodnjega
pecata (mm) pecata (mm)
Neusilin® US2 polavtomatsko 15,9 20
Neusilin® US2 ro¢no 15,9 20
Sylysia® 350 ro¢no 16,3 20
Syloid® 244FP roéno 16,2 20

Izdelali smo Stiri serije tablet: tri serije tablet z razli€nimi nosilci smo stisnili rono z vrtenjem
kolesa, tablete z nosilcem Neusilin® US2 pa smo stisnili $e polavtomatsko. Na spodnji sliki 5

so prikazani razlicni SMES.

Slika 5: Razlicni samo-mikroemulgirajoci sistemi: a—SMES brez RSV, b—SMES z RSV, ¢-SMES praski po
trimsecnem staranju z nosilci (Neusilin US2, Sylysia, Syloid, d-SMES tablete po staranju z nosilci

3.3.5 Staranje trdnih samo-mikroemulgirajocih dostavnih sistemov in fizikalnih zmesi

Po izdelavi smo samo-mikroemulgirajoCe praSke, tablete in fizikalne zmesi stehtali in jih
prenesli v steklene posodice s plasticnim pokrovom. Posodice smo dali v termostat Kambic¢ in

vzorce starali 30 in 90 dni pri temperaturi 40 °C.

3.3.6 Dolocanje vsebnosti v samo-mikroemulgirajo¢ih praskih, tabletah in fizikalnih

zmeseh

Vsebnost smo dolocili vsem vzorcem pred staranjem in po 30 in 90 dneh staranja. Na steklen
¢olni¢ek smo natancno zatehtali 15-20 mg vzorca, ga kvantitativno prenesli v 200 ml temno
bucko in z medijem (raztopino MeOH v preciSc¢eni vodi v volumskem razmerju 1:1) dopolnili

do oznake. Raztopino smo 1 uro mesali na magnetnem mesalu zasciteno pred svetlobo, nato jo
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dali za 15 min Se v ultrazvo¢no kadicko, jo filtrirali skozi membranski filter z velikostjo por

45 um v vialo in s HPLC analizo dolocili koncentracijo RSV.

3.3.7 Invitro sproS¢anje resveratrola

Preizkus spro§¢anja RSV smo izvedli na samem kristalinicnem RSV, fizikalnih zmeseh pred
staranjem in na samo-mikroemulgirajocih praskih in tabletah ter fizikalnih zmeseh po 30- in

90-dnevnem staranju (za vsako serijo v treh paralelah).

Za preucevanje in vitro sproS¢anja RSV smo uporabili napravo z veslastim meSalom VK 7000
— VanKel (naprava 2 po Ph. Eur. 7th Ed. in naprava 2 po USP). Parametri preizkusa so bili
vedno konstantni in sicer: zaCetni volumen medija je bil 900 ml, temperatura vodne kopeli
37,0 £ 0,5 °C, vesla so se vrtela s hitrostjo 50 obratov/min. Spro$¢anje smo izvajali v dveh
razli¢nih medijih: v kislem pufru s pH=1,2 in v fosfatnem pufru s pH=6,8. Naprava je bila
opremljena z avtomatskim vzorcevalnikom, ki je v vsaki ¢asovni tocki (5 min, 10 min, 15 min,
30 min, 45 min, lh, 2h, 4h, 8h) odvzel 5 ml medija v epruveto. Ta vzorec smo nato filtrirali
skozi membranski filter z velikostjo por 45 pm v vialo in s HPLC analizo dolocili
koncentracijo sproS¢enega RSV. Ves ¢as smo pazili, da je sproScanje potekalo v zatemnjenem

prostoru.

Pri izraCunu koncentracije RSV smo morali upostevati, da se je volumen medija ob vsakem

vzorcenju zmanjsal zaradi odvzema vzorcev (Enacba 1)

Enacba ! | V, =V, —(mxV,,)

V, ... volumen medija po vzoréenju (ml)
Vy ... zaCetni volumen medija (900 ml)

V,; ... volumen odvzetega vzorca (5 ml)

S pomocjo umeritvene premice smo iz povrSine pod krivuljo, ki smo jo dolocili s HPLC
analizo, izracunali koncentracijo v odvzetem vzorcu. Da smo dobili maso sproS¢enega RSV,
smo to koncentracijo pomnoZili z volumnom medija v ¢asovni tocki in priSteli maso RSV, ki

je bila odvzeta v predhodnih ¢asovnih tockah.

Enacba 2 my, = ¢, XV, +2(c, XV,,,)
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my, ...masa sproscenega RSV v n-ti casovni toCki (mg)

Cy .- koncentracija RSV v n-ti casovni tocki (mg/ml)

Delez sproSc¢enega RSV smo izracunali kot kvocient med maso sproS¢enega RSV in teoreti¢no

maso RSV v praSku/tableti/fizikalni zmesi in pri tem upoStevali Se doloceno vsebnost RSV.

Enacba3 | X, = (%) X vsebnost x 100
0

X, ...delez sproscenega RSV v n-ti Casovni tocki (%)

m, ... teoretitna masa RSV (mg)

Priprava medijev za preizkus spros¢anja

Fosfatni pufer s pH=6,8

Pufer pH 6,8 smo pripravili tako, da smo v 5000 ml merilno bu¢ko odmerili 1250 ml 0,2 M
raztopine KH,PO4 in 560 ml 0,2 M raztopine NaOH ter s preciS¢eno vodo dopolnili do
oznake. Tako pripravljeni raztopini smo med meSanjem na magnetnem mesSalu z dodajanjem

standardnih raztopin 1 M NaOH in 1 M HCl uravnali pH na 0,05 enote natancno.

— 0,2 M raztopina KH,POy: v 2000 ml merilno bucko smo natehtali 54,4 g KH>POy, s
precisceno vodo dopolnili do oznake in mesali, dokler se KH,PO4 ni v popolnoma
raztopil.

— 0,2 M raztopina NaOH: v 1000 ml merilno bucko smo natehtali 8 g NaOH v peletah, s
precisceno vodo dopolnili do oznake in mesali na magnetnem mesalu, dokler se NaOH ni

popolnoma raztopil.

Kisel pufer s pH=1.2

V 5000 ml bucko smo odmerili 1250 ml 0,2 M raztopine KCI in 2125 ml 0,2 M raztopine HCI
ter dopolnili s pre¢is¢eno vodo do oznake. Raztopino smo dobro premesali in s pH listicem

preverili pH.
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—  0,2M raztopina KCIL: v 2000 ml merilno bucko smo natehtali 29,84 g KCI, s precisceno
vodo dopolnili do oznake in nato meSali na magnetnem mesalu, dokler se KCIl ni
popolnoma raztopil.

— 0,2 M raztopina HCI: s precisceno vodo smo do tretjine napolnili 1000 ml merilno bucko,
nato vanjo prenesli HCI Titrisol® (standard za 1000 ml IM HCI), s preciscéeno vodo
dopolnili do oznake in temeljito premesali. 400 ml te raztopine smo potem prenesli v 2000

ml merilno bucko, s precisceno vodo dopolnili do oznake in dobro premesali.

3.3.8 Invitro lipoliza

Z in vitro lipolizo smo doloc¢ili aktivnost pankreasne lipaze, analizirali samo-
mikroemulgirajoce tablete ob t=0 in samo-mikroemulgirajoce tablete in praske po 30- in 90-

dnevnem staranju.

Preglednica V: Nastavitve v programu LabXPro za dolocanje aktivnosti lipaze —* in za in vitro lipolizo trdnih
SMES —**. Prirejeno po (52).

Vzorec Doloc¢en volumen (ml) 1
Gostota (g/ml) 1
Korekcijski faktor 1,0
Temperatura (°C) 25

Vzdrzevanje pH Titrant NaOH
Koncentracija (mol/l) 0,6
Senzor pH
Mesanje (%) (0-100) 40
Predhodna titracija Ne
Predhodni dodatek titranta Ne
Nastavljen pH 7,5
Odstopanje od nastavljenega pH (0,01-100) 0,01
Nagnjenost odstopa od nastavljenega pH Pozitivna
Najvecji pretok titranta (ml/min) (0,001-60) 0,5
Najmanjsi pretok titranta (ul/min) (1-10%) 5

Prekinitev metode V (max) (ml) (0,01-1000) 70
t (max) (min) (1-10°) 3060
dV (ml/min) (0,0001-10) 0,01
dt (min) (1-10° 30560
Interval shranjevanja rezultatov (s) (0,1-10% 10
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Priprava prebavnega pufra

Sestava prebavnega pufra je prikazana v preglednici VI. V merilno bu¢ko smo najprej
kvantitativno prenesli na ¢olnicek natehtan natrijev deoksiholat, in ga popolnima raztopili v
precis€eni vodi. V merilni bucki smo potem raztopili natehtan NaCl in nato CaCl, - 2H,0,
dodali Se Lipoid S100 in dobro premesali. Trizma® maleat smo dodali na koncu. Merilno
bucko smo s preciS¢eno vodo napolnili do 2/3 in na magnetnem meSalu meSali 12 ur.
Raztopini smo s 0,5M in IM NaOH umerili pH na 7,5 in s preciS¢eno vodo dopolnili do

oznake. Pufer smo shranjevali v hladilniku in ga porabili v dveh dneh.

Preglednica VI: Sestava prebavnega in maleatnega pufra. Povzeto po (52) .

Sestavina Koncentracija v prebavnem Koncentracija v maleatnem pufru
pufru (mM) (mM)
Trizma® maleat 50 50
NaCl 150 150
CaCl, - 2H,0 5 5
Natrijev deoksiholat 4,89 /
Lipoid® S100 1,22 /

Priprava maleatnega pufra

Vse sestavine (preglednica VI) smo natehtali v merilno bucko, s preciS¢eno vodo napolnili
bucko do 2/3 in meSali 15 min na magnetnem meSalu, da so se snovi popolnoma raztopile.
Raztopini smo z 0,5 M oziroma 1 M NaOH umerili pH na 7,5 in s preiS¢eno vodo dopolnili

do oznake.

Priprava pankreatina za dolo¢anje aktivnosti lipaze v pankreatinu
V 2 ml epico smo natehtali 10 mg pankreatina in dodali 2 ml maleatnega pufra. Epico smo
nato 15 min meSali na Vortexu in centrifugirali 15 min pri 5 °C in 3000 rcf. Pripravljen encim

smo ves ¢as shranjevali na ledu in ga uporabili v istem dnevu.

Dolocanje aktivnosti lipaze v pankreatinu

Aktivnost lipaze smo dolocali s tributirinskim testom. Za substrat smo uporabili tributirin, ki
je ester glicerola in maslene kisline. V posodo titratorja smo odmerili 20 ml pufra za
pankreatin in 3 ml tributirina. Reakcijsko posodo smo namestili na titrator in dve minuti

meSali pri 40 % moci meSala. Nato smo ob meSanju pri enaki hitrosti z 0,1 M in 1M NaOH
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umerili pH na 7,5. V programu LabX Pro smo nastavili parametre pH-stat metode za
dolocanje aktivnosti lipaze (preglednica V). Skozi odprtino nad reakcijsko posodo smo z
elektronsko pipeto reakcijski meSanici dodali 500 ul raztopine pankreatina, isto¢asno pa na
raCunalniku in zaslonu titratorja aktivirali metodo. Lipaza je sproZila reakcijo hidrolize
tributirina, pri kateri je nastajala diglicerid in maslena kislina. Slednjo je titrator nevtraliziral z

ustreznim dodatkom 0,6 M NaOH iz birete.

Substrat tributirin je bil v prebitku, s ¢imer smo omogocili, da je bila celotna koli¢ina dodane
lipaze aktivna. Med doloCevanjem aktivnosti smo spremljali koli¢ino dodanega volumna
NaOH v odvisnosti od ¢asa, kar prikazujejo spodnja slika (aktivnost smo doloc¢evali v treh
paralelah). Za vsako meritev posebej smo iz zacetnega dela krivulje s pomocjo Pearsonovega
koeficienta dolocili najbolj linearen del in njegov naklon, ki nam je predstavljal povprecno

volumen dodanega NaOH. Obicajno je bil najbolj linearen del na obmoc¢ju 1-6 min.

n
a

V NaOH (ml)
V NaOH (ml)

0,5

0,5
y =0,0019x+ 0,0872 a y =0,002x + 0,0354 b
R?=0,9924 R?=0,988
0 0
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
t(s) t(s)

2,5

215

S 1

0,5
% 0,0018x+0,0513 C
R?=0,9932

0
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800

t(s)

Slika 6: Dolocevanje aktivnosti pankreasne lipaze. Z rdeco barvo je oznacen interval, ki smo ga upostevali za
dolocitev enacbe premice, katere naklon predstavlja povprecno porabo NaOH.
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Nato smo z enacbo 4 za vsako paralelo izracunali aktivnost lipaze, iz njih pa povprecno
aktivnost, ki smo jo nadalje upoStevali pri izracunu koli€ine lipaze, ki je bila potrebna za in

vitro lipolizo trdnih SMES (primer izracuna 1).

V (NaOH)xc(NaOH)x1000
m (pankreatina)

Enacba 4 Aktivnost pankreasne lipaze (TBU/g) =

V (NaOH) ...povpretni volumen dodanega NaOH (ml/min)
¢ (NaOH) ...koncentracija NaOH (0,6 mol/l)

m (pankretina) ...masa zatehtanega pankretina (g)

Primer izracuna 1:

V (NaOH) = 0,018 ml/s = 0,114 ml/min

m(zatehtanega pankreatina) X V(pankreatina za aktivnost)

kreatina) =
m(pankreatina) V(pufra za pankreatin)

_ 10,72 mg x 0,5 ml

2.0ml = 2,68mg
Kt 1= 0,114 ml/ minx 1000 — 9552239 TRU
aktivnost 1 = 0,00268 g = , /9

aktivnost 2 = 26731,34 TBU /g
aktivnost 3 = 24313,43TBU/g

_ TBU
aktivnost = 25522,39 7

Priprava pankreatina za in vitro lipolizo

Za in vitro lipolizo smo potrebovali suspenzijo pankreatina s koncentracijo 1 g encima/5 ml
maleatnega pufra, priporoCena aktivnost pankreasne lipaze v reakcijski mesanici je bila 1000
TBU/ml (39). 1z doloCene aktivnosti lipaze v pankreatinu smo izracunali, koliko encima

potrebujemo za eno lipolizo (primer izracuna 2).

Primer izracuna 2:

Dolocena aktivnost pankreasne lipaze = 25522 TBU /g
V reakcijskega medija = 40 ml
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Aktivnost pankreasne lipaze, ki je potrebna za in vitro lipolizo:

iml.................. 1000 TBU
40ml...........x
40 ml x 1000 TBU
X = = 40000 TBU
1ml

Masa pankreatina za in vitro lipolizo:

25522 TBU ...... 1g
40000 TBU ... ... ... x
_ 40000 TBU x1g _ 15679
25522 TBU

Volumen maleatnega pufra za pripravo suspenzije pankreatina za in vitro lipolizo:

1g oo v vv e v 5ml
1,567 g ee e X

1,567g x 5ml
x=——7"——=7836ml~7840ml

1g
V ¢aSo smo natehtali ustrezno koli¢ino pankreatina, mu dodali ustrezen volumen maleatnega
pufra in meSali na magnetnem mesalu 15 min. Nato smo nastalo suspenzijo odpipetirali v 2 ml
epice in suspenzijo centrifugirali (centifuga Microcentrifuge 5415R) 15 min pri 5 °C in 3000
rcf. Supernatant iz epic smo nato zdruZili in mu z 0,1 M NaOH in z 0,1 M HCI umerili pH na

7,5. Encim smo ves ¢as shranjevali na ledu in ga porabili v enem dnevu.

In vitro lipoliza samo-mikroemulgirajocih praskov in tablet
In vitro lipolizo smo izvajali v reakcijski posodi titratorja v ustreznem volumnu prebavnega

pufra (primer izracuna 3):

Primer izracuna 3:

V (suspenzije pankreatina) = 7,840 ml
V (reakcijskega medija) = 40 ml
V (prebavnega pufra) = 40 ml — 7,840 ml = 32,160 ml

V posodo titratorja smo odmerili ustrezen volumen prebavnega pufra, posodo namestili na

nastavek titratorja in skozi odprtino dodali natan¢no 400 mg SMES praska ter 60 min mesali
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pri 40 % moci meSala. Za SMES tablete smo prebavni pufer odmerili v stekleno ¢aso, vanjo
vrgli tableto in 30 min meSali na magnetnem meSalu, nato pa vsebino prenesli v reakcijsko
posodo titratorja in meSali 30 min pri 40% moci meSala. Po kon¢anem meSanju smo vsebini v
posodi z 1M in 0,1M NaOH umerili pH vrednost na 7,5. V programu LabX Pro smo nastavili
ustrezne parametre (preglednica V) in sofasno z dodatkom ustreznega volumna suspenzije
pankreatina na ra¢unalniku in zaslonu titratorja aktivirali metodo. SproS¢ene mascobne kisline
je titrator nevtraliziral z dodajanem 0,6 M NaOH. Po lipolizi smo vsebino reakcijske posode
prenesli v dve 20 ml ultracentrifugirki in 45 minut centrifugirali z ultracentrifugo Thermo
Scientific® Sorwall pri 30000 obratih/min in 20 °C (slika 7). 1 ml supernatanta smo nato
red¢ili na 10 ml raztopine MeOH in preciS¢ene vode v volumskem razmerju 1:1 in nastalo

raztopino filtrirali skozi membranski filter z velikostjo por 45 um v vialo in s HPLC analizo

dolocili koncentracijo RSV.

Slika 7: Ultracentrifugiranje vzorcev po in vitro lipolizi: a—ultracentrifuga Thermo Scientific® Sorwall, b-rotor
ultracentrifuge, c—vsebina ultracentrifugirk pred ultracentrifugiranju, d-vsebina ultracentrifugirk po
ultracentrifugiranju, kjer lepo vidimo usedlino in supernatant.

3.3.9 Dolocanje koncentracije RSV z metodo HPLC

Koncentracijo RSV v vzorcih smo dolocili z metodo HPLC. Za analizo smo uporabili
reverznofazno kolono Ci3 YMC Pack ODS-AM z dolZino 250 pm, z notranjim premerom 4,6
um in velikostjo delcev 5 um. Temperatura kolone je bila nastavljena na 25 °C. Za mobilno
fazo smo uporabljali 0,5% ocetno kislino v raztopini MeOH za HPLC in bidestilirane vode v

volumskem razmerju 1:1. Pretok mobilne faze je znaSal 1 ml/min, volumen injiciranja vzorca
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20 pl. Valovna dolzina UV detekcije je bila 303 nm — pri maksimalni absorbanci trans RSV,

katerega retencijski Cas je znaSal priblizno 7,5 min.

Cis resveratrol je izredno nestabilen, zato standard ni komercialno dostopen. Pridobimo ga
lahko tako, da trans RSV izpostavimo UV zarkom (pri 254 nm ali 366 nm) ali son¢ni svetlobi.
Pri tem dobimo zmes cis in trans oblike, njuno razmerje variira med 67-90 %. Izpostavitev
sonc¢ni svetlobi je manj primerna, ker je delez nastale cis oblike odvisen od valovne dolZine
svetlobe, ki doseze vzorec. Priprava standardnih raztopin cis RSV je zelo zahtevna, saj tudi
skoraj popolna tema Ze povzro€i rahlo izomerizacijo (53). Zaradi kompleksnosti priprave in

rokovanja s cis RSV, smo v nasi raziskavi dolocevali le frans obliko.

Koncentracije RSV smo izracunali iz povrSin pod krivuljo s pomoc¢jo umeritvene premice
(slika 8). Za dolocitev njene enacbe smo najprej pripravili osnovno raztopino RSV. Na
colnic¢ek smo natehtali natan¢no zatehto 10 mg RSV, ga kvantitativno prenesli v 100 ml temno
bucko in z medijem (raztopina MeOH za analizo in preciS¢ene vode v volumskem razmerju 1:
1) dopolnili do oznake. Bucko smo dobro pretresli in jo za nekaj Casa postavili v ultrazvo¢no
kadicko, da se je RSV popolnoma raztopil. Z redéenjem osnovne raztopine smo pripravili
nove raztopine s koncentracijami med 0,0010 in 0,0900 mg/ml in s HPLC ob raCunalniSki
podpori programa Chem32 raztopinam izmerili povrSine pod krivuljo. Ena¢bo umeritvene

premice in kvadrat Pearsonovega koeficienta smo dolocili s pomocjo linearne regresije.

y = 123724,5295x + 5,2908
R?2=0,99998

12000
10000 A

8000
6000 /
4000 /
2000
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Slika 8: Umeritvena premica za dolocanje koncentracije RSV s HPLC analizo.
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3.3.10 Diferencna dinamic¢na kalorimetrija

Ena od najpogosteje uporabljanih metod termi¢ne analize je diferencéna dinamicna
kalorimetrija (DSC), s katero na podlagi sprememb v entalpiji ali toplotni kapaciteti
opazujemo fizikalne in kemijske lastnosti vzorca: zaznamo razlicne polimorfne oblike,
proucujemo kompatibilnost pomoznih snovi in uc¢inkovin, oksidativno stabilnost, hitrost in

kinetiko reakcije, dolocujemo lahko ¢istost, taliS¢e, temperaturo steklastega prehoda (54).

Z metodo DSC smo Zeleli ugotoviti, ¢e se interakcije med sestavinami v trdnih SMES in v
fizikalnih zmeseh tekom staranja spreminjajo. Uporabili smo tako imenovano »heat-flux«
DSC metodo, pri kateri sta vzorec in referenca v isti komori in ju segreva isti grelec. Med
segrevanjem pride zaradi sprememb v entalpiji ali toplotni kapaciteti vzorca do razlike v
temperaturi vzorca in reference, kar zaznamo kot toplotni tok med vzorcem in referenco (55).
3 — 5 mg posameznega vzorca (tablete smo predhodno zdrobili) smo natehtali v aluminijasti
lon¢ek za DSC in ga segrevali od 25 do 350 °C s hitrostjo 20 K/min (slika 9). Med meritvijo
smo prepihovali z inertnim plinom duSikom in sicer s hitrostjo 50 ml/min. Za referenco smo

uporabili prazne aluminijaste loncke.

Slika 9: DSC analiza: a-DSC  aparatura: b-loncek z natehtanim vzorcem (levo), prazen loncek—referenca
(desno).
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA

41 DOLOCANJE VSEBNOSTI RESVERATROLA V TEKOCEM IN TRDNIH
SMES TER V FIZIKALNIH ZMESEH

Trans RSV je obcutljiv tako na svetlobo kot tudi na temperaturo (56), zato smo s preizkusom
vsebnosti najprej Zeleli preveriti, kako je 30- in 90-dnevno staranje pri zviSani temperaturi
vplivalo na koli¢ino trans RSV v fizikalnih zmeseh in teko¢em ter trdnih SMES. Rezultati

preizkusa so prikazani na sliki 10.
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Slika 10:Vsebnost trans RSV pred in po 30- ter 90-dnevnem staranju v fizikalnih zmeseh in SMES formulacijah.

Najvecji upad vsebnosti RSV smo opazili pri fizikalnih zmeseh. Po 30 dneh staranja je bilo v
njih 20 % manj RSV kot pred staranjem, pri ¢emer ni priSlo do dodatnega zniZanja po 90
dneh. V teko¢em SMES se je vsebnost po 30 dneh zmanjSala na 92,1 %, po 90 dneh pa je
znaSala 88,2 %. Skoraj pri vseh trdnih SMES se je vsebnost po 90-dnevnem staranju
zmanj3ala za manj kot 10 %, le pri prasku s Sylysio® 350 je padla na 86,8 %. Vsebnost se med
30- in 90-dnevnim staranjem v nobeni formulaciji ni bistveno spremenila. S HPLC metodo

smo lahko dolocali le trans RSV, zato predvidevamo, da se je v prvih 30 dneh najverjetneje
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vzpostavilo ravnotezje med trans in cis obliko, do nadaljnje pretvorbe RSV pa po 90 dneh
staranja ni prislo. Pretvorba trans oblike v cis ne predstavlja nujno izgube ucinka, saj
domnevajo, da je tudi cis oblika farmakoloSko aktivna, vendar pa naj bi bili ucinki v
primerjavi s trans obliko nekoliko drugac¢ni (antioksidativna sposobnost cis oblike naj bi bila

manjsa, vendar pa ima mocnejSe antiagregacijsko delovanje) (3).

Z adsorbcijo teko¢ega SMES na trdne nosilce se torej stabilnost v primerjavi s teko¢im SMES
ni spremenila. Ker se je vsebnost v fizikalnih zmeseh bolj zmanjSala kot v teko¢em in trdnih
SMES, lahko potrdimo, da smo z vgradnjo RSV v SMES izboljsali stabilnost. RSV je tako v

tekoCem kot tudi v trdnem SMES obcutno bolje zasciten kot v fizikalnih zmeseh.
4.2 IN VITRO SPROSCANJE RESVERATROLA

Da smo lahko zaznali, do kakSnih sprememb v sproS¢anju pride z vgradnjo RSV v fizikalne
zmesi in trdne SMES, smo najprej naredili preizkus spro$€¢anja samega RSV v obeh pufrih.

Rezultati tega preizkusa so predstavljeni na sliki 11.
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Slika 11: Profila spros¢anja RSV v pufru s pH 1,2 (a) in v pufru s pH 6,8 (b).

Profila sproS¢anja sta bila v prvih Stirih urah preizkusa v obeh pufrih skoraj enaka, nato se je v
pufru s pH 1,2 koncentracija RSV malenkost znizala. V fosfatnem pufru se je RSV Se nadalje
postopoma sproscal in po osmih urah je deleZ sproS¢enega RSV znasal 85,7 %. Tudi Bin s

sodelavci je v fosfatnem pufru po osmih urah dobil podobno vrednost sproS¢enega RSV — 80
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% (57). RSV je sicer zaradi svojega pKa, ki znaSa 8,8 (58), bolje topen v fosfatnem pufru kot
pa v kislem mediju, vendar to ni razlog za manjSe sproscanje RSV v kislem mediju, saj smo
imeli vzpostavljene sink pogoje. Razlog je najverjetneje to, da je med samim preizkusom

sproscanja v kislem pufru prislo do vecje pretvorbe trans oblike v cis kot v fosfatnem pufru.

4.3 IN VITRO SPROSCANJE RESVERATROLA 1Z FIZIKALNIH ZMESI PRED IN
PO STARANJU

V nadaljevanju nasega raziskovalnega dela smo preverili, kako adsorpcija trans RSV na trdne
nosilce vpliva na njegovo spro$¢anje. Pri preizkusu sprogtanja fizikalne zmesi s Sylysio® 350
smo v pufru s pH 1,2 (slika 12a) pred staranjem po dveh urah zaznali najviSjo koncentracijo
RSV, to je 96,4 %. Po osmih urah se je koncentracija RSV v mediju zmanjSala na 87,0 %.
Predvidevali smo, da je med preizkusom priSlo do zmanjSanja koli¢ine spro$¢enega RSV, ker
se ga je nekaj pretvorilo iz trans v cis obliko. Po 30 in 90 dneh staranja smo dobili med seboj
primerljive profile sproS¢anja, le da po dveh urah preizkusa v obeh primerih ni bilo tako
velikega zniZanja koncentracije RSV v mediju kot pred staranjem. Najverjetneje se je Ze po 30
dneh staranja v fizikalni zmesi vzpostavilo ravnotezje med trans in cis obliko, zaradi Cesar

med samim preizkusom sproS¢anja ni prihajalo do nadaljnje pretvorbe oziroma je bila ta

minimalna.
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Slika 12: Rezultati preizkusa sproScanja fizikalnih zmesi s Sylysio® 350 pred in po 30- ter 90-dnevnem staranju v
kislem (a) in fosfatnem pufru (b).
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V pufru s pH 6,8 se je pred staranjem po osmih urah preizkusa iz fizikalne zmesi s Sylysio®
350 sprostilo 96,1 % RSV, nekaj ga je torej ostalo v porah nosilca (slika 12b). Podobna profila
smo dobili tudi po 30 in 90 dneh staranja — obseg spros$€anja je bil enak kot pred staranjem. V
primerjavi s spro¢anjem samega RSV se je iz fizikalne zmesi s Sylysio® 350 pred staranjem
sprostilo za 10 % ve¢ RSV. Razlog za to je vecja specificna povrSina fizikalne zmesi, ki pride
v neposreden stik z medijem. Podoben uginek Sylysie® 350 je opazil tudi Sruti s sodelavci, ki
je dosegel izboljiano sprostanje cefuroksima iz fizikalne zmesi s Sylysio® 350 v primerjavi s

samim cefuroksimom (59).

Po dveh urah preizkusa spro$¢anja pred staranjem se je v kislem pufru iz fizikalne zmesi s
Syloidom® 244 FP (slika 13a) sprostilo 92,8 % RSV. Nadalje se je koncentracija RSV v
mediju postopoma zniZevala, najverjetneje zaradi pretvorbe trans RSV v cis obliko. V
primerjavi s preizkusom pred staranjem se je obseg spro$¢anja po 30 in 90 dneh staranja
povedal. Z izdelavo fizikalnih zmesi s Syloidom® 244FP smo v kislem pufru dosegli vedje
kolicine sprosc¢ene ZU kot pri preizkusu sprosc¢anja samega RSV. Podobno se je pokazalo pri

vgradnji itrakonazola v mikrodelce iz Syloida® 244 FP (60).
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Slika 13: Prikaz sprememb v deleZih sproscenega RSV iz fizikalnih zmesi s Syloidom® 244FP pred in po staranju
v kislem (a) in fosfatnem pufru (b).

V fosfatnem pufru se je iz fizikalne zmesi z nosilcem Syloidom® 244FP (slika 13b) pred
staranjem sprostilo 87,4 % RSV, kar je manj kot v kislem mediju. Ker je verjetno nekaj ZU

(~ 12,5 %) ostalo v porah nosilca, lahko sklepamo, da ima sam RSV izraZeno afiniteto do
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nosilca. Med silanolno skupino nosilca in -OH skupino RSV lahko namre¢ pride do nastanka
vodikove vezi. Po 30 dneh staranja se je delez spro$¢enega RSV rahlo povecal. Med profiloma

po 30- in 90-dnevnem staranju znova nismo zaznali ve¢jih razlik.

Obseg sproScanja pred staranjem je bil iz fizikalne zmesi s Syloidom® 244FP manjsi kot iz
fizikalne zmesi z nosilcem Sylysia® 350. Omenjena nosilca sta kemijsko gledano enaka,
razlikujeta pa se po velikosti delcev. Ker so delci Syloida® 244FP vegji, lahko to vpliva na
nekoliko manjSe sproS¢anje RSV, saj je pri vecjih delcih na voljo manj povrsine, ki pride v

stik z medijem.

Iz fizikalne zmesi z Neusilinom® US2 se je RSV v pufru s pH 1,2 (slika 14a) hitreje sprostil
kot v fosfatnem pufru. V prvi uri testa spro§€anja pred staranjem je koli¢ina spro$¢ene ZU
znaSala 98,9 %, po osmih urah pa je koli¢ina padla na 93,6 %. Po 30 dneh staranja je bil obseg
spros€anja manjsi, saj je v prvi uri dosegel vrednost 89,2 %, manjSa je bila tudi hitrost, po
osmih urah preizkusa pa se je delez znizal na 84,4 %. Po 90 dneh staranja smo dobili skoraj

identicen profil spros$¢anja.
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Slika 14: Vpliv staranja pri povisani temperaturi na sproscanje RSV iz fizikalne zmesi z nosilcem Neusilin® US2
v pufru s pH 1,2 (a) in v pufru s pH 6,8 (b).

V pufru s pH 6,8 se je iz fizikalne zmesi z nosilcem Neusilin® US2 (slika 14b) pred staranjem
po osmih urah sprostilo 92,7 % RSV, mozno je, da nekaj RSV ostaja v porah nosilca. Po 30 in

90 dneh staranja smo opazili hitrejSe sproS€anje, vendar je bil delez sprosc¢enega RSV po
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osmih urah enak kot pri spro$¢anju pred staranjem. Med krivuljama sproSc¢anja po 30 in 90

dneh staranja ni bilo posebnih razlik.

V pufru s pH 1,2 se je RSV iz vseh fizikalnih zmesi sproscal hitreje kot v fosfatnem pufru —
pri Neusilinu® US2 je bila najvigja koncentracija RSV doseZena po eni uri, pri Sylysii® 350 ter
Syloidu® 244 FP pa po dveh urah. Kasneje smo na vseh grafih opazili padec deleza
spros¢enega RSV v kislem pufru. Delez sproS¢enega RSV je v vsaki Casovni tocki testa
spros€anja preracunan na vsebnost frans RSV, ki je s staranjem padala. Kot smo Ze omenili,
predvidevamo, da je do padca vsebnosti priSlo zaradi vzpostavitve ravnotezja med trans in cis
obliko. Tudi pri spro§€anju smo pricakovali, da se bo med samim preizkusom vzpostavljalo
ravnotezje med trans in cis, kar smo opazili kot padec koli¢ine RSV po dveh urah preizkusa
pred staranjem. Pri staranih vzorcih je ravnotezje med izomeroma Ze bilo vzpostavljeno, zato
je bila po 30- in 90-dnevnem staranju sprememba v koli¢ini sproS¢enega RSV med samim
preizkusom manjsa. Splogno gledano se je v kislem pufru pri fizikalnih zmeseh s Sylysio® 350
in Syloidom® 244 FP nakazoval trend povedevanja obsega in hitrosti spro§¢anja, vendar je bil
standardni odklon precej velik. Nasprotno sta se pri fizikalni zmesi z Neusilinom® obseg in
hitrost zmanjSala. V pufru s pH 6,8 je bilo nekoliko drugace: obseg spro$¢anja po staranju se
je rahlo pove&al pri fizikalni zmesi s Syloidom® 244FP, pri Sylysii® 350 in Neusilinu® US2 pa

je obseg po staranju ostal enak, nekoliko je narasla le hitrost sproS¢anja.
4.4 IN VITRO SPROSCANJE RESVERATROLA IZ TRDNIH SMES

Po preizkusih spros¢anja RSV iz fizikalnih zmesi smo napravili Se enake preizkuse za vse
trdne SMES po 30- in 90-dnevnem staranju in jih primerjali z rezultati sproS¢anja pred
staranjem, ki so jih predhodno pridobili na Katedri za farmacevtsko tehnologijo. Deleze
spros¢enega RSV smo preracunali glede na doloCeno vsebnost trans RSV. Ta se je kot Ze
predhodno omenjeno po 30 dneh staranja znizala, po 90 dneh staranja pa dodatnega zniZanja

ni bilo. Spodnja slika prikazuje sproS¢anje RSV iz trdnith SMES z nosilcem Sylysio® 350.
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Slika 15: Razlike v profilih sproscanja RSV iz trdnih SMES s Sylysio® 350 pred in po 30- ter 90-dnevnem
staranju v pufru s pH 1,2. *Rezultati pred staranjem (1=0) so povzeti po (61).

Med preizkusom spros¢anja v pufru s pH 1,2 se je iz praskov s Sylysio® 350 pred in po
staranju sprostilo ve¢ RSV kot iz tablet. Profili spro$¢anja praskov pred in po staranju se
posebej ne razlikujejo med seboj, po dveh urah preizkusa je koliina sproS¢enega RSV ne
glede na staranja znaSala ~ 70 %. Iz tablet se je v pufru s pH 1,2 pred staranjem sprostilo le
67,9 %, po 30 dneh staranja pa se je obseg sproS€anja zmanjSal na 59,7 %. Po 90 dneh staranja

se profil spro$¢anja posebej ni spremenil.

Kot je razvidno iz slike 16, se je tudi v pufru s pH 6,8 iz prasSkov s Sylysio® 350 sprostilo ve¢
RSV kot iz tablet, v primerjavi s praski v pufru s pH 1,2 smo dobili podobne vrednosti. Pred
staranjem je deleZ iz praskov spro$¢enega RSV po osmih urah preizkusa znasal 71,8 %, po 30
dneh se je obseg sproS¢anja rahlo zviSal na 76,8 %, vendar v ostalih ¢asovnih to¢kah med
profiloma pred in po 30-dnevnem staranju ni bilo razlik oziroma so bile razlike v okviru
standardne deviacije. Po 90 dneh staranja smo dobili skoraj enake vrednosti iz praskov
spros¢enega RSV kot pred staranjem. Obseg sproS¢anja iz tablet se je po 30-dnevnem staranju
v primerjavi z obsegom pred staranjem precej ujemal, po 90-dnevnem staranju pa se je obseg

zmanjial. Ce primerjamo obseg spro§¢anja v ¢asovni tocki dveh ur (razlika je tukaj najvegja),
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je pred staranjem deleZ sproS¢enega RSV iz tablet znaSal 64,3 %, po 90 dneh staranja pa 52,4
%.
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Slika 16: Prikaz rezultatov in vitro sproScanja RSV iz trdnih SMES s Sylysio®350 pred in po staranju v fosfatnem
pufru.* Rezultati pred staranjem (t=0) so povzeti po (61).

Iz profilov spro$¢anja RSV iz praSkov s Syloidom® 244FP (slika 17) v kislem mediju vidimo,
da je bil po osmih urah preizkusa pred staranjem delez sproSc¢enega RSV najved;i, in sicer 73,2
%, po 30 dneh staranja se je obseg spro$¢anja zmanjSal na 61,8 %, po 90 dneh pa se je spet za
malenkost povecal na vrednost 64,7 %. DrugaCe smo ugotovili pri preizkusu in vitro
sprosc¢anja RSV iz tablet: najvecji obseg sproscanja smo zaznali po 30 dneh staranja — 65,7 %,
nekoliko manjSi obseg, 60,7 %, smo dolocili pred staranjem, najmanjS$i pa je bil po 90-
dnevnem staranju — 56,7 %. Krivulji spro§€anja pred staranjem in po 90 dneh staranja v prvih
dveh urah preizkusa se ujemata/prilegata, kasneje pa je pri krivulji spro$¢anja pred staranjem
mogoce opaziti povecano hitrost spros$¢anja, s tem pa tudi vecji koncni deleZ sproScenega

RSV.
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Slika 17: Rezultati preizkusa sprosc¢anja RSV iz trdnih SMES s Syloidom® 244 FP pred in po staranju v pufru s
pH 1,2. * Rezultati pred staranjem (t=0) so povzeti po (61).

Spremembe v spro$¢anju RSV iz praskov s Syloidom® 244FP po staranju v fosfatnem pufru

(slika 18) so bile podobne prej omenjenim razlikam v kislem pufru.
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Slika 18: Graficni prikaz rezultatov pridobljenih pri preizkusu sproscanja RSV iz trdnih SMES z nosilcem
Syloid® 244FP pred in po staranju v fosfatnem mediju. * Rezultati pred staranjem (t=0) so povzeti po (61).
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Obseg sproscenega se je znizal iz 70,1 % pred staranjem na 60,5 % po 30-dnevnem staranju.
Zanimivo je, da je po 90 dneh staranja profil sproS€anja skoraj enak profilu pred staranjem,
kar pomeni, da je bil obseg sproS¢enega RSV po 90-dnevnem staranju vecji kot po 30-
dnevnem staranju. Tudi pri sproS€anju tablet v fosfatnem pufru smo enako kot v kislem pufru
dolocili najvecji obseg sproscanja po 30 dneh staranja — 66,6 %, kar je ve¢ kot pri spros¢anju

pred staranjem in po 90-dnevnem staranju, za kar smo dobili skoraj identi¢ni krivulji.

Ze predhodni raziskovalci na Katedri za farmacevtsko tehnologijo so ugotovili, da se pri
adsorbciji tekocega SMES na porozne nosilce zmanjSa sproS¢anje RSV pred staranjem v
primerjavi s teko¢im SMES (51). Nasi rezultati kaZejo, da je tudi obseg sproS¢anja RSV pred
staranjem vecji iz fizikalnih zmesi kot iz trdnith SMES s Sylysio® 350 in Syloidom® 244FP.
Domnevni vzrok za to je, da se emulgatorji, v katerih je raztopljen RSV, iz poroznih nosilcev
ne desorbirajo v celoti. Sama adsorpcija na porozne nosilce je lahko fizikalna ali kemijska.
Fizikalna adsorpcija je ponavadi Sibka in reverzibilna, poteka hitro, znacilno zanjo pa je Se, da
so prisotne elektrostatske in van der Waalsove sile, molekule pa se lahko adsorbirajo v vecih
slojih. Za kemijsko adsorpcijo je znacilno, da je zelo moc¢na in ireverzibilna, njena hitrost je
pocasna, potrebuje visoko aktivacijsko energijo, poleg tega pri njej nastanejo kovalentne vezi.
V naSem primeru se neionski emulgatorji primarno adsorbirajo preko hidracije ali H-vezi, zato
gre za fizikalno adsorbcijo (62). Omenjeno nepopolno desorpcijo emulgatorjev med
preizkusom spros¢anja je predpostavil Zze Speybroeck s sodelavci, ki je prouceval sproscanje
danazola iz trdnih SMES. Ugotovil je, da se, &e je vsebnost emulgatorja Kolliphorja® EL,
adsorbiranega na trdni Neusilin® US2, manjia kot 30 % (v naSem tekocem SMES je dele?
Kolliphorja® EL 30 %, v trdnem SMES pa manj), desorbira minimalna koli¢ina emulgatorja,
kar povzro¢i manjSo solubilizacijsko kapaciteto za ZU in s tem njeno manjSe spro$¢anje (63).
Iz naSih rezultatov pa je tudi razvidno, da se iz tablet sprosti manj RSV kot iz praskov. Tablete
morajo v nasprotju s praski sicer najprej razpasti, kar pa spro$€anje le upoCasni oziroma
zakasni. Zaradi tega smo vzrok za manjSi obseg sproS€anja iz tablet nasli v njihovi izdelavi.
Predvidevali smo, da sila stiskanja tablet teko¢i SMES potisne globlje v pore nosilca, kar Se

dodatno doprinese k slabsi desorbciji emulgatorjev.

Kot smo Ze omenili, sta nosilca Sylysia® 350 in Syloid® 244 FP kemijsko enaka, le delci

Syloida® 244 FP so vegji, zato je lahko obseg spro$éanja iz trdnih SMES s Syloidom® 244 FP
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v fosfatnem pufru manjsi kot iz trdnih SMES s Sylysio® 350. Na splogno lahko na podlagi
pridobljenih rezultatov vidimo, da se sproS¢anje RSV iz trdnih SMES z omenjenima
nosilcema s ¢asom staranja ni enakomerno spreminjalo, najvec¢ja koli¢ina sproS¢enega je bila
ponekod izmerjena po 30 ali 90 dneh staranja. Pri fizikalnih zmeseh teh nihanj nismo opazili
oziroma je pri njih sproscanje po staranju ostalo enako ali se le rahlo povecalo. Tudi med
profili po 30 in 90 dneh staranja ni bilo razlik, zaznali smo jih le pri trdnih SMES. MozZna
razlaga za spremenjeno sproS¢anje RSV po staranju so lahko spremembe v kemijski strukturi
emulgatorjev oziroma v njihovi adsorbciji na porozne nosilce. Lipidi in emulgatorji so namrec
obcutljivi za hidrolizo in peroksidacijo (Se posebej, ¢e vsebujejo dvojne vezi, v naSem primeru
ricinusovo olje in Kolliphor® EL) (64). Na§ SMES vsebuje razli¢ne lipide in emulgatorje, ki so
v razli¢ni meri podvrZeni kemijskim spremembam med staranjem, posledi¢no lahko prihaja do
spremenjenih povezav med emulgatorjem in nosilcem ter do sprememb v desorpciji

emulgatorjev s poroznih nosilcev med preizkusom spros¢anja.

Kot zadnje v sklopu preizkusov in vitro sproS€anja smo analizirali Se trdne SMES z
Neusilinom® US2 (sliki 19 in 20). Pri preizkusu spro§¢anja RSV iz pragkov z Neusilinom®
US2 v kislem pufru iz slike 19 vidimo, da smo po osmih urah preizkusa pred in po staranju
dobili skoraj enak deleZ sproi¢enega RSV — nekje 82 %. Iz tablet z Neusilinom® US2, ki so
bile stisnjene na polavtomatski nacin, se je pred staranjem sprostilo 79,7 %, po 30 dneh
staranja se je obseg sproS¢anja nekoliko povecal na 85,1 %, po 90 dneh pa je padel na isto
vrednost kot pred staranjem. Primerljive profile spro$€anja smo dobili pri ro¢no stisnjenih
tabletah z Neusilinom® US2, zato smo mnenja, da nain tabletiranja ni vplival na spro§¢anje

RSV iz tablet po staranju.
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Slika 19: Razlike v delezih sproscenega RSV iz trdnih SMES z Neusilinom® US2 v kislem mediju, nastale zaradi
vpliva staranja nastale. thbl Neu — tablete 7 nosilcem Neusilin® US2, (R) — rocni nacin stiskanja, (PA) —
polavtomatski nacin stiskanja. * Rezultati pred staranjem (1=0) so povzeti po (61).

Staranje pri povisani temperaturi je na spro§¢anje RSV iz SMES-praskov z Neusilinom® US2
v fosfatnem pufru vplivalo tako, da se je obseg sproscanja RSV s ¢asom zmanjSeval (slika 20).
Pred staranjem se je tako iz praskov sprostilo 95,6 %, po 30 dneh staranja je bila koli¢ina
spros¢enega RSV v primerjavi s spros¢eno koli¢ino pred staranjem manjsa in je znaSala 83,1
%, po 90 dneh pa se je obseg sproS€anja Se dodatno zmanjSal na 74,9 %. Pri proucevanju
sprosc¢anja RSV iz tablet Neu (PA) v pufru s pH 6,8 se je delez spros¢enega RSV prav tako
kot pri praskih zmanjSeval s Casom, vendar so bile razlike v vrednostih manjSe. Iz vrednosti
78,7 % pred staranjem se je po 30-dnevnem staranju obseg spros$¢anja iz tablet zmanjSal na

74,9 % in nato na 65,4 % sprosc¢enega RSV po 90 dneh staranja.

Tako kot v kislem so bili tudi v fosfatnem pufru profili tablet, stisnjenih na polavtomatski
oziroma ro¢ni nacin, skoraj identi¢ni. Vidimo lahko tudi, da se po staranju sproS¢anje RSV v
kislem pufru v nasprotju s fosfatnim pufrom ni veliko spremenilo. MoZen razlog za to je, da se
med staranjem spremenjeni emulgatorji iz Neusilina® US2 bolje desorbirajo v kislem kot v

fosfatnem pufru.
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Slika 20: Vpliv staranja na sproicanje RSV iz trdnih SMES z Neusilinom® US2 v fosfatnem pufru. tbl Neu —
tablete 7 nosilcem Nesusilin® US2, (R) — roc¢ni nacin stiskanja, (PA) — polavtomatski nacin stiskanja. * Rezultati
pred staranjem (t=0) so povzeti po (61).

Tudi pri trdnih SMES z Neusilinom® US2 velja enako kot za trdne SMES z ostalima dvema
nosilcema: z adsorbcijo tekotega SMES na Neusilin® US2 se zmanj$a spros¢anje RSV v
primerjavi s teko¢im SMES (51), iz zadnjih dveh slik pa razberemo, da se je iz tablet z
Neusilinom® US2 sprostilo manj RSV kot iz praskov, kar velja tudi za vse trdne SMES z
drugima dvema nosilcema. 1z praskov se je RSV sproscal hitreje, pa tudi obseg sproscanja je
bil pri praskih vecji kot pri tabletah. Ne glede na to, koliko Casa so bili SMES starani, so se
omenjene razlike med spro$¢anjem ohranile, vsebnost v praskih v primerjavi s vsebnostjo v

tabletah pa je ostala nespremenjena.

Za razliko od prejSnjih dveh nosilcev se je obseg spro$€anja iz trdnih SMES z Neusilinom®
US2 v fosfatnem pufru s Casom zmanjSeval, verjetno se je nepopolna desorbcija emulgatorjev
po staranju povecevala. Neusilin® US2 je kemijsko drugaden od Sylysie® 350 in Syloida® 244,
saj je amorfna oblika magnezijevega aluminometasilikata. Domnevamo lahko, da je prislo pri
adsorbciji emulgatorjev na Neusilin® US2 do drugagnih povezav kot pri Sylysii® 350 in
Syloidu® 244FP, spremembe emulgatorjev med staranjem pa so najverjetneje pripomogle k

zvedanju adsorbcije na Neusilin® US2, saj se je sproi¢anje s staranjem zmanjSevalo.
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Specificna povrSina delcev vseh treh nosilcev je sicer enaka, vendar je Neusilin® US2 v obliki
najvedjih delcev — granul. Iz tega smo izpeljali, da so intrapartikularne pore Neusilina® US2
dolge in ozke. Z vefanjem dolZine pore se zmanjSuje hitrost sproS€anja, saj mora medij
prodreti globlje v pore kot pri nosilcih s kraj§imi porami (65). Prav tako ima Neusilin® US2
veliko manjsi premer por kot ostali nosilci, kar Se dodatno oteZuje izpostavljenost por mediju.
To bi lahko bil eden izmed dodatnih razlogov, da se je iz Neusilina® US2 po staranju sprostilo

manj RSV kot iz drugih nosilcev.

Staranje je najmanj vplivalo na spro§¢anje RSV iz pragka s Sylysio® 350 in tablet s Syloidom®
244FP v fosfatnem pufru, v kislem pufru pa se je najmanj spremenilo spros€anje iz praska in
tablet z Neusilinom® US2. Glede na to, da se RSV absorbira v tankem ¢revesju (17) Zelimo,
da se ga tam najveC sprosti in raztopi ter da je sproScanje ¢im bolj ponovljivo. Iz tega razloga
bi se lahko odlocili, da so se praSek s Sylysio® 350 in tablete s Syloidom® 244FP izkazali za
med staranjem najbolj stabilne in posledi¢no za vgradnjo RSV najprimernejse trdne SMES. 1z
grafov spros$¢anja trdnih SMES v kislem pufru smo razbrali, da za razliko od fizikalnih zmesi
in sproScanja samega RSV, med preizkusom ne prihaja do zniZevanja koli¢ine sproScenega
RSV. Iz tega sklepamo, da smo z vgradnjo RSV v trdne SMES uspeli trans RSV bolje zacititi

pred pretvorbo v cis obliko.
4.5 IN VITRO LIPOLIZA TRDNIH SMES

Ko smo dolo¢ili aktivnost lipaze, smo izvedli in vitro lipolizo trdnih SMES s pomocjo pH-stat
metode, ki je natancneje opisana na strani 31. In vitro lipoliza je alternativna metoda in vitro
spros¢anja. V nasprotju z in vitro sproS€anjem namre¢ uposteva dinami¢no dogajanje: prebavo
lipidov, nastajanje koloidnih struktur in njihovih interakcij z ZU. Na lipidih osnovani sistemi
so obicajno pred porazdeljevanjem in absorpcijo izpostavljeni prebavi, zato se zdi metoda in

vitro lipolize za njihovo vrednotenje primernejSa (66, 67).

Na sliki 21 so prikazani rezultati in vitro lipolize praSkov pred in po staranju. Delezi

raztopljenega RSV v prebavnem mediju so preracunani glede na vsebnost in so bili pri vseh

praskih zelo podobni: od 31,5 % do 38,2 %. Po 30-dnevnem staranju se je delez po lipolizi

raztopljenega RSV zviial. Najvedji porast je mogode opaziti pri prasku s Sylysio® 350, znagal

je 79,4 %. Po 90 dneh staranja je bil delez RSV v primerjavi z deleZem po 30-dnevnem
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staranju pri vseh praskih skoraj enak — opaZene razlike so bile v okviru standardne deviacije.
Najvedji deleZ raztopljenega RSV smo po 90-dnevnem staranju izmerili pri prasku s Sylysio®

350.

Sylysia® 350

Syloid® 244FpP m=0*

mt=30 dni
m t=90 dni

Neusilin® US2

0 10 20 30 40 50 60 70 80
% raztopljenega RSV

Slika 21: Graficni prikaz deleZev RSV v prebavnem mediju po lipolizi SMES praskov, pridobljenih pred in po
staranju. * Rezultati pred staranjem (t=0) so povzeti po (52).

Najvecja sprememba v delezu sproS¢enega RSV iz vseh treh vrst praskov se je torej zgodila po
30 dneh staranja, ko se je delez povsod precej povecal. Glede na to, da rezultati pred staranjem
precej odstopajo od ostalih in da so bili pridobljeni s strani predhodnih raziskovalcev, ki so
uporabili drugo serijo pankreatina, lahko razlog zato iS¢emo v slabi ponovljivosti metode, ki
morda Se ni dovolj dobro uveljavljena, saj so bili parametri (koncentracija NaOH, hitrost
dodajanja NaOH) doloceni Sele pred kratkim. Druga moznost je lahko, da je pri staranju
najverjetneje priSlo do kemijskih sprememb emulgatorjev, kar smo omenili Ze pri in vitro
spros¢anju. To je lahko povzroc€ilo vecjo solubilizacijsko kapaciteto za RSV zaradi ¢esar smo
v prebavnem pufru dobili ve¢ sproS¢enega RSV. Estri mas¢obnih kislin s polietilen glikolom
so potencialni substrati za lipazo. Cristiansen je s sodelavci dokazal, da sta Kolliphor® EL in
RH 40 obcutljiva za lipolizo, kar pomeni, da se hidrolizirata, pri ¢emer se jima zmanjsa
solubilizacijska kapaciteta, sama ZU pa se lahko obori, po drugi strani pa Kolliphor® RH 40

tudi zavira delovanje lipaze (68). Ker med staranjem lahko morda pride do kemijskih
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sprememb emulgatorjev, se lahko tudi njuna obcutljivost za lipolizo oziroma sposobnost
zaviranja lipaze zmanjSa, posledica Cesar je prav tako vecji deleZ raztopljenega RSV v

prebavnem mediju.

Na sliki 22 so prikazane koncentracije spros¢enega RSV v prebavnem pufru po in vitro lipolizi
tablet. V primerjavi z ostalimi tabletami smo najvec¢jo koncentracijo RSV pred staranjem
zaznali v tabletah z nosilcem Sylysio® 350, skoraj identi¢ne vrednosti smo dobili tudi pri
izvedbi in vitro lipolize po staranju. Zanimivo je, da je bila pri tabletah s Syloidom® 244FP
koncentracija v prebavnem mediju po 30-dnevnem staranju za 8,5 % vec¢ja kot pred staranjem,
po 90-dnevnem staranju pa se je sprostilo 3,3 % RSV manj kot pred staranjem. Pri tabletah z
Neusilinom® US2, ki so bile stisnjene na polavtomatski nacin, je bila koli¢ina raztopljenega
RSV izmed vseh tablet najmanjSa, po staranju se delez raztopljenega RSV z upoStevanjem
standardnega odklona ni bistveno spremenil. Podobno smo opazili tudi pri rocno stiskanih
tabletah z Neusilinom® US2, same vrednosti pa so bile nekoliko ve&je kot pri tabletah,

stisnjenih na polavtomatski nacin.

Sylysia® 350

Syloid® 244FP
mt=0
B t=30 dni
Neusilin® US2 (R) m =90 dni
Neusilin® US2 (PA)

0 10 20 30 40 50 60 70 80
% raztopljenega RSV

Slika 22:Vpliv staranja na spremembe v delezih RSV v prebavnem pufru po in vitro lipolizi SMES tablet.
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Pri testu in vitro lipolize trdnih SMES smo pred staranjem pri tabletah izmerili ve¢jo vrednost
v prebavnem pufru raztopljenega RSV kot pri praskih, kar je drugace kot pri in vitro
spros¢anju, kjer se je iz praSkov ne glede na staranje sprostilo ve¢ RSV kot iz tablet. Rezultati
preizkusa in vitro lipolize pri tabletah s Syloidom® 244FP so primerljivi rezultatom in vitro
spros¢anja: najvecji delez spros¢enega RSV je bil pri obeh metodah opaZen po 30-dnevnem
staranju. Tudi vrednosti sproi¢enega RSV v prebavnem mediju po lipolizi tablet s Sylysio®
350 in Syloidom® 244 FP so bile podobne tistim, ki smo jih dobili po eni uri preizkusa
spro$¢anja. Rezultati lipolize tablet z Neusilinom® US2 so se z rezultati in vitro sprod&anja,
kjer se je obseg spros€anja s staranjem zmanjSeval, manj ujemali. Kljub nasi domnevi, da je s
staranjem prislo do poveevanja adsorpcije emulgatorjev na Neusilin® US2, so imele kemijske
spremembe emulgatorjev in s tem vecja solubilizacijska kapaciteta za RSV vecji vpliv na
delez RSV v prebavnem mediju, k dodatni solubilizaciji pa so verjetno pripomogli tudi
fosfolipidi in Zol¢ne soli, ki jih medij za preizkus spro$c¢anja ni vseboval. Da so rezultati in
vitro lipolize drugacni od rezultatov in vitro spro$¢anja, je opazil tudi Ali s sodelavci, ki je pri
vrednotenju teko¢ih SMES z vitaminom E ugotovil, da med rezultati lipolize in in vitro
spros€anja ter med koncentracijo vitamina E v vodni fazi po lipolizi in obsegom lipolize
korelaciji ne obstajata (69). SMES tablete so se z metodo in vitro lipolize izkazale za manj
obCutljive na staranje pri poviSani temperaturi, saj so bili rezultati pred in po staranju

primerljive;jsi.
4.6 DIFERENCNA DINAMICNA KALORIMETRIJA

Zeleli smo preveriti, kaj se dogaja med staranjem v notranji zgradbi trdnih RSV-SMES in
fizikalnih zmeseh, zato smo posneli termograme tablet in praSkov ter fizikalnih zmesi pred in

ob koncu staranja.

Na sliki 23 vidimo termogram trans RSV z ostrim endogenim vrhom pri 270 °C, ki
predstavlja taliS¢e kristalinicnega RSV pri 265-267 °C (70). Krivulja tekocega RSV-SMES

nima omenjenega vrha, iz Cesar je razvidno, da je RSV v teko¢em SMES raztopljen.
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Slika 23: DSC termogram RSV in tekocega SMES z RSV.

Na sliki 24 je predstavljen DSC termogram fizikalnih zmesi z masnim razmerjem nosilec :
RSV =1 : 1. Povsod opazimo endogeni vrh pri 240-260 °C, kar nam nakazuje, da imamo v
fizikalnih zmeseh prisoten kristalinicen RSV — vrh je sicer manj oster in do taljenja fizikalnih
zmesi pride pri niZji temperaturi kot do taljenja Cistega RSV. To nam nakazuje, da je RSV
prisoten le delno v kristalini¢ni obliki, deloma pa se je verjetno pretvoril v amorfno obliko.
Pretvorbo kristalinicne oblike v amorfno, ki ima navadno boljSo topnost, lahko dosezemo z
adsorbcijo ZU na porozne materiale (71). Do zdaj so Ze porocali o primerih, ko je v fizikalnih
zmeseh s silicijem priSlo do postopne pretvorbe kristalinicne oblike v amorfno (72, 73). ZU z
adsorbcijo na porozni nosilec izgubi svojo kristalno strukturo. Struktura poroznih materialov
namre¢ omogoci prostorske pregrade med molekulami — ena pora ne more adsorbirati toliko
molekul ZU, da bi priSlo do aktiviranja nukleacije in rasti kristalov (71). Ko so soasno zmleti
zmesi Neusilina® US2 in prednizona povecevali delez Neusilina® US2, je endogeni vrh
prednizona postopoma izginjal (74). V naSih fizikalnih zmeseh je najve¢ amorfne oblike
prisotne v fizikalni zmesi z Neusilinom® US2, saj tukaj opazimo najmanjsi endogeni vrh in
najvecje znizanje taliS¢a. Krivulje fizikalnih zmesi po staranju so skoraj enake tistim ob t = 0,
zato sklepamo, da med staranjem ni priSlo do sprememb, kot je npr. povecanje deleza

kristalini¢ne oblike.
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Slika 24:DSC termogram fizikalnih zmesi z masnim razmerjem nosilec : RSV = 1:1 pred in po staranju.

Na vseh krivuljah termogramov trdnih SMES s Sylysio® 350 (slika 25) in Syloidom® 244
(slika 26) opazimo pri 80—100 °C endogeni vrh, ki predstavlja izhlapevanje vode. Na krivuljah
tablet pri 310-320 °C opazimo eksogeni vrh, ki ga na krivuljah praskov ni zaslediti. Mehanna
je s sodelavci posnel termogram Syloida® 244 FP s krivuljo, na kateri ni nobenega izrazitega
oziroma rahlega eksogenega ali endogenega vrha (75). Eksogeni vrh na naSem termogramu se
pojavlja tako pri SMES tabletah z RSV kot tudi pri tistih brez njega, kar pomeni, da je vzrok
za prisotnost eksogenega vrha ena izmed pomoznih snovi pri tabletiranju. Endogenega vrha, ki
bi predstavljal taljenje kristalini¢nega RSV, nismo zaznali, zato sklepamo, da je RSV v trdnih

SMES s Sylysio® 350 in Syloidom® 244FP tekom staranja ostal v raztopljeni obliki.
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Slika 25: Vpliv staranja na rezultate DSC analize trdnih SMES z in brez RSV z nosilcem Sylysia® 350 pred in po

staranju.
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Syloid +RSV prasek t=0
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Lab: METTLER

STAR® SW 9.30

Slika 26: Krivulje termicne DSC analize trdnih SMES 7 in brez RSV z nosilcem Syloid® 244 FP pred in po
staranju.

Na sliki 27 so prikazane DSC krivulje razli¢nih trdnih SMES z Neusilinom® US2, ki so si tako

z RSV kot tudi brez, zelo podobne. Pri 90-100 °C opaZen endogeni vrh predstavlja

izparevanje vode, ki je adsorbirana na Neusilin® US2. Ta ima precejSnjo kapaciteto adsorpcije
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vode: 2,4-3,1 ml/g (36). Pri 260 °C vidimo nov rahel endogeni vrh. Ker se pojavlja tako pri
vseh trdnih SMES z RSV kot tudi pri tistih brez njega, ga pripisujemo Neusilinu® US2. To
lahko podkrepimo z na Katedri za farmacevtsko tehnologijo posneto krivuljo samega
Neusilina® US2, na kateri prav tako opazimo endogeni vrh pri 245-247 °C (61), ki se v

prisotnosti ZU obicajno nekoliko zamakne (76).

Neusilin prasek t=1m

Neusilin tbl ro¢no t=0
Neusilin+RSV roéno t=0
Neusilin tbl taktno t=1m

Wgh-1

Neusilin+RSV tbl taktno t=Im
Neusilin+RSV tbl ro¢no t=1m

Neusilin ro¢no tbl t=1m

Neusilin+RSV tbl ro¢no t=3m

0 20 40 60 S0 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320  °C
Lab: METTLER STAR® SW 9.30
Slika 27: Rezultati DSC analize trdnih SMES z in brez RSV z nosilcem Neusilin® US2 pred in po staranju.

Med testiranimi formulacijami opazimo eksogeni vrh pri 315 °C le pri tabletah (z RSV in brez
njega), zato sklepamo, da pripada eni izmed pomoZnih snovi za tabletiranje. Na nobeni krivulji
ni velikega endogenega vrha pri 275 °C, ki bi nakazoval prisotnost kristalinicnega RSV. V
praSkih in tabletah z Neusilinom® US2 enako kot v prej omenjenih trdnih SMES s Sylysio®
350 in Syloidom® 244FP med staranjem nismo nasli dokazov za rekristalizacijo. Za razliko od
fizikalnih zmesi, kjer je RSV deloma ohranil kristalin¢nost, je RSV v vseh trdnih SMES

formulacijah ostal raztopljen.
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S5 SKLEP

NaSo raziskavo smo izvedli z namenom prouciti stabilnost RSV v trdnih SMES in jih

primerjati s fizikalnimi zmesmi RSV z istimi nosilci, ki so bili uporabljeni tudi pri izdelavi

trdnih SMES. Trdne SMES in fizikalne zmesi smo ovrednotili z razli¢nimi metodami pred

staranjem in po 30 ter 90 dneh staranja pri poviSani temperaturi 40 C. Pri delu smo se

posluzevali metod in vitro spros$¢anja, in vitro lipolize in DSC analize.

Vsebnost se je med staranjem skoraj v vseh trdnih in teko¢em SMES zmanjSala za manj
kot 10 % (razen pri prasku s Sylysio® 350 je vsebnost padla za malenkost veé kot 10 %), v
fizikalnih zmeseh pa za 20 %. Ker se je koli¢ina RSV zmanjSala po 30 dneh staranja, po
90 dneh staranja pa ni bilo dodatnega zmanjSanja, menimo, da je po 30 dneh staranja
prislo do ravnoteZja med cis in trans obliko, po 90 dneh pa ni prisSlo do dodatne pretvorbe
v cis obliko. Z vgradnjo RSV v SMES smo torej dosegli boljso stabilnost.

Pri sproscanju samega RSV v kislem pufru se je njegova koncentracija po dveh urah
preizkusa nekoliko znizala. Najverjetneje je med samim testom priSlo do prehajanja trans
v cis obliko. V fosfatnem pufru se ga je sprostilo 85 %, v nasprotju z kislim medijem se
vrednost sproS¢enega RSV po dveh urah ni zniZevala.

Pred staranjem se je delez spros¢enega RSV iz fizikalnih zmesi v kislem pufru po dveh
urah preizkusa malenkost znizal. Tega po staranju nismo opazili. Sklepali smo, da se pred
staranjem med samim preizkusom frans oblika pretvarja v cis, pri staranih vzorcih pa se je
ravnotezZje med oblikama Ze vzpostavilo. Pri fizikalnih zmeseh s Sylysio® 350 in
Syloidom® 244 FP so nam v kislem pufru rezultati nakazovali trend povefevanja obsega
in hitrosti spro$¢anja, vendar je bil standardni odklon precej velik. Pri fizikalni zmesi z
Neusilinom® US2 se je pokazalo drugate: obseg in hitrost sta se zmanjSala. Staranje
fizikalnih zmesi je na spros¢anje RSV v fosfatnem mediju vplivalo tako, da se je obseg pri
fizikalni zmesi s Syloidom® 244FP povecal, pri Sylysii® 350 in Neusilinu® US2 pa je ostal
enak.

Ne glede na to, koliko ¢asa so bili trdni SMES starani, se je iz praskov vedno sprostilo ve¢
RSV kot iz tablet, kljub temu da se vsebnost med praski in tabletami ni posebej
razlikovala. Vzrok je ta, da s stiskanjem praskov v tablete teko¢i SMES potisnemo globlje

Vv pore.
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* Sproscanje RSV iz trdnih SMES s Sylysio® 350 in s Syloidom® 244F se s Casom staranja
ni enakomerno spreminjalo, ponekod smo najvecji obseg sprosc¢anja doloc¢ili po 30 dneh
staranja. Ker so uporabljeni emulgatorji in lipidi obCutljivi na hidrolizo/peroksidacijo, smo
domnevali, da je med staranjem priSlo do kemijskih sprememb v njihovi strukturi in s tem
do spremenjenih povezav med emulgatorjem in nosilcem ter v desorpciji emulgatorjev s
poroznih nosilcev, kar je lahko razlog za neenakomerne spremembe v sproscanju.

Sproscanje RSV iz trdnih SMES z Neusilinom® US2 je s ¢asom staranja v kislem pufru
ostajalo skoraj enako, v fosfatnem pufru pa se je zmanjSevalo. MozZzno je, da se je
nepopolna desorpcija emulgatorjev s staranjem zviSevala, kar pripisujemo drugacnemu
kemizmu Neusilina® US2 v primerjavi s Sylysio® 350 in Syloidom® 244FP. Nepopolno
desorpcijo lahko $e dodatno povecujejo dolge in ozke pore Neusilina® US2 ter njihov
majhen premer. Ker se v kislem pufru sproS$€anje ni bistveno spreminjalo, je najverjetneje
desorpcija emulgatorjev iz Neusilina® US2 laZja kot v fosfatnem pufru.

* 'V kislem pufru se delez sproS¢enega RSV med samim preizkusom pri nobenem SMES ni
zmanjSeval, iz Cesar lahko sklepamo, da smo z vgradnjo RSV v trdne SMES verjetno
dosegli boljSo zascito pred pretvorbo frans oblike v cis kot pa pri fizikalnih zmeseh.

* Rezultati in vitro lipolize praskov so sledeci: po staranju se je koli¢ina RSV v prebavnem
pufru po lipolizi pri vseh praskih povecala. MozZen razlog jelahko ta, da so lipolizo pred
staranjem izvajali predhodni raziskovalci, ki so uporabili drugo serijo pankreatina, sama
metoda Se tudi ni uveljavljena, oziroma so parametre (npr. koncentracija in hitrost
dodajanja NaOH) dolocili Sele pred kratkim. Drug razlog pa je lahko ta, da so zaradi
staranja spremenjeni emulgatorji verjetno izkazovali vecjo solubilizacijsko kapaciteto za
RSV, zmanjSala se je njihova obcutljivost za lipolizo in sposobnost zaviranja lipaze, kar
ima za posledico vecji delez spros¢enega RSV v prebavnem mediju.

* Vrednost raztopljenega RSV v prebavnem mediju po lipolizi vseh vrst tablet se s
staranjem ni bistveno spremenila. Pred staranjem je bila kolicina raztopljenega RSV po in
vitro lipolizi tablet vi§ja kot pri praskih, kar je v nasprotju z in vitro spro§€anjem.

* 7 DSC analizo smo ugotovili, da med staranjem RSV v nobenemtrdnem SMES ni prislo
do rekristalizacije. Pri fizikalnih zmeseh smo na termogramih pred in po staranju opazili

oster endogeni vrh pri 240-260 °C, ki je najverjetneje predstavlja taliS¢e kristalininega
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RSV. Iz omenjenega smo sklepali, da je bil RSV v fizikalnih zmeseh deloma v

kristalini¢ni obliki.

Rezultati magistrske naloge niso potrdili primerljivosti metod preizkusa in vitro sproscanja in
in vitro lipolize. In vitro lipoliza naj bi naceloma bolje posnemala in vivo dogajanje, vendar bi
bilo najbolj relevantno, ¢e bi stabilnost ovrednotili Se z in vivo preizkusi, saj ni nujno, da in
vivo rezultati korelirajo z in vitro lipolizo. Ker je zaenkrat zelo malo znanega o tem, kaj se
dogaja pri adsorpciji emulgatorjev na trdne nosilce, in glede na to, da vgrajevanje slabo
vodotopne ucinkovine v SMES in nadaljnja izdelava tablet vzbujata vedno vecje zanimanje na
podro¢ju farmacevtske tehnologije, menimo, da bo v prihodnje potreba po temeljitih

raziskavah o tem postajala vedno vecja.
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