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Mozliwosci réznicowania in vitro uktadow ztozonych

z matrycy polimerowej i substancji czynnej metoda
Magnetycznego Rezonansu Jadrowego w kontekscie
uktadow farmaceutycznych o kontrolowanym uwalnianiu

Postacie leku o przedtuzonym dziataniu sktadaja sie z mieszaniny polimeru i sub-
stancji czynnej (substancja lecznicza). Moga by¢ wykonane w postaci skompreso-
wanej (tabletka), lub tez w postaci nieskompresowanej jako mieszanina proszkéw
umieszczona w kapsutkach zelatynowych. Tego typu postacie leku moga by¢ przy-
gotowane takze jako systemy zréwnowazone hydrodynamicznie (HBS), czyli jako
postacie leku majace utrzymywac sie na powierzchni soku Zotadkowego.

Ponizej pewnej temperatury nazywanej temperatura zeszklenia (Tg) polimery
znajduja sie w stanie szklistym (glassy state) [1]. Polimery uzywane jako sktadnik
(matryca) postaci leku o przedtuzonym uwalnianiu w temperaturze 37°C (tempe-
ratura ciata cztowieka, a réwnoczesnie temperatura ptynéw ustrojowych) znajduja
sie w stanie szklistym. Substancja czynna dodana do polimeru podnosi tempera-
ture zeszklenia, natomiast substancje o matej masie molekularnej, takie jak woda,
zachowujg sie jak plastyfikator, to znaczy obnizajg znaczaco temperature zeszkle-
nia. Dlatego polimer w temperaturze 37°C, jesli wnikinie do niego woda, moze zna-
leZ¢ sie w stanie elastycznym (rubbery state). W tym stanie zwieksza sie mobilno$¢
czasteczek polimeru, jak i czasteczek wody penetrujacych uktad, a takze objetos¢
uwodnionej cze$ci uktadu (swelling). W szczeg6lno$ci uktad o wysokiej mobilnosci
i strukturze przypominajacej ciecz nazywany jest hydrozelem. Z uktadu bedacego
w takim stanie substancja czynna po rozpuszczeniu w roztworze penetrujacym
uktad moze na rézne sposoby uwalniac¢ sie, to znaczy przedostawac sie do roztworu
otaczajacego uktad. Moze dyfundowa¢ na zewnatrz uktadu zgodnie z prawem Ficka,
moze tez przedostawac sie do roztworu na drodze erozji uktadu. Przy czym za uwal-
nianie odpowiedzialne jest gtbwnie powstawanie i erozja warstwy hydrozelowe;j.
Sposéb oraz tempo uwalniania substancji czynnej jest podstawowym sposobem
oceny zachowania postaci leku.

Moéwiac o badaniach zachowania postaci leku in vitro (czyli w warunkach labo-
ratoryjnych), podstawowym pojeciem, ktére trzeba wyjasni¢, jest dostepnos¢ far-
maceutyczna. Jest to mierzona w warunkach in vitro ilo$¢ substancji leczniczej uwal-
niajacej sie z postaci leku i rozpuszczajacej sie w otaczajacym ptynie oraz szybkos¢,
z jaka ten proces zachodzi. Metody badania dostepnos$ci farmaceutycznej zostaty
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szczegbdtowo opisane w tzw. ogdlnych monografiach farmakopealnych. Monografie
te stanowig wytyczne, m.in. dla przemystu farmaceutycznego, co do sposobu prze-
prowadzania takiego badania, opisujg urzadzenia i warunki, w jakich ma by¢ wyko-
nywany pomiar. Jednym z takich urzadzen jest komora przeptywowa. Badana postac
leku pozostaje przez caly czas pomiaru zanurzona w cieczy, do ktérej uwalniany jest
lek, przy czym ciecz ta przeptywa przez komore, zabierajgc ze sobg zaré6wno uwol-
niony lek, jak i luzno zwigzane czgstki polimeru (erozja uktadu). Badanie uwalniania
jest w przemysle farmaceutycznym podstawowym badaniem in vitro charakteryzu-
jacym postac leku.

Jedna z niewielu technik pozwalajacych na obserwacje i rejestracje zjawisk
zachodzacych w obrebie preparatow matrycowych podczas uwalniania z nich
substancji leczniczej jest obrazowanie MR, czyli obrazowanie oparte na zjawisku
Magnetycznego Rezonansu Jadrowego. Jest to sposob nieinwazyjnego otrzymywa-
nia struktur obiektéw, ktéry m.in. daje mozliwos¢ uzyskania przestrzennych rozkta-
dow zawartosci wody w badanych obiektach (obrazy gestosci protonowej). Pozwala
takze na badanie molekularnych wtasno$ci wody znajdujacej sie w obiekcie, np. po-
przez pomiar tzw. czaséw relaksacji lub wspétczynnika samodyfuzji. Do tego, zeby
uzyska¢ obraz, musimy umiesci¢ probke w statym polu magnetycznym i poddac¢ ja
dziataniu zmiennego pola magnetycznego o pewnej konkretnej czestotliwosci zalez-
nej od wartosci statego pola magnetycznego oraz rodzaju jadra. Czestotliwo$¢ ta na-
zywana jest czestotliwo$cia rezonansowa lub czestotliwoscig Larmora i lezy w za-
kresie radiowych czestosci (czestotliwos¢ rzedu dziesigtek lub setek megahercow).
Konieczne jest takze zmodyfikowanie statego pola magnetycznego tak, aby zmienia-
to sie w liniowy sposéb w okreslonych kierunkach, czyli dodanie do statego pola ma-
gnetycznego tzw. gradientu pola. Aby to osiagna¢, stosuje sie zestaw trzech cewek.
Pierwsza cewka w zestawie generuje state pole magnetyczne. Moze to by¢ np. cewka
wykonana z nadprzewodnika zanurzona w ciektym helu, moze to by¢ magnes staty
lub elektromagnes. Warto$¢ indukcji magnetycznej w obecnie produkowanych ma-
gnesach nadprzewodzacych moze siega¢ nawet 22 T. Druga cewka w zestawie (tzw.
cewka radiowej czestosci lub cewka RF) wchodzi w sktad uktadu rezonansowego
dostrojonego do czestotliwo$ci Larmora. Jej zadaniem jest generowanie zmienne-
go pola magnetycznego, skierowanego prostopadle do kierunku statego pola ma-
gnetycznego, a stuzacego do ,pobudzenia” prébki. W tej cewce indukuje sie takze
uzyteczny sygnat pochodzacy od probki i niosacy o niej informacje. Trzecia cewka,
awtasciwie zespdt cewek, to cewki generujace tzw. gradient statego pola magnetycz-
nego - zwykle w trzech prostopadtych kierunkach. Bez gradientu pola czestotliwos$¢
rezonansowa bedzie taka sama w catej objetosci probki. Po dodaniu gradientu pola,
dwa rézne punkty w objetosci probki beda miaty rézne czestotliwosci rezonanso-
we. Dzieki temu uzyskuje sie zréznicowanie przestrzenne, a tym samym mozliwos$¢
uzyskania obrazéw. Prady w cewce RF i cewkach gradientowch sg generowane w
aparaturze sterowanej za pomocg komputera (tzw. konsola). Sg one wiaczane na
pewien okreslony czas w odpowiedniej kolejnosci - maja postac¢ impulséw o roz-
nych ksztattach, amplitudach i czasach trwania. Konsola rejestruje takze w sposéb
cyfrowy wyindukowany w cewce RF sygnat pochodzacy od prébki. Odpowiednio
dobrany cigg impulséw RF, impulséw gradientowych oraz okreséw, kiedy sygnat
jest rejestrowany (tzw. akwizycja sygnatu), nazywany jest sekwencjg pomiarowa.
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Aby otrzymac obraz, zarejestrowany sygnat poddawany jest rekonstrukcji opartej
zwykle na dwu lub tréjwymiarowej dyskretnej transformacie Fouriera (DFT).

Metoda obrazowania MR jest stosowana ostatnio m.in. w pracach eksperymen-
talnych do oceny wtasciwosci preparatéw farmaceutycznych. Jako przetomowe na-
lezy uznac¢ potgczenie mozliwosci badania uwalniania substancji leczniczej z postaci
leku z réwnoczesnym obrazowaniem penetracji cieczy do wnetrza preparatu. W tym
zakresie kluczowg innowacjg jest integracja aparatu stuzacego do badania uwalnia-
nia substancji leczniczej w roztworze symulujacym sok zotagdkowy z systemem do
obrazowania MR. Pierwszy taki system zostal zaproponowany w pionierskiej pracy
przez Fyfe i wspétpracownikéw [2] (University of British Columbia we wspotpracy
z Glaxo-Wellcome) w 2000 roku. W omawianej pracy autorzy uzyli magnesu nad-
przewodzacego o polu 9,4 T. Srednica cewki RF wynosita 26 mm, a system ten mogt
by¢ uzywany do matych tabletek ze stosunkowo duzg rozdzielczoscig przestrzenng
(100 um). W pracy tej nie ma informacji, jakiego uzyto roztworu symulujacego -
a jest to bardzo istotne zaréwno z punktu widzenia technicznego, jak i farmaceu-
tycznego. Autorzy twierdza takze, ze przeptyw cieczy w zaden spos6b nie wptywat
na jakos$¢ otrzymanych obrazéow.

Kolejny zestaw badawczy zostat zaproponowany przez zespo6t z Chalmers
University of Technology zwiazany ze szwedzka firma farmaceutyczng AstraZeneca
R&D [3,4]. Pole widzenia, czyli przestrzenny zakres obrazowania (FOV - Field of View)
wynosi 2,5x2,5 cm, co przy matrycy 256x256 daje rozdzielczo$¢ 0,1 mm. Grubos$¢
obrazowanej warstwy wynosi 2 mm, a przepltyw roztworu przez komore ustalono
na 3 ml/s. Oprocz kontrolowanego przeptywu badana postac leku jest dodatkowo
wirowana w zakresie 100-200 obrotéw na minute. Badany uktad jest mocowany
na dysku rotora za pomocg nierozpuszczalnego w wodzie kleju. Prébki roztworu
(1,2 ml) sa pobierane w trakcie eksperymentu. Na ich podstawie jest oznaczana nie
tylko ilo$¢ uwolnionej substancji leczniczej, ale takze ilo$¢ rozpuszczonego polime-
ru. Pobrane proébki roztworu analizowane s3 metodg chromatografii wykluczenia
(SEC) na dyfraktometrze ré6znicowym Waters 410 (WatersMilford, MA, USA) wypo-
sazonym w kolumne analityczng TSK gel GMPW, (TosoHaas, Montomeryville, PA,
USA). Catkowity czas rejestracji pojedynczego obrazu wynosi okoto 8 minut, przy
czym na czas pomiaru wytgczano przeptyw. W pracy prezentujacej system badano
tabletki PEO (PolyEthyelne Oxide) w 500 ml destylowanej wody w temperaturze
25°C. W kolejnej pracy przedmiotem badania byty tabletki HPMC-mannitol. Pomiary
przeprowadzono w temperaturze 35°C, a jako roztworu do ktérego uwalniany byt
lek uzyto 0,1 M bufor fosforanowy (1=0,1, pH=6,8).

Ostatnio Firma Oxford Instruments wprowadzita na rynek komercyjny nisko-
polowy system pomiarowy z magnesem statym o polu 0,5 T pod handlowa marka
PharmaSenseTM (akronim BT-MRI od Bench-Top Magnetic Resonance Imaging) [5].
System skonstruowano na bazie relaksometru uzywanego w badaniach skat na po-
trzeby geologii wiertniczej. Magnes staty jest utrzymywany w statej temperaturze
37°C, awewnetrzna Srednica sondy pomiarowej pozwala umie$ci¢ wewnatrz komo-
re przepltywowa o Srednicy ¢22,6 mm. W artykule prezentujacym system przeptyw
cieczy utrzymywano na poziomie 16 ml/min., a objetos¢ cieczy uzytej w obiegu wy-
nosita 250 ml. Badany preparat umieszcza sie na szklanych kulkach, ktérymi prak-
tycznie do potowy wypelniona jest komora. Stezenie substancji leczniczej mierzone
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jestnabiezaco przy uzyciu badawczego spektrometru UV /VIS Thermo Evolution 330
(zakres: 190-1100 nm) z komorg przeptywowg (Hellma, Germany). Publikowane
dotychczas wyniki pomiaréw przy uzyciu urzadzen tego typu uzyskiwane byty za
pomoca wczesniejszej wersji urzadzenia (Maran DRX2) przy wytgczonym na czas
pomiaru przeptywie cieczy, a preparaty byly wstawiane do systemu pomiarowego
tylko na czas pomiaru (publikacje z lat 2008-2009) [13, 14, 15].

Jeszcze w 2004 roku autorzy artykutu zestawili pierwsza wersje uktadu z ko-
morg przeptywowa z mozliwo$cig rownoczesnego otrzymywania obrazéw MR [6, 7,
8]. Jest on przedstawiony schematycznie na rysunku 1. Uktad zbudowano na bazie
doswiadczalnego tomografu MR znajdujacego sie w Instytucie Fizyki Jadrowej PAN
w Krakowie. Stuzy on gtéwnie do obrazowania i spektroskopii MR matych zwie-
rzat doswiadczalnych i bazuje na magnesie nadprzewodzacym o indukcji pola 4,7 T
(Bruker, Germany) z otworem poziomym o $rednicy $310 mm. Czestotliwo$¢ rezo-
nansowa dla protonow przy tej wartosci pola wynosi 200 MHz. System wyposazony
jest w cyfrowa konsole MARAN DRX (Resonance Instruments, UK) uzupetniong o wy-
soko wydajne zasilacze cewek gradientowych firmy Copley LTD (UK) oraz zestawy
cewek gradientowych. Sonda pomiarowa pozwala umiesci¢ w niej komore przepty-
wow3 o Srednicy ¢40. Sama komora spetnia normy Farmakopei Amerykanskiej 30
(USP 30) i wykonana jest z materiatéw nie bedacych ferromagnetykami, tak by moc
umiescic¢ ja w wysokim polu magnetycznym. Dzieki temu mozliwe sg badania posta-
ci leku o rozmiarach odpowiadajacych rzeczywistym rozmiarom preparatéw sto-
sowanych w lecznictwie. Aktualnie, komora przeptywowa wraz sonda pomiarowa
i uchwytem mocowana jest w cewkach gradientowych o $rednicy $200 mm (Magnex
Scientific, LTD) i pozwala na badania zaréwno formulacji do$wiadczalnych, jak
i produktow komercyjnych. Obieg cieczy, do ktérej uwalniana jest substancja leczni-
cza, wymuszony jest za pomocg pompy ttokowej HKP 60 (Erweka GMbH, Germany),
ktorej specyfikacja jest zgodna z zaleceniami Farmakopei.
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Rys. 1. Schemat systemu do réwnoczesnego badania uwalniania i obrazowania MR. A — klatka Faraday’a,
B — magnes nadprzewodzacy, C — komora przeptywowa, D — cewka RF, E — zestaw cewek gradientowych,
F — czujnik temperatury.
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Aby zachowac¢ zgodno$¢ metodyki badawczej taczacej badania dostepnosci far-
maceutycznej i obrazowanie MR z obowigzujacymi standardami farmakopealnymi,
nalezy przede wszystkim zapewni¢ statg temperature wewnatrz komory (37°C)
oraz kontrolowany przeptyw roztworu, do ktérego prowadzone jest uwalnianie.
Roztwdr symulujacy sok zotagdkowy (roztwdr HCl) ma odczyn kwasny i jest silnym
elektrolitem. Wptyw takiego roztworu mozna zamodelowa¢ poprzez wiaczenie do
obwodu sondy pomiarowej do obrazowania MR (uktad rezonansowy RLC) dodat-
kowej rezystancji wpietej w szereg z cewka [12]. Dobro¢ Q tak obcigzonego obwodu
drastycznie maleje, a wraz z dobrocia stosunek sygnatu do szumu (SNR ~ +hQ).
Wspotczynnik n nazywany jest wspotczynnikiem wypelnienia cewki i okresla, jaka
czes$¢ objetosci cewki zajmuje préobka. Wynika z tego, ze aby zoptymalizowac sto-
sunek sygnatu do szumu, nalezy, na ile to mozliwe, dostosowa¢ geometrie cewki
do badanego obiektu. W praktyce sprowadza sie to za kazdym razem do budowy
sondy pomiarowej dostosowanej do konkretnego obiektu i warunkéw, w jakich be-
dzie przeprowadzany pomiar. Stosunek sygnatu do szumu zalezy takze od kwadratu
wartoéci indukcji stalego pola magnetycznego (SNR ~ B,’), dlatego wysokie pole
w przypadku tego typu badania jest wysoce pozadane.

Zestaw zostat zaprojektowany do badania postaci leku o przedtuzonym dzia-
taniu, z ktérych substancja lecznicza jest uwalniana w gérnej czesci uktadu pokar-
mowego. Preparaty o przedtuzonym czasie przebywania w zotadku maja na celu
optymalizacje dostarczania do organizmu w spos6b kontrolowany substancji, kto-
re majg tzw. waskie ,,0kno absorbcji”, to znaczy wchtaniaja sie na bardzo krotkim
odcinku uktadu pokarmowego. Jednym z przyktadéw tego rodzaju substancji jest
L-dopa, ktdra stosuje sie w chorobie Parkinsona.

Poréwnujac z opisanymi wczesniej zestawami pomiarowymi, opracowany
przez autorow artykutu zestaw pozwala na prowadzenie badan w powtarzalny spo-
s6b z uwzglednieniem zjawisk zachodzgcych w przewodzie pokarmowym [6, 7, 8].
Dotyczy to w pierwszym rzedzie roztworu symulujgcego sok zotadkowy. Istnieje
mozliwos$¢ uzycia cieczy, poczawszy od wody destylowanej, na 0,1 M roztworze HCl
skonczywszy. Pomiar (obrazowanie MR) jest wykonywany w trakcie przebywania
uktadu w komorze przeptywowej, a badany uktad nie jest poddawany zadnym do-
datkowym manipulacjom. Sam przebieg testu uwalniania nie jest w Zzaden sposdéb
zaktdcany - np. przez zatrzymanie przeptywu na czas obrazowania. Jest to mozli-
we dzieki zastosowaniu sekwencji pomiarowej nieczutej na przeptyw cieczy. Proby
uzycia standardowych sekwencji pomiarowych powodowaty widoczne artefakty
przeptywowe (znieksztatcenia obrazu wywotane przeptywem cieczy). Pole widze-
nia (FOV) wynosi 3,5x3,5 cm, co przy matrycy obrazu o rozmiarze 256x256 daje
rozdzielczo$¢ 0,14x0,14 mm. W najbardziej niekorzystnej sytuacji, czyli dla grubosci
obrazowanej warstwy rzedu 1 mm i 0,1 M roztworu HCI, catkowity czas pomiaru
wynosi 10 minut.

Przy uzyciu opisanego powyzej systemu przeprowadzono réwnoczesne ba-
dania uwalniania i obrazowanie MR w sytuacji, gdy profile uwalniania (ilos¢ uwol-
nionej substancji leczniczej w czasie) badanych postaci leku byty podobne [9].
Zaproponowano uzycie metody obrazowania MR do réznicowania takich wtasnie
uktadéw. Na centralnym, podtuznym przekroju liczono: catkowita powierzch-
nie uktadu, powierzchnie polimeru w stanie elastycznym, powierzchnie ,suchego
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rdzenia” uktadu, a takze kilku parametréw geometrycznych, takich jak: $redni-
ca Fereta, obwdd, perymetr oraz kolisto$¢. Do zestawu danych reprezentujgcych
uwalnianie substancji czynnej w czasie dodano zmiany powyzszych parametréw.
Pozwalaja one réoznicowa¢ makroskopowe, fizykochemiczne zmiany zachodzace
wewnatrz uktadu w sposéb catkowicie nieinwazyjny z punktu widzenia wymagan
farmakopealnych. Wykazano korelacje niektérych parametrow z danymi uzyskany-
mi podczas uwalniania substancji leczniczej (profilami uwalniania, czyli zmianami
ilosci uwolnionej substancji czynnej w roztworze). Dla zmian pozostalych para-
metrow takiej korelacji nie stwierdzono. Wynika z tego, Ze cze$¢ obserwowanych
procesow ma bezposredni wptyw na uwalnianie substancji czynnej. Za to pozostate
parametry pozwalajg na réoznicowanie uktadéw sg czute na inne procesy, ktére nie
maja znaczgcego wptywu na sposéb uwalniania substancji czynnej in vitro, moga
by¢ jednak decydujace w momencie, kiedy uktad bedzie testowany in vivo (czyli na
zywych organizmach, np. na zwierzetach doswiadczalnych lub ludziach w ramach
badan klinicznych).

Nasuwa sie pytanie: dlaczego warto podejmowac préby dodatkowego roéz-
nicowania uktadéw farmaceutycznych in vitro, skoro test uwalniania substancji
w komorze przeptywowej jest standartowym badaniem poprzedzajacym badania
biodostepnosciibioréwnowazno$ci substancji leczniczej in vivo? Okazuje sie jednak,
ze wyselekcjonowane wstepnie uktady moga zachowywac sie w sposéb nieprzewi-
dywalny w warunkach in vivo. Jest to szczeg6lnie wyraznie widoczne w kontekscie
badan na zwierzetach do$wiadczalnych. Inaczej skomponowane uktady tak samo
uwalniajgce substancje leczniczg in vitro dawaty inny poziom stezenia substancji
leczniczej badanej w osoczu krwi in vivo (tzw. badanie dostepnosci biologicznej)
[10, 11].

Innym, wcigz aktualnym kierunkiem badan jest badanie uktadéw farmaceu-
tycznych metodami Magnetycznego Rezonansu Jadrowego na poziomie molekular-
nym - np. na podstawie przestrzennych rozktadéw czaséw relaksacji T, lub wspoét-
czynnika samodyfuzji [1]. Znajomos¢ proceséw zachodzacych w trakcie uwalniania
substancji czynnej, czy to na poziomie makroskopowym, czy tez molekularnym,
w dalszej perspektywie daje mozliwo$¢ przewidywania, dobierania sktadnikéw for-
mulacji, tak aby w konkretnych warunkach uktad uwalniat substancje czynng w $ci-
$le okreslony sposob (tzw. kontrolowane uwalnianie - controlled release).
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Mozliwosci réznicowania in vitro uktaddw ztozonych z matrycy polimerowe;... [71]

In vitro evaluation of differences between systems comprised of polymer ma-
trix and active substance by means of Magnetic Resonance methods - the case
of controlled release dosage forms

Abstract

Thisarticle describes possibilities of investigations of systems comprised of polymer and active
(drug) substance by means of Magnetic Resonance methods. Such systems are commonly used
for preparing prolonged, controlled release dosage forms. Dissolution study is a basic method
in pharmaceutical industry for evaluation of dosage forms. Magnetic resonance imaging (MR
imaging) can be used as an additional method performed simultaneously with dissolution
study in the non-invasive manner. Basics of MR imaging were described shortly together
with equipment necessary to obtain MR images. Existing hardware setups for simultaneous
MR imaging and dissolution study were presented. Advantages of the setup developed by
the authors of the article were emphasized. The method can be directly applied to obtain
quantitative information about differences between investigated dosage forms even when
the have identical dissolution profiles. Literature data showed that dosage forms having
identical dissolution profiles can have different bioavailability.

Keywords: Nuclear Magnetic Resonance, Magnetic Resonance Imaging, pharmaceutical
availability, controlled release dosage forms, MRI probehead



