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Povzetek Namen raziskave je bil ovrednotiti vpliv propilen glikola
kot pospesevalca permeacije na prehajanje natrijevega diklofenaka iz
dveh magistralnih formulacij skozi sinteticno membrano Strat-M® v
in vitro pogojih. PreuCevani sta bili formulaciji na osnovi Pentravan®
brez pospesevalca in s 24 % (m/m) propilen glikola. Permeacija je bila
doloc¢ena z wuporabo Franzovih difuzijskih celic in UV-Vis
spektrofotometrije. Formulacija z dodanim propilen glikolom je
izkazovala visje koncentracije diklofenaka, vecjo kumulativho
permeacijo in vecji delez permeirane ucinkovine. Razlike so bile
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Abstract The aim of the study was to evaluate the effect of propylene
glycol as a permeation enhancer on the permeation of diclofenac
sodium from two compounded formulations through a Strat-M®
synthetic membrane under 7 vi#ro conditions. Two Pentravan®-based
formulations were investigated: one without enhancer and one
containing 24% (w/w) propylene glycol. Permeation was assessed
using Franz diffusion cells and UV-Vis spectrophotometry. The
formulation containing propylene glycol showed higher diclofenac
concentrations, greater cumulative permeation, and a higher fraction
of permeated drug. Differences became more pronounced over time.
The results confirm that propylene glycol enhances diclofenac
permeation and highlight the importance of rational formulation
design in topical preparations.
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1 Uvod

Koza je dinamicen, vecplasten organ, ki predstavlja primarno oviro med telesom in
zunanjim okoljem ter kljuéno pregrado za lokalno aplicirane in transdermalno
dostavljene ucinkovine (Niehues idt., 2018). Njena kompleksna zgradba, sestavljena
iz epidermisa, dermisa in hipodermisa, omogoca termoregulacijo, senzoricno
zaznavanje ter deluje kot fizikalna, kemicna in imunoloska bariera, ki natancno
uravnava prehod ksenobiotikov (Lopez-Ojeda idr., 2025).

Epidermis, kot najbolj zunanja, 18 - 600 um debela avaskularna plast, predstavlja
primarni vmesnik z okoljem in $¢iti pred dehidracijo ter zunanjimi mehanskimi,
kemiénimi ter mikrobnimi vplivi (Meng idr., 2022; Niehues idr., 2018; Shuster idr.,
1975). Sestavljen je pretezno iz keratinocitov, ki med svojo terminalno diferenciacijo
tvorijo vecplastni epitelij in se preoblikujejo v korneocite; sploscene, anukleirane
celice, vgrajene v visoko organizirano medceli¢no lipidno matriko (Hofmann idr.,
2023). Za primarno batierno funkcijo koze je odgovoren stratum corneum, tanek
povrhnji sloj epidermisa (10-20 pum), ki deluje kot klju¢na pregrada za prehajanje
snovi (Footner idr., 2023; Hofmann idr., 2023; Menon idr., 2012).

Dermis je 500 - 6000 pm debela plast, ki lezi pod epidermisom in kozi zagotavlja
mehansko oporo, elasticnost in odpornost (Honari idr., 2017; Lee idr., 2024; Oltulu
idr., 2018; Wong idr., 2016). Bogato je ozivéen in vaskulariziran, njegovo
zunajceliéno matriko pa tvorijo pretezno fibroblasti, ki sintetizirajo kolagen, elastin
in hialuronsko kislino (Hofmann idr., 2023).

Ucinkovitost barierne funkcije epidermisa je odvisna od kompleksnega
biokemijskega okolja. Kljucno vlogo igra pH gradient — kisla povrsina koze (pH 4—
6) zavira proteoliticne encime in $citi barierno integriteto. Lipidno matriko rozene
plasti tvorijo ceramidi (skoraj polovica celotne mase), holesterol in nasicene proste
mascobne kisline, ki se organizirajo v lamelarne strukture, selektivho prepustne za
lipofilne spojine. Stopnjo hidracije uravnavajo akvaporin-3 in dermalna hialuronska
kislina, ki vzdrzujeta normalno transepidermalno izgubo vode (410 gh™ m™) (Boer
idr., 2010).

Dermalna in transdermalna aplikacija zdravil predstavljata strategijo za dostavo
ucinkovin, pri kateri koza sluzi kot portal za lokalne ali sistemske terapevtske ucinke
(Brito idr., 2024; Zhao idr., 2024). Kljuc¢na prednost je obvod presnove prvega
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prehoda v jetrih, s ¢imer se izboljsa bioloska uporabnost zdravila in zagotovi stabilen
farmakokineticni profil (Brito idr., 2024; Jeong idr., 2021). Hkrati se zmanjsa
tveganje za sistemske mneZelene ucinke, neinvazivnost aplikacije pa poveca
sodelovanje bolnikov pri zdravljenju (Brito idr., 2024; Jeong idr., 2021).

Prehod ucinkovin skozi kozo poteka po treh glavnih poteh: intercelularni (skozi
lipidne intersticije rozene plasti), transcelularni (neposredno skozi korneocite) in
transapendagealni (skozi lasne mesicke in Zleze znojnice) (Brito idr., 2024; Zhao idr.,
2024). Intercelularna pot je najpomembnejsa za vecino ucinkovin, saj je njena
povitsina zvezna in omogoca prehod lipofilnih ter relativno velikih molekul (Lee idr.,
2024). Ucinkovitost vsake poti je odvisna od fizikalno-kemijskih lastnosti zdravila,
stanja koze in lastnosti formulacije (Zhao idr., 2024).

Kljub prednostim je ucinkovitost detmalne in transdermalne terapije omejena s
pregradno funkcijo stratum corneum, ki preprecuje prehod molekul z vedjo
molekulsko maso ali neugodnimi fizikalno-kemicnimi lastnostmi (Brito idr., 2024).
Za premagovanje teh ovir se uporabljajo kemicni pospeSevalci permeacije,
nanonosilci ter aktivne fizikalne metode, kot so iontoforeza, sonoforeza in mikroigle
(Jeong idr., 2021).

Nesteroidna protivnetna zdravila (NSAID) so prva izbira za zdravljenje akutne in
kroni¢ne misicno-skeletne bolecine ter vnetja (Pradal, 2020). Njihovo delovanje
temelji na zaviranju ciklooksigenaznih izooblik COX-1 in COX-2. Topi¢na aplikacija
omogoca doseganje terapevtskih koncentracij na mestu delovanja ob minimalni
sistemski izpostavljenosti, kar je posebej primerno za starejse bolnike ter bolnike s
pridruzenimi kardiovaskularnimi, gastrointestinalnimi ali ledvicnimi boleznimi
(Pennick idr., 2021; Pradal idr., 2019; Rannou idr., 2015). Klini¢ne smernice zato vse
pogosteje priporocajo topicne NSAID kot terapijo prve izbire (Derry idr., 2015,
2016).

Natrijev diklofenak je med najpogosteje predpisanimi topi¢nimi NSAID. Njegova
dovolj majhna molekulska masa (296 g/mol) omogoca difuzijo skozi rozeno plast;
vrednost pKa 4,15 zagotavlja delno ionizacijo pri rahlo kislem pH koze, kar
omogoca dobro topnost v formulaciji, visoka vrednost log P (4,51) pa lipofilnost, ki
olajsa penetracijo v globlje plasti koZe (Pennick idr., 2021). V komercialnih
formulacijah je diklofenak prisoten v obliki razlicnih soli (natrijev diklofenak,
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diklofenak dietilamin, diklofenak epolamin), ki kazejo razlicno permeacijo skozi
hidrofobne in hidrofilne membrane (Pradal, 2020).

Terapevtski ucinek topicnih NSAID je v veliki meri odvisen od zasnove formulacije.
Primerjalne 7z vitro Studije so pokazale do desetkratne razlike v profilih permeacije
med komercialnimi topi¢nimi NSAID, pripravljenimi v enakih eksperimentalnih
pogojih (Milanowski idr., 2021). Emulgel z diklofenak dietilaminom je pokazal
priblizno 4,4-krat vecjo hitrost prehajanja kot hidrogel z natrijevim diklofenakom,
ptipisano ugodnejsim porazdelitvenim lastnostim soli in prisotnosti pospesevalcev
permeacije (Milanowski idr., 2021). Pradal (2020) poroca, da se kumulativha
absorpcija diklofenaka po 24 urah med komercialnimi pripravki razlikuje za vec kot
Sestkrat (119-747 ng/cm?) kljub enaki koncentraciji ucdinkovine, kar pottjuje
odlo¢ilno vlogo formulacijskih dejavnikov. Gelske formulacije obi¢ajno omogocajo
hitrejSe sproscanje, emulzijske formulacije pa lahko kljub nizji koncentraciji doseZejo
visjo absorpcijo (Manian idr., 2022; Pradal idr., 2019).

Formulacijsko pogojene razlike v permeaciji imajo pomemben klini¢ni pomen tudi
prirazvoju magistralnih in genericnih topicnih pripravkov. Dokazovanje terapevtske
enakovrednosti namreC zahteva ne le kvantitativno in kvalitativho enakost sestave,
temve¢ tudi primerljivo mikrostrukturo formulacije, saj ta klju¢no doloca sproscanje
zdravila, hitrost permeacije, porazdelitev v koznih plasteh in koncni terapevtski
ucinek (Manian idr., 2022). Magistralni pripravki so pri tem Se posebej izpostavljent,
ker se pogosto pripravljajo z razlicnimi nosilci ali pomoznimi snovmi glede na
razpolozljivost, kar lahko opazno vpliva na biofarmacevtske lastnosti pripravka kljub

enaki koncentraciji u¢inkovine.

Izbira ustreznega nosilca je kljuénega pomena pri razvoju ucinkovitih topicnih
pripravkov, saj doloca fizikalno-kemijsko okolje ter s tem sproscanje in prehajanje
zdravila skozi kozo (Kaushik idr., 2024). Lastnosti nosilca vplivajo na integriteto
kozne bariere, stopnjo hidracije ter difuzijo uc¢inkovin skozi rozeno plast. Reoloske
lastnosti formulacije, zlasti viskoznost in viskoelasticnost, vplivajo na difuzijo

zdravila, razmazljivost ter ¢as zadrzevanja na kozi (Manian idr., 2022).

Pospesevalci permeacije so pomozne snovi, ki izboljsujejo prehajanje zdravila skozi
bariero rozene plasti z razlicnimi mehanizmi: motijo urejeno lipidno strukturo,
povecajo topnost zdravila v formulaciji ali spremenijo porazdelitev zdravila med
nosilcem in kozo (Wennberg idr., 2023). Med pogosto uporabljenimi pospesevalci
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so organska topila, mascobne kisline, terpeni, glikoli in povtsinsko aktivhe snovi
(Patel idt., 2021; Pradal, 2020).

Propilen glikol je eden najpogosteje uporabljenih pospesevalcev permeacije v
dermalnih formulacijah. Molekularne simulacije kaZzejo, da se lokalizira na meji
polarnih glav lipidov v dvoslojih rozene plasti, zasede mesta vodikovih vezi z vodo
in poveca povrsino na lipid (Slika 1), s cimer zmanjsa urejenost lipidov in zniza
energijsko bariero za permeacijo (Mistry in Notman, 2024). Primerjalne Studije
glikolov so podobno pokazale, da ti vplivajo na molekulsko gibljivost, strukturo in
prepustnost rozene plasti (Kis idr., 2022).

- ! -

Povecana povrsina na lipid Zmanjsana urejenost lipidov Nizja energijska bariera
P ¢ ' >
, e Laija permeacia
Raziirjena lipidna plast Neurejeni lipidi § Energijska bariera

Slika 1: Shematski prikaz predlaganega mehanizma delovanja propilen glikola kot pospesevalca
permeacije v formulacijah diklofenaka.

Poleg tega deluje kot ko-solvent, ki povecuje topnost ucinkovine in njeno
termodinamsko aktivnost v formulaciji, kar povecuje gonilno silo za difuzijo (Cartrer
idr., 2020). Kombinacija teh dveh mehanizmov, motnje lipidne bariere in povecane
termodinamske aktivnosti, pojasnjuje njegovo Siroko uporabo v topi¢nih

formulacijah z diklofenakom.

Na podlagi predstavljenih izzivov je bil cilj nase raziskave ovrednotiti permeacijo
natrijevega diklofenaka iz dveh magistralnih dermalnih formulacij z uporabo Strat-
M® membrane v Franzovih difuzijskih celicah. Primetjali smo formulacijo
Pentravan® z diklofenakom brez pospesevalca (F1) in z dodatkom 24 % (m/m)
propilen glikola (F2), da bi neposredno ocenili vpliv te pomozne snovi na
permeacijske lastnosti formulacije.
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Prepoved testiranja dermalnih izdelkov na zZivalih v Evropski uniji ter eti¢ni
pomisleki in fizioloske razlike med ¢lovesko in Zivalsko kozo povecujejo potrebo po
alternativnih modelih (Derman idr., 2025). In vitro permeacijske Studije so zato
pomemben korak pred 7z vivo testiranjem, saj omogocajo oceno hitrosti in obsega
permeacije iz topicnih formulacij ter zagotavljajo ponovljive in primerljive podatke

(Nair idr., 2025).

Ex vivo cloveska koza ostaja referencni model, vendar njeno uporabo omejujejo
dostopnost, eti¢ni vidiki in variabilnost med donotji (Bouwer idr., 2025). Med
sinteticnimi membranami se je Strat-M® uveljavila kot zanesljiv nadomestni model:
membrana je debela ~300 pm, sestavljena iz zgornje lipidno modificirane plasti in
dveh poroznih plasti polietersulfona, ki skupaj posnemajo strukturne in kemijske
lastnosti rozene plasti cloveske koze (Bouwer idt., 2025; Nair idr., 2025). Primetjalne
studije so pokazale korelacijski koeficient 0,99 med difuzijskimi parametri na Strat-
M® in ¢loveski kozi ter faktor podobnosti 80—85 % (Kaur idr., 2018; Kichou idr.,
2023); primetljivo prepustnost so potrdile tudi neposredne primetjave s clovesko
kadaversko kozo (Haq idr., 2018). Milanowski idr. (2021) so potrdili, da je Strat-M®
primerna za optimizacijo metod za topicne NSAID in za zanesljivo razlikovanje med
formulactjami z razlicnimi permeacijskimi lastnostmi.

Permeacija ucinkovin se najpogosteje vrednoti v vertikalnih Franzovih difuzijskih
celicah, ki so standardni pristop pri studijah sproscanja in permeacije. Osnovo
predstavljata donorski in receptorski predelek, locena z membrano, skozi katero
ucinkovina difundira in je nato kvantificirana z ustrezno analitsko metodo (Bouwer
idr., 2025; Nair idr., 2025).

2 Materiali in metode

2.1 Materiali

V raziskavi sta bili preucevani dve magistralni formulaciji diklofenaka, pripravljeni v
Centralni lekarni Univerzitetnega klinicnega centra Maribor. Obe formulaciji sta
temeljili na transdermalni osnovi Pentravan®. Kot ucinkovina je bil uporabljen
natrijev diklofenak (diclofenac sodium salt, Sigma-Aldrich, Nemcija). F1 je
vsebovala 1 % (m/m) diklofenaka v Pentravan® podlagi. F2 je poleg 1 % (m/m)
diklofenaka vsebovala 24 % (m/m) propilen glikola, preostanek (75 % m/m) pa je
predstavljala Pentravan® podlaga.
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Uporabljene so bile Strat-M® membrane (Merck Millipore Ltd., Irska) v obliki
diskov, premera 25 mm (T'rial Pack, ref. st. SKBMO025TP), setija LOT 0000488378,
shranjene in uporabljene v skladu z navodili proizvajalca. Receptorski medij je bil
Advanced DMEM/F-12 (Thermo Fisher Scientific), obogaten s 5 % (m/m) fetalnim
govejim serumom (FBS, Thermo Fisher Scientific), 2 mmol/L L-glutamina (Sigma-
Aldrich), 100 U/mL penicilina in 1 mg/mL streptomicina (Sigma-Aldrich).

2.2 Metode

In vitro permeacijsko studijo smo izvedli z avtomatiziranim Franzovim difuzijskim
celicnim sistemom Logan System 912-6 (Logan Instruments Corp., ZDA). Volumen
receptorskega oddelka je znasal 15 mL, efektivna difuzijska povrsina pa 3,14 cm?
Receptorski medij je bil termostatiran na 32 °C (temperatura kozne povtsine) in

kontinuirano mesan z magnetnim mesalom.

Strat-M® membrane so bile nepostedno pred uporabo namescene v Franzove
difuzijske celice v skladu z navodili proizvajalca, pri cemer je bila svetleca stran
obrnjena proti donorskemu predelku. Membrane pred uporabo niso bile dodatno
obdelane.

Na povrsino membrane smo aplicirali doloceno koli¢ino posamezne formulacije, za
vsako v treh paralelkah. Za formulacijo F1 so zacetne mase znasale 530 mg, 537 mg
in 538 mg; za formulacijo F2 pa 531 mg, 527 mg in 536 mg. Razlicne mase nanosa
so bile upostevane pri izracunih koncentracij za posamezno casovno tocko.
Donorski predelek je bil po nanosu zaprt s parafilmom, da smo preprecili

izhlapevanje in zagotovili konstantne eksperimentalne pogoje.

Vzorec receptorskega medija (1 mL) je bil avtomatsko odvzet ob casovnih tockah:
0,5; 1; 2; 3; 4; 5; 6 in 24 ur. Po vsakem odvzemu se je avtomatsko dodal svez medij
za vzdrzevanje konstantnega volumna receptorskega oddelka. Kumulativna koli¢ina
permeirane ucinkovine je bila izracunana z upostevanjem standardne korekcije
volumna pri zaporednem vzorcCenju, ki uposteva razredCitev receptorske faze ob
vsakem odvzemu in nadomestitvi.

Koncentracijo diklofenaka v vzorcih receptorske faze smo dolocali z UV-Vis
spektrofotometrom Cary 60 (Agilent Technologies) pri valovni dolzini 289 nm, ki
ustreza absorpcijskemu maksimumu natrijevega diklofenaka v receptorskem mediju,
ugotovljenemu s skeniranjem spektra v obmodju 200—400 nm. Meritve smo izvajali
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v kvarcnih kivetah z opticno potjo 1 cm, pri ¢emer smo kot slepi vzorec uporabili
dist receptorski medij. S tem smo odsteli morebitno lastno absorbanco komponent
medija (DMEM/F-12 in FBS) pti metjeni valovni dolZini in zagotovili specifiénost
metode. Kvantifikacija je temeljila na umeritveni krivulji, pripravljeni z raztopinami
diklofenaka v receptorskem mediju v koncentracijskem obmocju 0,001-0,040
mg/mL, pri cemer je bila vsaka koncentracija analizirana v treh ponovitvah.

Vsak permeacijski poskus smo izvedli v treh paralelkah na formulacijo (n = 3).
Rezultati so v besedilu in na grafih prikazani kot povprecje * standardni odklon
(SD). Zaradi majhnega $tevila ponovitev, inferencnega statisticnega testiranja razlik
med formulacijama nismo izvajali. Vse primerjave med formulacijama so zato

izkljucno opisne.
3 Rezultati
31 Umeritvena krivulja in analitska ustreznost metode

Umeritvena krivulja je bila pripravljena v koncentracijskem obmocju od 0,001 do
0,040 mg/ml.. Vsaka izbrana koncentracija je bila analizirana v treh ponovitvah, za
nadaljnjo obdelavo pa smo uporabili povprecno vrednost absorbance. Dobljena
umeritvena krivulja je izkazovala linearno odvisnost med koncentracijo diklofenaka
in absorbanco z enacbo regresijske premice y = 27,338x + 0,0696 (Graf 1).

Korelacijski koeficient (R?) je znasal 0,991, kar potrjuje dobro linearnost metode v
obravnavanem koncentracijskem obmocju. Meja zaznave (LOD) je 0,00477
mg/ml., meja kvantifikacije (LOQ) pa 0,01446 mg/ml.. Vrednost LOQ se nahaja
znotraj kalibracijskega obmodja, kar potrjuje ustreznost izbire koncentracijskega

razpona in zagotavlja zanesljivo kvantifikacijo v celotnem analiziranem obmodju.
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Graf 1: Umeritvena krivulja diklofenaka.
3.2 Koncentracija diklofenaka v receptorskem mediju po ¢asovnih to¢kah

Pri obeh formulacijah je koncentracija diklofenaka v receptorskem mediju s ¢asom
narascala, kar potrjuje postopno permeacijo ucinkovine skozi membrano (Graf 2).
V zacetnih casovnih tockah (do priblizno 300 min) so bile koncentracije nizke in
primerljive med formulacijama, variabilnost meritev pa relativno visoka. V kasnejsih
casovnih tockah se je koncentracija izraziteje povecala. Visje koncentracije so bile
opazene pri formulaciji F2, kar nakazuje vpliv propilen glikola kot pospesevalca
permeacije. Najvisje koncentracije so bile dosezene po 1440 minutah: 2 je dosegla
0,0345 £ 0,0012 mg/mlL, F1 pa 0,0237 £ 0,0143 mg/ml..

0.045 ——$— Fomulacija brez propilen glikola
—#— Formulacija s propilen glikolom
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Graf 2: Koncentracija diklofenaka v receptorskem mediju skozi cas.
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3.3 Kumulativna koli¢ina permeiranega diklofenaka na povrsino

Kumulativno kolicino permeirane ucinkovine smo izrazili na enoto povrsine
membrane (Q, mg/cm? v odvisnosti od ¢asa; rezultati so predstavljeni kot
povprecje treh paralelk T standardni odklon (Graf 3). V zacetnih ¢asovnih tockah
(do priblizno 300 min) so bile vrednosti Q: nizke z majhnimi razlikami med
formulacijama. Z naras¢anjem casa se je permeacija izraziteje povecala, razlika med
formulacijama pa postala bolj ocitha. Po 1440 minutah je formulacija F2 dosegla
0,17085 £ 0,00785 mg/cm?, formulacija F1 pa 0,11595 £ 0,07115 mg/cm?. Velika
standardna deviacija pri F1 odraza variabilnost med paralelkami, ki je bila posebej
izrazita pri zadnji casovni tocki, in ne napake v metodi.

—e—Formulacija s propilen glikolom

—e—Formulacija brez propilen glikola

02

0,15
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0,05

-005
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Graf 3: Kumulativna koli¢ina permeiranega diklofenaka na enoto povrsine v odvisnosti od ¢asa
(mg/cm?).
34 Kumulativni deleZ permeiranega diklofenaka (%)

Ker se je zacetna masa nanesene formulacije med paralelkami razlikovala, smo
rezultate normalizirali glede na zacetno maso diklofenaka (Graf 4). Kumulativni
delez permeirane ucinkovine (%) smo izracunali kot razmerje med kumulativno
maso diklofenaka v receptorskem mediju in zacetno maso diklofenaka v donorski
formulaciji. Pri obeh formulacijah se je delez s casom postopno poveceval. V
zacCetnih casovnih tockah so bile vrednosti nizke in primerljive, variabilnost pri F1
pa izrazitejSa. Z narascanjem casa so razlike postajale bolj ocitne. Po 1440 minutah
je F2 dosegla 9,68 £ 0,58 %, F1 pa 6,80 £ 4,11 %.
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Graf 4: Normaliziran kumulativni deleZ permeiranega diklofenaka (%6).

3.5 Odsotnost stacionarne faze permeacije

Pri analizi permeacijskih profilov obeh formulacij ni bilo mogoce opaziti jasno
izrazene linearne faze, ki bi ustrezala stacionarnemu stanju permeacije. Kumulativna
kolicina permeirane ucinkovine na povrsino v odvisnosti od casa (Graf 3) ni
izkazovala linearnega narascanja v nobenem c¢asovnem intervalu; namesto tega je bila
opazena nelinearna rast skozi celotno trajanje poskusa. Zaradi odsotnosti
stacionarne faze ni bilo mogoce zanesljivo dolo¢iti permeacijskih parametrov, kot so
fluks v stacionarnem stanju, permeabilnostni koeficient in cas zakasnitve (T/ag).
Rezultati so bili zato ovrednoteni na podlagi kumulativne koli¢ine permeirane

ucinkovine na povrsino ter kumulativnega deleza permeirane ucinkovine.
4 Diskusija
4.1 Vpliv sestave formulacije na permeacijo diklofenaka

Rezultati permeacijske studije kazejo, da sestava formulacije odlocilno vpliva na
prehajanje diklofenaka skozi sinteticho membrano Strat-M®. Formulacija F2 je pri
daljsih casovnih tockah dosegala visje koncentracije diklofenaka v receptorski fazi,
vedjo kumulativno kolicino permeirane ucinkovine na enoto povrsine (Qy) in vedji
normalizirani delez permeirane ucinkovine kot F1. V zacetnih ¢asovnih tockah so
bile razlike med formulacijama majhne, kar je mogoce pripisati difuzijskemu

mehanizmu prehajanja, ki zahteva vzpostavitev koncentracijskega gradienta, in
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procesu sproscanja ucinkovine iz nosilca. Z daljsanjem casa eksperimenta se je

razlika izraziteje povecala, kar kaze na postopen razvoj formulacijskega ucinka.

Konsistentnost med absolutnimi (Qq) in relativnimi (%) rezultati potrjuje, da
opazene razlike izhajajo iz sestave formulacije in ne iz razlik v zacetni masi nanosa.
Ugotovljeni trend je skladen z ugotovitvami Pradal (2020), ki poroca, da se
kumulativna absorpcija diklofenaka po 24 urah med komercialnimi pripravki z enako
koncentracijo ucinkovine razlikuje za ve¢ kot Sestkrat, ter Pradal idr. (2019), ki
ugotavljajo, da formulacije z niZjo koncentracijo diklofenaka a ugodnejso sestavo
nosilca dosegajo visjo permeacijo. Podobno so Sacha idr. (2019) pokazali, da Ze
sprememba nosilca oziroma vgradnja diklofenaka v liposome opazno spremeni
njegov ex vivo absorpcijski profil. Nasi rezultati so s temi ugotovitvami skladni in
dodatno pottjujejo, da je Ze dodatek ene same pomozne snovi, propilen glikola,

zadosten za opazno spremembo permeacijskega profila.

Povecana permeacija pri formulaciji F2 je razlozljiva z uveljavljenimi mehanizmi
delovanja propilen glikola kot pospeSevalca permeacije. Molekularne simulacije
(Mistry in Notman, 2024) kazejo, da se propilen glikol lokalizira na meji polarnih
glav lipidov v dvoslojih rozene plasti, kjer porusi urejeno strukturo lipidov in
zmanjsa energijsko batiero za difuzijo. Ker membrana Strat-M® z lipidno sestavo
posnema stratum corneum, propilen glikol na podoben nacin porusi njeno
integriteto. Poleg tega deluje kot ko-solvent, ki povecuje topnost diklofenaka in
njegovo termodinamsko aktivnost, s ¢imer poveca gonilno silo za difuzijo skozi
membrano (Carrer idr., 2020). Kombinirani ucinek motenj lipidne bariere in
povecane termodinamske aktivnosti ucinkovine je v skladu s konceptom solute—

vehicle—skin interakcij, ki ga opisujejo Tapfumaneyi idr. (2025).

Uporaba membrane Strat-M® v nasi raziskavi je skladna z njeno siroko validacijo v
literaturi kot zanesljivega modela za #n vitro permeacijske teste. Nasi rezultati
potrjujejo, da je membrana dovolj obcutljiva za zaznavanje razlik med formulacijama
kljub njuni sicer zelo podobni sestavi. Hkrati pa Strat-M® ne vkljucuje bioloskih
dejavnikov, kot so encimska aktivnost, aktivni transport, krvni obtok ali variabilnost
med posamezniki, zato je interpretacijo rezultatov potrebno obravnavati v kontekstu

in vitro pogojev (Salminen idr., 2023).
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Permeacijski profili obeh formulacij niso izkazovali linearnega narascanja v nobenem
casovnem intervalu, kar pomeni, da sistem v Casu trajanja eksperimenta ni dosegel
stacionarnega stanja. Posledicno ni bilo mogoce doloditi fluksa v stacionarnem
stanju, permeabilnostnega koeficienta in T/ag. Nelinearen profil je verjetno posledica
omejene difuzije skozi membrano, interakcij med formulacijo in membrano ali
nezadostnega trajanja eksperimenta. Manjkajoce vzorcenje med 5. in 24. uro
dodatno omejuje interpretacijo kinetike permeacije, saj ni mogoce izkljuciti, da je

sistem v tem intervalu Ze dosegel linearno fazo.

Statisti¢na analiza razlik med formulacijama ni bila izvedena zaradi majhnega stevila
paralelk (n = 3), kat predstavlja inherentno omejitev te pilotne studije. Kljub temu
so vsi analizirani parametri medsebojno skladni in konsistentno kazejo na povecano
permeacijo diklofenaka v prisotnosti propilen glikola. Za nadgradnjo studije bomo
podaljsali trajanje ekspetimenta za dosego stacionarnega stanja in iztacun
farmakokineticnih parametrov, povecali frekvenco vzorcenja med 5. in 24. uro ter
bomo dodatno izvedli analizo zadrzevanja diklofenaka v membrani po zakljucku
eksperimenta. Slednja bi omogocila razlikovanje med permeirano in zadrzano
frakctjo ter boljso oceno dejanske razpolozljivosti ucinkovine. Rezultate bi bilo
nadalje smiselno preveriti na biolosko relevantnejsih modelih, kot je ex vivo cloveska

ali zivalska koza, kar bi omogocilo boljso translacijo ugotovitev v klini¢ni kontekst.
5 Zakljuéek

Izvedena in vitro permeacijska Studija je pokazala, da dodatek propilen glikola kot
pospesevalca permeacije opazno vpliva na prehajanje natrijevega diklofenaka skozi
sinteticho membrano Strat-M®. Formulacija F2 je dosegla visje koncentracije
diklofenaka v receptorskem mediju, vedjo kumulativnho kolicino permeirane
ucinkovine na enoto povisine in vecji delez permeirane ucinkovine v primerjavi s
formulacijo F1. Opazovani ucinek je skladen z uveljavljenimi mehanizmi delovanja
propilen glikola, ki vkljucujeta motnje v lipidni strukturi membrane ter povecanje
topnosti in termodinamske aktivnosti ucinkovine. Rezultati pottjujejo, da je pri
razvoju topicnih pripravkov poleg koncentracije ucinkovine kljucnega pomena
skrbno nacrtovanje sestave formulacije, ter da Strat-M® membrana predstavlja
obcutljiv in reproducibilen model za vrednotenje taksnih razlik v zgodnjih fazah

razvoja.
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Opombe

Kratice, uporabljene v besedilu:

COX-1: ciklooksigenaza-1

COX-2: ciklooksigenaza-2

DMEM/F-12: Dulbecco’s Modified Fagle Medium/Ham’s F-12

F1 — formulacija 1 (Pentravan® + 1 % (m/m) diklofenaka)

F2 — formulacija 2 (Pentravan® + 1 % (m/m) diklofenaka + propilen glikol)
FBS: fetalni goveji serum

LOD: meja zaznave

LOQ: meja kvantifikacije

NSAID: nesteroidna protivnetna zdravila

Q: : kumulativna kolic¢ina permeirane ucinkovine na enoto povrsine v ¢asu t
SD: standardni odklon

Strat-M®: sintetiéna membrana za in vitro permeacijske Studije

Tlag: cas zakasnitve

UV-Vis: ultravijoli¢na-vidna spektrofotomettija

Zahvala

Avtotji se zahvaljujejo Javni agenciji za znanstveno-raziskovalno in inovacijsko dejavnost Republike
Slovenije za finanéno podporo v okviru programske skupine P3-0036 ter raziskovalnih projektov L7-
4494, J3-60058. in J2-70083.

Extended abstract

This study aimed to evaluate the effect of propylene glycol as a permeation enhancer on the iz vitro
permeation of diclofenac sodium from compounded topical formulations using a Strat-M® synthetic
membrane model. Topical nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs), such as diclofenac, are
widely used due to their ability to provide localized therapeutic effects while minimizing systemic
exposure. However, their clinical efficacy strongly depends on formulation composition, as the stratum
corneum represents a major barrier to drug permeation.

Two magistral formulations based on the Pentravan® transdermal base were investigated: one
containing 1% (w/w) diclofenac sodium without a permeation enhancer (F1), and another containing
the same concentration of diclofenac with 24% (w/w) propylene glycol (F2). The permeation study
was conducted using Franz diffusion cells under controlled conditions, with Strat-M® membranes
serving as a synthetic model of human skin. Diclofenac concentrations in the receptor medium were
determined using UV-Vis spectrophotometry at 289 nm, the absorption maximum confirmed by full
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spectrum scanning. The specificity of the method was ensured by using pure receptor medium
(Advanced DMEM/F-12 with 5% FBS) as blank, eliminating the contribution of medium components
to measured absorbance. Cumulative permeated amount per unit area (Q;) and normalized permeation
percentage were calculated with standard volume-correction accounting for sample withdrawal and
medium replacement.

The results demonstrated a time-dependent increase in diclofenac permeation for both formulations,
confirming gradual diffusion across the membrane. In the initial phase, differences between
formulations were minimal, likely due to the time required for drug release from the vehicle and the
establishment of a concentration gradient. As the experiment progressed, formulation F2 consistently
exhibited higher diclofenac concentrations, greater cumulative permeated amounts, and higher
normalized permeation percentages compared to F1. After 24 hours, F2 reached 170.85 £ 7.85 pg/cm?
and 9.68 £ 0.58%, compared to 115.95 + 71.15 ug/cm? and 6.80 £ 4.11% for F1.

The enhanced permeation of F2 can be explained by the dual mechanism of propylene glycol:
disruption of the lipid organization within the membrane barrier, reducing the energy barrier for
diffusion, and co-solvent action increasing drug solubility and thermodynamic activity within the
formulation (Mistry in Notman, 2024; Carrer idr., 2020). These combined effects are consistent with
the concept of solute—vehicle—skin interactions (Tapfumaneyi idr., 2025).

Permeation profiles did not reach a steady-state phase during the experimental period, precluding the
determination of steady-state flux, permeability coefficient, and lag time. Additional limitations include
the small number of replicates (n = 3), which restricted statistical analysis, and the inherent limitations
of the synthetic membrane model that does not fully replicate human skin complexity, including
metabolic activity and physiological variability.

Nevertheless, the Strat-M® membrane proved to be a sensitive and reproducible model capable of
distinguishing between formulations with subtly different compositions. The study confirms that even
a single excipient, such as propylene glycol, can meaningfully alter permeation behaviour, and
underscores the importance of rational formulation design in topical drug delivery.
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