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POVZETEK

Nove metode odkrivanja ZU, kot so kombinatorna kemija in visokozmogljive metode
reSetanja spojin, so pripeljale do u¢inkovin, Ki so slabo topne v vodi, slaba vodotopnost pa je
omejujo¢ dejavnik za njihovo biolosko uporabnost. Izboljsanje vodotopnosti lahko dosezemo
na razlicne nacine, med drugim z zmanjSanjem velikosti delcev ali s spremembo kristalne
oblike u¢inkovine, Se boljse rezultate pa lahko doseZzemo z njeno amorfizacijo.

Mletje je pogosta metoda za zmanjSevanje velikosti delcev zdravilnih u¢inkovin, poleg tega pa
lahko med procesom mletja prihaja tudi do sprememb v kristalni obliki uc¢inkovine ali do
njene amorfizacije, kar se odraza v spremembi biofarmacevtskih lastnosti, kot so topnost,
hitrost raztapljanja in bioloska uporabnost.

V prvem delu diplomske naloge smo zdravilno u¢inkovino karvedilol mleli v zmesi z dvema
aminokislinama, tirozinom oziroma serinom in sicer brez topila in z dodatkom etanola kot
topila. Dokazali smo, da pri mletju s topilom v obeh primerih pride do popolne pretvorbe
karvedilola iz kristalne oblike 11 v kristalno obliko I. S testom stabilnosti smo ugotovili, da je
dobljena kristalna oblika | pri 21°C/8% RH stabilna najmanj 6 tednov, pri 40°C/75% RH pa je
v primeru mletja s tirozinom stabilna najmanj 6 tednov, v primeru serina pa le 4 tedne.
Naredili smo tudi test sprosc¢anja in ugotovili, da se kristalna oblika | iz zmesi z uporabljeno
aminokislino hitreje sprosca od oblike 1I.

V drugem delu smo poskusali z mletjem karvedilola z dvema poroznima pomoznima
snovema, Neusilin® US2 oziroma Sylisia® 350 izdelati stabilno amorfno obliko u¢inkovine in
s tem izboljsati spro$¢anje. Z obema pomoznima snovema Smo dosegli veliko izboljSanje
sproscanja ucinkovine iz trdnih disperzij. Ugotovili smo, da nastala amorfna oblika v disperziji
z Neusilinom pri 40°C/75% RH Ze po dveh tednih rekristalizira, medtem ko se v disperziji s
Sylisijo bistveno ne spreminja. Pri obeh disperzijah smo s staranjem disperzij ugotovili
upocasnjevanje hitrosti sprosc¢anja ucinkovine.

V primeru mletja samega karvedilola s topilom oziroma brez topila ni prislo do izboljSanja
raztapljanja. Pri mletju brez topila je del uc¢inkovine amorfiziral, medtem ko je pri mletju z

etanolom prislo do nastanka zmesi kristalnih oblik I in II.
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ABSTRACT

New metods of discovering active pharmaceutical ingredients, such as combinatorial
chemistry and high troughput screening have led to an increase in the number of poorly water-
soluble drug candidates. Their poor water solubility is the limiting factor of their
bioavaliability. There are different ways to improve water solubility of a drug, among others
by size reduction or by changing the crystal form of drug. But we can achieve even better
results by converting the drug into it's amorphous form.

Millig is a commonly used proces for particle size reduction of a drug. Besides that, milling
can also induce polymorphic transformations or amorphisation of drug, that are reflected in
biopharmaceutical properties, such as solubility, dissolution rate and bioavaliability.

In the first part of this work we milled carvedilol with two amino acids, tyrosine and serine
respectively. We milled the mixture without the solvent and with the addition of ethanol as a
solvent. We demonstrated that milling with addition of ethanol brings about complete
transformation of carvedilol form Il into form | in both cases of amino acids. We tested the
stability of milled samples and found out that carvedilol crystal form I, obtained by milling, is
stabile for at least 6 weeks at 21°C/8% RH. At 40°C/75% RH, it is stabile for at least 6 weeks
in the case of milling with tyrosine, but in the case of milling with serine it is stabile for 4
weeks. The dissolution test that we also carried out showed that carvedilol form I from milled
mixture with used amino acid has a better dissolution that carvedilol form II.

In the second part of the work, we tried to improve the dissolution of carvedilol by preparing a
stabile amorphous form of the drug by milling it with two porous excipients: Neuselin® US2
and Sylisia® 350 respectively. We achieved a big improvement in dissolution of the drug from
solid dispersions in the both cases of excipients. We found out that amorphous form of
carvedilol in solid dispersion with Neusilin reverses to crystaline form after just two weeks at
40°C/75% RH, while in dispersion with Sylisia it does not change significantly. In both cases
of solid dispersions we discovered decrease of dissolution rate by aging the dispersion.

In the case of milling pure carvedilol without the solvent or with solvent respectively, we were
not able to improve dissolution. Milling pure carvedilol without solvent lead to amorfization
of part of a sample, while milling the drug with small amount of ethanol resulted in mixture of

crystalline form 1 and I1.
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SEZNAM OKRAJSAV

AMF - mikroskopija na atomsko silo (Atomic Force Microscopy)

Cp - specifi¢na toplotna kapaciteta

DSC - diferen¢na dinami¢na kalorimetrija (Differential Scanning Calorimetry)

EtOH - etanol

FTIR - infrardeCa spektroskopija s fourierjevo transformacijo (Fourier Transform

Infrared Spectroscopy)

GBP - gabapentin

HBCD - visoko razvejan cikli¢ni dekstrin (highly branched cyclic dextrin)

HPLC - tekocinska kromatografija visoke lo¢ljivosti (high-performance liquid
chromatography)

HPMC - hidroksipropilmetil celuloza

MC - mikrokalorimetrija (Microcalorimetry)

MCC - mikrokristalna celuloza

MTDSC - dinami¢na kalorimetrija z modulacijo temperature (Modulated Temperature
DSC)

PEG - polietilenglikol

PVP - polivinilpirolidon

RH - relativna zra¢na vlaga (relative humidity)

SEM - vrstiéni elektronski mikroskop (scanning electron microscope)

SS-NMR - jedrska magnetna resonanca v trdem stanju (Solid-State NMR)

Ty - temperatura steklastega prehoda

Tt - temperatura taliSca

XRPD - rentgenska praSkovna difrakcija (X-ray Powder Diffraction)

ZU - zdravilna u¢inkovina
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1 UVvOD

Znano je, da obstajajo zdravilne ucinkovine (ZU) v razli¢nih trdnih oblikah: kristalni in
amorfni. Veliko ZU uporabljamo v kristalni obliki zaradi stabilnosti in lazjega rokovanja pri
razli¢nih stopnjah proizvodnje zdravil (1).Vendar pa je v zadnjem ¢asu ve¢ pozornosti delezna
tudi amorfna oblika ZU. Nove metode odkrivanja ZU, kot so kombinatorna kemija in
visokozmogljive metode resetanja spojin, so namre¢ pripeljale do kandidatov, ki so slabo
vodotopni. To pomeni, da se pri peroralnem jemanju raztopi premajhna koli¢ina ZU in je
potrebno iskati reSitve za boljso topnost (2). Amorfna oblika naj bi imela predvsem vecjo
hitrost raztapljanja in posledi¢no vecjo biolosko uporabnost od kristalne oblike zaradi dejstva,
da je pri amorfni obliki potrebno manj energije za loc¢itev molekul kot pri kristalni obliki (3).
Hanckock in Park sta primerjala topnost amorfne oblike s topnostjo kristalne oblike razli¢nih
ZU. Ugotovila sta, da je pri griseofulvinu amorfna oblika 1,4 krat bolj topna od kristalne, pri

indometacinu je bilo to razmerje 4,5 in pri glibenklamidu celo 14 (4).

1.1 KRISTALNA IN AMORFNA OBLIKA SNOVI

Za kristale je znacilno, da so njihovi gradniki urejeno razporejeni po prostoru, pravimo, da
imajo red dolgega dosega. Atomi in molekule tvorijo strukturne enote, imenovane osnovne
celice, ki se periodi¢no ponavljajo v vse tri prostorske dimenzije. Osnovna celica ima
doloceno orientacijo in obliko, ki jo dolo¢ajo trije translacijski vektorji a, b in c, torej ima tudi
doloc¢en volumen (V). Glede na dolzino robov osnovne celice (a, b in c) ter kotov med njimi
(0, B in 7), lo¢imo sedem kristalnih sistemov. Zgradbo doloCenega kristala se da uvrstiti v
enega od sedmih kristalnih sistemov, 14 Bravaisovih mrez in 230 prostorskih skupin (1).

Amorfne spojine imajo za razliko od kristalnih red kratkega dosega, ki je omejen le na
najblizje sosede. Kratki red ponazarja slika 1 na primeru spojine AsB,. Vsak temen krozec (B)
je obdan s tremi svetlimi krozci (A), vsak svetel pa z dvema temnima. Vsak istovrstni krozec
ima podobno okolico, ne pa enake. Razdalje med kroZci in koti med vezmi se namrec

razlikujejo in ni reda dolgega dosega (5).
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Slika 1: Ponazoritev razporaditve gradnikov (a) amorfne snovi, (b) kristalne snovi (5)

Bistvena razlika med kristalno in amorfno obliko je v spreminjanju viskoznosti in gostote v
odvisnosti od temperature (slika 2). Cista snov kristalizira pri temperaturi talis¢a T, pri tem iz
reda kratkega dosega nastane red dolgega dosega. Viskoznost se nenadoma mocno poveca.
Talino, ki ne more prenasSati striznih obremenitev, zamenja toga trdna snov. V nasprotju s tem
se pri amorfni snovi viskoznost zvezno povetuje ob zniZevanju temperature. Ce je hitrost
ohlajanja dovolj velika, da se izognemo kristalizaciji, dobimo talino pod talis¢em T; Ki se
imenuje podhlajena talina. Pri temperaturi steklastega prehoda (T,) se viskoznost toliko
poveca, da se atomi v talini ne morejo ve¢ premikati drug proti drugemu in snov lahko prenasa
strizne obremenitve. Tako dobimo amorfno ali stekalsto stanje (5). Temperatura steklastega
prehoda je temperaturni interval, v katerem med segrevanjem snov prehaja iz trdnega
steklastega stanje v razmehc¢ano stanje. Amorfne snovi so pod temperaturo steklastega prehoda
relativno stabilne, medtem ko so nad njo obcutljive na mehanske in termi¢ne obremenitve.
Pod omenjeno temperaturo se molekule upocasnjeno gibljejo, kar ima za posledico tudi

spreminjanje lastnosti med staranjem amorfnega vzorca (6).
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Slika 2: Spreminjanje a) viskoznosti in b) gostote amorfne in kristalne snovi v odvisnosti od
temperature (5)
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Najbolj znani nacini priprave amorfne oblike spojin so: hitra ohladitev taline, hitro obarjanje z
dodatkom netopila, susenje z zamrzovanjem (liofilizacija), susenje z razprSevanjem in dodatek
necistot, amorfne snovi pa lahko nastanejo tudi v trdnih disperzijah. V procesih, pri katerih
prihaja do mehanske ali kemijske aktivacije (mletje, vlazno granuliranje), lahko pride do

popolne ali delne amorfizacije vzorca.

1.2 MLETJE ZDRAVILNE UCINKOVINE

Mletje je eden najpogosteje uporabljenih procesov za zmanjSevanje velikosti kristalnih delcev
ZU. Poleg zmanjSevanja velikosti delcev pa lahko pri mletju pride tudi do sprememb
strukturnih lastnosti, kar se odraza v spremembi biofarmacevtskih lastnosti, kot so topnost,
hitrost raztapljanja in bioloska uporabnost. Poleg tega pride tudi do sprememb praskovnih
lastnosti, kot so stisljivost in preto¢nost praskov (4, 7-9).

Za dolocanje vsebnosti amorfne oblike spojine uporabljamo razliéne analizne metode:
rentgensko praskovno difrakcijo (XRPD, angl. X-ray Powder Diffraction); kalorimetri¢ne
metode (diferen¢na dinami¢na kalorimetrija -DSC, angl. Differential Scanning Calorimetry,
diferen¢na dinami¢na kalorimetrija z modulacijo temperature -MTDSC, angl. Modulated
Temperature DSC, mikrokalorimetrija -MC, angl. Microcalorimetry); gravimetri¢cne metode in
spektroskopske metode (infrardeca spektroskopija s fourierjevo transformacijo -FTIR, angl.
Fourier Transform Infrared Spectroscopy) in jedrsko magnetno resonanco v trdem stanju (SS-
NMR, angl. Solid-State Nuclear Magnetic Resonance). Vsem je enako to, da izrabljajo razlike
v dolocenih fizikalno kemijskih lastnostih med kristalno in amorfno obliko. Rentgenska
praskovna difrakcija izkoris¢a zmanj$anje ostrine ali intenzivnosti uklonskih ¢rt zaradi
zmanjSanja urejenosti molekul v amorfni obliki spojine. Kalorimetriéne metode temeljijo na
termodinamskih znacilnostih, kot so razlika v entalpiji kristalizacije, entalpiji raztapljanja,
toplotni kapaciteti itd. S spektroskopskimi metodami zaznamo razlike v vibraciji vezi (FTIR)
in kemijskem okolju atomov in funkcionalnih skupin (NMR), ki so posledica razli¢ne
molekulske razporeditve v obeh oblikah (kristalni in amorfni) (10). Vsaka od teh analiznih
metod ima svoje prednosti in slabosti, odlocitev, katero bomo izbrali, pa je odvisna od vzorca,

ki ga analiziramo.



Martina Plesec Diplomska naloga

Transformacija iz kristalne v amorfno obliko je lahko delna ali popolna. Amorfizira lahko
celotni kristal ali pa sprememba zajame samo povrsino kristalov ali le posamezne tocke na
povrsini. V literaturi predlagajo, da naj bi mehani¢na aktivacija z mletjem povzroc¢ila nastanek
tanke amorfne plasti na delcih (11,12). Elamin in sodelavci (13) so potrdili to hipotezo.
Pokazali so, da mletje povzroc¢a amorfizacijo povrsine pri griseofulvinu do globine 40-50 nm,
kar predstavlja 5.8% mase vzorca. Metode, ki se uporabljajo za doloCanje porazdelitve
amorfne snovi po povrSini kristalov, so mikroskopija na atomsko silo (AMF, angl. Atomic
Force Microscopy) in Ramanska mikroskopija (14,15).

Ucinkovitost mletja je odvisna predvsem od lastnosti spojine, temperature mletja (16),
morfologije delcev (17), ¢asa mletja in vlozene energije. Ustrezna kombinacija nasStetih
parametrov lahko povzro¢i poleg zmanjsanja velikosti delcev tudi amorfizacijo vzorca. Ce
uporabimo krajse ¢asovne intervale mletja, so amorfizirane regije skoncentrirane le na
povrsini delcev (18,19). Za popolno amorfizacijo je potrebno od manj kot 20 minut za
indometacin pri temperaturi tekocega dusika (20), pa tja do 100 ur za trehalozo pri sobni
temperaturi (21). Amorfno stanje snovi na molekularni ravni je navadno potrjeno z detekcijo
steklastega prehoda (sprememba Cp (specifiéne toplotne kapacitete) detektirana na DSC
krivulji) (21).

Znizevanje temperature mletja pod Ty poveca teznjo po amorfizaciji. Mletje spojin pri
temperaturi globoko pod njihovimi T4 navadno pripelje do popolne amorfizacije neodvisno od
njihovega zacetnega kristalnega stanja. Primeri so indometacin (20,22), ursodeoksiholna
kislina (23), trehaloza (16), laktoza (16) in budesonid (16). Mletje Ciste kristalne oblike
indometacina y pri sobni temperaturi blizu Ty (42°C) povzroci transformacije v zmes kristalne
oblike a in amorfne oblike (22). Ko meljemo pri temperaturi nad Ty, je Zivljenjska doba
amorfiziranih frakcij kratka, temu pa sledi hitra kristalizacija v zacetno kristalno obliko ali v
drugo polimorfno obliko (21,24).

Za amorfizacijo kot posledico mletja sta predlagana dva mehanizma. Po prvem mehanizmu
mletje povzro¢i lokalno taljenje spojine, ki mu sledi hitra ohladitev (25). Po drugem
mehanizmu do amorfizacije pride zaradi velikega kopicenja poskodb na kristalu in s tem
povecanja Gibbsove proste entalpije (26). Nekateri zapisi kazejo, da je mozno z uporabo
razli¢énih metod izdelati amorfne vzorce iste spojine z razli¢nimi lastnostmi (27). Razlike v

fizikalno kemijskih lastnostih so nasli med dvema amorfnima oblikama simvastatina, ki so jih
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pripravili na dva razli¢na nacina: z mletjem in s hitro ohladitvijo taline (28). Savolainen in
sodelavci (27,29) so na primeru indometacina pokazali, da pri mletju nastane amorfna oblika,
ki ima vecjo variabilnost kot amorfna oblika, pridobljena z hitro ohladitvijo taline. Craig in
sodelavci so predstavili koncept rigidne amorfne frakcije (RAF, angl. Rigid amophous
fraction), ki naj bi bila vmesni ¢len med kristalno in amorfno fazo. Ker je RAF bolj podobna

kristalnemu stanju, pri temperaturi steklastega prehoda ne pride do spremembe Cp (30).

1.3 VPLIV POMOZNIH SNOVI NA LASTNOSTI ZU PRI MLETJU

Amorfna oblika spojine je termodinami¢no nestabilna in jo moramo najveckrat stabilizirati. V
ta namen jo lahko hranimo pri znizani temperaturi, vsaj 50°C pod temperaturo steklastega
prehoda (Tg), kar je uporabno le za spojine, ki imajo T, nad 80°C. Iste tehnike kot za izdelavo
amorfnih uc¢inkovin, uporabljamo tudi za njihovo stabilizacijo tako, da dodamo pomozZne
snovi in izdelamo trdne disperzije, ki z u¢inkovino tvorijo fizikalne in kemijske vezi ali pa
delujejo protimehc¢alno (31).

Tradicionalno so amorfne uéinkovine stabilizirali z organskimi polimeri. Predstavljenih je bilo
ze veliko mehanizmov, s katerimi naj bi ti stabilizirali amorfno obliko. Vsi ti mehanizmi
vsebujejo neko fizikalno interakcijo, kot je vodikova vez ali van der Walls-ove sile. Poleg
tega, polimer lahko sluZzi kot difuzijska ovira za rekristalizacijo. Tako bo obseg meSanja faz in
stopnja fizikalnih interakcij med ucinkovino in polimerom dolocal fizikalno stabilnost
amorfne u¢inkovine (32).

Anorganski polimeri, kot so silikati, so bili tudi navedeni, da stabilizirajo amorfno obliko. V
nasprotju z organskimi polimeri, imajo anorganski poleg fizikalnih interakcij, kot so vodikova
vez in dipol-dipol interakcije, moznost tvorbe soli s kislimi u¢inkovinami. Ta tvorba soli lahko
dodatno stabilizira amorfno obliko. Primer: ¢isti amorfni sulindak kristalizira v 24 urah pri
sobnih pogojih, sulindak-polivinilpirolidon (PVP) amorfna disperzija kristalizira pri
40°C/75% RH (relativne zracne vlage) v dveh tednih, medtem ko amorfne zmesi sulindaka s
poroznim Al,O3-MgO-1.7Sio'xH,0 (Neusilinom) ostajajo stabilne pri istih pogojih tudi po 3
mesecih (32).
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1.3.1 MLETJE UCINKOVIN Z NEUSILINOM US2

Neusilin® US2 je amorfen granulat bele barve in porozne strukture. Kemijsko je snov
sestavljena iz magnezijevega oksida, aluminijevega oksida in silicijevega dioksida, kemijska
formula je Al,03-MgO-1.7Sio0,-xH20. Porazdelitev velikosti granul sega od 44 do 177 pm,
specifiéna povrsina je 300m?/g, povpretna velikost por pa 15 nm. Neusilin® US2 je prakti¢no
netopen v vodi, pH 4% (ut/vol) raztopine pa je 7,4, kar kaze na nevtralne lastnosti. Zaradi
svojih fizikalno kemijskih lastnosti Neusilin® US2 in druge oblike Neusilina uporabljamo kot
pomozno snov pri direktnem tabletiranju, izboljSanju pretocnih lastnosti, preprecevanju
zlepljenja higroskopnih praskov, kot stabilizator in antacid. Neusilin je komercialno na voljo v
razli¢nih oblikah, ki variirajo v nasipni gostoti, vsebnosti vode, pH suspenzije in obliki delcev
(33).

Vadher in sodelavci (34) so Neusilin mleli z aceklofenakom v razmerju 1:5 20 ur s krogli¢nim
mlinom. Vzorce mlete zmesi so jemali vsakih 5 ur in jih analizirali z XRPD (praskovno
difrakcijo), DSC in IR spektroskopijo. Analize so pokazale, da je prislo do pretvorbe kristalne
oblike aceklofenaka v amorfno obliko. Ugotovili so, da je prislo do kislo-bazi¢ne reakcije med
aceklofenakom in Neusilinom, nastala je amorfna sol. Elektrostatske sile med COO™ skupino
aceklofenaka in Mg?* in AI**, ki sta prisotna pri Neusilinu, so odgovorne za nastanek amorfne
soli preko vodikovih vezi. Te naj bi bile odgovorne za amorfizacijo uc¢inkovine. Hitrost
spros¢anja aceklofanaka iz mletih zmesi je bila signifikantno vi§ja v primerjavi s hitrostjo
raztapljanja Cistega aceklofenaka. Izvedli so tudi pospeSeno $tudijo stabilnosti. Vzorce so
hranili 4 tedne pri 40°C in 75% RH. Ugotovili so, da ni prislo do rekristalizacije u¢inkovine.
Tong in sodelavci (35) so pokazali, da lahko mocnejSe elektrostaticne interakcije med
indometacinom in protiioni (Na*, K*) povisajo temperaturo steklastega prehoda (T4) amorfne
soli, kar rezultira v ve¢ji fizikalni stabilnosti soli v primerjavi s kislino (indometacinom) pri
doloceni temperaturi shranjevanja. Tq soli indometacina z enovalentnim litijem (139°C) je bila
mnogo visja kot pri samem amorfiziranem indometacinu (44°C). Predlagali so, da naj bi bila
Ty Se vi§ja pri soleh z dvovalentnim magnezijem, prisotnim pri Neusilinu, in tako bi bila
amorfna oblika Se bolj fizikalno stabilna. Podobno hipotezo se da uporabiti tudi pri
aceklofenaku, in sicer, da je Ty amorfne ucinkovine, povezane z Neusilinom, visja od

temperature taliSca Ciste u¢inkovine in s tem je izboljSana fizikalna stabilnost mlete zmesi.
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V literaturi je objavljen tudi primer izdelave trdne disperzije Neusilina s sulindakom, ki so jo
izvedli Maclean in sodelavci (32). Samo ucinkovino so mleli 60 min in ni prislo do fazne
spremembe. Pokazalo se je le zmanjSanje velikosti delcev. Do amorfizacije ni prislo, ker so
mleli pri sobni temperaturi, ki je blizu Ty sulindaka. Ko so mleli kriogeno (pri znizani
temperaturi), je prislo do amorfizacije, vendar nastala amorfna oblika ni bila stabilna. Nato so
mleli $e zmes sulindaka in Neusilina v razmerju 1:1 60 min pri sobni temperaturi in z XRPD
potrdili amorfnost uéinkovine. Z jedrsko magnetno resonanco so odkrili, da je prislo do kislo-
bazi¢ne reakcije med ucinkovino in Neusilinom. Kinetiko pretvorbe kristalnega sulindaka v
amorfno obliko ponazarja slika 3. Ugotavljali so jo tako, da so naredili ¢asovno S$tudijo.
Vzorce so mleli razli¢na &asovna obdobija in na vsaki Sasovni todki naredili analizo z *C SS-
NMR. Ugotovili so, da sta v vzorcu prisotna dva tipa amorfnega sulindaka: prost amorfen
sulindak in kompleks amorfen sulindak-Neusilin. Kinetika amorfizacije je dvofazna, prvih
90% ucinkovine se pretvori v prvih 30 minutah, ostalih 10% pa med 30 in 60 minuto. Prosti
amorfni sulindak doseze svoj maksimalen delez v 40 minutah, nato njegov delez pada,
medtem ko delez kompleksa sulindak-Neusilin naraséa tekom celotnega procesa mletja. To

pomeni, da se od 40 min dalje prosti sulindak pretvarja v kompleks.
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Slika 3: Delez amorfne faze v odvisnosti od ¢asa mletja: (®) celotna koli¢ina amorfnega materiala, (0)
koli¢ina prostega amorfnega sulindaka, (0) koli¢ina amorfnega sulindaka v kompleksu z Neusilinom
(32)
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Stabilnost: vzorce so shranili pri 40°C/75% RH in jih analizirali z XRPD. Vzorci so pri teh
pogojih ostali amorfni 3 mesece, pri sobnih pogojih (25°C/60% RH) pa so ostali stabilni veé¢
kot eno leto. Analizirali so jih tudi s HPLC in ugotovili, da ni prislo do kemijskih sprememb
(razgradnje). Dokazali so torej, da mletje zagotavlja fizikalno in kemijsko stabilnost amorfne
spojine. Njihova dognanja glede stabilnosti so primerljiva z ostalimi, ki so mleli kisle
u¢inkovine: indometacin (2,35), aceklofenak (34) z Neusilinom. To pomeni, da nastanek
kompleksa med ucinkovino in Neusilinom pomaga stabilizirati amorfno obliko. Ugotovili so,
da se je ucinkovina iz kompleksa ucinkovina-Neusilin vedno tudi hitreje sproscala v
primerjavi s ¢isto kristalno u¢inkovino.

Gupta s sodelavci (36) je poroc¢al o mletju Neusilina s ketoprofenom, indometacinom,
progesteronom in naproksenom z namenom povzrociti pretvorbo ucinkovin iz Kristalne v
amorfno obliko. Mleli so same uc¢inkovine 48 ur, in do amorfizacije ni prislo. Z XRPD so
potrdili, da je prislo do amorfizacije pri mletju z Neusilinom. Pri uc¢inkovinah, ki vsebujejo
karboksilne kisline, se je kristalna kislina z Neusilinom spremenila v amorfno sol, progesteron
pa je ocitno interagiral z Neusilinom preko vodikovih vezi (H-vez med karbonilno skupino
progesterona in silanolno skupino Neusilina). Preucili so tudi fizikalno stabilnost u¢inkovin.
Vzorce so hranili 4 tedne pri 40°C/75% RH. Analize so pokazale, da ni priSlo do pretvorb v
kristalno obliko. Ugotovili so, da je za popolno amorfizacijo ketoprofena potrebnih 4-6 ur
mletja, medtem ko za ostale tri (naproksen, indometacin, progesteron) 18-24 ur. Temperatura
talis¢a teh treh je signifikantno visja od ketoprofena. Analogno temperaturi, potrebni za
prekinitev kristalne mreze pri taljenju kristala, mehani¢na energija pelje k amorfizaciji med
mletjem. Zato se zdi razumljivo, da spojina z vis§jo temperaturo taliS¢a potrebuje veé¢ Casa za
amorfizacijo pri mletju.

Bahl in Bogner (37) sta hotela ovrednotiti vpliv razmerja med indometacinom in Neusilinom
ter odstotka vlage tekom mletja na kinetiko amorfizacije, poleg tega sta tudi onadva dolocala
stabilnost in naravo interakcij. V odsotnosti Neusilina ni prislo do amorfizacije u¢inkovine po
14 dneh mletja niti pri 0% RH, niti pri 75% RH. Nato sta mlela vzorce v razli¢nih razmerjih
indometacin:Neusilin (1:1 do 1:5). Ugotovila sta, da je povecan delez Neusilina napram
indometacinu zmanjsal ¢as amorfizacije in da je povecana vlaga med mletjem olajSala proces
amorfizacije, kar se je bolj poznalo pri vzorcih z nizjim delezem ucinkovine. Zakljucila sta, da

sta procesna vlaga in masno razmerje uc¢inkovine in Neusilina pomembna faktorja pri procesu
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mletja s krogliénim mlinom, ki vplivata na amorfizacijo. Pri nekaterih delno amorfiziranih
vzorcih, shranjenih pri 40°C/75% RH sta opazila nadaljnjo amorfizacijo. Spontana
amorfizacija indometacina z Neusilinom nakazuje na to, da je kemijski potencial indometacina
v mletih zmeseh nizji kot v Cistem indometacinu. Z FTIR sta dolocala interakcije, ugotovila
sta prisotnost vodikovih vezi in povrSinskih interakcij med kovinskimi ioni Neusilina ter
ucinkovino.

Tako kot Mclean (32), sta tudi onadva ugotovila, da proces poteka v dveh fazah: zacetni hitri
fazi, ki ji sledi faza pocasnejSe amorfizacije. Pri vecjih delezih Neusilina je bila ta prva faza
bolj izrazita. To naj bi kazalo na obstoj visoko-energetskih lokacij na povrsini Neusilina (angl.
high energy sites). Ugotovila sta tudi najmanjsi delez, kjer je S¢ mogoce dose¢i popolno
amorfizacijo, to je 1 (indometacin):0,3 (Neusilin).

Ista avtorja sta naredila $Se eno raziskavo z indometacinom (2). Raziskala sta povecanje
spros¢anja ucinkovine, mlete z Neusilinom, v razli¢nih medijih (0,1N HCI, voda, fosfatni
pufer, pH=6,8). Ugotovila sta, da je pri mletju z Neusilinom prislo do zelo velikega povecanja
spros¢anja (500 krat v vodi, 3,7 krat v fosfatnem pufru). Vendar pa tega poveanja ne
pripisujeta le dejstvu, da je med mletjem ucinkovina amorfizirala, ampak naj bi bili za
povecanje sproscanja Krivi tudi drugi dejavniki. Namrec¢, ko sta pri testu sproS¢anja v medij
dodala u¢inkovino in Neusilin v enakem razmerju, Se je koncentracija raztopljene uc¢inkovine
povecala. Zakljucila sta, da k povecanju sprosc¢anja lahko bistveno pomagajo tudi sprememba
pH medija sprosc¢anja (Neusilin naj bi deloval kot pufer, njegova 4% ut/vol raztopina ima pH
7,4) ter spro¢anje ionov (Mg®, AI**) in silicijeve kisline iz Neusilina. Zaradi tega tudi
pravita, da silikatov ni mogoce obravnavati kot popolnoma inertne snovi.

Manj je znanega o uporabi Neusilina pri u¢inkovinah, ki nimajo kislih funkcionalnih skupin.
V literaturi je bilo ze opisano, da silikati stabilizirajo nekisle ZU, kot npr. progesteron (36).
Prednost pri uporabi silikatov namesto organskih polimerov pri nekislih spojinah ni o€itna, ker
ni dodatne stabilizacije s tvorbo soli. Ceprav je pri silikatih, ki vsebujejo druge kovinske ione,
kot so Mg?* in AI¥*, moznost tvorbe ion-dipol interakcij, ki dodatno stabilizirajo kompleks.

Torej je treba gledati na prednost uporabe Neusilina za vsako ué¢inkovino posebej (32).
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1.3.2 MLETJE INDOMETACINA S SYLISIJO 350

Porozni silicijev dioksid Sylisia® 350 je bel, mikroniziran amorfen prasek z visoko
poroznostjo in veliko specifi¢no povriino priblizno 280 m?/g, ki se uporablja kot pomozna
snov v farmacevtski, prehrambeni in kozmeti¢ni industriji (38). lzdelan je iz kemijsko
inertnega amorfnega silicijevega dioksida visoke Cistote (99,7% SiO;). Povprecna velikost
delcev znasa od 3,1 do 20,0 um, povpre¢na velikost por pa je 25 nm. Je pomemben dodatek
pri tabletiranju za izboljSanje preto¢nih lastnosti in stisljivosti zmesi za tabletiranje (39).

Watanabe in sodelavci (40) so mleli indometacin s SiO; z vibracijskim mlinom. Amorfizacija
ucinkovine v prisotnosti SiO, je potekala hitreje kot brez nje. Stabilnost tako narejene trdne
disperzije so primerjali s stabilnostjo disperzije, narejene z metodo hitre ohladitve taline
u¢inkovine. Opazovali so stopnjo rekristalizacije indometacina pri obeh vzorcih pri 30°C in
11% RH. Ugotovili so vec¢jo stabilnost amorfnega indometacina, pridobljenega z mletjem kot
pa tistega s hitro ohladitvijo taline. Za analizo interakcij med u¢inkovino in SiO,, do katerih
prihaja med mletjem, so uporabili ?°Si in *C NMR. Ugotovili so, da mletje omogo&a tvorbo
tako imenovanih mehansko induciranih kemijskih interakcij povrSine indometacina s
silanolnimi skupinami SiO, in mehansko poSkodovanimi siloksanskimi vezmi. Na ta nacin
pride do omejevanja mobilnosti molekul u¢inkovine in stabilizacije amorfne strukture. Zaradi
omejevanja mobilnosti daje mletje bolj stabilno obliko kot hitra ohladitev taline. Amorfna
oblika indometacina v zmletih zmeseh je bila bolj stabilna kot pri Cistem amorfnem
indometacinu. Poleg tega so bile razlike v stabilnosti razli¢no dolgo mletih zmesi zelo velike,
saj naj bi prisotni mikrokristali u¢inkovine v ne dovolj zmletih vzorcih predstavljali jedra za

kristalizacijo.

1.3.3 MLETJE UCINKOVIN Z OSTALIMI ANORGANSKIMI OKSIDI

Mallick in sodelavci so se ukvarjali z mletjem ibuprofena z aluminijevim hidroksidom (41) in
kaolinom (hidratiran aluminijev silikat) (42). Ko so mleli ¢isti ibuprofen, ni prislo do
amorfizacije. Z obema pomoznima snovema S0 uc¢inkovino mleli v razmerjih 1:0,1, 1:0,5, 1:1
in 1:2. Analizirali so interakcije, stabilnost ter spros¢anje. XRPD in SEM analize so pokazale,

da je v obeh primerih priSlo do kislinsko-bazne reakcije med karboksilno skupino ibuprofena
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in pomozno snovjo. Popolna amorfizacija je bila dosezena pri razmerju 1:2. Stabilnost so
preverjali pri 40°C/75% RH. Po desetih tednih ni bilo opaziti nobene pretvorbe v kristalno
obliko. Najvecje izboljsanje sproScanja so dosegli pri razmerju ucinkovina:AlOH 1:0,5 in
1:0,1. Pri razmnerju 1:2 so nastali vlazni aglomerati, kar je zmanjS$alo spro$c¢anje. Dobili so
naslednje zaporedje hitrosti spros¢anja: 1:0,5 > 1:0,1> Ccisti ibuprofen mleti > kristalni
ibuprofen > 1:1 > 1:2. Pri mletju s kaolinom pa ni prihajalo do tvorbe aglomeratov in so bili
razultati sproscanja taki, kot so jih pri¢akovali: 1:2 > 1:1 > 1:0,5 > 1:0,1 > Cisti ibuprofen mleti
> Kkristalni ibuprofen.

Naslednja spojina, s katero so delali raziskave z mletjem, je aluminijev oksid Al,Os, ki so ga
mleli z uinkovinama piroksikam in meloksikam (43). Med mletjem so prisli do tvorbe
stabilnih sestavov ucinkovine z aluminijevim hidroksidom, ki so vsebovali uéinkovino v
amorfnem stanju. U¢inkovina se je razporedila po povrsini oksida in prislo je do nastanka
metastabilnega sistema. Opazene spremembe v IR spektru mletih zmesi kazejo na interakcije
uéinkovine z aktivnimi povrSinskimi mesti aluminijevega oksida. Za vezi so odgovorne
naslednje skupine: amid, sulfat, enolna skupina in N iz piridila/tiazola. Uporabili so tudi
dodatno analizo XPS (ang. x-ray photoelectron spectroscopy), s katero so lahko ocenili

debelino filma u¢inkovine na povrsini oksida.

1.3.4 MLETJE UCINKOVIN Z ORGANSKIMI POMOZNIMI SNOVMI

Studija mletja z organskimi pomoznimi snovmi je bila narejena tudi na karvedilolu, opravili so
jo Swamy in sodelavci (44). Z mletjem karvedilola z razli¢nimi pomoznimi snovmi So
poskusali izboljsati njegovo sproscanje. Uporabili so naslednje pomozne snovi: laktoza,
koruzni $krob, obdelan agar in mikrokristalno celulozo (MCC). Ucinkovino (karvedilol) in
pomozne snovi so mleli v masnih razmerjih 1:1, 1:3, 1:4 in 1:9. Mletim zmesem so nato
dolocCevali vsebnost ucinkovine, sproS¢anje, stabilnost in interakcije med ucinkovino in
pomoznimi snovmi. Ugotovili so, da zmesi karvedilol in mikrokristalna celuloza v razmerju
1:9 ter karvedilol in obdelan agar v razmerju 1:9 dajejo najboljSe rezultate, saj se sproscanje
obcutno poveca. Kartkoro¢ne stabilnostne Studije so pokazale, da so mlete zmesi stabilne pri
40°C/75% RH vsaj tri mesece. Test raztapljanja je pokazal, da se Cista u¢inkovina raztaplja

pocasi, v fizikalnih zmeseh s pomoznimi snovmi se je pokazalo manjSe izboljSanje v
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primerjavi s ¢isto ucinkovino. Mlete zmesi pa so pokazale veliko povecanje hitrosti
sproscanja. Ugotovili so, da je hitrost spros¢anja odvisna od razmerja ucinkovina:pomozna
snov in sicer se je s poveCanim delezem pomozne snovi povecala hitrost sproscanja. Najvecje
povecanje hitrosti spro$¢anja so dobili pri MCC in obdelanem agarju, kar so pripisali njuni
vodotopnosti in povecani mocljivosti mikroniziranih delcev ZU. Z IR spektroskopijo so
ugotovili, da do interakcij ué¢inkovina-pomozna snov ni prislo.

Toshiro in sodelavci so uspeli povecati topnost u¢inkovine glibenklamid z mletjem z visoko
razvejanim ciklicnim dekstrinom (angl. highly branched cyclic dextrin-HBCD) (45).
Molekularno stanje glibenklamida so analizirali z XRPD in DSC. Ugotovili so, da najvecji
vzrok za poveCanje topnosti ni pretvorba v drugo kristalno obliko, ampak amorfizacija
u¢inkovine, povzroéena z mletjem zmesi s HBCD. Do povecanja topnosti je prislo tudi pri
ro¢nem mesanju v terilnici, vendar je pri tem postopku prihajalo do agregacije praskov in po
15 minutah je nastala lepljiva gmota.

Sugimoto in sodelavci so povecali topnost nifedipina (46). Naredili so sistem ZU-PEG6000-
HPMC, uc¢inkovino so vmesali v staljen polietilenglikol in dodali hidroksipropilmetil celulozo,
ohladili na sobni temperaturi in strjeno maso mleli v kroglicnem mlinu. Najprej so mleli brez
dodatka topila in ugotovili, da je prislo do le majhnega povecanja topnosti. Nato pa so mleli Se
ob dodatku vode. Koli¢ina dodane vode je bila 40% skupne teze mletega vzorca. Dodatek
vode kot topila med mletjem je povzrocil veliko povecanje topnosti izdelane zmesi. Z XRPD
so ugotovili, da u¢inkovina ni v celoti amorfizirala, ampak da je del ostal v kristalnem stanju.
Analizirali so velikost delcev, ta je v odsotnosti vode 300-400 nm, v prisotnosti pa 50-200 nm.
To pojasnjuje veliko razliko topnosti ob dodatku vode med mletjem.

Shakhtsneider in sodelavci so z mehansko aktivacijo pridobili trdno disperzijo ibuprofena in
polietilenglikola (PEG) (47). PEG so raztalili, zmesali z ZU, ohladili in dali na mlin. Ugotovili
so, da je hitrost sproscanja uc¢inkovine odvisna od molekulske mase nosilca disperzije in od
deleza nosilca. Najvisja hitrost spro$canja je bila dosezena v sistemih, ki vsebujejo
ekvimolarne koli¢ine uc¢inkovine in PEG 4000 ali PEG 6000. Z IR-spektroskopijo so dokazali,
da z mletjem povecamo interakcije (vodikove vezi) med ucinkovino in PEG, z XRPD pa, da
pride do amorfizacije ZU, pri ¢emer mora biti delez PEG dovolj velik za popolno

amorfizacijo.
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Kot zelo primerna snov za stabilizacijo amorfne oblike u¢inkovine v obliki trdnih disperzij se
je izkazal polivinilpirolidon (PVP). Z njim so uspes$no mleli ibuprofen, sulfatiazol, fenotiazin,
akridin, kloranil in vitamin K (48-50).

Mura in sodelavci so proucevali trdne disperzije glizentida in PVP, namen njihove raziskave je
bil izboljsati topnost in hitrost spros¢anja ucinkovine (51). Mleli so samo ucinkovino in
uc¢inkovino z dodatkom polivinilpirolidona (PVP). Pretvorbo v amorfno obliko so dokazovali
z DSC analizo. Ugotovili so, da se z mletjem tudi Cisti glizentid spremeni v amorfno obliko,
vendar se ta ¢as pretvorbe ob dodatku PVP skraj$a z 180 minut za ¢isto ZU na 30 minut pri
zmesi s PVP pri enaki intenzivnosti mletja. Amorfni vzorci v disperziji so bili stabilni najmanj
4 mesece pri sobni temperaturi. Pri testu raztapljanja so prisli od ugotovitev, da se hitrost
raztapljanja poveca ze pri mletju Ciste ZU, kar se poveluje z inteziteto mletja. Vzrok za
povecano hitrost raztapljanja je v zmanj$anju velikosti delcev in v amorfizaciji ZU. Pri zmeseh
ZU in PVP so ugotovili $e dodatno izboljSanje hitrosti spros¢anja ze pri fizikalni zmesi, kar je
posledica boljse mocljivosti zaradi hidrofilnih lastnosti PVP, Se bolj pa pri mleti zmesi, kar je

posledica obeh dejavnikov: amorfizacije in povecane mo¢ljivosti.

1.4 VPLIV MLETJA NA KRISTALNE PRETVORBE

Poleg amorfizacije spojine pride lahko pri mletju tudi do spremembe kristalne oblike. Pride do
pretvorbe iz enega polimorfa v drugega ali v zmes dveh ali ve¢ih polimorfov. Razli¢ni
polimorfi lahko pomembno vplivajo na fizikalno kemijske lastnosti, razvoj formulacije
zdravila in izdelavo zdravila, kar pripelje do razlik v sproscanju, stabilnosti in bioloski
uporabnosti zdravila. Zato je pomembno izbrati stabilen polimorf, ki zagotavlja stabilnost in
ucinkovitost kon¢ne farmacevtske oblike.

Chieng in sodelavci so se ukvarjali s proucevanjem vpliva mletja na polimorfno stabilnost
ranitidin hidroklorida oblike 1 kot funkcijo ¢asa in temperature mletja (52). Za primerjavo so
mleli tudi obliko 2. Mleli so vzorce ranitidin hidroklorida oblike 1 in 2 v ¢asovnih obdobjih od
30 do 240 minut pri treh razliénih temperaturah: 4°C, 12°C in 35°C. Med mletjem so merili
temperaturo mletega vzorca z infrarde¢im termometrom. Po dolo¢enem ¢asu mletja so odprli

mlin in brez dotika vzorca izmerili temperaturo. Ugotovili so, da je temperatura vzorca med
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mletjem drasti¢no narascala prvih 30 minut, do 60. minute pa je dosegla plato. Maksimalne
kon¢ne temperature mletih vzorcev so bile 36°C pri temperaturi mletja 4°C, 45°C pri
temperaturi mletja 12°C in 62°C pri temperaturi mletja 35°C. Pri mletju oblike 1 pri 4°C je
bila kon¢na temperatura vzorca 36°C in se je spremenil v popolnoma amorfno obliko. Pri
temperaturi mletja 12°C (temperatura vzorca 45°C) in pri 35°C (temperatura vzorca 62°C) se
je pokazala napredna pretvorba oblike 1 preko amorfne oblike v obliko 2. DSC mletih vzorcev
je pokazal steklast prehod pri 13-30°C in kristalizacijski eksotermni vrh (T¢) med 30 in 65°C,
¢e je vzorec vseboval amorfno obliko. Odkrili so, da je obnasanje vzorca odvisno od razmerja
med kon¢no temperaturo vzorca in T¢; pri temperaturi praska pod T, Se pojavi pretvorba v
amorfno obliko, medtem ko do pretvorbe v obliko 2 ne pride. Pri temperaturah blizu T se v
zacetni fazi poveca delez amorfne oblike, ki z nadaljnim mletjem prehaja v obliko 2. Pri
temperaturah, veliko visjih od T, pa je v vmesni fazi opaziti manj amorfne oblike spojine,
poleg tega pa tudi obe kristalni obliki, medtem ko nadaljnje mletje privede do ¢iste oblike 2.
Pri mletju oblike 2 ni pri nobenih pogojih potekla pretvorba v obliko 1.

Namen raziskave Lina in sodelavcev je bil prouditi vpliv mletja na polimorfno transformacijo
gabapentina (GBP) (53). GBP obstaja v 4 oblikah: I, 11, 11I, IV. Oblika I je monohidrat, ostale
tri pa anhidrati. Najbolj stabilna je oblika II. Ta je tudi komercialno dostopna, zato so uporabili
kar to komercialno. Ostale tri so pripravili po predpisanih postopkih. Vsako obliko posebej so
mleli 120 minut, vzorce so analizirali z FTIR. Ugotovili so naslednje pretvorbe: GBP | je
najprej dehidriral, nato pa se pretvoril v obliko 11. GBP Il se je najprej spremenil v obliko 1lI,
nato pa v kon¢no obliko IV. GBP III se je najprej pretvoril v GBP II, nato v GBP III in kon¢no
v GBP IV. Obliko II so mleli tudi z razliénimi pomoznimi snovmi. Ugotovili so, da pri
dodatku pomoznih snovi manitol, koruzni $krob, magnezijev stearat in B-ciklodekstrin ni
prislo do polimorfne pretvorbe. Pri uporabi dekstrina, hidroksipropil B-ciklodekstrina,
hidroksipropilmetil celuloze ali gelatina pa je prislo do pretvorbe v obliko IV. Zaklju¢ili so, da
je polimorfna transformacija GBP Il pri mletju s pomoznimi snovmi odvisna od tipa pomozne
snovi.

Cheng in sodelavci pa so dolocali polimorfno pretvorbo famotidina med mletjem in preucevali
sinergijo vplivov mletja in segrevanja na ta proces (54). Famotidin tvori dva polimorfa: obliko
A in obliko B. Material, ki so ga mleli, je bila oblika B, ki so je pripravili s prekristalizacijo iz

metanola. Pretvorbo so dologali z ramansko spektroskopijo. Oblika A ima vrh pri 2920 cm™,
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oblika B pa pri 2897 cm™. Intenziteta vrha pri 2897 cm™ je tekom mletja padala, medtem ko je
pri 2920 cm™ ta postopoma nara$¢ala. To kaze na pretvorbo famotidina iz oblike B v obliko A.
Ugotovili so, da sta bili obe obliki enakomerno razporejeni po vzorcu. Ko so greli ¢isto obliko
B do 150°C, ni prislo do pretvorbe v obliko A. Dvig temperature med mletjem pa je
sinergisticno pospesil polimorfno pretvorbo. Dolo¢ili so tudi kriticno temperaturo, kjer se je ta
sinergizem drasti¢no povecal, to je 130 stopinj pri 10 minutnem mletju in 110 stopinj pri 30

minutnem mletju.

1.5 KARVEDILOL

Karvedilol je bela ali skoraj bela kristalini¢na snov. Je zelo tezko topen v vodi, zmerno topen v
alkoholu ter zelo tezko topen v razred¢enih kislinah. Izkazuje polimorfizem.

Karvedilol je antihipertenzivna u¢inkovina, neselektivno inhibira f-adrenergi¢ne receptorje ter
selektivno aj-adrenergi¢ne receptorje. Ima vazodilatacijski ucinek (Siri Zile, s tem pa zniza
krvni tlak). Ima tudi antioksidativne in antiproliferativne lastnosti.

Ucinkovina je racemat, enantiomera se razlikujeta po ucinkih in po presnovi. Enantiomer S (-)
zavira adrenergi¢ne receptorje alfal in beta, enantiomer R (+) pa zavira le receptorje alfal.
Karvedilol se po zauZitju hitro in skoraj v celoti absorbira. V plazmi se skoraj v celoti veZe na
beljakovine. Biolosko uporabne je le priblizno 30 % zauzite koli¢ine karvedilola, saj se zelo
hitro presnavlja ze pri prvem prehodu skozi jetra (predvsem s pomocjo jetrnih encimov
CYP2D6 in CYP2C9). Pri tem nastanejo tudi trije aktivni presnovki, ki zavirajo adrenergi¢ne
receptorje beta; eden izmed njih (4’hidroksifenilni derivat) kar 13-krat mo¢neje kot karvedilol.
Aktivni presnovki delujejo v primerjavi s karvedilolom le Sibko vazodilatacijsko. Presnova je
stereoselektivna, zato je plazemska koncentracija karvedilola R (+) dva- do trikrat vecja od
karvedilola S. Razpolovni ¢as izlo¢anja je razli¢en: 5 do 9 ur za karvedilol R (+) in 7 do 11 ur
za karvedilol S (-), izloca se predvsem z blatom. Priporoceni najvecji odmerek je 2x25 mg na
dan.

Karvedilol se uporablja pri zdravljenju zviSanega krvnega tlaka (hipertenzije) ter za
prepreCevanje napadov za prsnico (angina pektoris). Uporablja se tudi za zmanjSanje smrtnosti

pri bolnikih z levo ventrikularno disfunkcijo, ki sledi miokardnemu infarktu (55).
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OSNOVNI PODATKI
IUPAC poimenovanje: 1-karbazol-4-iloksi-3-[2-(2-metoksifenoksi)etilamino]propan-2-ol

Strukturna formula:
Molekulska formula: C,4H2N>04
Molekulska masa: 406,48 g/mol

POLIMORFNE OBLIKE KARVEDILOLA
Razli¢ne polimorfne oblike karvedilola so predstavljene v preglednici 1. Poleg polimorfov
karvedilol tvori tudi solvate (npr. karvedilol etil acetat solvat, karvedilol dihidrogen metanol

solvat) in hidrate (karvedilol dihidrogenfosfat dihidrat).

Preglednica I: Polimorfne oblike karvedilola in temperature talis¢a, povzeto po (56)

Oblika DSC odziv

oblika | temperatura talis¢a 123-126°C
oblika Il temperatura talis¢a 114-115°C
oblika Il temperatura taliS¢a 92-95°C, nato

rekristalizacija pri 105°C, 114°C (temperatura

taliSca oblike II)
oblika IV temperatura talis¢a 104°C
oblika V 67°C (rekristalizacija), 115°C (talis¢e)
oblika VII 73°C (polimorfna modifikacija v obliko II),

114°C (temperatura taliS¢a oblike IT)
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2 NAMEN DELA

Namen diplomskega dela je preuditi vpliv mletja karvedilola s pomoznimi snovmi na njegovo
kristalno obliko in lastnosti. V prvem sklopu naloge se bomo oprli na diplomsko nalogo
Mateje Curi¢ (56), ki je z mletjem karvedilola z razli¢nimi aminokislinami poskusala narediti
kokristale. Dokazala je, da je prislo pri mletju z aminokislinama tirozin in serin do popolnega
prehoda karvedilola iz kristalne oblike II v obliko I. Ta eksperiment bomo ponovili in proucili
fizikalno stabilnost nastale kristalne oblike pri 40°C/75% RH oziroma 21°C/8% RH ter vpliv
Kristalnih pretvorb na spro$¢anje u¢inkovine. V drugem sklopu pa smo si za mletje izbrali Se
dve anorganski porozni pomozni snovi Neusilin® US2 in Sylisia® 350 z namenom pridobitve
stabilne amorfne oblike karvedilola z izboljSanim spro$¢anjem.

Pripravili bomo fizikalne zmesi v razli¢nih stehiometrijskih razmerjih u¢inkovine in pomozne
snovi ter jih razlicno dolgo mleli v kroglicnem mlinu. Z aminokislinami bomo mleli brez
topila in z dodatkom majhnih mnozin etanola, z Neusilinom in s Sylisijo pa samo brez topila.
Lastnosti mletih zmesi bomo primerjali s fizikalnimi zmesmi u¢inkovine in pomozne Snovi.
Izdelane vzorce bomo analizirali z metodo diferen¢ne dinamiéne kalorimetrije (DSC), nato pa
jih bomo shranili pri dveh razli¢nih pogojih: 40°C/75 % relativni vlaznosti zraka ter 21°C/8 %
relativni vlaZznosti zraka. Po dveh, §tirih in $estih tednih jih bomo ponovno analizirali z DSC in
na podlagi dobljenih rezultatov ocenili njihovo stabilnost.

Ob casu priprave vzorcev in po Sestih tednih shranjevanja bomo opravili za vse vzorce tudi
test sprosc¢anja, s ¢cimer bomo ugotovili, kako mletje vpliva na hitrost spros¢anja karvedilola in

kako na sproscanje vpliva shranjevanje pri razli¢nih pogojih.
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI

Ucinkovina:
e karvedilol (Krka, Slovenija)
PomozZne snovi:
e serin (Sigma Aldrich Chemie, Nemcija)
e tirozin (Sigma Aldrich Chemie, Nemcija)
e Sylisia® 350 (Fuji, Japonska)
e Neusilin® US2 (Fuji, Japonska)
Topila:
e ctanol (Merck, Nemcija)
e ctilacetat (Merck, Nemcija)
Reagenti za pripravo medija za test spros¢anja:
e natrijev dihidrogenfosfat dihidrat, NaH,PO4x2H,0 (Merck, Nemc¢ija)
e natrijev hidroksid, NaOH (Merck, Nemcija)
e preciScena voda
Reagenti za pripravo pogojev za test stabilnosti:
e NaCl
e KOH
Laboratorijski pribor:
e Colnicki za tehtanje
e Spatule, Zlicke
e pipete
e patena
e steklovina (CaSe, buCke, merilni valji, epruvete)
o eksikator
e brizga, igle, filtri (RC 0.45 pm: Minisart® RC 25, Sartorius Stedim Biotech GmBH,

Nemcija)
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Aparature:

Tehtnica A&D Instruments LTD, GH-300-EC, Italija

Analizna tehtnica Mettler Toledo AG 245, Svica

Vibracijski mlin Pulverisette 0, Fritsch, Nemc¢ija

Diferen¢ni dinami¢ni kalorimeter: Mettler Toledo Differential Scanning Calorimeter
DSC1, opremljen s programsko opremo STARe Software v9.30, Svica

Naprava za merjenje pH vrednosti raztopin: pH METER, Mettler Toledo MA235,
Svica

Naprava za test spros¢anja: Erweka DT6 , Nemcija

Spektrofotometer: Hewlett Packard, HP 8453, UV-Visible spectroscopy system,
Nemcija

Osebni racunalnik Hewlett Packard Vectra XA povezan z UV spektrofotometrom

3.2 METODE
Miletje vzorcev:

Vzorce smo mleli z vibracijskim mlinom Pulverisette 0 (slika 4). U¢inkovino in pomozno

snov smo natehtali v dolo¢enem razmerju in prenesli v moznar. Tam smo zmes s spatulo

premesali, mlin zaprli in nastavili ¢as mletja. Sestava praskov in pogoji mletja So predstavljeni

v preglednici II.
Preglednica Il: Pregled mletih vzorcev

masa pom.
pripravljeni vzorci masa ZU (mg) | snovi (mg) topilo ¢as mletja
karvedilol 400 / / 30 min
karvedilol 400 / 100 ul EtOH| 30 min
karvedilol:tirozin (1:1)* 276,6 123,4 / 30 min
karvedilol:tirozin (1:1)* 276,6 123,4 1200 ul EtOH| 60 min
karvedilol:serin (1:1)* 317,8 82,2 / 30 min
karvedilol:serin (1:1)* 317,8 82,2 200 ul EtOH| 60 min
karvedilol:Neusilin US2 (1:2)** 133,3 266,7 / 120 min
karvedilol:Sylisia 350 (1:2)** 133,3 266,7 / 120 min

*(1:1) je stehiometrijsko razmerje med karvedilolom in pomoZno snovjo

*%(1:2) je masno razmerje med karvedilolom in pomoZzno snovjo
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Vsi vzorci so imeli skupno maso 400 mg. Najprej smo mleli Cisti karvedilol, nato pa Se z
dodatkom 100 pl etanola kot topila. Pri mletju karvedilola z aminokislinami smo pripravili
vzorce v stehiometrijskem razmerju 1:1, pri mletju s Sylisijo in Neusilinom pa v masnem
razmerju 1:2. Z aminokislinami smo mleli brez in z dodatkom topila. Tega smo dodali 100 pl
pred mletjem in Se 100 pl po 30 minutah mletja, nato smo nadaljevali z mletjem $e 30 min. S

Sylisijo in Neusilinom smo mleli 120 min brez prekinitev in brez dodatka topila.

RN T VA AR

Slika 4: Vibracijski mlin Pulverisette O, Fritsch

Vibracijski mlin melje prasek s trenjem, drgnjenjem in zadevanjem krogle ob vzorec v
moznarju. MoZnar vibrira elektromagnento, s pomocjo elektromotorja, vibracije pa se
prenesejo iz krogle na mleti material in obratno. Na zacetku mletja je manjSanje grobih delcev
posledica udarcev krogle ob delce, kasneje pa so drobni delci zmleti z drgnjenjem materiala
med kroglo in dnom mozZnarja. Material se nenehno poseda zaradi vibracij, zato se tudi dobro
premesa. Energijo udarca in trka krogle ob steno moznarja lahko poljubno nastavljamo, kar

dovoljuje precizno prilagajanje pogojev mletja vzorca, ki ga meljemo (57).

Priprava fizikalnih zmesi:
Za pripravo fizikalnih zmesi smo natehtali enake mase u¢inkovine in pomoZznih snovi kot pri
pripravi vzorcev za mletje. Zatehtane koli¢ine smo prenesli v pateno in mesali s spatulo 15

minut.
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Diferen¢na dinami¢na kalotimetrija (DSC):

DSC analiza vzorcev je bila opravljena z diferen¢nim dinami¢nim kalorimetrom iMettler-
Toledo Differential Scanning Calorimeter DSC1, opremljenim s programsko opremo STARe
Software v9.30 na Fakulteti za farmacijo, Univerza v Ljubljani. Meritve so bile izvedene v
dusikovi atmosferi (pretok dusika je znasal 50 ml/min). Hitrost segrevanja je znasala 10

K/min.

Test fizikalne stabilnosti:

Za test stabilnosti smo shranili vzorce pri dveh razli¢nih pogojih, pri 40°C/75% RH ter pri
21°C/8% RH. Pogoje s povisano temperaturo in vlaznostjo zraka smo zagotavljali v
elektricnem suSilniku z nasi¢eno raztopino NaCl, medtem ko smo nizko relativno vlaznost
zraka pridobili v eksikatorju pri sobni temperaturi z nasi¢eno raztopino KOH. Vzorce smo
analizirali z DSC analizo po dveh, stirih in Sestih tednih. Poleg vseh mletih vzorcev smo

shranili tudi Cisti nemleti karvedilol, ¢isti serin in tirozin ter pripravljene fizikalne zmesi.

Preskus spros¢anja:

Preskus sproscanja smo izvedli po Ph. Eur. 7"Ed, pri demer smo uporabili napravo z vesli
Erweka DT6 na Fakulteti za famacijo, Univerza v Ljubljani. Pripravili smo tolik§no maso
vzorca, ki je vsebovala 25 mg ucinkovine, kar ustreza enkratnemu odmerku te uc¢inkovine. Za
preskus spro$¢anja smo uporabili fosfatni pufer s pH 6,8. Ta medij smo izbrali, ker je
zdravilna uc¢inkovina pri tem pH-ju slabSe topna in je videti ve¢je razlike med mletimi in
nemletimi vzorci. Pri nizjem pH-ju je dobro topna in rezultati ne bi bili tako diskriminatorni.
Ob dolocenih ¢asovnih intervalih (1, 2, 3, 5, 10, 15, 30, 45, 60, 120 min) smo ro¢no z brizgo
odvzeli 10 ml vzorca iz raztopine ter ga filtrirali z uporabo filtra Minisart® RC 25 0,45um
(Sartorius, Nem¢ija). Volumna odvzetega vzorca nismo nadomescali, zato smo pri racunanju
upostevali izgubo volumna. Poskus smo izvedli v dveh paralelah, volumen medija je bil 900
ml, temperatura medija je znaSala 37+0,5 °C, hitrost meSanja pa 50 obratov na minuto.
Koncentracijo ucinkovine iz odvzetih vzorcev smo dolocili spektrofotometricno z UV-VIS
spektrofotometrom Hewlett Packard, HP8453 (Nemcija) na Fakulteti za farmacijo, Univerza v
Ljubljani z merjenjem absorbance pri 332 nm in ra¢unanjem na osnovi umeritvene premice.

Absorbanco smo pomerili v kiveti iz kvar¢nega stekla in potjo Zarka 1,0 cm.
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Izdelava umeritvene premice:

Natehtali smo priblizno 10 mg karvedilola in si zapisali tocno vrednost za nadaljnje racunanje.
Nato smo dodali 10 ml metanola, da se je vsa u¢inkovina raztopila, in dopolnili s prec¢is¢eno
vodo do 250 ml. Iz tako pripravljene raztopine smo pripravili razred¢itve 2/10, 2,5/10, 3/10,
4/10, 4,5/10 in 5/10, ter jih pomerili s spektrofotometrom. Opisan postopek smo naredili v
dveh paralelah. Na podlagi rezultatov spektrofotometri¢nih meritev je program izracunal

umeritveno premico.

Priprava medija za spros§c¢anje:

Fosfatni pufer (pH 6,8): v 1000 ml buco smo natehtali 6,8 g NaH,PO4x2H,0 in dodali 900 ml
precis¢ene vode. pH smo uravnali z raztopino 0,9 g NaOH v 100 ml vode. pH smo merili s pH
metrom Mettler Toledo MA235 (Svica).
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA

ANALIZA VZORCEV IZHODNEGA NEMLETEGA KARVEDILOLA

Aexo

karvedilol brez mletja. shranjen pri 40°C/75%RH.
___po6tednih

Onset

karvedilol brez mletja, shranjen pri 40°C/75%RH,
po 4 tednih

karvedilol brez mletja. shranjen pri 40°C/75%RH.
__po2tednih

karvedilol brez mletja
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Lab: METTLER

STAR® SW 9.30

Slika 5: DSC krivulje izhodnega karvedilola, shranjenega pri 40°C/75% RH, v ¢asu 0 ter po 2,4 in 6 tednih

fexo
karvedilol brez mletja, shranjen pr1 21°C/8%RH. |”|\‘l H:ii -
. po 6 tednih Heating Rate 1000 “Crain -1
5 — — I — —
.‘:
karvedilol brez mletja. shranjen pri 21°C/8%RH. {
po 4 tednih |
56 . . .
ml\: karvedilol brez mletja, shranjen pri 21°C/8%RH,
po 2 tednih
Karvedilol brez mletja
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Lab: METTLER

STAR® SW 9.30

Slika 6: DSC krivulje izhodnega karvedilola, shranjenega pri 21°C/8% RH, v ¢asu 0 ter po 2, 4 in 6 tednih
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Slika 7: Diagram raztapljanja izhodnega karvedilola brez mletja, karvedilola brez mletja po 6 tednih pri
40°C/75% RH in izhodnega karvedilola 6 tednih pri 21°C/8% RH

Sliki 5 in 6 predstavljata DSC krivulje Cistega nemletega izhodnega karvedilola, slika 7 pa
diagram raztapljanja le tega. Na DSC vidimo endotermen vrh pri 115°C, kar predstavlja
taljenje karvedilola oblike Il. Opazimo lahko tudi, da se krivulje po 2, 4 in 6 tednih pri obeh
pogojih shranjevanja ne razlikujejo v Stevilu, obliki ali poziciji vrhov, torej sklepamo, da je
Cisti karvedilol stabilen tako pri poviSani temperaturi in vlagi kot tudi pri sobni temperaturi in
znizani zracni vlagi. Na diagramu raztapljanja vidimo, da se v dveh urah raztopi 21%
ucinkovine, pri vzorcu, ki je bil 6 tednov shranjen pri 40°C/75% RH, je bilo raztapljanje
podobno (19%). Karvedilol, ki je bil 6 tednov shranjen pri nizki zra¢ni vlagi, pa je imel kar za
polovico slabse raztapljanje (10% raztopljene uc¢inkovine v dveh urah). To je lahko posledica
tega, da se je pri znizani relativni vlaznosti zraka voda desorbirala s povrsine delcev, s ¢imer

so ti postali bolj hidrofobni in manj mo¢ljivi.
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ANALIZA VZORCEV MLETEGA KARVEDILOLA BREZ TOPILA

exo
karvedilol mlet brez topila, 40°C/75%RH.
po 6 tednih
, , . T~ T -
karvedilol mlet brez topila, 40°C/75%RH. - A
po 4 tednih \
karvedilol mlet brez topila. 40°C/75%RH. ""‘.‘
_ po 2 tednih \
- - \ \ P
karvedilol mlet brez topila ‘
20
mw
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Lab: METTLER STAR® SW 9.30

Slika 8: DSC krivulje karvedilola, mletega brez topila in shranjenega pri 40°C/75% RH, ob ¢asu 0 ter
po 2, 4 in 6 tednih

hexo

karvedilol mlet brez topila, 21°C/8%RH.
po 6 tednih

karvedilol mlet brez topila. 21°C/8%RH. .", |
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Lab: METTLER
Slika 9: DSC krivulje karvedilola, mletega brez topila in shranjenega pri 21°C/8% RH, ob casu 0 ter po

2,4 in 6 tednih
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Slika 10: Diagram raztapljanja karvedilola brez mletja, karvedilola mletega brez topila ter karvedilola
mletega brez topila in hranjenega 6 tednov pri dveh pogojih (40°C/75% RH, 21°C/8% RH)

Na slikah 8 in 9 vidimo, da sta se pri mletje karvedilola brez topila na DSC krivulji pojavila
dodatni endotermni vrh pri 39°C in eksotermni vrh pri 60°C. Gre za steklast prehod, ki mu
sledi rekristalizacija. Pri mletju je torej prislo do amorfizacije dela oziroma celega vzorca
ucinkovine. Na DSC krivuljah vzorca, shranjenega pri 40°C/75% RH, Ze po dveh tednih prva
dva vrhova izgineta, pojavita pa se dva nova, endotermen vrh pri 95°C in pri 125°C.
Predvidevamo, da amorfna oblika v najveéji meri kristalizira v obliko II, deloma pa tudi v
obliki I (T=123°C-126°C) in Il (T=92°C-95°C). Pri 21°C/8% RH (slika 9), pretvorbe ni
opaziti, ker so DSC krivulje enake kot ob ¢asu 0. Endotermni vrh taljenja karvedilola se je v
primerjavi z nemletim karvedilolom (sliki 5, 6) premaknil k nizji temperaturi (z 115°C na
112°C) zaradi zmanjsanja velikosti delcev, kar je posledica mletja.

Raztapljanje karvedilola se je z mletjem nekoliko poslabsalo, kar je znano Ze iz literature (58)
(slika 10), tudi shranjevanje pri 40°C/75% RH je v majhni meri vplivalo na znizanje
raztapljanje, medtem ko se je raztapljanje mletega vzorca, hranjenega pri 21°C/8% RH,
bistveno poslabsalo. Rezultat je podoben kot pri nemletem vzorcu (slika 7), kar potrjuje

hipotezo povecane hidrofobnosti posusenih delcev.
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KARVEDILOL MLET Z ETANOLOM
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Slika 11: DSC krivulje karvedilola, mletega z etanolom in shranjenega pri 40°C/75% RH, ob ¢asu 0 ter
po 2, 4 in 6 tednih

~exo
R b;llcdi\oJ mlet s topilom. 21°C/8%RH. po 6 tednih
/’s\\ E—
karvedilol mlet s topilom., 21°C/8%RH, \ |
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N o \
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Slika 12: DSC krivulje karvedilola, mletega z etanolom in shranjenega pri 21°C/8% RH, ob ¢asu 0 ter
po 2, 4 in 6 tednih
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Slika 13: Diagram raztapljanja karvedilola brez mletja, karvedilola mletega s topilom ter karvedilola

mletega s topilom in hranjenega 6 tednov pri dveh pogojih (40°C/75% RH, 21°C/8% RH)

Na slikah 11 in 12 so predstavljene DSC krivulje karvedilola, mletega z EtOH. Talisce
karvedilola se je glede na izhodno obliko premaknilo k visji temperaturi 120°C, en majhen vrh
pa je ostal pri 115°C. Ocenjujemo, da je prislo do nastanka zmesi kristalnih oblik I in Il. DSC
krivulje se po shranjevanju niso spremenile, zato sklepamo, da je kristalna oblika I, ki je
nastala v mnogo vecjem delezu kot oblika II, stabilna. Slika 13 kaze, da je mletje s topilom
povzrocilo znizanje raztapljanja karvedilola (15% raztopljenega po 2 urah). Ko smo ta isti
vzorec pustili pri 40°C/75% RH, se je raztapljanje znova izboljsalo (19,5%). Tako kot ze v
prejs$njih primerih se je vzorec, shranjen pri 21°C/8% RH, bistveno slabse raztapljal od ostalih.
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KARVEDILOL+TIROZIN MLETJE BREZ TOPILA
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Slika 14: DSC krivulje zmesi karvedilola in tirozina, mlete brez topila in shranjene pri 40°C/75% RH,
ob casu 0 ter po 2, 4 in 6 tednih

~exo
karvedilol+tirozin mletje brez topila. 21°C/8%RH.
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. —r . - — — P
A IS
\ B
\_\
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‘J po 4 tednih N o
— - - o o - . Va
— N[ N/
N /
A\ N\ /
20 karvedilol+tirozin mletje brez topila, 21°C/8%RH, N
mw po 2 tednih
- karvedilol+tirozin mletje brez topila
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Slika 15: DSC krivulje zmesi karvedilola in tirozina, mlete brez topila in shranjene pri 21°C/8% RH,
ob ¢asu 0 ter po 2, 4 in 6 tednih
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Slika 16: Diagram sprosc¢anja karvedilola brez mletja, zmesi karvedilola in tirozina, mlete brez topila
ter te mlete zmesi, shranjene 6 tednov pri dveh pogojih (40°C/75% RH, 21°C/8% RH)

Sliki 14 in 15 predstavljata DSC krivulje zmesi karvedilola in tirozina, mlete brez topila. Iz teh
krivulj opazimo, da je prislo do amorfizacije dolocenega dela karvedilola (steklast prehod pri
39°C in rekristalizacija pri 60°C). Po 4 tednih shranjevanja pri 40°C/75% RH sta ta dva
vrhova izginila, pojavila pa sta se dva nova: endotermni pri 95°C in eksotermni pri 105°C.
Predvidevamo, da gre za taljenje kristalne oblike 111, ki ji sledi rekristalizacija v obliko Il. Pri
shranjevanju pri 21°C/8% RH sta vrhova pri 39°C in 60°C ostala. 1z tega lahko sklepamo, da
je za pretvorbo amorfne oblike v kristalno potrebna ustrezna relativna vlaznost zraka.
Endotermni vrh pri 280°C predstavlja taljenje mletega tirozina.

Na sliki 16 vidimo, da mletje karvedilola s tirozinom brez topila sproscanje glede na izhodni
karvedilol nekoliko poslabsa, kar je presenetljivo, saj smo iz DSC krivulj videli, da je prislo do
tvorbe amorfne oblike ucinkovine. Za razliko od primerov s samim karvedilolom,
shranjevanje pri nizki vlagi ne vpliva bistveno na sproscanje. Majhen vpliv tirozina na

spros¢anje lahko pripisemo slabi vodotopnosti (0,45 mg/ml) te aminokisline v vodi (59).
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Slika 17: DSC krivulje zmesi karvedilola in tirozina, mlete z etanolom in shranjene pri 40°C/75% RH,

ob ¢asu 0 ter po 2, 4 in 6 tednih

rexo

karvedilol+tirozin mletje s topilom. 21°C/8%RH.
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Slika 18: DSC krivulje zmesi karvedilola in tirozina, mlete s topilom in shranjene pri 20°C/8%RH, ob
¢asu 0 ter po 2, 4 in 6 tednih
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Slika 19: Diagram spro$c¢anja karvedilola brez mletja, zmesi karvedilola in tirozina, mlete s topilom ter
te mlete zmesi, shranjene 6 tednov pri dveh pogojih (40°C/75% RH, 21°C/8% RH)

Sliki 17 in 18 nam kazeta, da je pri mletju zmesi karvedilola in tirozina ob dodatku etanola
priSlo do premika endotermnega vrha taljenja karvedilola s 115°C na 120°C, kar kaZe na
popoln prehod v kristalno obliko I, kot je v svojem diplomskem delu dokazala ze Mateja Curié
(56). S shranjevanjem pri razli¢nih pogojih smo dokazali, da je kristalna oblika I ostala
stabilna po 6 tednih ne glede na pogoja shranjevanja.

Diagram spros$c¢anja na sliki 19 prikazuje, da se je po mletju sprostilo 34% ucinkovine v 2
urah, kar predstavlja povecanje v primerjavi s karvedilolom brez mletja (21%). 1z tega lahko
sklepamo, da se kristalna oblika I karvedilola v zmesi s tirozinom bolje sprosca od oblike I1.
Po 6 tednih se je spros¢anje karvedilola iz zmesi poslabsalo (24% pri poviSani vlagi, 28% pri
znizani vlagi), vendar je ostalo Se vedno nekoliko visje kot pri nemletem karvedilolu. Lahko,
da ima vpliv na te spremembe postopna vezava vlage na vzorec. Pojav bi bilo smiselno

raziskati.
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Slika 20: DSC krivulje fizikalne zmesi karvedilola in tirozina, shranjene pri 40°C/75% RH, ob ¢asu 0

ter po 2,4 in 6 tednih

exo
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ﬂl \‘ \ |
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|
\
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Slika 21: DSC krivulje fizikalne zmesi karvedilola in tirozina, shranjene pri 20°C/8% RH, ob ¢asu 0 ter

po 2,4 in 6 tednih

33



Martina Plesec Diplomska naloga

25
~ —a— karvedilol brez
N mletja
T 20 A
.E
2 fizikalna zmes
_«’E 15 karvedilol+tirozin
)
[<P] -
5 10 —eo— fizikalna zmes
i§ karvedilol+tirozin,
5 40°C/75%RH
m 2 - -
N 5 - fizikalna zmes
S karvedilol+tirozin,
= J o 0
e 21°C/8%RH
O ’r‘ 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100110120130140
¢as (min)

Slika 22: Diagram spros$éanja karvedilola brez mletja, fizikalne zmesi karvedilola in tirozina, ter te
fizikalne zmesi, shranjene 6 tednov pri dveh pogojih (40°C/75% RH, 21°C/8% RH)

Ker smo se hoteli prepricati o vplivu samega mletja zmesi karvedilola in pomoZnih snovi na
lastnosti karvedilola, smo analizirali fizikalne zmesi te u¢inkovine v zmesi s tirozinom. DSC
krivulji (sliki 20 in 21) kazeta, da pri meSanju zmesi s spatulo v terilnici ne pride do
spremembe kristalne oblike izhodnega karvedilola. Dokazali smo torej, da je za spremembo v
kristalni obliki potreben proces mletja in da samo meSanje ni dovol;.

To dokazuje tudi diagram sproS¢anja ucinkovine iz fizikalne zmesi (slika 22), kjer je
spros€anje karvedilola v fizikalni zmesi sicer nekoliko boljSe od samega karvedilola, vendar
ne tako izrazito kot pri mletju karvedilola in tirozina s topilom (slika 19).

Tudi pri shranjevanju pri 40°C/75% RH oziroma 21°C/8% RH ni prislo do sprememb v DSC

krivuljah, medtem ko se je spros¢anje poslabsalo.
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Slika 23: DSC krivulje zmesi karvedilola in serina, mlete brez topila in shranjene pri 40°C/75% RH, ob

¢asu 0 ter po 2, 4 in 6 tednih
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Slika 24: DSC krivulje zmesi karvedilola in serina, mlete brez topila in shranjene pri 21°C/8% RH, ob

¢asu 0 ter po 2, 4 in 6 tednih
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Slika 25: Diagram sproscanja karvedilola brez mletja, zmesi karvedilola in serina, mlete brez topila ter
te mlete zmesi, shranjene 6 tednov pri dveh pogojih (40°C/75% RH, 21°C/8% RH)

Na sliki 23 lahko vidimo, da je pri mletju zmesi karvedilola in serina prislo do tvorbe amorfne
oblike u¢inkovine, saj sta na krivuljah prisotna pri 39°C endotermni vrh steklastega prehoda in
pri 60°C eksotermni vrh kristalizacije v obliko Il. Po 4 tednih pri 40°C in 75% RH steklastega
prehoda ni ve¢ zaznati, se pa pojavi majhen endotermni vrh pri 120°C. Predidevamo, da se je
amorfni karvedilol pretvoril v kristalno obliko I. Na sliki 24 pa je vidno, da ta amorfna oblika
pri 21°C/8% RH ostane stabilna tudi po 6 tednih.

Za razliko od mletja s tirozinom (slika 16), kjer se spros¢anje karvedilola zmanjsa, pa pri
mletju s serinom (slika 25) opisane spremembe v kristalni obliki povecajo sproscanje. Tako se
v dveh urah sprosti kar 35% ucinkovine. To povecanje lahko razlozimo z ve¢jim spros¢anjem
amorfne oblike v primerjavi s kristalno obliko, poleg tega ima serin v primerjavi s tirozinom
nekoliko boljSo topnost (50 mg/ml) (60). Zanimivo je, da staranje vzorca pri obeh
uporabljenih pogojih zniza hitrost spros¢anja. Pri milejsih pogojih je to znizanje vecje, Ceprav

je ucinkovina Se vedno amorfna.
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Slika 26: DSC krivulje zmesi karvedilola in serina, mlete s topilom in shranjene pri 40°C/75% RH, ob

¢asu 0 ter po 2, 4 in 6 tednih
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Slika 27: DSC krivulje zmesi karvedilola in serina, mlete s topilom in shranjene pri 20°C/8% RH, ob
¢asu 0 ter po 2, 4 in 6 tednih

37



Martina Plesec Diplomska naloga

45
~ 40
s
o 35 —=— karvedilol brez mletja
3 30 —
= karvedilol+serin mletje s
2 25 x / topilom
g 20 = —e— karvedilol+serin mletje s
3 / topilom, 40°C/75%RH
15 . . .
5, / karvedilol+serin mletje s
7] .
N 10 = topilom, 21°C/8%RH
< 5/ ,é.,-/./
o"“
0 ‘?ﬁ T T T T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140
¢as (min)

Slika 28: Diagram spros¢anja karvedilola brez mletja, zmesi karvedilola in serina, mlete s topilom ter
te mlete zmesi, shranjene 6 tednov pri dveh pogojih (40°C/75% RH, 21°C/8% RH)

Na slikah 26 in 27 vidimo, da je pri mletju zmesi karvedilola in serina ob dodatku etanola
priSlo do premika endotermnega vrha taljenja karvedilola s 115°C na 120°C, kar kaZe na
popoln prehod v kristalno obliko I. Tako smo uspesno ponovili poskus Mateje Curi¢ (56). Pri
shranjevanju pri 40°C/75% RH se po 6 tednih nakazuje prehod oblike I v obliko Il, medtem ko
pri 21°C/8% RH tudi po 6 tednih oblika | ostane stabilna.

Miletje je zelo povecalo sprosc¢anje karvedilola, kot lahko vidimo na sliki 28. Ob ¢asu priprave
vzorcev se je sprostilo 43% ucinkovine v 2 urah. Ta odstotek pa kljub stabilnosti dobljene
kristalne oblike po shranjevanju 6 tednov pri obeh pogojih pade (pri 40°C/75% RH na 31%,
pri 21°C/8% RH pa celo na 24%). Spet je rezultat verjetno povezan z adsorbiranim topilom na

povrsino delcev. Lahko, da vrsta adsorbiranega topila na povrsino delcev vpliva na mocenje.
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FIZIKALNA ZMES KARVEDILOLA S SERINOM

“exo
karvedilol+serin fizikalna zmes, 40°C/75%RH,
-— o @@ OO o po 6 tednih
\ Y — _ — — -
karvedilol+serin fizikalna zmes, 40°C/75%RH. P //
po 4 tednih -
o - T
™ e
\ /
\ /
) o . \—~
karvedilol+serin fizikalna zmes, 40°C/75%RH.
po 2 tednih
20
m'W
karvedilol+serin fizikalna zmes
Lab: METTLER STAR® SW 9.30

Slika 29: DSC krivulje fizikalne zmesi karvedilola in serina, shranjene pri 40°C/75% RH, ob ¢asu 0 ter
po 2,4 in 6 tednih

Mexo

karvedilol+serin fizikalna zmes. 21°C/8%RH.
po 6 tednih
| |" karvedilol+serin fizikalna zmes, 21°C/8%RH,
| po 4 tednih

karvedilol+serin fizikalna zmes. 21°C/8%RH.
po 2 tednih
T T Ve
20 karvedilol+serin fizikalna zmes \‘.‘.‘
mWw "‘-\ /
\
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 °C
Lab: METTLER STAR® SW 9.30

Slika 30: DSC krivulje fizikalne zmesi karvedilola in serina, shranjene pri 20°C/8% RH, ob ¢asu 0 ter
po 2,4 in 6 tednih
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Slika 31: Diagram sproSc¢anja karvedilola brez mletja, fizikalne zmesi karvedilola in serina, ter te
fizikalne zmesi, shranjene 6 tednov pri dveh pogojih (40°C/75% RH, 21°C/8% RH)

Sliki 29 in 30 kaZeta, da pri pripravi fizikalne zmesi med karvedilolom in serinom z meSanjem

v pateni ni pri§lo do interakcij oziroma do spremembe strukture spojin. Temperatura taljenja

karvedilola je v primerjavi z mletimi vzorci nekoliko visja, kar je posledica veéjih delcev v

primerjavi z mletimi. Kljub temu, da pri DSC krivuljah ni videti sprememb, pa je prisotnost

serina v vzorcu fizikalne zmesi povecala spros¢anje, kot vidimo na sliki 31. Spet s staranjem

zmesi hitrost spros¢anja ucinkovine pade, kar rahko razlozimo z adsorbirano koli¢ino vode na

povrsini delcev.
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MLETJE KARVEDILOLA Z NEUSILINOM US2

Mexo

karvedilol+Neusilin mletje, 40°C/75%RH,
po 6 tednih

karvedilol+Neusilin mletje. 40°C/75%RH.
— po 4 tednih
5 ¥Hl"‘\\\
mW ————
T~ karvedilol+Neusilin mletje. 4!!‘"0’75%‘2.RHT‘_1“'
Iy po 4 tednih )

N - \

— \

“——____ karvedilol+Neusilin mletje \ "
0 5 o 15 20 25 300 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 8BS 90 95 100 105 110 115 120 125 130 °C
STAR® SW 9.30

Lab: METTLER
Slika 32: DSC krivulje zmesi karvedilola in Neusilina US2, mlete 2 uri, shranjene pri 40°C/75% RH,

ob ¢asu 0 ter po 2, 4 in 6 tednih

Mexo

karvedilol+Neusilin mletje. 21°C/8%RH.
po 6 tednih

karvedilol+Neusilin mletje, 21°C/8%RH,
7 po 4 tednih
karvedilol+Neusilin mletje, 21°C/8%RH,
~_po 2 tednih

mW T

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 °C
STAR® SW 9.30

Lab: METTLER
Slika 33: DSC krivulje zmesi karvedilola in Neusilina US2, mlete 2 uri, shranjene pri 21°C/8% RH, ob

¢asu 0 ter po 2, 4 in 6 tednih
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Slika 34: Diagram spro$¢anja karvedilola brez mletja, zmesi karvedilola in Neusilina US2, mlete 2 uri,
ter te mlete zmesi, shranjene 6 tednov pri dveh pogojih (40°C/75% RH, 21°C/8% RH)

Sliki 32 in 33 predstavljata DSC krivulje mletja zmesi karvedilola in Neusilina US2, ter
spremembe mletih vzorceh, ko so izpostavljeni pogojem z visoko in nizko vlago.

Pri mletju karvedilola z Neusilinom US2 vidimo, da je endotermni vrh taljenja kristalne oblike
karvedilola skoraj povsem izginil, kar kaze na to, da smo uspeli pridobiti amorfno obliko
spojine. Vendar pa se ze po 2 tednih pri 40°C/75% RH ta endotermni vrh poveca. To pomeni,
da ta amorfna oblika ni stabilna in je rekristalizirala. MoZno je, da je nekaj karvedilola po
mletju ostalo v kristalni obliki in da so ti delci delovali kot jedra, ki so rekristalizacijo
pospesila. Pri vzorcu, ki je bil izpostavljen nizki zra¢ni vlagi in sobni temperaturi, do
rekristalizacije ni pris$lo v tako velikem obsegu, endotermni vrhovi taljenja se namre¢ niso
bistveno povecali. Z rezultati DSC analize sovpada tudi diagram sproscanja na sliki 34. S
tvorbo amorfne oblike karvedilola smo uspeli zelo povecati sproséanje (70% raztopljene ZU v
2 urah). Pri vzorcu, ki je bil shranjen pri 21°C/8% RH, kjer po 6 tednih ni pri$lo do obs$irne
rekristalizacije, je bilo spros¢anje Se vedno relativno dobro (64%), medtem ko je sproscanje
karvedilola v vzorcu, shranjenem pri 40°C/75% RH, padlo skoraj na nivo ¢iste kristalne oblike

karvedilola.
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FIZIKALNA ZMES KARVEDILOLA Z NEUSILINOM US2

“exo
karvedilol+Neusilin fizikalna zmes. 40°C/75%RH
po 6 tednih o I
karvedilol+Neusilin fizikalna zmes, 40°C/75%RH, ."‘, .‘;
po 4 tednih Vo
m&j karvedilol+Necusilin fizikalna zmes, 40°C/73%RH.

po 2 tednih

karvedilol+Neusilin fizikalna zmes

0 5 15 20 25 30 35 40 45 50 35 60 63 70 75 8O 8BS 90 95 100 105 1100 115 120 125 130 °C

Lab: METTLER STAR® SW 9.30

Slika 35: DSC krivulje fizikalne zmesi karvedilola in Neusilina US2, shranjene pri 40°C/75% RH, ob

¢asu 0 ter po 2,4 in 6 tednih

Mexo

karvedilol+Neusilin fizikalna zmes, 21°C/8%RH.
T po 6 tednih

karvedilol+Neusilin fizikalna zmes., 21°C/8%RH, "zl !
po 4 tednih \
\ |
karvedilol+Neusilin fizikalna zmes. 21°C/8%RH.
_ po 2 tednih
10 — _
mWw karvedilol+Neusilin fizikalna zmes
{ L L L L R | T T T T 1 71 LI LI L N R L B B T 7 T = T 7 T LA B LI T 1 171 T T J L B L LA L L LR LR T T T 7T
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130°C
Lab: METTLER STAR® SW 9.30

Slika 36: DSC krivulje fizikalne zmesi karvedilola in Neusilina US2, shranjene pri 21°C/8% RH, ob
¢asu 0 ter po 2,4 in 6 tednih

43



Martina Plesec Diplomska naloga

I
o
8

kovine (%)
S

—=— karvedilol brez mletja

k= fizikalna zmes
> . _—
3 karvedilol+Neusilin
2 —= .
% —e— fizikalna zmes
S / - .
a2 karvedilol+Neusilin,
N o 40°C/75%RH
= fizikalna zmes

: S — karvedilol+Neusilin,

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 21°C/8%RH

¢as (min)

Slika 37: Diagram sproscanja karvedilola brez mletja, fizikalne zmesi karvedilola in Neusilina US2, ter
te fizikalne zmesi, shranjene 6 tednov pri dveh pogojih (40°C/75% RH, 21°C/8% RH)

Iz slik 35 in 36 na DSC krivuljah ni videti, da bi med karvedilolom in Neusilinom US2 pri
pripravi fizikalne zmesi pri$lo do sprememb v termi¢nih lastnostih karvedilola, kljub temu pa
na sliki 37 vidimo, da je prislo do velikega izboljSanja sproscanja uéinkovine iz fizikalne
zmesi. To lahko pripiSemo izbolj$anju mocenja zmesi zaradi hidrofilnih lastnosti Neusilina. S
staranjem se je pri vi§ji relativni vlaznosti zraka in temperaturi spro$canje $e izboljsalo, pri
nizji relativni vlaZnosti zraka in temperaturi pa znizalo. Spet lahko te rezultate razlagamo s

koli¢ino vezane vlage v vzorcu in s tem povezanim mocenjem.
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MLETJE KARVEDILOLA S SYLISIJO 350

Mexo

karvedilol+Sylisia mletje, 40°C/75%RH.
po 6 tednih

karvedilol+Sylisia mletje, 40°C/75%RH,
po 4 tednih

10 TT—
mW T N karvedilol+Sylisia mletje, 40°C/75%RH.
“T—__po 2 tednih
\“\,
—_— —_—
karvedilol+Sylisia mletje [ f\/gf
B roffovisamiew -
=20) =10 0 10 20 30 40 30 G0 70 80 Q0 100 110 120 130 2
Lab: METTLER STAR® SW 9.30

Slika 38: DSC krivulje zmesi karvedilola in Sylisije 350, mlete 2 uri, shranjene pri 40°C/75% RH, ob

¢asu 0 ter po 2, 4 in 6 tednih

Mexo

karvedilol+Sylisia mletje, 21°C/8%RH.
N po 6 tednih

— - - —

karvedilol+Sylisia mletje. 21°C/8%RH. S /

po 4 tednih //1_,.’-'*""/( \/,-'4

karvedilol+Sylisia mletje, 21°C/8%RH,
po 2 tednih

e

karvedilol+Sylisia mlc_l:i_c’/J_,f-J

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130°C
Lab: METTLER STAR® SW 9.30

Slika 39: DSC krivulje zmesi karvedilola in Sylisije 350, mlete 2 uri, shranjene pri 21°C/8% RH, ob

¢asu 0 ter po 2, 4 in 6 tednih
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Slika 40: Diagram sproséanja karvedilola brez mletja, zmesi karvedilola in Sylisije 350, mlete 2 uri, ter
te mlete zmesi, shranjene 6 tednov pri dveh pogojih (40°C/75% RH, 21°C/8% RH)

V primerjavi z mleto zmesjo karvedilola in Neusilina lahko v mleti zmesi karvedilola s
Sylisijo vidimo, da jenastala amorfna oblika ZU bolj stabilna (sliki 38, 39). Pri shranjevanju
pri povisani relativni vlaznosti zraka ne prihaja do rekristalizacije tako kot pri Neusilinu.
Mozna razlaga za to je, da je voda iz zraka presla v tiste pore Sylisije, kjer ni bilo uéinkovine,
se pravi, da je pri Sylisiji na razpolago ve¢ por kot pri Neusilinu, in da niso vse zasedene z
ucinkovino. Drug razlog pa je lahko ta, da Sylisija ne reagira tako moc¢no z vlago kot Neusilin,
kar je vidno tudi pri sproS¢anju, ki je nizje kot pri mletju z Neusilinom (slika 40). Neusilin bolj
poveca sproscanje, ker tvori moc¢nejse interakcije z vodo in voda na hitro izpodrine u¢inkovino
iz por, pri Sylisiji pa se to zaradi manjsih interakcij odvija bolj pocasi. S staranjem disperzij
pri obeh pogojih se pri trdnih disperzijah s Sylisijo spros¢anje karvedilola poslabsa. Pri

staranju pri ostrejs$ih pogojih bolj, kot pri milejsih.
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FIZIKALNA ZMES KARVEDILOLA S SYLISIJO 350

Mexo

N

karvedilol+Sylisia fizikalna zmes. 40°C/75%RH,
T ___ po6tednih

karvedilol+Sylisia fizikalna zmes, 40°C/75%RH. l"‘. |
po 4 tednih |

10 |\,

W \"’*—m‘,¥¥_ karvedilol+Sylisia fizikalna zmes, 40°C/75%RH,
T ————_ ___ po2iednih
‘u\'.‘.‘
karvedilol+Sylisia fizikalna zmes
T
=20) =10 0 10 20 30 40 30 G0 70 80 Q0 100 110 120 130 2
Lab: METTLER STAR® SW 9.30

Slika 41: DSC krivulje fizikalne zmesi karvedilola in Sylisije 350, shranjene pri 40°C/75% RH, ob
¢asu 0 ter po 2,4 in 6 tednih

Mexo

— karvedilol+Sylisia fizikalna zmes, 21°C/8%RH,
T __ po6iednih

karvedilol+Sylisia fizikalna zmes, 21°C/8%RH.

) po 4 tednih

I"‘ karvedilol+Sylisia fizikalna zmes. 21°C/8%RH.

l'\.f —— - po 2 tednih B

- e —
karvedilol+Sylisia fizikalna zmes

I e o L B e I o T T B s B B e B e

20 -0 0 10 20 30 40 50 60 0 50 % 100 1o 120 130
Lab: METTLER STAR® SW 9.30

Slika 42: DSC krivulje fizikalne zmesi karvedilola in Sylisije 350, shranjene pri 21°C/8% RH, ob ¢asu
0 ter po 2,4 in 6 tednih
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Slika 43: Diagram sproscanja karvedilola brez mletja, fizikalne zmesi karvedilola in Sylisije 350, ter te
fizikalne zmesi, shranjene 6 tednov pri dveh pogojih (40°C/75% RH, 21°C/8% RH)

Tako kot pri primeru Neusilina tudi pri fizikalni zmesi med karvedilolom in Sylisijo ni videti

spremembe termi¢nih lastnosti uc¢inkovine (sliki 41, 42), je pa tudi v tem primeru povecano

sproscanje (slika 43), kar je spet posledica hidrofilnih lastnosti Sylisije. S staranjem pri

milejsih pogojih sproscanje karvedilola nekoliko naraste, pri ostrejsih pogojih pa pade.
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5 SKLEP

V diplomski nalogi smo mleli u¢inkovino karvedilol v Cisti obliki in v zmeseh s Stirimi

pomoznimi snovmi: tirozinom, serinom, Neusilinom in Sylisijo. Mleli smo brez ali z majhnim

dodatkom etanola in proucevali vpliv topila na kristalne pretvorbe zdravilne ucinkovine.

Ugotovili smo naslednje pretvorbe:

mletje Cistega karvedilola je povzrocCilo njegovo amorfizacijo, etanol pa je povzrocil
skoraj popolno pretvorbo karvedilola oblike 11 v obliko I,

mletje karvedilola v zmesi s tirozinom oziroma s serinom je brez dodatka topila
povzroc€ilo amorfizacijo u¢inkovine, mletje z etanolom pa pretvorbo oblike II v obliko
I,

mletje karvedilola v zmesi s Sylisijo in Neusilinom je povzro¢ilo amorfizacijo

u¢inkovine.

Mlete disperzije in fizikalne zmesi smo izpostavili ostrejsim (40°C/75% RH) in milej$im

(21°C/8% RH) pogojem shranjevanja in ugotovili:

pri ostrej$ih pogojih shranjevanja vzorcev Cistega karvedilola (40°C/75% RH) je
amorfni del uéinkovine po 2 tednih rekristaliziral v obliko 11, deloma pa tudi v obliki |
in 111, medtem ko je zmes kristalnih oblik I in 1I, dobljena pri mletju z etanolom, ostala
stabilna po 6 tednih. Pri milej$ih pogojih staranja vzorca (21°C/8% RH) so vse nastale
oblike ostale nespremenjene tudi po 6 tednih,

vV mletih zmeseh z obema aminokislinama je pri milejSih pogojih shranjevanja amorfni
del mletega Cistega karvedilola ostal stabilen, medtem ko je pri ostrej$ih pogojih Ze po
stirih tednih priSo do rekristalizacije (pri tirozinu v kristalno obliko I, pri serinu pa v
kristalno obliko 1),

pri mletju zmesi karvedilola in aminokislin ob prisotnosti etanola je v primeru tirozina
nastala oblika | ostala stabilna po 6 tednih pri 40°C/75% RH, medtem ko je v primeru
serina po 6 tednih majhen del karvedilola rekristaliziral v obliko II. Pri milejsih
pogojih je v obeh primerih aminokislin dobljena oblika ostala stabilna 6 tednov,

v disperziji z Neusilinom pri ostrejsih pogojih shranjevanja je amorfna oblika

ucinkovine Ze po dveh tednih rekristalizirala, pri milejSih pogojih pa je rekristalizacija

49



Martina Plesec Diplomska naloga

potekla v manjSem obsegu. V dispreziji s Sylisijo se nastala amorfna oblika s staranjem

vzorcev bistveno ni spreminjala.

Proucevali smo $e raztapljanje mletega karvedilola v Cisti obliki in njegovo spros$¢anje iz

zmesi s pomoznimi snovmi. Ugotovili smo:

mletje Cistega karvedilola negativno vpliva na raztapljanje. S staranjem mletih vzorcev
pri milejSih pogojih se raztapljanje Se poslabsa, kar je verjetno posledica povecanja
hidrofobnosti posusenih delcev,

sproscanje karvedilola iz zmesi s tirozinom se je glede na ¢isto u¢inkovino poslabsalo,
kar je verjetno posledica slabe vodotopnosti tirozina. V primeru mletja s serinom se je
spros¢anje izboljsalo, vendar pa je s staranjem vzorca prislo do njegovega poslabsanja,
spro$¢anje karvedilola iz mletih zmesi z aminokislinama ob prisotnosti etanola se je
precej povecalo, kar kaze na to, da se kristalna oblika I boljSe spros¢a od oblike II,
vendar pa se je s staranjem vzorcev spet poslabsalo,

sprosc¢anje karvedilola iz disperzij z Neusilinom oziroma s Sylisijo se je bistveno
povecalo, vendar pa se je tudi v tem primeru po 6 tednih poslabsalo. Tudi sprosc¢anje
karvedilola iz fizikalnih zmesi z obema poroznima pomoznima snovema se je zelo

izboljsalo, kar je verjetno posledica hidrofilnih lastnosti Neusilina in Sylisije.
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