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Legemiddelforskning - 2007

Dynamisk laboratoriemodel for
lipolysen under fedtfordajelsen i
tarmene: Modellen omfatter et
termostatstyret reaktionskammer,
en computerkontrolleret pH-stat
med en automatiseret burette

for tilseetning af NaOH samt en
pumpe for kontinuert, kontrolleret
tilseetning af CaCl,. Alle forseg
udferes under omrering.

Dynamisk model for
fordgjelse af lipidbaserede
l2egemidler | tarmen

Leegemiddelstoffer skal opleses i tarmvaesken, for de
kan transporteres over tarmvaeggen og komme ud i
blodet, men mange laegemiddelstoffer er tungtoplose-
lige i vand. En mulig lgsning er lipidbaserede formule-
ringer. En ny model efterligner fordgjelsen af lipidbase-
rede laegemidler i mave-tarmkanalen.

Af Dimitri Fatouros, Anne Larsen, Betty Lomstein Pedersen,
Jette Jacobsen og Anette Mdillertz

At indtage medicin via munden i form af tabletter eller
kapsler er velkendt og bekvemt. Mange nyopdagede laege-
middelstoffer er imidlertid tungtoplaselige i vand, sa her

er traditionelle tabletter problematiske. Et stof skal nemlig
veere i oplasning, far det kan blive transporteret over tarm-
vaeggen og komme ud i blodet.

Forskellige avancerede formuleringsprincipper kan ege op-
lgseligheden af laegemiddelstoffer i tarmvaesken og derved
forbedre absorptionen af stofferne til blodet. Et princip, der
nyder stigende popularitet, er lipidbaserede formuleringer
af typen selvemulgerende drug delivery-systemer (SEDDS).
Disse formuleringer holder laegemiddelstoffet oplgst i mave-
tarmsafterne, hvorved man undgar oplgsningstrinnet, som
ofte er det hastighedsbegraensende trin i optagelsen.
SEDDS formuleres som et praekoncentrat bestdende af en
olie, et overfladeaktivt stof og et co-solvent. Praekoncen-
tratet, som indeholder laegemiddelstoffet, kan doseres i en
kapsel. Nar der tilseettes vaeske til praekoncentratet, vil der
ved let omrystning spontant dannes en emulsion. Hvis der
dannes en mikroemulsion, vil vaesken vaere klar og let gra-
lig eller blalig, og hvis der dannes starre emulsionsdraber, vil
vaesken blive maelket. | en mikroemulsion er emulsionsdra-
berne ofte i nanostarrelse, hvorfor betegnelsen nanoemul-
sion egentlig er mere korrekt.

N&r man skal udvikle en ny oral formulering for et givent
laegemiddelstof, er det en fordel at have en testmetode i
laboratoriet, som kan efterligne forholdene i menneskets
tarm. Ved udvikling af tabletter anvender man typisk en ud-
lgsningstest, der madler, hvor hurtigt et laegemiddelstof fri-
gives fra en formulering og gar i oplasning. Denne test kan
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ikke anvendes for lipidbaserede formuleringer, fordi lege-
middelstoffet allerede er i oplasning fra starten.

Derfor har vi udviklet en lipolysemodel, der efterligner fedt-
fordgjelsen i tarmsystemet og dermed simulerer fordgjelsen
af SEDDS i tarmen. Under fedtfordgjelsen dannes der for-
skellige faser; en lipid fase, en fast fase og en vandig fase.
Vandfasen indeholder kolloide strukturer som vesikler og
miceller. Det er interessant at undersgge, hvilke faser laege-
middelstoffet fordeles til under lipolysen. Til det formal kan
man anvende biofysiske karakteriseringsmetoder for at fa et
overblik over, hvilke egenskaber de dannede faser fra for-
skellige formuleringer har.

Model for fedtfordgjelsen

Fedtfordgjelsen i mave-tarm-kanalen er en dynamisk proces.
Fedtstoffer fordgjes af lipaseenzymer, hvilket medferer, at
der dannes multilaminare flydende krystallinske faser — be-
stdende af lipolyseprodukter som fedtsyrer og monoglyceri-
der — pa overfladen af fedtdradberne. Under tilstedevaerelsen
af overfladeaktive galdesalte afsnares faserne derpa til mul-
tilamellare vesikler og derefter til miceller.

For at unders@ge, hvilken skaebne nanoemulsioner med lze-
gemiddelstoffer far i mave-tarm-kanalen, har vi udviklet en
lipolysemodel til at bruge i forbindelse med udvikling af li-
pidbaserede laegemiddelformuleringer. Lipolysemodellen er
en pH-stat-model, hvor pH under lipolysen holdes konstant
pa 6.5 svarende til forholdene i gvre del af tarmkanalen. |
reaktionskammeret blandes buffer, galdesalte, phospholipi-
der samt en lipidbaseret formulering, hvorpa pH justeres til
det gnskede niveau.

Lipolysen startes ved tilsaetning af et enzymekstrakt, som
indeholder lipase fra bugspytkirtlen. Samtidigt startes pH-
stat’en, som holder pH-konstant pa 6.5 ved tilseetning af
natriumhydroxid (NaOH). Lipasen spalter triglyceriderne i
den lipidbaserede formulering til frie fedtsyrer og monogly-
cerider. De frie fedtsyrer seenker pH og udlgser derved en
proportional maengde af NaOH fra titratoren.

For yderligere at kontrollere lipolysen tilsaettes calciumklorid
(CaCly) kontinuert under hele forlgbet. Calcium er en ngd-
vendighed for aktiviteten af lipasen, og desuden binder cal-
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cium frie fedtsyrer, der ellers kan forhindre lipasen i at binde
sig til fedtdraberne. Hastigheden af lipolysen kan styres ved
at andre calciumtilseetningen. Der kan lgbende tages pre-
ver ud fra modellen. Praverne tilsaettes lipaseinhibitor for at
stoppe lipolysen og kan oprenses ved hjeelp af ultracentri-
fugering.

Ultracentrifugeringen medfgrer adskillelse i tre fraktioner:
Bundfald, der primaert bestar af calciumsaeber af fedtsyrer
og udfzeldet lzegemiddelstof; en midterfraktion, der bestar
af miceller og vesikler, og en gvre fraktion, der bestar af ik-
ke-hydrolyserede fedtstoffer. Den generelle opfattelse er, at
jo hgjere koncentration af laegemiddelstof man kan opna i
midterfraktionen med miceller og vesikler, jo mere laegemid-
delstof vil der vaere tilgaengeligt for optagelse i tarmen.

Fordgjelse af lipidbaserede formuleringer

Indtil videre findes der ikke saerlig mange publicerede for-
s@g, der undersgger lipolysen af lipidbaserede formulerin-
ger og anvender den som en udviklingsparameter, hvilket
primaert skyldes, at modellen endnu ikke er saerligt udbredt.
Det er imidlertid vist, at modellen er effektiv i undersggelser
af, hvordan lzegemiddelstoffer oplgses, og hvilke kolloide
faser der dannes.

For nylig har vi publiceret undersggelser af morfologiske og
strukturelle andringer, der sker under fordgjelse af SEDDS
som danner nanoemulsioner under forhold, som efterligner
tarmsystemet under faste. Ved forsagene blev prever udta-
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get pa forskellige tidspunkter under lipolysen og nedfros-
set til meget lave temperaturer. Derpa anvendtes Cryogen
Transmissions-Elektron-Mikroskopi (Cryo-TEM), der ger det
muligt at se meget sma strukturer i vaesker — helt ned til 20
nanometer.

Forsggene viste, at der er miceller tilstede under hele lipoly-
seprocessen. Oliedraber fra formuleringen omformes til run-
de eller aflange unilamellare vesikler, efterhanden som lipo-
lysen skrider frem. Et lille antal bilamellare vesikler kan ogsa
ses. Efter 50 procents lipolyse ses et fald i antallet af vesik-
ler og oliedraber, og der er primaert miceller tilstede. Dette
studie viser, hvilke strukturer der dannes ved lipolyse af et
selvemulgerende drug delivery-system. Dannelsen af de for-
skellige strukturer vil have betydning for, hvor meget lze-
gemiddelstof der kan oplgses og vaere tilgaengeligt for ab-
sorption. Denne slags studier er vigtige for at opna en stgrre
forstaelse for, hvordan optimale lipidbaserede formuleringer
kan fremstilles, blandt andet hvordan sammensatningen af
formuleringen kan have indflydelse pa, hvilke strukturer der
dannes ved lipolysen

Med det stigende antal tungtoplgselige leegemiddelstoffer,
som udvikles i den farmaceutiske industri, stiger anvendel-
sespotentialet for lipidbaserede formuleringer. Derfor gges
behovet for udvikling af laboratoriemodeller, som kan efter-
ligne forholdene i mave-tarm-kanalen, og som derved kan
anvendes som et veerktej i forbindelse med en strategisk
udvikling af lipidbaserede laegemidler.

2 minutter

Cryo-TEM mikroskopibilleder: Simuleret fedtfordgjelse under faste af et selvemulgerende drug delivery system — en nano-
emulsion indeholdende laegemiddelstof. &) Oliedréber (OD) i forskellige sterrelser (se pile) og miceller (M) fer starten af
forseget. I} Lipolyseprodukter 2 minutter efter tilssetning af lipase. Her ses store, aflange unilammellare vesikler (V) og
oliedraber. G Lipolyseprodukter 5 minutter efter tilsaetning af lipase. De dominerende produkter er unilamellare, kugle-
runde vesikler samt en bilamellar vesikel (se pil). &} Lipolyseprodukter 30 minutter efter tilsaetning af lipase. Der er kun f3
unilamellare vesikler tilbage i mediet; de fleste er blevet omdannet til miceller (se pile).
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