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POVZETEK

Pri na¢rtovanju novih farmacevtskih oblik s podaljSanim
spros¢anjem in razvoju metod za njihovo testiranje je
treba upostevati Stevilne faktorje, med katerimi je eden
izmed pomembnejSih mehanska obcutljivost. Razlicna
mehanska obdutljivost farmacevtskih oblik lahko vodi
do razlik pri sprosc¢anju ucinkovine pri in vitro preskusih
in pri spros¢anju uc¢inkovine in vivo. V ¢lanku so pred-
stavliene inovativne metode testiranja spros¢anja ucin-
kovin iz farmacevtskih oblik s podaljSanim sproscanjem,
katerih prednost je predvsem v boljSem posnemaniju
nekaterih in vivo pogojev. S tem lahko izboljSamo na-
povedovanje sproS¢anja in vivo na podlagi in vitro te-
stiranj in omogoc¢imo razvoj modelov in vitro — in vivo
korelaciie. V Clanku je poseben poudarek na sistemih,
ki so bili razviti v slovenskem prostoru. Sem uvr§¢amo
napravo, ki povezuije kroglice in metodo z reciprocnimi
cilindri (USP 1ll), pretocni sistem s kroglicami, ter apa-
raturi, ki posnemata gastrointestinalno gibanje.

KLJUCNE BESEDE:

farmacevtske oblike s podaljSanim sproScanjem,
preskusi sproScanja, gastrointestinalna motiliteta,
alternativne metode za testiranje sproscanja

ABSTRACT

Development of extended release dosage forms and
their methods for evaluation are determined by numer-
ous factors. The aspect of mechanical susceptibility of
extended release dosage forms may be an important
factor affecting drug release and can often lead to dif-
ferences between in vitro profiles and in vivo drug re-
lease. The article introduces the innovative methods for
dissolution testing of extended release formulations,
where the main advantage is especially a better simu-
lation of certain in vivo conditions, relevant for the drug
dissolution. In vivo behaviour can be more efficiently
predicted and the development of successful in vitro —
in vivo correlation models can be achieved. The article
in particular presents the methods, developed by
Slovenian scientists. The beads-based dissolution
method, the glass bead device and the apparatus for
simulating the function of human stomach and intestine
are presented.

KEYWORDS:
extended release dosage forms, dissolution tests,
gastrointestinal motility, alternative dissolution tests
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uvoD

In vitro preskuse spro$¢anja v farmacevtski industriji upo-
rabljamo za kontrolo kakovosti farmacevtskega izdelka, iz-
vedbo primerjalnih profilov sproS¢anja ob registracijah zdra-
vila in kot pomo¢ pri napovedovanju in vivo spros$¢anja
ucinkovin iz trdnih farmacevtskih oblik (FO) (1). Za vredno-
tenje trdnih farmacevtskih oblik so izmed klasi¢nih farma-
kopejskih testov v uporabi naprave s koSarico, vesli, reci-
pro¢nimi valji ter preto¢no celico (2). Aparaturi USP |
(aparatura s koSarico) in USP Il (aparatura z vesli) sta naj-
pogosteje uporabljani metodi, ker sta robustni in enostavni
za uporabo, vendar se nista bistveno spremenili ze od leta
1970. Pomanjkljivost farmakopejskih aparatur je v tezavnosti
posnemanja nekaterih fizioloSkih pogojev v prebavilih.

V fizioloSkem okolju na spros¢anje ucinkovin iz FO vplivajo
dejavniki, kot so pH, sestava gastrointestinalnih tekodin,
vsebnost zol¢nih soli, hitrost praznjenja zelodca, gastroin-
testinalna motiliteta in hidrodinamski tok tekocin (3).

Prve izboljSave, ki so prinesle ve¢ in vivo primerljivosti, so
vkljuCevale uporabo razlicnih medijev z dodanimi prebav-
nimi encimi, kot sta pepsin in pankreatin, razli€énimi solmi
in povrsinsko aktivnimi snovmi. Danes imamo na voljo Ste-
vilne medije, ki so komercialno dostopni in imajo poleg soli
dodane tudi Zol¢ne kisline in povrsinsko aktivne snovi ter
lahko posnemajo pogoje po hranjenju ali na tes¢e (4).

1.1 TESTIRANJE FARMACEVTSKIH OBLIK
S PODALJSANIM SPROSCANJEM

Zaradi kompleksnosti vseh dejavnikov v gastrointestinalnem
traktu (GIT), ki vplivajo na hitrost sproS¢anja ucinkovin in s
tem na varnost, kakovost in ucinkovitost FO, v&asih relativno
tezko na podlagi enostavnih farmakopejskih testov zanesljivo
napovemo, kako se bo neka FO obnasala po peroralni apli-
kaciji. Posebej to velja za napredne in kompleksnejSe FO s
slabo topnimi ucinkovinami ter oblike s podaljSanim spros-
Canjem. Slednje skozi prebavni trakt prehajajo v nerazpadli
obliki in so zato izpostaviiene razli€nim mehanskim obre-
menitvam, na primer pri prehodu skozi pilorus pri praznjenju
Zelodca, prehodu skozi ileocekalno zaklopko iz tankega v
debelo Crevo in gibanju goste mase v debelem Crevesu (5).
Oblike s podaljSanim sprosc¢anjem preprecijo nihanja v pla-
zemskih koncentracijah ucinkovine. Zaradi fleksibilnosti pri
doseganju zelenega profila spros¢anja so hidrofilne ogrodne
tablete ene najbolj pogosto uporabljanin FO za podaljSano
sproséanie, saj je njihova izdelava mozna z uporabo klasi¢nih

in dobro poznanih tehnologij, kar zagotavlja relativno eno-
stavno izdelavo in nizke stroSke proizvodnie (6). Za dosega-
nje konstantne koncentracije ucinkovine v plazmi zelimo,
da se ucinkovina iz tablete sproS¢a s kinetiko O. reda, kar
pomeni, da je hitrost spro$¢anja ucinkovine ¢asovno neod-
visna. Ce je uginkovina dobro permeabilna in ni podvrzena
predsistemskemu metabolizmu, to pomeni, da se bo z
enako hitrostjo tudi absorbirala (7).

Na kinetiko spros¢anja lahko vplivamo s spreminjanjem last-
nosti u¢inkovine, pomoznih snovi in polimera, ki tvori ogrodije
tablete (6). Pri izbiri polimera imamo na voljo Sirok nabor
najrazlicnejSih polimerov. Med najbolj raziskanimi polimeri,
ki jih obenem tudi najveCkrat uporabliamo za tvorbo ogrodja
tablet, so celulozni derivati: metilceluloza, hidroksietilceluloza,
hidroksipropilmetilceluloza, hidroksipropilceluloza (8, 9).

1.2 VPLIV GASTROINTESTINALNE
MOTILITETE

V CGasu razvijanja prvih preskusov sprosS&anja oziroma
testov raztapljanja je bilo malo znanega o pogojih v GIT.
Z razvojem novih diagnosti¢nih tehnik za prouc¢evanje
Cloveskega telesa se je povecalo poznavanje in vivo po-
gojev (10), zato je v zadnjem Casu ve¢ poudarka na ra-
zumevanju dejanskega obnasanja FO v telesu. Vse bolj
se zavedamo, da parametri, ki so povezani z mehaniko
gibanja, lahko bistveno vplivajo na hitrost sprosS¢anja
ucinkovine in njeno absorpcijo. Obc&utljivost nekaterih FO
na stresne pogoje v prebavnem traktu je eden izmed
zelo pomembnih razlogov, zaradi katerih lahko prihaja
do razlik med in vitro in in vivo profili spro$¢anja ucinko-
vine (11).

Pri razvijanju novih preskusov spro$¢anja moramo dobro
poznati in vivo parametre, ki vplivajo na obnasanje FO,
kot so volumni tekocine, ¢asi prehoda skozi razli¢ne dele
prebavnega trakta, praznjenje Zelodca in razne vzorce
gibanja (na primer mioelektri¢ni motori¢ni kompleks) (12).
Obenem se je treba zavedati, da so in vivo parametri
zelo razli¢ni vzdolz prebavnega trakta, prav tako obstajajo
velike interindividualne razlike (13). Vplivi mehanike in hi-
drodinamike so Se bolj vidni po obroku hrane (14).

METODE ZA TESTIRANJE
OBLIK S PODALJSANIM
SPROSCANJEM

Za ponazarjanje razli¢nih hidrodinamskih in mehanskih vpli-
vov v GIT obstaja ze nekaj alternativnih metod, ki predsta-
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vljajo bodisi modifikacije obstojecih naprav za preskuse
spros¢anja bodisi nove aparature.

Za ponazoritev mehanskega stresa lahko uporabimo razlicne
pristope. Raziskovalci so uporabili polistirenske (15) ali ste-
klene (16) kroglice kot dodatek aparaturi USP II. Abrahams-
son s sodelavci je oblikoval vrteCo se posodo, ki ponazarja
fizioloSko relevantne strizne sile na povrsino hidrofilnih ogrod-
nih tablet (17). Garbacz je s sodelavci razvil napravo z mre-
znato koSarico in balonom, ki posnema razli¢ne pritiske, ki
jim je FO izpostavijena pri prehodih skozi prebavni trakt, saj
se izmenjujeta faza meSanja in stati¢na faza (11).

Razvili so tudi nekaj bolj kompleksnih sistemov, kot so
umetni model Zelodca in dvanajstnika (18), dinamicéni model
zelodca (19, 20), gastrointestinalni model TIM-1 (21) in
TIM-2 (22), Cloveski zelod¢ni simulator (23) in konstruiran
model zelodca in tankega Crevesa (24).

EnostavnejSi modeli ponazarjajo le dolo¢en parameter, na
primer sile pri prehodih skozi razli¢ne dele prebavnega
trakta ali pa so primerni le za ovrednotenje enega tipa FO
(oblike s podaljSanim spros¢anjem). Bolj kompleksni sistemi
ponujajo proucevanije ve¢ parametrov hkrati (na primer si-
stem absorpcije pri modelu TIM), vendar pa ravno zaradi
tega zahtevajo pazljivo nacrtovanje eksperimenta in jih je
tezje standardizirati. Kompleksnost sistemov lahko poveca
tveganje za napacno ovrednotenje rezultatov in variabilnost
v obnaSanju FO, prav tako pa lahko vodi do napacnih za-
kljuckov pri primerjavi predvidenih rezultatov in dejanske
bioloske uporabnosti ucinkovine.

V nadaljevanju predstavljamo metode in aparature, ki so
plod slovenskega znanja in raziskav. V primerjavi s tujimi je
vsaka izmed njih edinstvena, saj na inovativne nacine pos-
nemajo dele prebavnega trakta, Cesar druge znane meto-
dologije ne obravnavajo. Za vsako izmed njih so podelili
patentno prijavo.

PREDSTAVITEV METOD IN

APARATUR, KI SO PLOD

SLOVENSKEGA ZNANJA IN
RAZISKAV

3.1 KOMBINACIJA APARATURE USP Il
IN PLASTICNIH KROGLIC

Eden od nacinov za boljSe in vivo oponaSanje mehanske
obremenitve, ki ji je FO izpostavljena v GIT, je kombinacija
aparature z reciprocnimi cilindri (Aparatura USP lll) in pla-
sti¢nih kroglic. Pri tem testu uporabliamo okrogle plasti¢ne
kroglice razli¢nih premerov in gostote, ki je primerljiva go-

stoti medija za raztapljanje. Gostota kroglic je kljuCnega
pomena, saj omogoca sinhrono reciprocno gibanje kroglic
skupaj s tabletami. Kroglice ob tem tableto dodatno me-
hansko obremenijo, kar izboljSa posnemanije fizioloskih
razmer v prebavnem traktu, kjer so mehanske obremenitve
predvsem ob prisotnosti hrane in med praznjenjem Zelodca
bolj intenzivne. Opisana naprava v primerjavi s konvencio-
nalnimi napravami poleg doseganija visjih mehanskih obre-
menitev omogoc¢a tudi uporabo razli¢nih medijev za vred-
notenje spros¢anja (simulacija prebavnih sokov), razli¢ne
nastavitve hitrosti pomakanja FO ter razli¢ne koli¢ine in ve-
likosti kroglic. Vsi ti parametri odpirajo veliko moznosti za
razvoj fizioloSko relevantnih metod za razlicne kompleksne
produkte s prirejenim spros¢anjem. Shema reciprocne na-
prave s kroglicami je prikazana na sliki 1.

Kombinacija Aparature USP Il s plasti¢nimi kroglicami je
novejSa metoda, ki se je izkazala kot prednostna pri opo-
nasanju mehanskih sil v prebavnem traktu, ki delujejo na
ogrodne tablete, saj so na osnovi pridoblienih rezultatov
razvili in pokazali dobro in vitro — in vivo korelacijo (25, 26).
Za omenjeno napravo so na evropskem patentnem uradu
podelili tudi patent (27).

Slika 1: Naprava z reciprocnimi cilindri in kroglicami: posoda za medij-
raztopine (1), medij za raztapljanje (2), cilindri¢na posoda (3), plastiche
kroglice (4), tableta (5), perforirano dno in vrh cilindricne posode z
mreZzico (6), sonda za vzoréenje (7), vodna kopel 37 °C (8). En sistem
Aparature USP lll vsebuje po sedem posod z reciprocnimi cilindri.
Figure 1: Beads dissolution testing system: vessel for dissolution
medium (1), dissolution medium (2), cylindrical vessel (3), plastic beads
(4), tablet (5), perforated bottom and top of cylindrical vessel with a
mesh (6), sampling probe (7), water bath with temperature of 37°C (8).
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3.2 PRETOCNI SISTEM S STEKLENIMI
KROGLICAMI

Pretocni sistem s steklenimi kroglicami (glass bead device,
peristaltic movement simulating stirring device) so razvili
na Fakulteti za farmacijo Univerze v Ljubljani. Delovno enoto
predstavlja steklena posoda, v kateri je dolo¢ena kolicina
steklenih kroglic, ki se v mediju mesajo z magnetno palcko.
Mesanije steklenih kroglic povzro¢i znacilno valovito gibanje
povrSine plasti steklenih kroglic. V posodo damo medij
ustrezne sestave in vzpostavimo dotok svezega medija in
odstranjevanje medija s sproséeno udinkovino. Pretok,
temperatura in volumen v delovni ¢asi so blizu fizioloSkim
vrednostim teh parametrov. Trdna FO, ki jo damo v delovno
posodo v zaCetku poskusa spros¢anja, je obicajno v kon-
taktu s povrsino plasti steklenih kroglic in se giblie zaradi
valovitega gibanja te plasti. Na tak nacin se poskusamo
priblizati na¢inu gibanja FO v prebavnem traktu in njenemu
fizi€nemu kontaktu s sluznico. Delovna CaSa je osnovni
sestavni del pretoCnega sistema, ki omogocCa natanc¢no
kontrolo pretoka, temperature in hitrosti meSanja. Foto-
grafijo delovne CaSe, ki predstavlja sistem s steklenimi kro-
glicami in tableto med delovanjem, prikazuje slika 2.

Za sistem, ki vkljuCuje opisani nacin gibanja, je bil podelien
slovenski patent (28) in viozena mednarodna patentna pri-

Slika 2: Delovna enota pretocnega sistema s steklenimi kroglicami
(vodna kopel je odstranjena) med delovanjem. Prikazane so steklene
kroglice, ki se mesajo z magnetom in tableta na povrsini plasti
kroglic. Razvidna je valovita povrsina plasti steklenih kroglic,
povzro¢ena z mesanjem.

Figure 2: Working unit of glass bead flow through system during
stirring (water bath is removed). Glass beads stirred by magnetic
bar and tablet on the surface of glass bead layer can be seen, as
well as undulating surface of glass bead layer produced by stirring.
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java (29), podrobno pa je bil predstavljen tudi v znanstveni
literaturi s tega podrocja (30).

3.3 APARATURI ZA SIMULACIJO
GASTROINTESTINALNEGA
GIBANJA

Aparaturi so razvili v podjetju Lek, d. d., v sodelovanju s Fa-
kulteto za strojniStvo v Ljubljani (31). Edinstvenost modelov
zaznamuje predvsem oblikovanje programiranega gibanja,
ki skuSa ponazarjati peristalticno gibanje. Obe medsebojno
nepovezani aparaturi temeljita na podobnem principu delo-
vanja. Sestavljeni sta iz fleksibilne silikonske vrecCe, ki pred-
stavlja lumen organa, ter zaslonk, ki omogocajo izvajanje
programiranih kontrakcij (sliki 3 in 4). VreCe so izdelane iz
Stevilnih plasti mehke inertne silikonske gume.

Vsaka zaslonka se krozno zapira in odpira v ravnini po vnaprej
dolo¢enem programu. Na tak nacin izvaja zunanii pritisk na
vre€o ter s tem vpliva na obliko ter premikanje vsebine v
vreCi. Vse zaslonke se zapirajo v sinhronem sosledju z zami-
kom glede na prejsnjo in tako ponazarjajo peristaltiéne valove.
Mehanizem delovanja sestavnih delov aparatur je natancen
in ponovijiiv, sgj gibanje uravnavajo elektri¢ni motorji.
Aparatura je povezana z racunalnisko programsko opremo,
ki nadzoruje delovanje sestavnih delov. V posameznem
programu lahko nastavimo hitrost premikanja zaslonk, am-
plitudo zaprtja zaslonk na milimeter natan¢no in zakasnitev
gibanja med sosednjimi zaslonkami. Aparaturi sta vstavljeni
v komoro za termostatiranje, da ohranjata konstantno tem-
peraturo 37 °C, kot je v ¢loveSkem telesu.

3.4 APARATURA ZA SIMULACIJO
GIBANJA ZELODCA

VreCa za ponazarjanje zelodca je po obliki in velikosti pod-
obna dejanskemu Cloveskemu zelodcu, vzdolzno po no-
tranji steni pa so iz istega materiala narejene gube, ki pos-
nemajo zelodcne gube. Okoli vreCe je osem zaslonk.
Aparatura za simulacijo zelod¢nega gibanja ima na mestu
pilorusa ventil za uravnavanje pretoka tekocine iz vreCe.
Na drugi strani je vreCa odprta in omogoc¢a dodajanje sve-
7ega medija za ponazarjanje izloGanja Zelodénega soka.

3.5 APARATURA ZA SIMULACIJO
GIBANJA TANKEGA CREVESA

Aparatura za simulacijo gibanja tankega Crevesa je sesta-
vliena iz dveh med seboj neodvisnih silikonskih vre¢ in
Stirih zaslonk, names&enih okoli posamezne vreCe. VreCa
je v obliki cevi ter dovoljuje volumen medija do priblizno
200 mL. Z omenjenim volumnom se bolj priblizamo in vivo
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Slika 3: Aparatura za simulacijo gibanja zelodca, a) prikaz aparature, vstavijene izven termostatske komore, b) racunalniski prikaz gibanja
zaslonk.

Figure 3: The apparatus for simulating the function of human stomach, a) the apparatus outside of the temperature-controlled chamber, b) a
schematic display of the constriction mechanisms motion from the program.

pogojem kot z aparaturo USP I, kjer ve€inoma uporabliamo  platformi je mozno nastaviti amplitudo nagiba ter hitrost
volumne 900-1000 mL. Povprecna vrednost volumna v nagibanja platforme.

celotnem tankem Crevesu znasa med 50-100 mL (10, 12). S programiranimi kontrakcijami pri opisanih aparaturah
Na eni strani je vre€a popolnoma zaprta, na drugi pa delno  zelimo ustvariti razli€ne vzorce gibanja, ki bi se v dolocenih
odprta. Posebno oblikovani ¢epi omogocajo rocno vzor-  vidikih ¢imbolj priblizali doloCenim vzorcem peristaltiCnega
Cenje. Aparatura dodatno sestoji Se iz platforme, ki se na-  gibanja. Glede na veliko fizi€no podobnost aparatur
giba v vse smeri in s tem omogoca gibanje tekoCine. Pri anatomiji CloveSkega Zelodca in Crevesa lahko raziskujemo
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Slika 4: Aparatura za simulacijo gibanja tankega Crevesa, a) prikaz aparature, vstavijene v termostatsko komoro, b) racunalniski prikaz gibanja
zaslonk (zgoraj) in platforme (spodayj).

Figure 4: The apparatus for simulating the function of the human small intestine, a) a temperature-controlled chamber with the installed
apparatus, b) a momentary iris aperture (above) and a platform orientation view (below) from the program.
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vplive teh kontrakcij na kinetiko sproScanja zdravilne
ucinkovine iz FO. S specifi¢nimi nastavitvami delovanja
aparatur lahko dosezemo profile sproS¢anja ucinkovine, s
katerimi se je mozno priblizati in vivo podatkom.

SKLEP

Pri nacrtovanju novih FO in razvoju metod za njihovo testi-
ranje je treba upoStevati Stevilne dejavnike, med katerimi
je eden izmed pomembnejsih tudi dinamika gibanja v pre-
bavnem traktu. Zato farmacevtska znanost tezi k zasnovi
in vitro preskusov spros¢anja, ki bi omogocali ¢im vecjo
podobnost z in vivo pogoji.

Nove metode in aparature, predstavljene v ¢lanku, izkazu-
jejo prednosti pri testiranju FO s podaljSanim sproS¢anjem,
ki se v prebavnem traktu zadrzujejo dalj Casa in so ob tem
izpostavljene razlicnim mehanskim obremenitvam. Pri kom-
binaciji aparature USP Il in plasti¢nih kroglic je prednost
metode v enostavni implementaciji, saj jo lahko uporabimo
v vsakem laboratoriju, ki ima aparaturo z recipro¢nimi ci-
lindri. Z dodatki razli¢nih koli¢in kroglic pa lahko ponazorimo
mehanske obremenitve, ki so bolj ali manj intenzivne glede
na stanje v Zelodcu in prisotnost hrane. Prednost in po-
sebnost pretoCnega sistema s kroglicami je predvsem v
ponazarjanju drgnjenja tablete ob sluznico prebavil v pre-
bavnem traktu. Pri aparaturah za ponazarjanje gibanja ze-
lodca in tankega Crevesa pa lahko na preprost nacin razi-
skujemo vplive kontrakcij na meSanje vsebine v prebavilih
in s tem vpliv na hitrost sproS¢anja zdravilne ucinkovine.
Treba pa se je zavedati, da se vsi in vitro modeli razlikujejo
od realnega in vivo stanja in da je Se tako kompleksen
model lahko le priblizek oziroma poenostavitev fizioloSkega
stanja. Zato lahko v prihodnosti pri¢akujemo Se vec¢ inovacij
na podrogju razvoja in vitro modelov sproséanja, kjer bo
vsak izmed njih prikazoval samo dolocen vidik oziroma kri-
tiéni parameter, kljuen za specificni produkt.
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