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Mehanokemijska aktivacija mljevenjem uz dodatak razli¢itih aditiva koriStena je s ciljem
poboljsanja nepovoljnih fizickokemijskih i biofarmaceutskih svojstava prazikvantela (PZQ).
Mljevenjem PZQ s limunskom (CA), jabu¢nom (MA), salicilnom (SA) i vinskom kiselinom
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(MBCD), ali je jedino produkt PZQ/HPBCD pokazao prihvatljivu kemijsku stabilnost i
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farmaceutsku primjenu. Ispitivanja na Caco-2 monosloju potvrdila su biokompatibilnost
kompleksa PZQ/HPBCD te da kompleksiranje nije utjecalo na intrinsicnu permeabilnost
prazikvantela Papp(PZQ)=(3,72+0,33)10° cm s i Papp(PZQ/HPBCD)=(3,65+0,21)107° cm
st p>0,05).
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Prazikvantel (PZQ) je antihelmintik Sirokog spektra djelovanja koji djeluje cestocidno protiv
zrelih 1 nezrelih stadija trakavica, a pokazuje ucinkovitost i protiv metilja. Lijek je izbora za
lijecenje shistomoniaze (bilharcije) od koje danas boluje oko 200 milijuna osoba u tropskim
zemljama Afrike i Azije.! PZQ je siguran za primjenu i pokazuje prihvatljiv terapijski profil, a
osim u humanoj, koristi se i u veterinarskoj medicini. PZQ se primjenjuje kao racemic¢na
smjesa te do sada nije razvijen stereospecifi¢ni postupak sinteze, iako je samo (-)-enantiomer
eutomer, tj. pokazuje vecu ucinkovitost uz manje nuspojava, dok se primjena (+)-enantiomera
povezuje s nuspojavama i izrazito gorkim okusom lijeka.>® Novija predklini¢ka ispitivanja
pokazuju da PZQ sinergisti¢ki pojac¢ava antiproliferativni u¢inak paklitaksela* i da u¢inkovito
inhibira P-glikoprotein, ¢ija je aktivnost izmedu ostalog povezana s razvojem rezistencije
tumora na citostatike® te se moze ocekivati i prosirenje terapijskih indikacija lijeka. Nakon
oralne primjene PZQ podlijeze metabolickoj razgradnji tijekom prvog prolaska kroz jetru, a
bioraspolozivost mu ograni¢ava i niska topljivost u vodi (0,4 mg/mL).® Zbog toga oralnu
primjenu PZQ karakterizira velika varijabilnost u farmakokinetickim parametrima kao i1
varijabilna terapijska ucinkovitost. Klini¢ka ispitivanja pokazuju da istodobna primjena s
hranom bogatom ugljikohidratima vodi do znacajnog porasta koncentracije lijeka u krvi.’
Ispitivanja permeabilnosti na Caco-2 stanicnom monosloju (stani¢na linija humanog
kolorektalnog karcinoma Caco-2 stanice) pokazuju da je PZQ izrazito permeabilan, te da se
proces apsorpcije lijeka odvija transcelulernim transportom postupkom pasivne difuzije.? S
obzirom na topljivost i permeabilnost, PZQ se prema biofarmaceutskom sustavu klasificiranja
lijekova svrstava u II. skupinu, koju ¢ine uglavnom lipofilni lijekovi kojima topljivost
znacajno ogranicava bioraspolozivost, a time 1 terapijski u¢inak.

Iako je u literaturi dostupno viSe istrazivanja vezana uz problematiku niske topljivosti
PZQ, taj problem do danas jo$ nije rijeSen na zadovoljavaju¢i nacin. Hipoteza predlozenog
istrazivanja je da se mljevenjem u vibracijskom mlinu uz odgovarajuce aditive mogu prirediti
novi i do sada neopisani amorfni 1/ili kristalni produkti PZQ, koji pokazuju znacajno vecu
topljivost te su po svojim karakteristikama prikladni za razvoj suvremenih ljekovitih oblika i
terapijskih sustava tog lijeka. Ciljevi ovog istrazivanja su razvoj brzog, ekonomi¢nog i

ekoloski prihvatljivog tehnoloskog postupka za pripremu polimernih disperzija, inkluzijskih
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§ 1. Uvod 2

kompleksa i kokristala PZQ poboljsanih biofarmaceutskih svojstava primjenom
mehanokemije, odabir odgovarajucih aditiva u postupku mljevenja te provodenje detaljne
biofarmaceutske karakterizacije pripremljenih produkata. Ostvarenje navedenog cilja
zahtijeva preciznu regulaciju razli¢itih procesnih varijabli procesa mljevenja, prvenstveno
vrijeme mljevenja, kao 1 odabir vrste aditiva te omjera lijeka i aditiva tijekom procesa
mljevenja, s ciljem uspjeSne pripreme produkta odgovarajucih karakteristika Zeljenog
proizvoda. Kao aditivi u postupku mljevenja koristit ¢e se razli¢iti hidrofilni polimeri,
organske kiseline i razli¢iti derivati ciklodekstrina. Mljevenje kao metoda pripreme navedenih
produkata odabrana je s obzirom na dokumentiranu ucinkovitost ovog pristupa u indukciji
kemijskih reakcija medu komponentama u ¢vrstom stanju primjenom mehani¢ke energije
(tzv. mehanokemija). Mehanokemijska sinteza u visokoenergetskim mlinovima se u zadnje
vrijeme sve viSe koristi za pripremu razli¢itih supramolekulskih sustava u ¢vrstom stanju bez
ili uz primjenu vrlo malih koli¢ina tekuéina.>® Zahvaljujuéi tome, mehanokemija &ini
okosnicu zelene kemije, propulzivnog podrucja istrazivanja koje je usmjereno na odrzavanje
ravnoteZe izmedu primjene prirodnih resursa, ekonomskog rasta i ocuvanja okoliSa. UspjeSna
sinteza navedenih produkata zahtjeva opseznu optimizaciju procesnih varijabli, kao i selekciju

odgovarajucih aditiva. Zbog toga ¢e plan istraZivanja ukljucivati slijedece korake:

1. Izbor odgovarajuc¢ih aditiva i optimizacija tehnoloskog postupka pripreme ¢&vrstih
disperzija, inkluzijskih kompleksa i kokristala PZQ mehanokemijskom aktivacijom
tijekom mljevenjem u vibracijskim mikromlinovima s ciljem definiranja komponenata
koje mogu biti prikladni aditivi u postupku mljevenja s ciljem povecanja topljivosti i
posljedi¢no bioraspoloZivosti PZQ. U tu svrhu, mljevenjem u visokoenergetskim
vibracijskim mlinovima pripremit ¢e se niz ¢vrstih disperzija PZQ 1 razli¢itih polimera,
kompleksa s ciklodekstrinima te kokristala s organskim kiselinama. Karakterizacijom
uzoraka primjenom difrakcije rengenskih zraka na praskastom uzorku (XRPD) i
diferencijalne pretrazne kalorimetrije (DSC) pratit ¢e se promjena Kristalnosti PZQ u
uzorcima kao pokazatelj inetarkcija medu komponentama nastalih tijekom mljevenja.
Primjenom FTIR i ATR spektroskopije takoder ¢e se okarakterizirati pripravljeni
kompleksi i interakcija medu komponentama. Odredit ¢e se optimalan omjer medu
komponentama u uzorku koje rezultiraju zna¢ajnim poveéanjem topljivosti.'* Na kraju,
provest e se ispitivanje topljivosti i brzine otapanja pripremljenih produkata u

biorelevantnim medijima (simulirani zelucani (pH 1,2), simulirani duodenalni (pH 4,5) i
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§ 1. Uvod 3

simulirani crijevni (pH 6,8) medij), kako bi se odabrali uzorci koji pokazuju najznacajniji
porast topljivosti te stoga imaju potencijal za farmaceutsku primjenu. U tu svrhu razvit ¢e
se i validirati HPLC metoda za odredivanje koli¢ine lijeka.

2. Procjena kemijske stabilnosti PZQ u odabranim uzorcima, pri cemu ¢e se izdvojiti uzorci
koji svojom stabilno$¢u zadovoljavaju farmaceutskim zahtjevima te razjasniti
uzroke/mehanizme eventualne nestabilnosti. U tu svrhu, odabrani uzorci analizirat ¢e se
primjenom metode ubrzanog starenja (40+2 °C, 755 %RH tijekom 3 mjeseca ili dok se
ne raspadne do 15% od ukupne koli¢ine PZQ), a pratit ¢e se i njihova fotoreaktivnost.
Tijekom ispitivanja, u odgovaraju¢im vremenskim intervalima ¢e se provesti uzorkovanje
te odrediti koli¢ina PZQ i glavnih razradnih produkta u uzorku.'? Temeljem toga zakljugit
¢e se o uzorcima koji bi mogli biti potencijalni kandidati za sljede¢u fazu istrazivanja.

3. Ispitivanje permeabilnosti i biokompatibilnosti odabranih uzoraka in vitro na Caco 2
stanicnom monosloju, s ciljem zavrSnog probira uzoraka s poZeljnim svojstvima za
farmaceutsku primjenu. Ispitivanjem permeabilnosti na Caco 2 staniénom monosloju®®
odredit ¢e se koeficijent permeabilnosti za ispitivane uzorke s ciljem procjene sistemske
apsorpcije lijeka, a pracenjem vijabilnosti (MTT test) tretiranih stanica procijenit ¢e se o

biokompatibilnosti testiranih uzoraka.*
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§ 2. Literaturni pregled 4

§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Shistosomijaza (bilharcija)

Bilharcija, nazvana prema njemackom parazitologu Theidoru Bilharzu, (1825. — 1862.), ili
shistosomijaza, kroni¢na je tropska bolest od koje danas boluje oko 200 milijuna ljudi u
tropskim podruc¢jima Afrike i Azije. Uzrokuju je parazitski metilji iz roda Shistosoma, koji
zive u puzevima toplih tropskih voda. Prema dostupnim podacima, shistosomijaza je vrlo
stara bolest, a jajasca ovog metilja pronadena su u egipatskim mumijama koje datiraju iz
1300. godine prije nove ere. Bolest se manifestira povecanjem jetre i slezene, oboljenjem
urinarnog trakta koje je popra¢eno pojavom krvi u mokraéi, nadutoséu i oslabljenom
pokretljivosti ruku i nogu. U nekim africkim plemenima bolest je postala toliko uobi¢ajena da
se pojava krvi u mokraéi kod mladi¢a u pubertetu smatra njegovom spolnom zrelo$¢u. Ljudi
se zaraze nakon dodira sa vodom koja sadrZi parazite koji prodiru u koZzu. Glavna zahvacena
skupina su djeca, i to ona Skolske dobi. Ukoliko se bolest ne lije¢i na odgovarajuéi nacin,
dolazi do razvoja kroni¢ne anemije, fibroze jetre 1 mokra¢nog mjehura te zastoja u rastu i

kognitivnom razvoju djeteta (Slika 1).2°

Infekcij
tr ekcija < ) g - - 2 ) = g A
Shistosoma

Lijeéenje Nije dostupno Oralnaprimjena PZQ

| |
Potetak Rodenie Predskolska dob Skolska dob Adolescenti Odrasli

s <5godina 6- 13 godina 13- 16 godina >17 godina
I |
Kroni¢ni morbiditet
Anemija
|
Zastoj u rastu
Smanjena produktivnost
Funkcionalni I I
morbiditet I
Poteskoce uintelektualnom razvoju Naruseno
7 I I I 7 reproduktivho
dravlj
Shistosomijaza zenskih spolnih organa (FGS) eCUlE
Shistosomijaza muskih spolnih organa (MGS)

Slika 1. Kronoloski tijek nastanka bolesti povezanih sa shistosomijazom.
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Upalno stanje zbog infekcije parazitom narusava normalan rast i razvoj (funkcionalni
morbiditet) te se manifestira kao anemija i posljedicno zaostajanje u rastu, pocevsi od 2
godine Zivota. Zastoj u rastu moze se nadoknaditi ukoliko se lijeCenje provede prije zatvaranja
epifiznih ploca na kostima. Prvo lijecenje PZQ provodi se u pravilu tek u Skolskoj dobi, ali
kroni¢na infekcija moze biti prisutna ve¢ godinama prije, a ponovna infekcija moze biti brza.
Pocetak prve manifestacije shistsomijaze spolnih organa nije poznat.'®

Shistosomijaza je uzrokovana jednom od Sest razliCitih vrsta metilja iz roda
Schistosoma, a zaraza je najceS¢e uzrokovana vrstama Schistosoma haematobium,
Schistosoma mansoni i Schistosoma japonicum. Najveéi broj oboljelih, (oko 90%) zabiljezen
je u Africi i1 to u podruc¢ju subsaharske Afrike, gdje kod zarazenih pojedinaca dominiraju
metilji iz roda S. haematobium i S. mansoni. S. mansoni se dodatno javlja i u Latinskoj
Americi, najizrazenije u Brazilu, dok S. japonicum ostaje endem u sedam provincija Narodne
Republike Kine, Filipinima 1 tri mala indonezijska zariSta. Infekcije metiljima roda S.
guineensis, S. intercalatum i S. mekongi su manje ucestale te su i geografski ograni¢ene; prva
dva uz dijelove rijeke Kongo i donje Gvineje na afriCkom kontinentu, dok je S. mekongi
ograni¢en na mala ZzariSta oko granice izmedu Kambodze i LaoSke narodne demokratske
republike.*®

Metilji iz roda Schistosoma su zanimljivi i po tome $to su jedinke odvojenih spolova,
Sto je svojstvo rijetko za metilje. MuZjaci 1 Zenke su uvijek u parovima i Zive u venama
trbuSne Supljine, bubrega i mokra¢énog mjehura. Nakon parenja, Zenka polaZe jaja u vene
mokraénog mjehura i crijeva. Jaja su velika i sadrze bodlju koja probija stjenku mokraénog
mjehura 1 dopire u njegovu Supljinu. Ozljede koje jaja nanose bubrezima, mokra¢nim
kanalima 1 mokra¢nom mjehuru dovode do upale, stvaranja rana i pojave krvi u mokraci. Jaja
se djelomi¢no izbacuju urinom pa se bolest moze utvrditi pronalazenjem jaja u mokraci
bolesne osobe. Covijek je stalni (kona¢ni) domaéin.

Iz jaja, koja su mokracom dospjela u slatku vodu, razvijaju se li¢inke miracidija koje
nastoje zaraziti slatkovodnog puza plucasa (prijelazni domacin). U puzu se razvijaju prvo
licinke sporocista (4-6 tjedana), a zatim liinke cerkarije. Cerkarija, koja je infektivni razvojni
stadij za ljude 1 druge sisavce, napusta tijelo puza, dospijeva u vodu, a zatim aktivno prodire
kroz kozu u tijelo ¢ovjeka. Krvlju dolaze do jetre gdje se razvijaju u mlade metilje. Nakon
razdoblja od tri tjedna zrele jedinke migriraju u mokra¢ni mjehur gdje se oploduju, proizvode

jajasca i tako dovrSavaju razvojni ciklus (Slika 2).3°
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Slika 2. Razvojni ciklus S. mansoni, S. haematobium i S. japonicum. Faze: A, muzjak i Zenka
u paru (ve¢a muska omotana Zenskom li¢inkom); B, jaja (sa lijeva na desno: S. haematobium,
S. mansoni i S. japonicum); C, trepetljikavi miracidij; D, puz, domacin (s lijeva na desno,

rodovi Oncomelania, Biomphalaria i Bulinus); E, cerkarija (infektivni oblik).>

2.2. Prazikvantel

2.2.1. Kemijska svojstva prazikvantela

Prazikvantel (PZQ, 2-(cikloheksilkarbonil)-1,2,3,6,7,11b-heksahidro-4H-pirazin [2,1a] -
izokinolin-4-on), Slika 3) sintetski je derivat izokvinolina molekulske mase 312,41 g/mol.
Sadrzi okso skupinu na polozaju 4, §to je vrlo vazno za djelotvornost lijeka, a ukoliko je ova
skupina modificirana, aktivnost lijeka se smanjuje. Nadalje, PZQ ima kiralni centar u polozaju
11D, te stoga ima dva enantiomera s razli¢itim svojstvima. Samo R-(-)-enantiomer posjeduje
anthelminticko djelovanje, te pokazuje vecu ucinkovitost uz manje nuspojava, dok se
primjena (+)-enantiomera povezuje s nuspojavama i izrazito gorkim okusom lijeka. Medutim,
komercijalni pripravak je racemi¢na smjesa, jer do sada nije razvijen stereospecifi¢ni

postupak sinteze.51’
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(R)-Prazikvantel (S)-Prazikvantel

Slika 3. Molekulska struktura prazikvantela.

Prazikvantel je bijeli higroskopan kristalni prah, gorkog okusa, lako topljiv u kloroformu i
dimetilsulfoksidu, topljiv u etanolu i vrlo slabo topljiv u vodi.®!’ Lijek je stabilan pri sobnim
uvjetima, tali se pri 136-140 °C uz naknadnu termicki posredovanu razgradnju. Prema
biofarmaceutskom sustavu klasificiranja lijekova, PZQ se svrstava u II. skupinu, koju ¢ine
uglavnom lipofilni lijekovi, §to znaci da na njegovu ucinkovitost znatno utjeCe proces
otapanja.®

PZQ je antihelmintik Sirokog spektra koji djeluje cestocidno protiv zrelih i nezrelih
stadija trakavica, a ucinkovit je i protiv metilja. Danas je lijek izbora te jedini dostupan lijek
za lijeCenje ljudi zarazenih parazitskim glistama, koje uzrokuju shistosomijazu, jednu od
naj¢es¢ih parazitskih tropskih bolesti. Procjenjuje se da od shistosomijaze (bilharcije) danas
boluje oko 240 milijuna osoba, uglavnom u slabo razvijenim tropskim zemljama Afrike i
Azije, koje nemaju pristup pitkoj vodi i razvijenu sanitarnu mrezu.%!’ Stoga je PZQ ukljucen
u listu osnovnih lijekova koji su minimum zahtjeva za osnovnu medicinsku skrb djece i
odraslih prema odredbama Svjetske zdravstvene organizacije.'® PZQ se koristi kao preventiva
zaraze te u lijeCenju oboljelih. Ovaj lijek, razvijen sedamdesetih godina proslog stoljeca, je
ekonomski prihvatljiv i siguran za uporabu zahvaljuju¢i niskom stupnju toksi¢nosti te
pokazuje prihvatljiv terapijski profil, ali je njegova uporaba ograni¢ena mnogim nedostacima.
Oni su u prvom redu povezani s ¢injenicom da se lijek primjenjuje kao racemi¢na smjesa. S
obzirom da terapijska doza iznosi 20 mg lijeka po kg tjelesne mase, komercijalno dostupna
oralna formulacija koja sadrzi 600 mg lijeka je izrazito voluminozna te neugodnog, gorkog
okusa.’®? Sve to znadajno ograni¢ava primjenu lijeka pedijatrijskim pacijentima koji su

najcesce pogodeni bolescu. Posebno je problemati¢na primjena ove formulacije djeci mladoj
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od 6 godina, koje ne mogu progutati komercijalno dostupnu tabletu koja sadrzi 600 mg

pzQ.2
2.2.2. Doziranje i ucinkovitost prazikvantela

Doziranje i primjena PZQ ovisi o vrsti metilja kojom je zaraZen bolesnik te o tome provodi li
se tretman s ciljem izljeCenja postojece infestacije ili s ciljem prevencije buduce infestacije
(kemoprevencija):

e Infekcija krvnim metiljem roda Schistosoma — 20 mg/kg uz hranu, svakih 4-6 sati, kao tri
doze tijekom jednog dana. Tretman se mora ponoviti nakon 4 do 6 tjedana. Za rizi¢ne
populacije, kao preventivna kemoterapija, koristi se pojedina¢na doza od 40 mg/kg, a
preporucena frekvencija doziranja je jednom u godinu dana u podrucjima s visokim
rizikom zaraze, dok u podrucjima s relativno niskim rizikom zaraze se preporuca ponoviti
preventivnu kemoterapiju svake dvije godine. U program su u pravilu ukljucena djeca
starija od 4 godine, odnosno 94 cm visine, a nedavno je ta granica smanjena na djecu
visine do 60 cm, dok za djecu mladih uzrasta, koji su narocito rizicna skupina za razvoj
shistomonijaze, ne postoje klini¢ki podaci o sigurnosti primjene PZQ, kao ni
odgovaraju¢i ljekoviti oblici. Konacan cilj kemopreventivnog programa je potpuna
eliminacija zaraze iz zahvacenih podrucja, §to namece potrebu lijeCenja djece starosti od
1 do 4 godine, za §to je potrebno razviti odgovarajuce oblike lijeka. Tek nedavno je u
promet stavljena oralna formulacija PZQ u dozi od 150 mg, $to bi trebalo znacajno
unaprijediti kemoprevenciju i lijeCenje shistomonijaze u male djece.

e Infekcija orijentalnim jetrenim metiljem (klonorhioza) i infekcija s jednom od dvije vrste
jetrenog metilja Opisthorchis — 25 mg/kg tri puta u jednom danu.

e  Trakasti crvi — 10-25 mg/kg u jednoj dozi.

Trudnicama se lijek propisuje samo ako je neophodno, a dojiljama se preporuca
prekinuti dojenje na dan primjene 1 tijekom slijede¢ih 24 sata, s obzirom da se lijek izlucuje 1
putem majéinog mlijeka.???®

Ucinkovitost PZQ u izljecenju shistomonijaze prati se odredivanjem broja jajasaca u
urinu te odsustvom hematurije nakon provedenog lijeCenja. Meta analiza do sada provedenih
klinickih studija, koje su ukljucivale 15549 djece od kojih je 14340 (92%) testirano izmedu 3
i 8 tjedana nakon tretmana sa 40 mg/kg PZQ-a pokazuje da stopa izljeCenja za vrste metilja S.
haematobium, S. mansoni i S. japonicum iznosi 73,6%, 76,4% i 94,7%. Srednja dob tretirane

djece bila je 10 godina (raspon od 1 do 19 godina), od koje je 11% bilo predskolske dobi.?*
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Ponovljena preventivna primjena PZQ u dozi od 40 mg/kg tjelesne tezine 3-4 tjedna nakon
primarnog kemopreventivnog tretmana dodatno povecéava ucinkovitost tretmana.?® S druge
strane, neki autori predlazu povecanje kemopreventivne doze na 60 mg/kg tjelesne tezine, s
obzirom da u toj dozi lijek pokazuje veéu uéinkovitost.> Pri tome, lije¢enje se uglavnom
dobro podnosi, uz manje i prolazne nuspojave kao $to su bol u trbuhu, dijareja i pospanost. Za
prilagodbu doze PZQ potrebama djece razliitog uzrasta koriste se razliiti pristupi.
Lomljenje i usitnjavanje tableta, koje se zatim primjenjuju pomije$ane s hranom pokazalo je
zadovoljavaju¢u klinicku ucinkovitost, dok je lijek formuliran kao sirup (Epiquantel®)
pokazao smanjenu ué¢inkovitost, no razlozi takvog rezultata nisu razjasnjeni.?®

Osim u humanoj, PZQ se Koristi i u veterinarskoj medicini. U kombinaciji sa pirantel
embonatom i febantelom PZQ se koristi za dehelminitizaciju macaka i pasa oba spola,

ukljuéujuéi i maciée i tence, bez smanjenja doze kod primjene na mladim Zivotinjama.?’

2.2.3. Farmakodinamicka svojstva PZQ

Unato¢ mnogim godinama uspjesne primjene i izlijeCenja milijuna ljudi, to¢an mehanizam
djelovanja PZQ-a jo$ nije u potpunosti razjasnjen.>?® Smatra se da je cestoidno djelovanje
lijeka temeljeno na svojstvu prazikvantela da ostecuje kutikulu trakavica §to uzrokuje
spasticku paralizu njihova miSi¢a. Djeluje na parazite u sluznici duodenuma i na juvenilne
oblike ehinokoka skrivene u Liberkinijevim kriptama. Nekoliko sekundi po interakciji
prazikvantela sa fosfolipidima i proteinima trakavica, osteti se njihova kutikula. U stanice
nametnika ulaze ioni Ca?*, a cijela strobila se kontrahira. Kontrakcija migic¢a je primarni efekt
na koji se nadovezuje brza vakuolizacija kutikule. 1z rosteluma otpadnu kukice, siske
trakavica se izoblie, zakocCi resorpcija glukoze, a tenije ubrzo utroSe zalihe glikogena.
Trakavice uginu nakon dehelmintizacije 1 budu razgradene proteolitickim enzimima
domacina. Zbog toga se u izmetu rijetko nadu cijele tenije, njihovi skoleksi ili dijelovi
¢lanaka.?®

Kod metilja, smatra se da PZQ takoder uzrokuje pojacani influks iona kalcija, Sto
dovodi do paralize nametnika. Osim toga, PZQ naruSava strukturu tegumenta, zastitne
ovojnice tijela parazita koja ga S§titi od prepoznavanja od strane imunoloSkog sustava
domacina te na taj nacin spre¢ava njegovo otkrivanje i eliminaciju. U kontaktu s lijekom,
zaStitna ovojnica mijenja strukturu te dolazi do vakuolizacije, uslijed Cega dolazi do
otkrivanja antigena parazita te posljedicnog imuno-odgovora organizma domacina, koja je

posredovana protutijelima te stanicama, pretezno limfocitima T 1 makrofagima. Ovaj
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mehanizam djelovanja lijeka dominantan je kod starijih jedinki parazita. Nadalje, neki autori
navode da se antihelminti¢ki uc¢inak PZQ moze povezati i sa vezanjem lijeka na aktinska i
miozinska vlakna, ¢ime se mijenja fluidnost unutarstanicnih membrana parazita te ograni¢ava
promet fosfoinozitida, Sto posljedicno smanjuje razine glutationa te naruSava stanicnu
homeostazu parazita.*°

lako to¢an mehanizam antihelmintickog djelovanja PZQ jo$ treba istraziti, nije
zabiljezen razvoj i pojava klini¢ki znacajne rezistencije na lijek. Terapijski uc¢inak PZQ je
najizrazeniji na sam dan infekcije, nakon Cega parazit postaje ponovno osjetljiv na ovaj lijek

tek kada postigne zrelost od 4 — 5 tjedana.'®

2.2.4. Farmakokineticka svojstva PZQ

Nakon oralne primjene PZQ se brzo i skoro u cijelosti resorbira iz crijeva, a vrlo slaba
topljivost u vodi je ograniavaju¢i faktor za apsorpciju u probavnom traktu. Klinicka
ispitivanja pokazuju da istodobna primjena s hranom bogatom ugljikohidratima vodi do
znacajnog porasta koncentracije lijeka u krvi.” Vise od 80% apsorbiranog lijeka veZe se na
serumske proteine. Lijek podlijeze metaboli¢koj razgradnji tijekom prvog prolaska kroz jetru,
uglavnhom putem izoenzima CYP2B1 i CYP3A4, te citokroma P450. Jedan sat nakon
primjene, priblizno samo 6% lijeka u serumu je u nemetaboliziranom obliku, a metaboliti se
izluCuju urinom unutar Cetiri dana nakon primjene. Izlu€ivanje moZze biti odgodeno u
bolesnika s oste¢enom funkcijom bubrega, ali se ne ocekuje nakupljanje lijeka. PZQ prolazi
krvno-mozdanu barijeru i koncentracija lijeka u likvoru je oko 14-20% od ukupne
koncentracije u plazmi. IzluCuje se u mlijeku dojilja, a koncentracija iznosi oko 25%
serumske koncentracije lijeka.

Osim konvencionalnih tableta za oralnu primjenu, ispitana je bioraspoloZivost L-
PZQ iz raspadljivih tableta za usta koje su oblikovane koristenjem racemi¢ne smjese lijeka u
dozi od 40 mg te raspadljivih tableta za usta koje su sadrzavale samo L-PZQ.
Farmakokineticki podaci na zdravim dobrovoljcima pokazuju usporedivu relativnu
bioraspolozivost L-PZQ primjenom raspadljivih tableta oblikovanih sa racemi¢nom smjesom
lijeka 1 konvencionalnih tableta (Cysticyde®), dok je primjenom formulacije s L-PZQ
ostvarena relativna bioraspoloZivost lijeka od 40% u odnosu na konvencionalnu tabletu. Iako
razlog ovakvog rezultata nije poznat, autori kao moguce objasnjenje navode potencijalno
protektivni ucinak R-PZQ tijekom metabolicke razgradnje lijeka do kojeg dolazi primjenom

lijeka u obliku racemi¢ne smjese.!
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Klinic¢ka ispitivanja pokazuju da kod bolesnika sa umjerenom do teSkom disfunkcijom
jetre (Child-Pugh klasa B i C), dolazi do progresivnog porasta poluvremena eliminacije (T1/2),
smanjenja maksimalne plazmatske koncentracije lijeka (Cmax) te povrSine ispod krivulje
(AUC), zavisno o stupnju oStecenja jetre. Kod bolesnika s umjerenom disfunkcijom (Child-
Pugh Kklasa B), porast vrijednosti T1/2, Cmax | AUC je 1,58 puta, 1,76 puta, odnosno 3,55 puta u
odnosu na populaciju s normalnom funkcijom jetre, a u bolesnika s teSkom disfunkcijom

(Child-Pugh klasa C) porast je 2,82 puta, 4,29 puta i 15 puta.®

2.2.5. Ostala podrucja primjene PZQ

Novija predklini¢ka ispitivanja pokazuju da PZQ sinergisticki pojacava antiproliferativni
u¢inak paklitaksela (PTX-a). Kao jedan od najcesée koristenih lijekova protiv karcinoma,
PTX pokazuje veliku uéinkovitost protiv velikog broja zlo¢udnih bolesti, uklju¢ujuéi rak
dojke, glave i vrata, jajnika te vecih stanica raka plu¢a. Medutim, pojava klinicke rezistencije
i velikog broja ozbiljnih nuspojava stvaraju znacajne probleme prilikom terapije PTX-om.*2
Kao posljedica toga, studije su usmjerene na razvoj sinergisticke terapije PTX-om s ciljem
pronalaska ucinkovitog rjeSenja za savladavanje problema rezistencije PTX-a i smanjenje
nuspojava bez smanjenja djelotvornosti lijeka. Kao $to je spomenuto, PZQ moZe pojacati
inhibicijski u¢inak PTX-a u razli¢itim stanicama raka, ukljucujuci i one koje su otporne na
PTX-a, iako samostalna primjena PZQ nije pokazala citotoksi¢ni u¢inak. Sposobnost PZQ da
pojacava citotoksi¢ne ucinke PTX-a takoder je potvrdena na modelu misjeg ksenografta.
Nadalje, PZQ ucinkovito inhibira P-glikoprotein (Pgp), ¢ija je aktivnost izmedu ostalog
povezana sa razvojem rezistencije tumora na citostatike.> Kombinacija PZQ-a sa PTX-om
moZe rezultirati novim strategijama za u¢inkovitiju antitumorsku terapiju.*

Istrazivanja na animalnim modelima ukazala su na moguc¢e imunomodulatorno
djelovanje PZQ. Nadalje, studije na humanim CD4+ T-limfocitima pokazuju da PZQ
pojacava proliferaciju T-stanica i produkciju citokina.®® Smatra se da PZQ pokazuje izravan i
neizravan imuno-moduliraju¢i ucinak, ublazavajué¢i upalnu reakciju koja je jedan od
simptoma shistomonijaze. Temeljem navedenog, Cini se da bi PZQ mogao biti terapijski
ucinkovit i u lijeCenju drugih upalnih stanja kod kojih postoji potreba za regulacijom

imunoloSkog odgovora organizma.
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2.3. Postupci povecanja topljivosti teSko topljivih lijekova

Topljivost lijeka ima kljuan utjecaj na njegova farmakokineticka i farmakodinamicka
svojstva te je kljuCan parametar koji odreduje razvoj formulacije lijeka. Otapanje lijeka
temelji se na prekidanju medusobnih veza molekula lijeka te na posljedicnom nastajanju
novih veza izmedu molekula lijeka i otapala. Pri tome, jacina tih interakcija odreduje ukupnu

topljivost lijeka. Uz permeabilnost, topljivost lijeka je jedan od parametara prema kojemu se

Il. skupina I. skupina
Miska topljivost Visoka topljivost
Visoka permeabilnost Visoka permeabilnost
et
v
g
= IV. skupina Ill. skupina
o
£ Miska topljivost Visoka topljivost
o Miska permeabilnost Miska permeabilnost
(=
Topljivost >

Slika 4. Biofarmaceutska klasifikacija lijekova.3

Od 200 najcesce propisivanih lijekova za oralnu primjenu u Europi i Sjedinjenjem Ameri¢kim
Drzavama, lijekovi niske topljivosti zastupljeni su s oko 40%. Primjena tehnika molekularnog
modeliranja i jedinica za brzi probir aktivnih tvari rezultirala je znacajnim porastom
lipofilnosti (osigurava veci afinitet vezanja lijeka na receptor) i molekulske mase novih
lijekova koji se nalaze u naprednim fazama razvoja. Temeljem toga, lijekovi niske topljivosti
¢ine vise od 90% novih kemijskih entiteta, 75% lijekova u naprednim fazama razvoja te 33%
lijekova zastupljenih u oficinalnim farmakopejama.3* Zbog toga poveéanje topljivosti lijekova
predstavlja temeljni preduvjet za uspjeSan razvoj formulacije i klini¢ku primjenu lijeka. U tu
svrhu koriste se razlicite strategije, koje ukljucuju prilagodbu pH vrijednosti formulacije,
sintezu prolijekova, usitnjavanje, primjenu suotapala, promjenu kristralnog oblika lijeka,

izradu polimernih disperzija te uporabu povrsinski aktivnih tvari, lipida i ciklodekstrina.
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2.3.1. Primjena ¢vrstih disperzija u povecéanju topljivosti lijeka

Cvrste disperzije se definiraju kao sustavi kojima je lijek jednoli¢no raspodijeljen unutar
odgovarajuceg polimernog matriksa, najcesce hidrofilnih svojstava. Pri tome lijek moze biti u
amorfnom obliku uslijed nastajanja molekularne disperzije unutar polimernog matriksa,
eutektickih smjesa i staklastih otopina ili moze biti u obliku kristalnih zona koje su jednoli¢no
raspodijeljene unutar polimernog matriksa. Prisustvo hidrofilnog polimera olakSava
solvataciju Gestica lijeka otapalom, §to je prvi korak u procesu otapanja.®® Nadalje, lijek je u
polimernom matriksu prisutan u amorfnom obliku ili kao mikrokristali, §to sve pridonosi
porastu brzine otapanja.®® Termodinamic¢ki, amorfne &vrste tvari pokazuju veéu topljivost,
veéu brzinu otapanja i molekularnu pokretljivost u usporedbi s njihovim odgovaraju¢im
kristalnim stanjem. Nasuprot tome, za otapanje kristalnog materijala, potrebna je dodatna

energija za kidanje veza unutar kristala.

2.3.2. Priprema cvrstih disperzija

Razvijene su mnoge metode za pripremu Cvrstih disperzija. Neke se provode u suhom stanju,
kao §to je metoda mljevenja i metoda taljenja, dok druge ukljucuju otapanje lijeka i polimera
u odgovaraju¢em otapalu ili smjesi otapala, koje se zatim uklanja liofilizacijom, suSenjem

raspr§ivanjem ili uparavanjem pri snizenom tlaku.*®

Odabir metode pripreme Cvrstih
disperzija ponajprije je uvjetovan fizikalno-kemijskim karakteristikama djelatne tvar i
polimera. Pregled tehnologija izrade registriranih lijekova koji su formulirani kao Cvrste
disperzije, kao 1 polimera koriStenih u njithovoj izradi prikazan je u Tablici 1. Prethodne
studije su pokazale da izbor metode pripreme ima znacajan utjecaj na fizikalno-kemijska

svojstva ¢vrstih disperzija te dovodi do razli¢itog u¢inka konaénog proizvoda.®’
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Tablica 1. Popis komercijalnih proizvoda koji koriste metode za pripremu &vrstih disperzija.®’

Zasti¢eno ime

Metoda pripreme

Djelatna tvar

Polimerni nosac

proizvoda

Invicek® Susenje Teleprevir HPMCAS-M
rasprSivanjem

Sporanox® Susenje Itrakonazol HPMC
rasprSivanjem na
Secerne kuglice

Casamet® - Nabilon PVP

Prograf® Susenje Takrolimos HPMC
rasprSivanjem

Kaletra® Ekstruzija taline Lopinavir PVP

Zelboraf® Ko-taloZenje VVemurafenib HPMCAS

Kalydeco® Susenje Ivakaftor HPMCAS
raspr§ivanjem

Onmel® Ekstruzija taline Itrakonazol HPMC

Novir® Ekstruzija taline Ritonavir PVP

Zotress Susenje Everolimus HPMC
rasprSivanjem

Crestor® Susenje Rosuvastatin HPMC
rasprSivanjem

Gris-PEG® Ekstruzija taline Grizeofulvin PEG

Isoptin® Susenje Verapamil HPC/HPMC
rasprSivanjem

Afeditab® Susenje Nifedipin Poloxamer-PVP
rasprSivanjem

Rezulin® Susenje Troglitazon HPMC
raspr§ivanjem

Nivadil® Susenje Nivaldipin HPMC
rasprsivanjem

Mljevenje je ekonomiéna i lako prilagodljiva metoda za proizvodnju ¢vrstih disperzija. U ovoj

tehnici se lijek 1 polimer melju u razli¢itim mlinovima, a u praksi se naj¢esce koristi kugli¢ni

mlin i vibracijski mlin.>® Mljevenjem se znatno smanjuje veli¢ina ¢estica lijeka, a moguca je

pretvorba lijeka iz kristalnog u amorfni oblik. U pravilu, mljevenje pri niskoj temperaturi

pogoduje amorfizaciji lijeka, a ukoliko se postupak provodi pri temperaturama iznad

temperature staklastog prijelaza lijeka (Tg) nastaje kristalni oblik.3%*° Usporedbom sa ostalim

metodama pripreme utvrdeno je da su Cvrste disperzije pripremljene mljevenjem u pravilu

heterogenije, pri ¢emu dolazi do uspostavljanja manje interakcija izmedu lijeka i polimera, a

produkt pokazuje najnizu fizikalnu stabilnost.38:3°
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Taljenje je jedna od prvih i najcesce koristenih metoda pripreme ¢vrstih disperzija. U
konvencionalnom procesu taljenja lijek i polimeri se rastope na temperaturi koja je visa od
one za eutekticku smjesu polimera i lijeka. Pokretljivost molekula unutar taline tada je
dovoljno visoka da lijek moZe uspjesno reagirati s polimerom, pri ¢emu nastaju razliciti tipovi
¢vrstih disperzija. Brzina hladenja takoder moze utjecati na nacin interakcije. Opcenito, Sto je
hladenje brze, kristalnost lijeka u kona¢nom produktu je smanjena. Glavne prednosti metode
taljenja su njezina jednostavnost i dostupnost te prikladnost za industrijsku proizvodnju
polimernih disperzija lijeka. No, proces taljenja zahtjeva primjenu visokih temperatura pri
¢emu moze do¢i do razgradnje djelatne tvari ili polimernog nosaca. Zbog toga ova metoda
nije prikladna za izradu Cvrstih disperzija termolabilnih lijekova ili lijekova s visokim
taliStem, jer moze doc¢i do termicke razgradnje polimernog nosaca. Nadalje, metoda taljenja
mozZe se primijeniti samo kada se i lijek i nosa¢ u rastaljenom stanju dobro mijesaju.*

Metode bazirane na otapanju omogucuju izradu Cvrstih disperzija bez rizika od
termicke razgradnje djelatne tvari ili polimernog nosaca buduéi da se postupak moze provesti
bez pretjeranog zagrijavanja. Postupak ukljucuje otapanje smjese lijeka i polimernog nosaca u
zajedni¢kom otapalu ili smjesi otapala te posljedicno uklanjanje otapala, a pripremljeni kruti
produkt se moZe naknadno usitniti na prikladnu veli¢inu.*? Pri tome je vazno da su lijek i
polimer topljivi u istom otapalu ili smjesi otapala Sto Cesto nije slucaj. Pozeljno je koristiti
hlapljivo otapalo koje dobro otapa smjesu lijeka 1 polimera. NajceS¢e se koriste otapala sa
niskim vrelistem kao $to su metanol, etanol, aceton i kloroform i njihove smjese.34445
Umjereno zagrijavanje moZe poboljSati topljivost komponenata i pridonijeti homogenosti
smjese.*® U procesu susenja potrebno je sprijeiti odvajanje faza kako bi se pripremio §to
homogeniji sustav. Tijekom uklanjanja otapala, molekule lijeka imaju sklonost odvajanja od
polimernog nosaca 1 kristalizaciji zbog svoje velike molekularne pokretljivosti u otapalu. Dva
kljuéna faktora prilikom razdvajanja faza su temperatura suSenja i brzina isparavanja otapala.
SuSenje pri visokoj temperaturi moze povecati pokretljivost molekula lijeka §to pridonosi
razdvajanju faza, ali visoka temperatura moze takoder rezultirati brzim suSenjem te je vrijeme
u kojem moZe doéi do razdvajanja faza minimalno.*’ Stoga tijekom brzog suSenja nastaje
produkt visoke homogenosti.*® Za uklanjanje otapala koriste se razne tehnike, poput susenja
pri snizenom tlaku, suSenja raspriivanjem, susenja smrzavanjem i sli¢no.**5%5152 U postupku
susenja pod snizenim tlakom, otapalo se uklanja na umjerenoj temperaturi (obi¢no 40-80 °C,
ovisno o otapalu) i pri snizenom tlaku, a nastale cvrste disperzije se pohranjuju pod
vakuumom u eksikatorima kako bi se uklonilo preostalo adsorbirano otapalo. Metoda je

jednostavna za primjenu, a umjerena temperatura nosi manji rizik od razgradnje djelatne tvari
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u odnosu na taljenje. Usprkos tome, proces suSenja je spor i provodi se pri relativno visokim
temperaturama S$to potencira razdvajanje faza u produktu. SuSenje rasprSivanjem je
najprikladnija metoda za pripremu ¢vrstih disperzija jer omogucava izuzetno brzo uklanjanje
otapala, Sto smanjuje rizik od razdvajanja faza i rezultira homogenijim produktom. U ovoj
metodi otopina lijeka i polimera se atomizira u fine kapljice u struji zagrijanog plina za
susenje.> Zbog velike specifi¢ne povrsine kapljica isparavanje otapala je brzo, a prilagodbom
tehnoloskih parametara procesa susSenja se mogu precizno kontrolirati karakteristike produkta
kao Sto su veli¢ina Cestica, sadrzaj vlage i sli¢no. SuSenje zamrzavanjem ili liofilizacija,
znacajna je metoda suSenja u pripremi Cvrstih disperzija jer se provodi pri niskoj temperaturi
koja moze uc€inkovito smanjiti rizik odvajanja faza i/ili termic¢ke razgradnje komponenata
polimerne disperzije. Smrzavanje uzorka provodi se uranjanjem otopine lijeka i polimera u
teku¢i dusik. Ogranicenje ove metode je u niskoj temperaturi smrzavanja vecine organskih
otapala, Sto otezava odrZavanje otapala u zamrznutom stanju tijekom procesa susenja. Pored
toga, niske temperature usporavaju suSenje te stoga mogu pogodovati razdvajanju faza u
kona¢nom produktu.*’

U pravilu amorfni oblik lijeka je metastabilan, odnosno niZe stabilnosti u usporedbi s
kristalnim oblikom, zbog Cega amorfna krutina pokazuje vecu topljivost 1 vecu brzinu
otapanja. U isto vrijeme, amorfni oblik lijeka pokazuje i vecu kemijsku i fizikalnu
nestabilnost u odnosu na odgovaraju¢i kristal.>* Zbog toga, kod amorfnih polimernih
disperzija postoji velika moguc¢nost razdvajanja faza i kristalizacije lijeka koja se moze
pojaviti tijekom pripreme, skladistenja ili primjene pripravka.**® Polimeri obi¢no djeluju kao
ucinkoviti inhibitori kristalizacije uslijed interakcija sa molekulama lijeka. Upotreba polimera
takoder moze utjecati na vrijednosti temperature staklastog prijelaza lijeka (Tg) u Cvrstim
disperzijama, a njeno povecanje iznad temperature skladiStenja smanjuje molekularnu

pokretljivost lijeka u uzorku te se odekuje poveéanje fizi¢ke stabilnosti produkta.®
2.3.3. Primjena cvrstih disperzija u povecanju topljivosti PZQ

U literaturi je dostupno vise istrazivanja vezanih uz primjenu Cvrstih disperzija s ciljem
prevladavanja problema vezanih uz nisku topljivost PZQ. Cvrste disperzije PZQ i
polivinilpirolidona (PVP) pripremljene su postupkom evaporacije iz etanolnih otopina.
Ispitivanja su pokazala da ovim pristupom nije ostvareno znacajnije povecanje brzine
otapanja lijeka, vrlo vjerojatno zbog nastajanja kompleksa PZQ 1 PVP ograniCene
topljivosti.>” Cvrste disperzije PZQ u Poloksameru 188 i polietilenu 4000 (PEG) pripremljene

su granulacijom taljenjem, te ultrazvuénim rasprSivanjem i kogeliranjem. Udio PZQ u
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pripremljenim uzorcima iznosio je do 10%. In vitro ispitivanje brzine otapanja lijeka iz
pripremljenih produkata pokazala su porast brzine oslobadanja lijeka od 200%, no samo u
formulacijama u kojima je maseni udio lijeka iznosio svega 5%. Uzimajuci u obzir da je doza
PZQ-a 600 mg, primjena u obliku ovakvih mikrosfera je neprikladna zbog izrazite
voluminoznosti pripravka.®® Novija farmakokineti¢ka istrazivanja na psima potvrduju da
cvrste disperzije PZQ s kombinacijom Poloksamera 188 i PEG 400 su ucinkovita strategija za
povecanje oralne bioraspolozivosti lijeka. U odnosu na komercijalno dostupnu tabletu,
primjena navedene Cvrste disperzije rezultirala je porastom maksimalne plazmatske
koncentracije lijeka za 3,2 puta, smanjenjem vremena potrebnog za postizanje maksimalne
plazmatske koncentracije za 1,4 puta te porastom oralne bioraspolozivosti lijeka za 2,3 puta®®.
No s obzirom da su ¢vrste disperzije pripremljene u masenom omjeru lijeka i smjese polimera
1:5, takav produkt je izrazito voluminozan, $to dovodi u pitanje njegovu primjenu u humanoj
medicini.

Pripremom ¢vrstih disperzija sa hidrogeniranim ricinusovim uljem postupkom taljenja
kao i uklapanjem PZQ-a u hidrogel dekstrana nije ostvarena zadovoljavajuca topljivost lijeka
te je njegovo oslobadanje iz razvijenih formulacija nepotpuno. Pokazalo se da topljivost ovisi
0 pH mediju, te da je ona manja u kiselom nego u neutralnom i luznatom mediju. Povecanje
topljivosti PZQ u navedenim sustavima pripisano je sinergistickom ucinku nekoliko
¢imbenika kao §to su smanjenje veli¢ine estica lijeka, kristalini¢nost i sli¢no.%

U literaturi su opisana istraZivanja kojima je cilj bio razviti parenteralnu formulaciju
lijeka s produzenim oslobadanjem PZQ, uglavnom za veterinarsku primjenu. Temeljem svojih
karakteristika, navedene formulacije se Klasificiraju kao ¢vrste disperzije. Razvijeni su
implantati bazirani na poli-s-kaprolaktonu®! te njegovim smjesama s polietilenglikolom®, a
opisane su PLGA (kopolimer mlije¢ne i glikolne kiseline) kao i ¢vrste lipidne nanocestice s
PZQ.%364 1z razvijenih formulacija oslobadanje PZQ je uglavnom nepotpuno, $to se povezuje
s niskom topljivosti lijeka te je razvidno da su potrebna dodatna istrazivanja S ciljem

rjeSavanja tog problema.
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2.4. Ciklodekstrini

2.4.1. Struktura i derivati ciklodekstrina

Amorfne produkte lipofilnih lijekova s poboljSanom topljivoSéu moguce je prirediti i
koristenjem ciklodekstrina (CD).%® CD su cikli¢ki oligosaharidi gradeni od 6 (a-CD), 7 (B-
CD), 8 (y-CD) ili vise glukopiranoznih jedinica vezanih a-1-4-glikozidnom vezom (Slika 5).
Najstabilnija konfiguracija molekule CD je oblika krnjeg stoSca sa centralnom Supljinom

ciklodekstrina, a posljedica je konformacije stolice glukopiranoznih jedinica. Konusni oblici

molekula CD imaju centralnu Supljinu dubine 0,79 nm, dok se sa porastom glukopiranoznih

).66

jedinica povecava i promjer centralne Supljine molekule CD (Slika 5

A I 13 & B 15.3 g C
g 5.7 1 N | E : |
7.9 i e o) 198 W i

o - ciklodekstrin B - ciklodekstrin vy - ciklodekstrin

Slika 5. Struktura i dimenzije prirodnih ciklodekstrina (o, B iy ciklodekstrini).®®

Kako slobodna rotacija oko a-1,4 veze nije moguca zbog sterickih razloga, CD nisu
cilindricne molekule ve¢ konusni prstenovi. Zbog konformacije stolice glukopiranoznih
jedinica, sekundarne hidroksilne skupine u molekuli CD protezu se oko Sireg otvora, a
primarne sa uskog otvora molekule (Slika 6).5” Smanjenje promjera centralne Supljine na
strani primarnih hidroksilnih skupina, posljedica je slobodne rotacije primarnih hidroksilnih

skupina.®®
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Hidrofobna

Supljina |
A
30 ’O% b
OH <«4—— Primarne hidroksilne skupine

OH
—»HO
Q
HO O OH <«—— Sekundarne hidroksilne skupine
kﬁlﬁ ﬁ\

Slika 6. Orijentacija primarnih i sekundarnih hidroksilnih skupina unutar molekule

ciklodekstrina.®’

Kako je unutragnjost molekule CD omedena C-C, C-H i C-O-C vezama, vanjski dio molekule
ima hidrofilna svojsta, a sama molekula lipofilni karakter. Povr§ina molekule CD sadrzi velik
broj hidroksilnih skupina, te je samim time hidrofilna i dobro topljiva u vodi. Prema tome,
upotreba CD jedna je od dostupnih tehnologija za poboljsanje topljivosti lijekova koji su slabo
topljivi u vodi. Najznacajnije svojstvo CD je njihova sposobnost da mijenjaju nepovoljne
fizikalno-kemijske karakteristike molekula koje su smjeStene unutar njihove unutarnje
Supljine stvaranjem inkluzijskih kompleksa.®%™

U unutrasnjosti molekule CD nastaju vodikove veze izmedu hidroksilnih skupina C2-
OH i C3-OH susjednih glukopiranoznih jedinica, $to rezultira rigidnom strukturom te
pridonosi nastanku izrazito stabilne kristalne reSetke. Nadalje, nastankom veceg broja
intermolekulskih vodikovih veza smanjuje se broj hidroksilnih skupina slobodnih za
interakciju s molekulama vode, a to smanjuje topljivost molekule (Tablica 2).%° U molekuli -
CD uspostavlja se prsten od 7 vodikovih veza, zbog Cega taj derivat pokazuje najnizu

topljivost, dok kod aCD nastajanje prstena vodikovih veza ne zahvaca sve OH skupine, pri

nije izravno proporcionalna broju glukopiranoznih jedinica, kao ni broju hidroksilnih skupina

u molekuli.5%7°

Martina Cugovéan Doktorska disertacija



§ 2. Literaturni pregled 20

Tablica 2. Fizikalno-kemijska svojstva prirodnih ciklodekstrina.5®

a-ciklodekstrin p-ciklodekstrin v-ciklodekstrin
Broj glukoznih jedinica
_ 6 7 8

po molekuli
Molekulska masa

972 1135 1297
(g mol™?)
Vanjski promjer

14,6 15,4 17,5
centralne $upljine (A)
Unutarnji promjer

4,7-53 6,0-6,5 75-83
centralne Supljine (A)
Visina (A) 79 7,9 7,9
Topljivost u vodi na
: . 14,5 1,85 23,2

sobnoj temperaturi (%)

U farmaceutske svrhe se najces¢e koristi B-CD, zbog dimenzija centralne Supljine koja
omogucuje nastajanje inkluzijskih kompleksa velikog broja lijekova 1 ksenobiotika,
jednostavnog nacina sinteze te prihvatljive cijene. Medutim, kao §to je ranije istaknuto, taj
derivat je ograniCene topljivosti koja je uzrokovana nastajanjem brojnih intramolekularnih
vodikovih veza i posljedi¢no visokom energijom kristalne reSetke. Slaba topljivosti u vodi i
sklonost stvaranja kompleksa ogranicene topljivosti potaknula je sintezu niza derivata 3-CD,
koji se najceS¢e prireduju aminacijom, esterifikacijom 1 eterifikacijom primarnih 1
sekundarnih hidroksilnih skupina molekule B-CD. Uvodenjem novih supstituenata u strukturu
B-CD sprecava se nastajanje prstena vodikovih veza S§to posljedi¢no pridonosi porastu
topljivost. Osim toga, pri tome nastaje velik broj stereoizomera c¢ime kristalinicni
ciklodekstrin poprima amorfnu strukturu $to dodatno povecava topljivost derivata. Osim
topljivosti, sintezom novih derivata mijenja se volumen hidrofobne Supljine B-CD, a time i
njihova sposobnost stvaranja inkluzijskih kompleksa. U pravilu, kemijski modificirani
derivati CD stvaraju stabilnije komplekse izrazenije topljivosti u odnosu na one s prirodnim
CD 6971
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Tablica 3. Fizikalno-kemijske karakteristike farmaceutski najznadajnijih derivata CD.5%"2
Prosjecan Topljivost u Log Pow Povrsinska
broj Molekulska vodi Broj napetost
CD Derivat CD supstituenata masa (mg mL™) akceptora/donora (mN m?)
na molekuli (g mol?) vodika
CD
a-CD Hidroksipropil-aCD 3,6 1180 500 18/36 - -
(HPaCD)
B-CD Dimetil-CD (DMBCD) 12-16 1225 570 7135 4,9 62
Trimetil-CD (TMBCD) 21 1430 310 0/35 56
Hidroksietil-CD (HEBCD) 3,6 1135 >20000 21/42 - -
Hidroksipropil-BCD 2,8-10,5 1460 >1200 25/39 -11 54,8-57,5
(HPBCD)
Sulfobutileter-pCD 12,6 1425 >1200 21/35 -10 71
(SBEBCD)
y-CD Hidroksipropil-y-CD 3,0-54 1762 800 24/45 - -
(HPyCD)
Sulfobutileter-y-CD 4-8 1578 >1200 - -16 72,2
(SBEYCD)
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2.4.2. Mehanizam nastanka inkluzijskih kompleksa

U vodenim otopinama CD mogu graditi inkluzijske komplekse s mnogim lijekovima pri ¢emu
se molekule vode smjestene u centralnoj Supljini molekule CD zamjenjuju molekulom lijeka,
ili ¢es¢e samo nekim njezinim stericki kompatibilnim dijelom. Nastajanje kompleksa zavisi 0
polarnosti molekule lijeka te samo molekule koje su manje polarnosti od vode stvaraju
inkluzijske komplekse. Pri tome, ne dolazi do nastajanja niti do kidanja postoje¢ih kemijskih
veza u molekuli lijeka, nego se uspostavlja dinamicka ravnoteza izmedu kompleksa i
slobodnih reaktanata (Slika 7).87%3 Ovaj proces je energetski povoljan te nastaje
spontano.®®% U pravilu, kompleksi nastaju uklapanjem jedne molekule, ili njenog dijela u
centralnu Supljinu jednog CD (kompleksi molarnog omjera 1:1), no moguce je i nastajanje

kompleksa viSeg reda, pri ¢emu se molekula lijeka uklapa u 2 ili viSe molekula CD.

ciklodekstrin lijek inkluzijski
kompleks 1:1

Ll Nt
ciklodekstrin lijek inkluzijski
kompleks 1:2

Slika 7. Shematski prikaz nastajanja inkluzijskih kompleksa u ekvimolarnom omjeru lijeka i
CD (A) ili u omjeru 1:2 (B).%8

Nastajanjem inkluzijskog kompleksa mijenjaju se fizikalna, kemijska i bioloska svojstva
uklopljenog lijeka, pa tako CD mogu povecati oralnu i topikalnu bioraspolozivost lijekova,
kemijski stabilizirati lijek te sprijeciti njegovu enzimatsku razgradnju. U nekim slu¢ajevima
CD mogu utjecati i na permeabilnost lijekova kroz bioloske membrane.®®"® Nadalje, CD se
koriste za modifikaciju agregatnog stanja, prevodeci plinovite, tekuce i lako hlapljive tvari u

stabilne krutine.”* Upotrebom CD moze se takoder prekriti neugodan okus lijeka’, te smanjiti
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iritirajuéi u¢inak lijeka na sluznice.’® Prikaz nekih od registriranih oblika lijekova baziranih na

CD prikazani su u Tablici 4.7

Tablica 4. Pregled registriranih oblika lijekova razvijenih primjenom CD.”’

Lijek/CD Terapijska indikacija | Ljekoviti oblik Zasti¢eno ime

a-CD

Alprostadil LijeCenje ercktilne Intravenozna otopina Caverject Dual
disfunkcije

B-CD

Cetirzin Antibakterijsko Tablete za zvakanje Cetrizin
sredstvo

Deksametazon Protuupalni steroid Masti, tablete Glymesason

Nikotin Odvikavanje od Sublingvalne tablete Nicorette
pusenja

Nimesulid Nesteroidni Tablete, Cepici Brexin
protuupalni lijek

HPBCD

Indometacin Nesteroidni Kapi za oko, otopina Indocid
protuupalni lijek

Itrakonazol Antifungalno sredstvo | Oralna i intravenska Sporanox

otopina

Mitomicin Citostatik Intravenska infuzija MitoExtra

SBEBCD

Avripiprazol Antipsihotik Intramuskularna otopina Abilify

Maropitant Antiemetik Parenteralna otopina Cerenia
(veterinarska
primjena)

Vorikonazol Antifungalno sredstvo | Intravenska otopina Vfend

Ziprasidon mezilat | Antipsihotik Intramuskularna otopina Geodon

HPyCD

Natrijska sol Nesteroidni Kapi za oko, otopina Voltaren Ophtha

diklofenaka protuupalni lijek

Tc-99 Teoboroksim | Dijagnosticko Intravenska otopina CardioTec
sredstvo
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Ucinkovitost CD u povecanju topljivosti lijeka moze se dodatno poboljsati pripremom
ternarnih kompleksa. Polivinilpirolidon, hipromeloza, karboksimetilceluloza i polietilenglikol
400 (PEG 400) pokazali su se kao najucinkovitije ternarne komponente. Navedeni hidrofilni
polimeri 1 CD stvaranjem ternarnih kompleksa dovode do znacajnijeg povecanja topljivosti
lijeka, u usporedbi s polimerom i CD zasebno, $to je rezultat sinergistickog uc¢inka izmedu tih
komponenti. Dokazano je da kompleksi CD i lijeka, kojima je dodan polimer topljiv u vodi
mogu povecati bioraspolozivost uz smanjenje koli¢ine CD-a do 80%. Osim polimera, kao
ucinkoviti pojacivaci solubilizacijskog u¢inka CD pokazale su se male organske kiseline kao
limunska, vinska i jabu¢na te aminokiseline.%®’® Moze nastati nekoliko tipova interakcija
izmedu polimera i lijeka kao rezultat strukturne razlike i polariteta CD molekula, $to moze

znaéajno promijeniti kemijsku stabilnost lijekova.®

2.4.3. Metode pripreme inkluzijskih kompleksa u ¢vrstom stanju

Glavne tehnike za pripremu inkluzijskih kompleksa u ¢vrstom stanju ukljucuju:

- metode u ¢vrstom stanju, poput mljevenja smjese u visokoenergetskim mlinovima,
uporabom superktiti¢nih fluida (SCF) ili primjenom mikrovalnog zracenja

- metode u polucvrstom stanju, kao $to je ,,gnjeCenje” smjese u prisutnosti hlapljivog
otapala ili zagrijavanjem u prisutnosti male koli¢ine vode

- metode u otopini, koje ukljuuju otapanje lijeka i CD u prikladnom otapalu ili sustavu
otapala uz naknadno uklanjanje otapala razli¢itim tehnikama kao Sto su uparavanje,
suSenje smrzavanjem ili suSenje rasprSivanjem ili izolacijom kompleksa iz otopine

taloZenjem

Pokazano je da tehnika koja se koristi za pripremu kompleksa u ¢vrstom stanju moze znatno
utjecati na stupanj interakcije izmedu lijeka i CD, a time i na svojstva dobivenog produkta.
Stoga je klju¢no pazljivo odabrati metodu pripreme kompleksa te optimirati procesne

parametre kako bi interakcija izmedu domaéina i ,,gosta bila §to uspjesnija.’®
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2.4.4. Primjena CD u povecanju topljivosti PZQ

U literaturi su opisani inkluzijski kompleksi PZQ s prirodnim derivatima ciklodekstrina (a-
CD, B-CD i y-CD). PZQ gradi najstabilnije inkluzijske komplekse s BCD (Ks = 396,91 mol™
L), a pripremom liofiliziranog kompleksa PZQ s B-CD topljivost lijeka je povecana svega 5
puta.”® Primjenom molekularne mehanike i 'H-NMR spektroskopije odredena je struktura
nastalog kompleksa, koji nastaje inkluzijom izokinolinskog prstena lijeka u centralnu Supljinu
B-CD®. Primjena PZQ u obliku inkluzijskog kompleksa s B-CD na misevima u dozi od 150
mg PZQ/kg rezultirala je eradikacijom 99% S. mansoni, dok je Cisti lijek primijenjen u istoj
dozi pokazao znaCajno manju udinkovitost, uz eradikaciju svega 59% parazita®’. Novija
istrazivanja pokazuju da se pripremom ternarnih kompleksa PZQ s BCD i hipromelozom
solubilizacijski potencijal ovog CD moze jos unaprijediti.®? PZQ sa kemijski modificiranim
derivatima BCD, naro¢ito s HPBCD stvara stabilnije komplekse (Ks = 642 mol? L), a
pripremom kompleksa PZQ i HPBCD u ¢vrstom stanju tehnikom liofilizacije ostvaren je
porast brzine otapanja lijeka od 5,8 puta.®® Sliénu topljivost pokazuje i kompleks PZQ s
MBCD.#* Novija istrazivanja pokazuju da je primjenom CD moguée korigirati neugodan okus

lijeka, a u tu svrhu se narogito uéinkovitim pokazao HPBCD.%
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2.5. Kokristali djelatnih tvari

Kokristali djelatnih tvari su visekomponentni supramolekulski sustavi gradeni od nenabijenih
farmakoloski aktivnih molekula i farmakoloski prihvatljivih molekula suéinitelja (koformera)
u definiranom stehiometrijskom omjeru, koji nalaze sve znacajniju primjenu u povecanju
topljivosti i bioraspolozivosti teSko topljivih lijekova. Uvodenjem odgovarajucih
supramolekulskih sintona pomoc¢u molekula koformera, kao §to su karboksilne Kkiseline,
amini, Seceri, alkoholi ili amino kiseline mijenjaju se interakcije izmedu molekula koje su
pakirane u kristalu, kao $to su van der Waalsove sile, hidrofobne interakcije te vodikove i
halogenske veze, §to moze rezultirati boljom topljivoséu nastalog kokristala.®® Za razliku od
soli, prilikom nastajanja kokristala ne dolazi do prijenosa protona izmedu kiseline i baze.®’
Najces¢i supramolekulski sintoni koji se koriste u farmaceutskim kristalima prikazani su na
Slici 8.8 Homosinton karboksilne kiseline preko vodikove veze C=0---H-O vrlo je &est (1).
Drugi vrlo ¢esto primjenjivan polimer homosinton je homodimer amida prikazan na slici 8
(3), tvore¢i kokristal preko vodikove veze C=0--- H-N. Osim homosintona, neki heterosintoni
takoder su prikazani na slici 8, kao S§to je karboksilna kiselina — piridin (2), karboksilna
kiselina — amid (4) i alkohol — eter (5).

< —H ~(::-\\ o-H N
— \__
_\l --H—-0 Q\\ H/
-
(1) (2)
H
\
N—H---0 Q-H--Q
N ) & 7
Q---- H-N O--- H-N_
> H
- & @)
\ o

Slika 8. Tipi¢ni motivi vodikovih veza u kristalima.®

Nastajanjem kokristala mijenjaju se fizikalno-kemijska svojstva lijeka, bez utjecaja na
farmakolosku aktivnost djelatne tvari. Pri tome, dostupni podaci pokazuju da se nastajanjem

kokristala temperatura taljenja produkta smanjuje u otprilike 39% opisanih slucajeva, a od
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toga, u 51% slucajeva poprima vrijednost izmedu temperature taljenja lijeka i koformera.
Snizenje taliSta kokristala u pravilu se moze povezati s boljom topljivoséu produkta te
posljediéno znadajnim porastom oralne bioraspolozivosti lijeka.®® Nadalje, nastajanje
kokristala znac¢ajno poboljSava svojstvo mocenja tvari, koje je kljucno u procesu otapanja, a
neka istrazivanja pokazuju da se sintezom kokristala moze poboljSati i permeabilnost lijekova
kroz kozu, kao $to je pokazano na primjeru kokristala aciklovira i jabuéne kiseline.®® Osim
porasta topljivosti, pripremom kokristala moze se ostvariti i poboljSanje kemijske stabilnosti
lijeka kao 1 poboljSanje tehnoloSkih karakteristika tvari, kao §to su svojstva tecenja i
kompresibilnosti.*® Pregled komercijalno dostupnih lijekova formuliranih kao kokristali
prikazan je u Tablici 5.8 Od navedenih lijekova, 80% ih pripada u Il skupinu prema
bifarmaceutskoj klasifikaciji lijekova koja ukljuuje tvari niske topljivosti, a dobre

permeabilnosti.

Tablica 5. Pregled komercijalno dostupnih lijekova koji su formulirani kao kokristali.®

Zasti¢eno Datum Komponente formulacije Indikacija
ime odobrenja
(FDA)

Beta-Chlor | 1963 Kloralnihidrat — betain Smirenje

Depakote 1983 Valproi¢na kiselina — valproat natrij | Epilepsija

Cafcit 1999 Kofein — limunska kiselina Infantilna apneja

Lexapro 2002 Escitalopram oksalat — oksalna Depresija
Kiselina

Suglat 2014 Ipragliflozin — L-prolin Dijabetes

Entresto 2015 Valsartan natrij — sakubitril natrij Zastoj srca

Odomzo 2015 Sonidegib monofasfat — fosforna Karcinom
kiselina bazalnih/osnovnih

stanica

Steglatro 2017 Ertugliflozin — L-piroglutenska Dijabetes

Kiselina

2.5.1. Nacini pripreme kokristala

Kokristali se mogu pripremiti kristalizacijom iz otopine, kristalizacijom iz taline, mljevenjem
reaktanata u Cvrstom stanju, reakcijskom kristalizacijom te Kristalizacijom iz suspenzije. U
zadnjim godinama prisutan je trend znacajnog porasta primjene mehanokemijskih metoda za
sintezu kokristala.’? U tom smislu naro¢ito udinkovitim se pokazalo mljevenje potpomognuto
malom koli¢inom otapala.®? Detaljniji opis primjene tehnika mljevenja u pripremi kokristala

prikazan je u slijede¢em poglavlju.
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2.5.2. Kokristali s PZQ

U literaturi su opisani kokristali PZQ s nizom dikarboksilnih alifatskih kiselina homolognog
niza HOOC—(CH2)n—COOH, (n = 1-8). Dosadasnja istrazivanja su uglavnom bila usmjerena
na sintezu i fizikalno-kemijsku karakterizaciju kokristala PZQ, a njihov potencijal primjene u

razvoju novih formulacija lijeka nije istrazivan,*
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2.6. Mljevenje kao ekoloski prihvatljiva metoda sinteze ¢vrstih disperzija,

inkluzijskih kompleksa i kokristala

Konvencionalni postupci koji se rutinski koriste u farmaceutskoj industriji za pripremu
polimernih disperzija, inkluzijskih kompleksa i kokristala obi¢no uklju¢uju uporabu velikih
koli¢ina organskih otapala. Procjenjuje se da vise od 85% kemikalija koje se koriste u
farmaceutskoj industriji ¢ine organska otapala. Popularnost ovog pristupa u pripremi
produkata s poveéanom topljivosti pripisuje se detaljnom poznavanju mehanizama i brzine
reakcija u otopini koje omogucuju preciznu kontrolu prinosa i kvalitete ciljanog produkta.
Medutim, taj pristup ukljuuje i nedostatke kao Sto su komplicirana tehnologija i visoki
troskovi zbrinjavanja toksi¢nih otapala koja mogu biti opasna za zdravlje zaposlenika i
bolesnika, a stetno djeluju i na okoli$. Prisutni su i problemi vezani za uklanjanje otapala iz
konaénog produkta.®*

Alternativni pristup u sintezi navedenih produkata ukljucuje indukciju kemijskih
reakcija medu komponentama u C¢vrstom stanju primjenom mehanicke energije (tzv.
mehanokemija). To se mozZe posti¢i usitnjavanjem reaktanata u tarioniku pistilom ili
primjenom vibracijskih 1 planetarnih mlinova koji pruZaju bolju kontrolu uvjeta mljevenja 1
bolju reproducibilnost samog postupka. Mljevenje se pokazalo uspjeSnom tehnikom za
sintezu razlicitih supramolekulskih sustava u ¢vrstom stanju, ukljucujuéi polimerne disperzije,
inkluzijske komplekse i kokristale.®®® Sam postupak je brz i u¢inkovit, a zahtjeva minimalnu
uporabu otapala §to ga ¢ini ekoloski prihvatljivim.%2%

Zahvaljujuci tome, mehanokemija ¢ini okosnicu zelene kemije, propulzivnog podrucja
istrazivanja koje je usmjereno na odrzavanje ravnoteze izmedu primjene prirodnih resursa,
ekonomskog rasta i oCuvanja okoliSa. Mehanokemijsku sintezu moguce je provesti U
visokoenergetskim mlinovima. Mehanicka energija primijenjena na materijal prilikom
usitnjavanja u visoko energetskim vibracijskim mlinovima najprije dovodi do smanjenja
veli¢ine Cestica do kritiénog praga, nakon ¢ega slijedi amorfizacija lijeka. Daljnje izlaganje
uzorka mehanickoj energiji dovodi do njegove mehanicke aktivacije Cine¢i ga sklonim
kemijskoj reakciji u krutom stanju. Medutim, takvi aktivirani mljeveni produkti obi¢no su
nestabilni, zahtijevajuc¢i dodavanje najmanje jedne ili viSe komponenti u tretiranu smjesu kako
bi se stabilizirao aktivirani oblik lijeka, s ciljem pripreme farmaceutski stabilnog proizvoda.

Opisana tehnika je poznata kao suho mljevenje (engl. neat grinding, NG).®> U nekim

Martina Cugovéan Doktorska disertacija



§ 2. Literaturni pregled 30

slu¢ajevima, dodavanje malih (kataliti¢kih) koli¢ina otapala potrebno je, kako bi se potaknula
interakcija izmedu lijeka i aditiva u postupku mljevenja, Sto rezultira ve¢im iskoriStenjem i
sintezom produkta sa Zeljenim svojstvima. Takva tehnika je poznata kao mljevenje uz dodatak
otapala (engl. liquid assisted grinding, LAG). Obje tehnike mljevenja su vrlo svestrane,
omogucéujuéi pripremu razli¢itih produkata, ovisno o vrsti aditiva koji se koriste.%%%
Mehanokemijske transformacije organskih molekula mogu se prikladno opisati
pomocu trostupanjskog modela koji je iznio Kaupp, a koji ukljucuje aktivaciju Cvrstih
reaktanata, njihovu reakciju i Kristalizaciju produkta. U takvom procesu, prijenos masa u

mehanokemijskoj reakciji moze se odvijati kroz plin, teku¢inu, krutu fazu ili bilo koju njihovu

kombinaciju (Slika 9).1°
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Slika 9. Shematski prikaz trostupanjskog modela mehanokemijskih transformacija postupkom

mljevenja.’°
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2.6.1. Mljevenje uz dodatak otapala (LAG)

Metoda LAG naSiroko Se primjenjuje u razvoju ¢vrstih oblika lijekova, te je sad uspostavljena
kao moc¢na tehnika probira 1 sinteze razli¢itih supramolekulskih produkata, koja koristi
kataliti¢ku koli¢inu tekucine za olakSavanje postupka sinteze tijekom mljevenja. LAG pokusi
provode se u kuglicnim mlinovima, opremljenim posudicama za mljevenje u kojima se nalaze
kuglice odgovaraju¢ih dimenzija. U pravilu, vrsta dodane tekuc¢ine nema klju¢nu ulogu na
uspjesnost sinteze. Na primjenu sinteze kokristala kofeina ili teofilina s L-vinskom Kiselinom
primjenom LAG, pokazalo se da ne postoji korelacija izmedu topljivosti reaktanta u
koristenom otapalu i ishoda reakcije. Konkretno, dok NG mljevenjem kofeina ili teofilina s L-
vinskom kiselinom ne nastaju kokristali, 20 minuta LAG-a u prisutnosti 25 razli¢itih teku¢ina
lako je proizvelo ocekivane kokristale. Medutim, takva neovisnost ucinkovitosti
kokristalizacije od topljivosti reaktanta, nestaje ako se mljevenje provodi uz povecane
koli¢ine tekuce faze ili kokristalizacije iz otopine. U takvim uvjetima, nastajanje kokristala
postaje sve teze za reaktante s vrlo razli¢itim topljivostima. Stoga je uveden parametar 7 Koji
kvantitativno opisuje LAG reakcijske uvjete, a definiran je kao omjer dodane tekucine i teZine
¢vrstih reaktanata te tipi¢no izrazen u pL mgl. Ovaj parametar omoguéuje izravnu,
kvantitativnu usporedbu kokristalizacije NG, LAG, suspenzije i otopine, Sto dovodi do
formalne definicije LAG reakcijskih uvjeta koji odgovaraju vrijednosti # pri kojoj je
reaktivnost neovisna o topljivosti reaktanta. Za kokristalizaciju kofeina ili teofilina s vinskom
kiselinom, LAG je empirijski povezano sa # vrijednostima izmedu 0 i 1 pL mgt. Unutar tog
raspona, vece vrijednosti # dovode do brze sinteze kokristala. Po definiciji, NG odgovara n =
0 uL mg t1092

Toplinska energija koja se stvara tijekom LAG niza je od one kod NG jer su lijekovi
suspendirani u organskoj i u vodenoj otopini. Pri tome, cCesto se dodaju i modifikatori
povrsine, koji ukljuéuju razlicite polimere, kao §to su PEG, HPC, HPMC, PVP, oligomere
niske molekulske mase, prirodne produkte 1 surfaktante kao Sto su pluronic F68, pluronic

F108 te lecitin. Temperatura reakcijske smjese tijekom obrade obi¢no ne prelazi 40 °C.1°
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2.7. Mehanokemijska sinteza primjenom vibracijskog mlina

Vibracijski mikromlin je popularna tehnika za usitnjavanje krutina, a danas Siroku primjenu
nalazi u sintezi polimernih disperzija, inkluzijskih kompleksa i kokristala.*® Laboratorijski
uredaji prikladni su za usitnjavanje uzoraka volumena od 0,2 do 20 mL. U osnovi, vibracijski
mlin sadrZi 2 posude punjene kuglicama razli¢itih dimenzija (slika 10)%. Koristene koli¢ine
kuglica 1 polaznog materijal ovise o volumenu posudica za mljevenje, a znacajno utjeCu na
intenzitet postupka mljevenja. Obi¢no, posuda se puni kuglicama i polaznim materijalom do
50% odnosno 25% od ukupnog volumena posude.® Posude za mljevenje izvode oscilacije u
horizontalnom polozaju. Inercija kuglica u njima uzrokuje njihove visokoenergetske sudare s
materijalom uzorka na zaobljenim krajevima posude za mljevenje. Takoder, pomicanje
posuda za mljevenje u kombinaciji s pomicanjem kuglica rezultira intenzivnim mijeSanjem
uzorka. Stupanj mijeSanja moze se jo$ viSe povecati koristenjem veceg broja kuglica manjeg
opsega (slika 11).% Posude za mljevenje obi¢no su opremljene teflonskom brtvom koja
sprijeCava gubitak tekucina i Cestica ¢ak i pri mljevenju na visokim frekvencijama, §to uredaj
¢ini pogodnim i za LAG.® Tijekom samog mljevenja uzorak se minimalno zagrijava, pa se

postupak uglavnom provodi pri sobnoj temperaturi, bez hladenja.

Slika 10. Laboratorijski vibracijski mikromlin %
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‘ Medij za mljevenje

© Punjenje

B7= <=4 Mehanicka energija

Zona sudara *
k = naboj frakcije

Posuda za mljevenje

Slika 11. Shematski prikaz procesa unutar posude za mljevenje tijekom mljevenja. Medij za
mljevenje prenosi mehaniCku energiju na krutinu u obliku pulsa, jer u svakom sudaru

sudjeluje samo mali dio ukupnog naboja.®®
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali

Kao djelatna tvar korisSten je (£) prazikvantel (PZQ) (Genera d.d., Hrvatska). Aditivi koriSteni
pri mljevenju u ovoj studiji ukljucuju a-laktozu monohidrat (LMH, GranuLac 200, Meggle
Wasserburg GmbH & Co0.KG, Njemacka), povidon (PVP, Kollidon 25) i kopovidon (CPVP,
Kollidon VA64), oboje od BASF SE (Njemacka) kao i hipromelozu niske viskoznosti
(HPMC 4 mPa, Methocel E5 Premium EP, Colorcon, England) i hipromelozu visoke
viskoznosti (HPMC 4000 mPa, Metolose 90 SH; Shin-Etsu Chemical Co, Ltd, Japan).

Za pripremu inkluzijskih kompleksa upotrebljen je prirodni derivat, p-ciklodekstrin
(BCD, Cawamax® W7 Pharma), a od polusintetskih derivata koriSteni su hidroksipropil--
ciklodekstrin (HPBCD, Cavasol W7 HP Pharma), nasumi¢no metilirani-B-ciklodekstrin
(MEBCD, Cavasol W7 M Pharma) te natrijeva sol sulfobutileter-p-ciklodekstrina (SBECD,
Captisol®). Molekulske mase koristenih ciklodekstrina iznosile su 1135 g mol za BCD
(Cavamax® W7), 1500 g mol* za HPBCD, 1331 g mol* za MEBCD te 2146 g mol za
SBEBCD (Captisol®).

Organske kiseline koje su koriStene ukljucuju salicilnu kiselinu (SK), monohidrat
limunske kiseline (LK), DL-jabu¢nu kiselina (JK) i L-(+)-vinsku kiselina (VK), koje su
nabavljene od Sigma-Aldrich (SAD). Simulirani zelu¢ani medij pH 1,2; simulirani duodenalni
medij pH 4,5 i simulirani crijevni medij pH 6,8, svi bez enzima, pripremljeni su prema

monografiji 5.17.1 vaze¢e Europske farmakopeje.
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3.2. Priprema binarnih i ternarnih mljevenih uzoraka PZQ-a

Kruti binarni i ternarni produkti PZQ-a s razli¢itim aditivima pripremljeni su mljevenjem
njihove odgovaraju¢e smjese u visoko-energetskom vibracijskom mikromlinu (Mixer Mill
MM 200, Retch, GmbH, Njemacka) pri sobnoj temperaturi. Za pripremu polimerne disperzije,
odvagano je 100 mg PZQ i 100 mg pojedinog polimera. Prvo se smjesa supstancija izmjesala
u tarioniku Spatulom, a zatim je stavljena u posude za mljevenje od 10 mL izradene od
nehrdajuceg Celika, koje su sadrzavale 2 kuglice za mljevenje od istog materijala promjera 7
mm. Smjesa je mljevena 30 min pri 24 Hz.

Kokristali sa odabranim kiselinama pripremljeni su suhim mljevenjem (NG) kao i
mljevenjem uz dodatak otapala (LAG). Smjesa 150 mg PZQ i ekvimolarna koli¢ina odabrane
organske kiseline mljevena je kao §to je opisano ranije, sa ili bez dodatka 15 pL
koncentriranog etanola. Binarni kompleksi PZQ-a sa ciklodekstrinima i ternarni kompleksi sa
odabranim ciklodekstrinima i organskim kiselinama pripremljeni su suhim mljevenjem (NG)
na 24 Hz tijekom 30 minuta, u ekvimolarnim omjerima aditiva. U svim slu¢ajevima, koli¢ina
uzorka bila je oko 200 mg. Za procjenu ucinka primijenjenog postupka na uzorke PZQ-a u
¢vrstom stanju, i sam lijek (PZQ) takoder je podvrgnut mljevenju pod istim uvjetima. Smjese
su pripremljene prije mljevenja uz lagano mijeSanje PZQ-a i odabranog aditiva u odredenom
omjeru, u tarioniku sa lopaticom, neposredno prije upotrebe. Dobiveni produkti (uzorci)

pohranjeni su u eksikatoru na sobnoj temperaturi.
3.3. Diferencijalna pretrazna kalorimetrija (DSC)

Termogrami DSC-a snimljeni su koristenjem uredaja Perkin-Elmer DSC 7 (USA). Mjerenja
su provedena u atmosferi dusika nakon kalibracije uredaja indijem (Cistoca 99.98 %; taliSte
156.61 °C i AHns=28,71 J g1). Uzorci (2-5 mg) odvagnuti su u aluminijske posudice, a
termogram je snimljen pri brzini zagrijavanja od 10 °C min™* u temperaturnom rasponu od 30
do 200 °C. Udio kristalini¢ne frakcije lijeka u uzorcima (engl. relative drug cristallinity,

RDC) izracunat je prema jednadzbi (1):

RDC = Muzorak o 1000y

lijek

Martina Cugovéan Doktorska disertacija



§ 3. Eksperimentalni dio 36

gdje su AHuzorak 1 AHiijek izmjerene vrijednosti entalpije taljenja lijeka za uzorak i kristalini¢ni
lijek, normirane s obzirom na sadrzaj lijeka u uzorku. Mjerenja su radena u triplikatu, a

relativna standardna devijacija kristalini¢nosti je < 2,5 %.

3.4. Rentgenska difrakcija praskastog uzorka (XRPD)

Difraktogrami praskastih uzoraka snimljeni su na rentgenskom difraktometru Philips PW1750
(Philips Electronic Instruments, Nizozemska). Izvor zracenja bila je rentgenska cijev s
bakrenom anodom i valnim duljinama izlaznog snopa rentgenskog zracenja A(Ka1) = 1,54056
A1 (Koz) = 1,54439 A. Omjer intenziteta Ka1/Ka iznosio je 0,5. Radni napon cijevi iznosio
je 40 kV, a katoda je grijana strujom jakosti od 40 mA. Difraktogrami su snimani u podrué¢ju
260 od 3° do 40°. Korak pomicanja brojaca bio je 0,02° uz vrijeme zadrzavanja i zapisivanja
intenziteta na pojednom koraku u trajanju 0,2 s. Kao nosaci uzoraka koriStene su staklene
plocice. Za upravljanje difraktometrom i prikupljanje podataka koristen je programski paket
Philips X'Pert.

3.5. Infracrvena spektroskopija (FTIR)

FTIR spektri snimljeni su koriStenjem Bruker Equinox 55 interferometra transmisijskom
metodom te metodom priguSene totalne refleksije (engl. attenuated total reflection, ATR).
Snimanje transmisijskom metodom provedeno je koriStenjem KBr pastila koje su
pripremljene mijeSanjem 1 mg krutog uzorka i 100 mg KBr u ahatnom tarioniku i
komprimirane hidrauliénom presom uz tlak od 10 kN cm™. Spektri su snimljeni u mjernom
podruéju izmedu 4000 i 400 cm™ uz rezoluciju od 4 cm™. ATR spektri snimljeni su
koriStenjem PIKE MIRacle ATR instrumentalnog dodatka s dijamantom kao internim
refleksijskim elementom i opti¢kim komponentama od cinkonijevog selenida u mjernom
podrugju izmedu 4000 do 600 cm™ pri rezoluciji od 4 cm. Za svaki spektar prikupljene su
32 snimke, a snimanje je provedeno pri sobnoj temperaturi. Snimljeni spektri obradeni su
primjenom funkcije proSirene ATR korekcije, algoritma koji je uklju¢en u OPUS 6.0

programski paket.

3.6. Ispitivanje topljivosti

Martina Cugovéan Doktorska disertacija



§ 3. Eksperimentalni dio 37

Topljivost pripremljenih binarnih i ternarnih sustava PZQ ispitana je u simuliranom
zeluCanom pH 1,2; simuliranom duodenalnom pH 4,5 i simuliranom crijevnom pH 6,8
mediju, bez enzima, dodavanjem suviska pripremljenog uzorka u 25 mL odredenog otapala.
Tikvice sa tako pripremljenim uzorcima su hermeticki zatvorene i izlozene blagom mijeSanju
pri sobnoj temperaturi tijekom 24 sata. Nastajanje zasi¢ene otopine potvrdena je prisustvom
neotopljene krutine, §to je provedeno vizualnim promatranjem tikvica s uzorcima. Nakon toga
sakupljeni su alikvoti otopine koji su filtrirani koriste¢i 0,45 um Millipore membranski filter.
Preliminarnim studijama je potvrdeno da se PZQ ne apsorbira na koriStene filtere.
Koncentracija PZQ-a u filtratu odredena je metodom tekuéinske kromatografije visoke

djelotvornosti (HPLC), postupkom koji je opisan u odjeljku 3.10.

3.7. Invitro oslobadanje lijeka

In vitro oslobadanje lijeka iz pripremljenih uzoraka ispitano je primjenom metode s
lopaticama koriste¢i Agilent 708-DS uredaj (Agilent Technologies, USA). Koli¢ina uzorka
koja je sadrzavala 20 mg PZQ-a dodana je u 500 mL medija za otapanje termostatiranog na
37 °C. Brzina mijeSanja podesena je na 50 okretaja u minuti. U ispitivanju su koriSteni mediji
za oslobadanje koji simuliraju zelucani (pH 1,2) i crijevni (pH 6,8) medij, a pripremljeni su
prema uputama vazece Europske farmakopeje. U odredenim vremenskim intervalima uzimani
su alikvoti uzorka koji su odmah bili nadomjeSteni jednakim volumenom medija za
oslobadanje termostatiranog na istu temperaturu da bi se volumen odrzao konstantnim
tijekom cijelog pokusa. Alikvoti su profiltrirani (0,45 um Milipore membranski filtar), a
koli¢ina lijeka u sakupljenim alikvotima odredena je HPLC-om. Provedena je korekcija
kumulativne mase oslobodenog lijeka do koje je doslo zbog dodatka svjeZeg medija u sustav.
IzraCunata je ucinkovitost oslobadanja nakon 60 minuta, (engl. dissolution efficiency,
DEegomin) koja je definirana omjerom povrSine ispod krivulje koja prikazuje koli¢inu
oslobodenog lijeka (Q) u vremenu (t) i povrSine pravokutnika c¢ija visina iznosi 100%
oslobodene koli¢ine lijeka (Q ) u istom vremenskom intervalu.® U¢inkovitost oslobadanja

izrazena je kao postotak i izraCunata je prema izrazu (2):

Jy dt

Q100% X%t

gdje je Q postotak otopljenog lijeka, a t odgovarajuce vrijeme otapanja.
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3.8. Ispitivanje kemijske stabilnosti

Kemijska stabilnost PZQ u odabrani uzorcima sa odgovaraju¢im profilima otapanja ispitana je
metodom ubrzanog starenja. Odabrani ¢vrsti uzorci pohranjeni su u otvorenim bocicama u
klima-komoru za ispitivanje stabilnost (Binder KBF 720 Constant Climate Chambers,
Germany), na 40 + 2 °C i 75 + 5% relativne vlage tijekom tri mjeseca. U unaprijed odredenim
vremenskim intervalima sakupljeni su alikvoti uzoraka u kojima je primjenom HPLC
odredena koli¢ina PZQ. Za ispitivanje fotostabilnosti, odabrani uzorci su naneseni u tankom
sloju debljine 1 mm u petrijeve zdjelice i izlozeni UV zrac¢enju u dozi od 1 200 000 Lux/h i
200 Wh/m? u fotostabilnoj komori 5 (Binder KBF ICH 720 Constant Climate Chambers with
ICH conform illumination, Germany). Preostala koli¢ina lijeka u tretiranim uzorcima

odredena je nakon 7 dana pomoc¢u HPLC-a.
3.9. Uyvjeti uzgoja stanica

Koristena je stani¢na linija humanog kolorektalnog karcinoma Caco-2 stanice (American
Type Culture Collection [ATCC] Rockville, MD, USA). Imortalizirane stanice uzgajaju se u
tikvicama za uzgoj stanica u inkubatoru pri temperaturi 37 °C, relativnoj vlaznosti zraka od
95% i s 5% CO». Stanice rastu u hranidbenom mediju DMEM (engl. Dulbecco's Modified
Eagle's Medium) koji sadrzi pufer balansiran Hankovim solima (engl.Hank's Balanced Salt
Solution, HBSS) koji je pripravljen otapanjem 0,0463 g CaCl,x2H,0, 0,0250 g MgCl2x6H20,
0,0250 g MgSO4x7H20, 0,1 g KClI, 0,015 g KH2POg4, 0,0875 g NaHCO3, 2 g NaCl, 0,015 g
Na:HPOsx2H0, 0,275 g D-Glukoza monohidrata i 1,7875 g HEPES-a u 250 mL prociséene
vode, a pH je podesen na 7,4 koristenjem otopine NaOH koncentracije 10x10~3 mol L. Osim
toga, hranidbeni medij sadrzi i L-glutamin, natrij bikarbonat 1 neomicinom (Imunoloski zavod
d.d., Hrvatska) uz dodatak 10% fetalnog govedeg seruma (GIBCO, Invitrogen, UK). Svaka
dva dana stanicama se mijenja hranidbeni medij. Postizanjem konfluentnosti stanica, uklanja
se medij u kojem su dosad stanice rasle te se primjenom otopine koja sadrzi 0,25% tripsin i
0.20% etilendiamintetraoctene kiseline (EDTA) stanice odvajaju od povrSine na kojoj su
rasle. Stanice se odvajaju od medija centrifugiranjem pri brzini od 1200 rpm (Heraeus
Megafuge 1.0) te resuspendiraju u svjeZzem hranidbenom mediju. Broj stanica po mL medija
odreduje se brojanjem hemocitometrom, a pripremljena disperzija stanica se nasaduje na

ploCe za uzgoj stanica.
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3.9.1. Ispitivanje citotoksicnosti na kulturi Caco-2 stanica

Za procjenu potencijalne citotoksi¢nosti PZQ-a i odabranog mljevenog uzorka, kultura Caco-
2 stanica je nasadena na ploce sa 24 jazice (Sarstedt, Newton, NC, USA) pri gustoéi od 10°
stanica/cm? te uzgajana u hranidbenom mediju DMEM 2 dana do postizanja konfluencije.
Mati¢na otopina PZQ-a (1x10 mol L), pripremljena je otapanjem lijeka u manjem
volumenu dimetilsulfoksida (DMSO), a zatim nadopunjena do zadanog volumen sa HBSS-
om. Konaé¢na koncentracija DMSO u mati¢noj otopini PZQ-a iznosila je 1% (w/v). Odabrani
mljeveni uzorak i odgovarajuéi ciklodekstrin otopljeni su direktno u HBSS-u u 1x10~% mol L~
! koncentraciji. Pripremljene mati¢ne otopine tada su razrijedene dodatkom HBSS-a, ¢ime je
prireden niz testnih otopina u kojima je koncentracija ispitivanih supstancija iznosila 0,1, 0,3 i
0,5x10~2 mol L. Prije tretiranja stanica sa pripremljenim otopinama, hranidbeni medij je
uklonjen, i zamijenjen sa HBSS-om ili pripremljenim otopinama uzorka. Stanice su tretirane
uzorcima tijekom 2 sata, nakon Cega je stani¢na vijabilnost ispitana MTT testom, koji mjeri
aktivnost mitohondrijskog enzima sukcinil-dehidrogenaze. Stani¢ne sukcinil dehidrogenaze
reduciraju MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil-tetrazolij-bromid, Sigma) u ljubicasto
obojeni produkt, formazan. Nastali produkt je netopljiv u vodi, ali se otapa u organskom
otapalu (izopropanol) te se odreduje apsorbancija izopropanolne otopine formazana pri 570
nm (1420 Multilabel counter Victor, Perkin Elmer, SAD). Apsorbancija formazana
proporcionalna je broju metaboli¢ki aktivnih stanica.!* U ovom eksperimentu, netretirane
stanice inkubirane u HBSS-u koristene su kao negativna kontrola.

Nakon 2 h tretiranja sa odabranim uzorcima, HBSS koji sadrzi ispitivane uzorke je
uklonjen, a stanice su isprane dva puta s PBS-om i inkubirane u svjeZem hranidbenom mediju
(100 pl/jazici) tijekom 24 h. Nakon toga, u svaku jazicu je dodano 10 puL. MTT otopine (5
mg/ml), a stanice su zatim inkubirane 1 sat na 37 °C, nakon Cega je hranidbeni medij
uklonjen, a stanice su lizirane i formazan je otopljen dodatkom 100 pL izopropanola te je
izmjerena apsorbancija na 570 nm koriste¢i mikrotitarski ¢ita¢ ploca. Vijabilnost stanica

odredena je prema jednadzbi (3):

A (stanice tretiranje HSSB—om)

vijabilnost (%) = x 100 3)

A (stanice tretirane otopinom uzorka)
pri ¢emu A predstavlja srednju vrijednost apsorbancija izmjerenih za stanice koje su tretirane

HSSB-om (kontrola) ili otopinom uzorka u HSSB-u.
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3.9.2. lIspitivanje permeabilnost na Caco-2 stanicnom monosloju

Caco-2 stanice nasaduju se na polikarbonatnu membranu veli¢ina pora 0,4 um, promjera 12
mm i povrsine 1,12 cm? (Transwell®, Corning B.V. Life Sciences, Amsterdam, Nizozemska)
koja je prethodno obloZena kolagenom i fibronektinom. Gusto¢a stanica je iznosila 2.5x10*
stanica/po jazici. Stanice se uzgajaju uz cesto mijenjanje hranidbenog medija (svaki drugi dan
tijekom prvih 10 dana, a nakon toga svaki dan) uz mjerenje transepitelnog elektricnog otpora
(TEER) koristenjem STX-2 elektropde i EVOM voltametra (WPI Inc., Sarasota, Florida,
USA), ¢ime se pratio proces rasta staniénog monosloja te njegov integritet tijekom
eksperimenta. Za ispitivanje permeabilnosti koriSteni su konfluentni monoslojevi koji su
formirani 20-22 dana nakon nasadivanja stanica na polikarbonatnu membranu. Neposredno
prije nanosenja uzorka, hranidbeni medij je uklonjen, monoslojevi su isprani HBSS-om te je u
donorski i akceptorski odjeljak plo¢e dodano 400, odnosno 1200 pL HBSS-a. Tako
pripremljene ploce inkubirane su tijekom slijede¢ih 30 minuta. Nakon toga je HBSS iz
donorskog odjeljka uklonjen i zamijenjen s 400 pL otopine ispitivanih uzoraka u HBSS-u u
koncentraciji 0.1x10~ mol L™, koji su priredeni kao §to je opisano u odjeljku 2.9.1. U
unaprijed odredenim vremenskim intervalima tijekom 2 sata ispitivanja sakupljani su alikvoti
HBSS-a iz akceptorskog odjeljka volumena 400 pL koji su odmah nadomijeStani istim
volumenom svjezeg HBSS-a. Na kraju ispitivanja sakupljen je i alikvot volumena 300 pL iz
donorskog odjeljka. Za svaki od ispitivanih uzoraka mjerenje je provedeno u triplikatu, pri pH
7,4, temperaturi od 37 °C, u atmosferi s 5% COx i relativne vlaznosti 95%.

Sakupljeni uzorci razrijedeni su acetonitrilom da bi se dobio volumni omjer vode
prema acetonitrilu 45:55, a zatim je koli¢ina PZQ-a u uzorcima odredena HPLC-om. Prividni
koeficijenti permeabilnosti lijeka kroz Caco-2 stani¢ni monosloj (Papp) za ispitivane uzorke

izraCunati su prema slijedecoj jednadzbi:

aQ 1

P =—X

(4)
gdje je 0Q/0t brzina permeacije, A je povrsSina difuzije monosloja i Co je pocetna koncentracija

lijeka u donorskom odjeljku.®®
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3.10. HPLC analiza prazikvantela

Kvantitativno odredivanje PZQ-a provedeno je pomocu Agilent 1290 Infinity 1l LC sustava
opremljenog LiChrospher® 100 RP-18 (5 pum) LiChroCART® 250-4 kolonom (Merck
Milipore, Njemacka) pri temperaturi od 25 °C. Pokretna faza sastojala se od smjese
acetonitrila i vode u volumnom omjeru 45:55, uz protok od 1 mL/min. Volumen injektiranja
iznosio je 20 pL pri analizi uzoraka sakupljenih tijekom ispitivanja topljivosti, in vitro
oslobadanja lijeka i ispitivanja stabilnosti. Za analizu lijeka u uzorcima sakupljenim tijekom
ispitivanja permeabilnost na Caco-2 stani¢nom monosloju, volumen injektiranja povecéan je
na 100 pL. Prazikvantel je detektiran pomocu UV zra¢enja pri 210 nm. Vrijeme zadrzavanja

iznosilo je 9 minuta.
3.11. Statisticka analiza

Sve vrijednosti izrazene SU kao srednja vrijednost + standardna devijacija n nezavisnih
mjerenja. Podaci su obradeni primjenom testa analize varijance (ANOVA) uz razinu
statisticke znacajnosti p<0,05. Za statisticku obradu podataka koriSten je programski paket

Prism GraphPad (GraphPad Software, Inc., San Diego, SAD; www.graphpad.com ).
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§ p

4. REZULTATI | RASPRAVA
4.1. Utjecaj mljevenja na fizikalno-kemijske karakteristike lijeka

Mehanokemija je prepoznata kao vodeca ekoloSki prihvatljiva tehnologija prikladna za
pripremu ¢vrstih disperzija i inovativnih supramolekularnih sustava kao §to su kokristali ili
inkluzijski kompleksi.!® Prvi korak u razvoju takvih sustava je procijeniti u¢inak mljevenja
na fizicko-kemijska svojstva lijeka. U tu svrhu, PZQ je podvrgnut suhom mljevenju, a tako
pripremljeni uzorak karakteriziran je primjenom XRPD, DSC i FTIR analize (Slike 12-14).

Takoder je odreden utjecaj mljevenja na topljivost lijeka, a rezultati prikazani u tablici 6.
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Slika 12. XRPD difraktogram nativnog lijeka (PZQ) i uzorka lijeka nakon mljevenja tijekom
30 minuta (PZQ GR)

U XRPD difraktogramu nativnog uzorka lijeka (Slika 12) mogu se uociti pikovi visokog
intenziteta pri vrijednostima kuta difrakcije od 4.01°, 15.42°, 16.74° i 20.09°, kao i neki
sekundarni pikovi koji su tipiéni za racemi¢nu smjesu PZQ.2!' Difraktogram PZQ
podvrgnutog suhom mljevenju bez dodataka aditiva za mljevenje usporediv je se
difraktogramom nativnog PZQ-a. U DSC termogramu istog uzorka (Slika 13) vidljiv je ostar

endotermi pik pri 142.28 °C, $to odgovara temperaturi taljenja lijeka, a vrijednosti taliSta i
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entalpije taljenja (Tablica 6) tipi¢ne su za racemiénu smjesu PZQ.2!% Medutim, u
termogramu mljevenog uzorka (PZQ GR), pik asigniran taljenju lijeka nalazi se pri nesto
nizoj temperaturi, uz smanjenu entalpiju taljenja (Tablica 6), Sto upucuje na djelomicnu

amorfizaciju lijeka od oko 19% tijekom postupka mljevenja.

30
5 |
E | — Pzacr ]
8 |l
1 0 T ORI SO S o
0
20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

ti°C

Slika 13. DSC termogrami nativnog lijeka (PZQ) i uzorka lijeka nakon mljevenja tijekom 30
minuta (PZQ GR).

Kako bi se odredile potencijalne promjene uzoraka prazikvantela uzrokovane postupkom
mljevenja primjenjena je FTIR spektroskopija. Snimljeni su IR spektri mjerenjem transmisije,
odnosno prigusene totalne refleksije (Slika 14). Iz prikazanih podataka vidljivo je da
mljevenje nije utjecalo na strukturnu organizaciju PZQ kristala, s obzirom da su spektri za
nativni 1 mljeveni uzorak identi¢ni. U konacnici, postupak mljevenja lijeka bez dodataka
aditiva nije znacajno utjecao na njegovu topljivost u umjetnom Zzelu¢anom, duodenalnom i
crijevnom mediju (p <0,05; Tablica 6). Navedeni podaci nedvojbeno ukazuju da je za
znacajnije povecanje topljivosti PZQ postupak mljevenja potrebno provesti koristenjem
odgovarajuceg aditiva. U tu svrhu, u nastavku rada koristeni su razliciti polimeri uobicajeni u

farmaceutskoj praksi, organske kiseline te ciklodekstrini.
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Tablica 6. Sastav i fizikalno-kemijska svojstva pripremljenih uzoraka PZQ: taliste lijeka (T), entalpija taljenja PZQ (AH.), relativna kristalnost
uzorka (RDC) i topljivost (so) u umjetnom zelu¢anom (pH 1,2), duodenalnom (pH 4,5) i crijevnom mediju (pH 6,8).

Aditiv u postupku Omijer lijeka Nacin T - So /mg mL?
Uzorak ije\F/)enjap aditiva oripreme | (pzQyec | Ae(PZQNGT RDC (%) pHL2 | pH45 | pH 6,8
PZQ - - 142,28 92,33 100,00 0,219*
PZQ GR - - 136,34 74,73 80,94 0,220*
PZQ/LMH laktoza monohidrat 134,86 29,66 59,86 0,225*
PZQ/HPMC 4 hipromeloza niske 135,53 6,85 14,83 0,284*
- wskoznost_l 1:1 maseni NG
PZQ/HPMC hipromeloza visoke omjer 135,08 7.02 1520 0,296*
4000 viskoznosti
PZQ/PVP povidone 132,98 9,88 21,41 0,306*
PZQ/CPVP kopovidone 130,94 9,49 20,55 0,279*
PZQ/LK limunska kiselina - - nova Cvrsta faza 0,296 0,325 | 0,300
PZQ/IK jabucna kiselina 1:1 molarni LAG - - nova Cvrsta faza 0,390 0,464 | 0,405
PZQ/SK salicilna kiselina omjer - - nova ¢vrsta faza 0,142 0,375 0,337
PZQ/VK vinska kiselina - - nova ¢vrsta faza 0,307 0,346 0,316
PZQ/BCD B- ciklodektrin 61,63 0,412*
PZQ/HPBCD hidroksipropil-f- - - amorfni produkt 0,480*
ciklodektrin 1-1 molarni
PZQ/MEBCD nasumi¢no metilirani- R - - amorfni produkt 0,519*
. . omjer
B-ciklodekstrin
PZQ/SBEBCD sulfobutil-p- - - amorfni produkt 0,460*
ciklodekstrin NG
PZQ/HPBCD/JIK hidroksipropil-B-
ciklodektrin i jabu¢na 111 - - amorfni produkt 0,447*
kiselina mdla{rni
PZQ/MEBCD/JK | nasumi¢no metilirani- omjer
B-ciklodekstrin i - - amorfni produkt 0,476*

jabucéna kiselina

* Razlike u topljivosti PZQ u ispitivanim medijima nisu statisti¢ki zna¢ajne (p>0,05). Vrijednosti standardnih devijacija nisu prikazane radi bolje preglednosti.
U svim slucajevima relativna standardna devijacija je manja od 1%.
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Slika 14. IR spektri PZQ prije (-----) i nakon (—) suhog mljevenja. Transmisijski spektri (a)
i spektri snimljeni tehnikom priguSene totalne refleksije (ATR) (b).
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4.2. Polimerne disperzije

Polimerne disperzije pripremljene su mljevenjem uzoraka lijeka i polimera u masenom
omjeru 1:1 te karakterizirane primjenom XRPD i DSC analize, uz odredivanje topljivosti
pripremljenih uzoraka u umjetnom Zelu¢anom, duodenalnom i crijevnom soku. Rezultati ovih
ispitivanja prikazani su u tablici 6 te na slikama 15-24.

Mljevenje PZQ-a uz dodatak laktoze monohidrata (LMH) rezultiralo je produktom
gdje su obje komponente djelomic¢no zadrzale svoju kristalini¢nost (Slika 15). Koli¢inu
kristalne frakcije PZQ-a nije bilo moguce utvrditi primjenom termicke analize jer je
endotermni pik taljenja lijeka u DSC termogramu PZQ/LMH mljevenog produkta (Slika 16)
bio djelomi¢no prekriven endotermnim pikom koji odgovara gubitku vode iz LMH pri
temperaturi od 144 °C.1%2 Usporedba DSC termograma fizitke smjese PZQ/LMH s onim
odgovaraju¢e mljevene smjese, pokazuje da se procesom mljevenja djelomi¢no smanjuje
kristalnost PZQ-a u mljevenom uzorku, te dovodi do preraspodjele i uklanjanja molekula
kristalizacijske vode iz LMH u uzorku. Medutim, topljivost mljevenog uzorka PZQ/LMH nije
se znacajno razlikovala u odnosu na onu cistog lijeka (Tablica 6, p> 0,05). Zbog toga taj tip
uzorka nije dalje razvijan, niti je ispitivana promjena njegovih fizikalno-kemijskih svojstava

tijekom Cuvanja pri sobnoj temperaturi.
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Slika 15. XRPD difraktogram uzorka PZQ-a, laktoze monohidrata (LMH) i odgovarajuceg

produkta PZQ-a i laktoze pripremljenog suhim mljevenjem (NG).
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Slika 16. DSC termogram PZQ, laktoze (LMH), odgovaraju¢e fizicke smjese (PM) i

mljevenog produkta u masenom omjeru 1:1.

Mljevenje PZQ-a s amorfnim polimerima (tj. hipromelozom, povidonom i kopovidonom)
ucinkovitije je u povecanju topljivosti lijeka u ispitivanom rasponu pH (Tablica 6), iako je
porast topljivosti lijeka u tako pripremljenim uzorcima relativno slab. lako rezultati XRPD
analize ukazuju na amorfnost lijeka u navedenim uzorcima (Slike 17-20), rezultati DSC
analize nisu u potpunosti u suglasju. Naime, u termogramima svih navedenih uzoraka, pik
taljenja lijeka je prisutan, ukazujuéi samo na djelomi¢no amorfiziranje lijeka u ispitivanim
uzorcima (Slike 21-24). Naime, podaci o relativnoj kristalini¢nosti lijeka u fizickim smjesama
PZQ i navedenih polimera, koje su pripremljene blagim mijeSanjem komponenata u tarioniku
pistilom, odgovarale su teoretski ocekivanim vrijednostima (podaci nisu prikazani). Takoder,
FTIR analiza nije ukazala na znacajniju interakciju PZQ i ispitivanih polimera u tim uzorcima
(podaci nisu prikazani). Iz toga proizlazi da je opazeno nesuglasje u podacima dobivenim
primjenom XRPD i DSC analize posljedica razli¢ite osjetljivosti pojedinih metoda za
detekciju kristalne faze lijeka u uzorku,'% koja takoder ovisi i o vrsti analiziranog uzorka.>?

Temeljem navedenog, opazeni porast topljivosti se u prvom redu moze pripisati djelomicnoj

modenje Cestica lijeka otapalom, a to je prvi i ¢esto kriti¢ni korak u procesu otapanja lijeka.!%

Martina Cugovéan Doktorska disertacija



4. Rezultati i rasprava 48
§ p

Pri tome, mljevenje PZQ-a sa HPMC rezultiralo je produktom sa izrazenijim
smanjenjem Kristalnosti lijeka u usporedbi sa istim kod proizvoda pripremljenih sa PVP i
CPVP (Tablica 6). Stupanj amorfizacije PZQ-a i topljivost dobivenih produkata nije ovisna o
molekularnoj tezini koriStene HPMC. lako mljeveni produkti PZQ-a, sa PVP 1 CPVP sadrze
oko 40% visi stupanj kristalnosti frakcije PZQ-a u odnosu na produkte pripremljene s HPMC,
njihova topljivost u vodi nije bitno drugacija (Tablica 6). Zapravo, temeljem rezultata
prikazanih u tablici 6, nije moguce uspostaviti izravnu korelaciju izmedu udjela amorfne
frakcije lijeka u uzorku i njegove topljivosti, iako je logi¢no za ocekivati da takva
meduovisnost postoji. Takoder, valja naglasiti da sve navedene polimerne disperzije
pripremljene s tim hidrofilnim polimerima pokazuju fizicku nestabilnost, pri ¢emu dolazi do
rekristalizacije ispitivanog perioda skladistenja. XRPD difraktogrami uzoraka koji su ¢uvani
tjedan dana u dobro zatvorenom spremniku pri sobnoj temperaturi pokazuju izrazenije pikove
karakteristi¢ne za PZQ u odnosu na difraktograme istih uzoraka snimljenih neposredno nakon
pripreme (Slike 17-20). Takoder, podaci dobiveni DSC analizom (Slike 21-24) pokazuju
porast Kkristalne faze PZQ-a u uzorcima skladi$tenim u dobro zatvorenom spremniku pri
sobnoj temperaturi, pri ¢emu porast relativne kristalinosti lijeka u uzorku varira u rasponu od
30 - 45% (podaci nisu prikazani). OpaZena fizicka nestabilnost tih polimernih disperzija moze
se pripisati nedostatku intramolekularnih interakcija izmedu PZQ-a i testiranih polimera koji
stabiliziraju sustav nastao mljevenjem, kao $to su pokazale FTIR analize.’>'% Osim toga,
novija istraZzivanja potvrduju da je za ucinkovito uspostavljanje takvih interakcija nuzna

priprema disperzija PZQ iz otopine.®
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Slika 17. XRPD difraktogrami PZQ-a, hipromeloze sa niskim stupnjem viskoznosti (HPMC) i
odgovarajuceg produkta PZQ-a i hipromeloze sa niskim stupnjem viskoznosti pripremljenog
suhim mljevenjem (NG). Spektar mljevenog produkta snimljen je odmah nakon pripreme, te

nakon tjedan dana ¢uvanja na sobnoj temperaturi.
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Slika 18. XRPD difraktogrami PZQ-a, hipromeloze sa visokim stupnjem viskoznosti (HPMC
4000) i odgovaraju¢eg produkta PZQ-a i hipromeloze sa visokim stupnjem viskoznosti
pripremljenog suhim mljevenjem (NG). Spektar mljevenog produkta snimljen je odmah

nakon pripreme, te nakon tjedan dana ¢uvanja na sobnoj temperaturi.
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Slika 19. XRPD difraktogrami PZQ-a, povidona i odgovaraju¢eg produkta PZQ-a i povidona

(PVP) pripremljenog suhim mljevenjem (NG). Spektar mljevenog produkta snimljen je

odmah nakon pripreme te nakon tjedan dana ¢uvanja na sobnoj temperaturi.

1200 1 1
— PZQICPVP NG (1 tjedan)
Mm"wm-m et akarrnss
L = bbb e
— PZQI/CPVP NG
s M Periom g rtoeinf
©
B SO0 g
= R - C
c - halaa o
]
.E 300_ SO 1 U SR | NSRS SO | U | WS— 1 (8 N U U | O U O N S -
ﬂn“ — PZQ
0 :
5 10 15 20 25 30 35 40
20/°

Slika 20. XRPD difraktogrami PZQ-a, kopovidona (CPVP) i odgovaraju¢eg produkta PZQ-a i

kopovidona pripremljenog suhim mljevenjem (NG). Spektar mljevenog produkta snimljen je

odmah nakon pripreme, te nakon tjedan dana uvanja na sobnoj temperaturi.
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Slika 21. DSC termogrami PZQ, hipromeloze s niskim stupnjem viskoznosti (HPMC 4),
hidrofilnog polimera odgovaraju¢e fizicke smjese (PM) 1 mljevenog produkta u masenom

omjeru 1:1 odmah nakon pripreme te nakon tjedan dana ¢uvanja na sobnoj temperaturi.
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Slika 22. DSC termogrami PZQ, hipromeloze s visokim stupnjem viskoznosti (HPMC 4000),
hidrofilnog polimera odgovarajuce fizicke smjese (PM) i mljevenog produkta u masenom

omjeru 1:1 odmah nakon pripreme te nakon tjedan dana ¢uvanja na sobnoj temperaturi.
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Slika 23. DSC termogrami PZQ, povidone (PVP), hidrofilnog polimera odgovarajuce fizicke
smjese (PM) i mljevenog produkta u masenom omjeru 1:1 odmah nakon pripreme te nakon

tjedan dana ¢uvanja na sobnoj temperaturi.
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Slika 24. DSC termogrami PZQ, kopovidona (CPCP), hidrofilnog polimera odgovarajuce
fizicke smjese (PM) i mljevenog produkta u masenom omjeru 1:1 odmah nakon pripreme te

nakon tjedan dana ¢uvanja na sobnoj temperaturi.
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4.3. Kokristali

Za sintezu kokristala PZQ-a sa odabranim organskim kiselinama, primijenjene su dvije
razli¢ite tehnike pripreme. Prva je bila suho mljevenje (NG) spojeva u ekvimolarnom omjeru,
a druga mljevenje uz dodatak otapala (LAG) gdje su dodane male (kataliticke) koli¢ine
otapala u ekvimolarnu smjesu lijek/organska kiselina kako bi se olakSalo nastajanje
kokristala. XRPD analiza dobivenih produkata (Slike 25, 26, 27 i 28) pokazala je da je NG
rezultiralo produktom smanjenje kristalnosti u kojemu su jo§ uvijek prisutni pikovi
karakteristi¢ni za polazne spojeve. LAG se pokazala ucinkovitijom metodom za pripremu
PZQ kokristala s odabranim organskim kiselinama. Mljevenjem PZQ s ekvimolarnom
koli¢inom limunske kiseline rezultiralo je pastoznim produktom. Cini se da je dodatak male
koli¢ine etanola uzrokovao oslobadanje molekula kristalizacijske vode iz monohidrata
limunske kiseline tijekom postupka mljevenja, §to je rezultiralo ovlazivanjem produkta. U
svim drugim slu¢ajevima, produkti dobiveni NG i LAG su kristalni prasci dobre sipkosti. U
XRPD analiza PZQ/LK produkta pripremljenog LAG, ukazala je na prisutnost nekoliko novih
pikova, na vrijednostima kuta difrakcije od 18,51°; 22,74° i 25,65°, §to upucuje na nastanak
novog kokristala (Slika 25). U DSC termogramu smjese PZQ/LK pripremljene LAG, moze se
zapaziti novi endotermni pik pri temperaturi od 51,07 °C (AH = 172813 J/g) (Slika 29) sto
takoder potvrduje nastajanje nove krute faze. Takav pik nije bio prisutan u termogramu
PZQ/LK uzorka pripremljenom NG, koji u navedenom podru¢ju temperatura ne pokazuje
znacajnije termicke promjene. U oba termograma, pikovi koji odgovaraju taljenju polaznih
komponenata, koji su jasno vidljivi u odgovarajué¢im fizickim smjesama, nisu prisutni (Slika
29).

XRPD difraktogram PZQ/JK uzorka koji je pripremljen LAG pokazuje nekoliko novih
pikova pri kutovima difrakcije od 7,11°; 8,82°; 9,48°; 13,74°; 19,68°; 20,46° i 22,98°. Za
PZQ/VK 1 PZQ/SK uzorke pripremljene istim postupkom, novi pikovi su zabiljezeni na
slijede¢im vrijednostima kuta difrakcije 7,20; 8,82; 9,48; 13,74; 19,68; 20,46; 21,81; 22,98 i
7,20; 8,99; 9,72; 18,39; 19,32; 21,81 (Slike 27 i 28). Nadalje, usporedbom XRPD uzoraka
PZQ-a, odgovaraju¢ih organskih kiselina i pripremljenih produkata proizlazi da produkti
nastali LAG ne sadrze pikove preostalih pocetnih komponenata, $to upucuje na nastanak

kokristala PZQ i navedenih organksih kiselina u stehiometrijskom odnosu 1:1.%
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Slika 25. XRPD uzorak PZQ-a, limunske kiseline (LK) i ekvimolarnog mljevenog produkta
PZQ-a s limunskom kiselinom, oboje pripremljenih suhim mljevenjem (NG) i mljevenjem s
dodatkom otapala (LAG).
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Slika 26. XRPD uzorak PZQ-a, jabu¢ne kiseline (JK) i ekvimolarnog mljevenog produkta
PZQ-a s jabu¢nom kiselinom, oboje pripremljenih suhim mljevenjem (NG) i mljevenjem s
dodatkom otapala (LAG).
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Slika 27. XRPD uzorak PZQ-a, vinske kiseline (VK) i ekvimolarnog mljevenog produkta
PZQ-a s vinskom kiselinom, oboje pripremljenih suhim mljevenjem (NG) i mljevenjem s
dodatkom otapala (LAG).
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Slika 28. XRPD uzorak PZQ-a, salicilne kiseline (SK) i ekvimolarnog mljevenog produkta
PZQ-a sa salicilnom kiselinom, oboje pripremljenih suhim mljevenjem (NG) i mljevenjem s
dodatkom otapala (LAG).
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Slika 29. DSC termogram PZQ, limunske kiseline (LK), odgovarajuce fizicke smjese (PM) i
mljevenog produkta u ekvimolarnom omjeru pripremljenog suhim mljevenjem (NG) i

mljevenjem s dodatkom otapala (LAG).

Rezultati DSC analize takoder potvrduju nastanak nove ¢vrste faze kod produkta PZQ/VK
koji je pripremljen metodom LAG. U termogramu uzorka (Slika 32) vidljiv je novi
egzotermni pik pri temperaturi od 150,81 °C, uz entalpiju taljenja od 80,98 J/g, te su termicka
svojstva nastalog produkta zna¢ajno razlicita od onih polaznih materijala. U DSC termogramu
PZQ/VK uzorka koji je pripremljen NG prisutan je egzotermni pik pri 105,75 °C, koji se
moze pripisati termicki induciranoj interakciji medu komponentama, koja je djelomicno
potencirana suhim mljevenjem. Rezultati DSC analize nisu bili od znacajne koristi u
karakterizaciji uzoraka PZQ/JK 1 PZQ/SK, zbog prisustva termicki inducirane interakcije.
Naime, u termogramima fizickih smjesa navedenih uzoraka (slike 30 i 31), pikovi koji
odgovaraju taljenju pojedinih komponenata nisu prisutni, $to je tipicno za uzorke u kojima

dolazi do termic¢ki inducirane interakcije tijekom DSC analize.'%
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Slika 30. DSC termogram PZQ, jabu¢ne kiseline (JK), odgovarajuce fizicke smjese (PM) i
mljevenog produkta u ekvimolarnom omjeru pripremljenog suhim mljevenjem (NG) i

mljevenjem s dodatkom otapala (LAG).
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Slika 31. DSC termogram PZQ, salicilne kiseline (SK), odgovarajuce fizicke smjese (PM) i
mljevenog produkta u ekvimolarnom omjeru pripremljenog suhim mljevenjem (NG) i

mljevenjem s dodatkom otapala (LAG).
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Slika 32. DSC termogram PZQ, vinske kiseline (VK), odgovarajucée fizicke smjese (PM) i

mljevenog produkta u ekvimolarnom omjeru pripremljenog suhim mljevenjem (NG) i

mljevenjem s dodatkom otapala (LAG).
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Daljnje informacije o kemijskim interakcijama izmedu PZQ i ispitanih organskih kiselina te o
nastanku odgovarajucih kokristala dobivene su primjenom vibracijske spektroskopije (Slika

33).
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Slika 33. Segment FTIR-ATR spektara netretiranog lijeka, organskih kiselina i odgovaraju¢ih
binarnih produkata pripremljenih mljevenjem uz dodatak otapala u rasponu valnih brojeva od
4000 do 1500 cm™: PZQ (1), JK (2), PZQ/IK (3), SK (4), PZQ/SK (5 ), LK (6), PZQ/LK (7),
VK (8), PZQ/VK (9).
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Amidna | vrpca, koja se pripisuje vibracijama istezanja dvije C=0 veze amidnog karbonila u
strukturi PZQ zabiljeZena je pri 1649 i 1628 cm™1.% Pri tome, drugi od navedenih signala
moze se pripisati vibracijama istezanja rigidnijeg amidnog karbonila u piperazinskom prstenu.
Uvidom u ATR spektre prikazane na slici 33, vidljivo je da su navedeni signali pomaknuti
prema manjim valnim brojevima (spektri 3 i 5), tj. na 1612 odnosno 1593 cm™, $to upuéuje
na nastajanje nove ¢vrste faze u produktima s jabu¢nom i salicilnom kiselinom pripremljenim
postupkom vlaznog mljevenja. Stvaranje vodikovih veza izmedu PZQ-a i navedenih
koformera u tim kokristralima rezultiralo je smanjenjem energije potrebne za istezanja C=0
veza. S obzirom na istovjetan pomak obje apsorpcijske vrpce koje se u spektrima
odgovarajucih kokristala pojavljuju kao jedna Siroka vrpca, moze se pretpostaviti da su obje
karbonilne skupine molekule PZQ uklju¢ene u nastajanje vodikovih veza s jabu¢nom 1
salicilnom kiselinom (Slika 33). Osim toga, pomak apsorpcijske vrpce koja odgovara
vibracijama C=0 istezanja u molekuli salicilne kiseline sa 1653 na 1670 cm™, (spektri 4 i 5),
dodatno potvrduje nastajanje novih vodikovih veza i ugradnju salicilne kiseline u kokristal.%
U ATR spektru jabuéne kiseline izrazena apsorpcijska vrpca pri 3438 cm™ pripisuje se
vibracijama istezanja OH veze u CHOH skupini, a $iroki signal pri 3000 cm™ pripisan je
frekvencijama istezanja OH skupine u COOH skupini vezanoj intramolekulskim vodikovim
vezama, dok Siroki signal u podrugju od 2600 do 2500 cm™* odgovara vodikovim vezama u
dimeru. Tri signala pri 1737, 1714 i 1683 cm™ pripisani su frekvencijama vibracija C=0
skupine u COOH skupini vezanoj u dimer.%” Usporedbom IR spektara ¢iste jabuéne kiseline i
produkta s PZQ-om (Slika 33, spektri 2 i 3) uocena je znacajna razlika u intenzitetu signala
pri 3438 cm i 1683 cm™, karakteristi¢nih za -OH i C=0 skupine, §to ukazuje na zakljucak
da hidroksilna grupa iz CHOH skupine u strukturi jabucne kiseline najvjerojatnije
dominantno sudjeluje u stvaranju vodikove veze s karbonilnom skupinom PZQ. lako
znacajniji pomaci karakteristicnih apsorpcijskih vrpca PZQ u spektru 7 nisu uoceni, pomak
signala C=0 skupine u strukturi molekule limunske kiseline'® od 1751, 1745 i 1699 cm™ na
1753, 1726 i 1691 cm™ takoder moZe se pripisati nastanku nove &vrste faze u uzorku
pripremljenom vlaznim mljevenjem lijjeka i limunske kiseline. U IR spektru produkta
pripremljenom vlaznim mljevenjem PZQ i vinske kiseline nisu zabiljeZeni zna€ajniji pomaci
karakteristi¢nih apsorpcijskih vrpca (Slika 33). Apsorpcijske vrpce pri 3402 i 3330 cm™ u
spektrima 8 i 9 pripisane su frekvencijama istezanja OH veze hidroksilne skupine u strukturi

vinske kiseline, dok vrpca pri 3100 cm™ odgovara frekvencijama istezanja OH veze u
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karboksilnoj skupini molekule. Signali tipi¢ni za vibracije istezanja C=0 veze u karbonilnoj
skupini zabiljezeni su na 1733 i 1716 cm1.1% Potrebno je istaknuti da primjenom infracrvene
spektroskopije, nastajanje nove Cvrste faze nije dokazano u uzorcima koji su pripremljeni
pazljivim mijeSanjem komponenata u ahatnom tarioniku pistilom, kao ni u uzorcima
pripremljenim postupkom suhog mljevenja. Spektri uzoraka pripremljeni na taj nacin

odgovaraju zbroju spektara pojedinih komponenata (Slika 34).
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Slika 34. Korigirani ATR spektri PZQ i njegovih smjesa s ispitivanim kiselinama pripremljeni
mijeSanjem u agatnom tarioniku pistilom. Uzorci pripremljeni suhim mljevenjem pokazuju
istovjetne spektre (podaci nisu prikazani). 1=PZQ; 2=JK; 3=PZQ/JK; 4=SK; 5= PZQ/SK;
6=LK; 7=PZQ/LK; 8=VK; 9=PZQ/VK.
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Kokristali pripremljeni vlaznim mljevenjem pokazuju o pH-vrijednosti ovisnu topljivost
(Tablica 6), a najveca topljivost zabiljezena je u umjetnom duodenalnom mediju s pH
vrijednosti 4,5. Organske kiseline koje su koriStene u pripremi kokristala u svojoj strukturi
sadrze nekoliko skupina koje mogu ionizirati. Odgovaraju¢e pKa vrijednosti za limunsku
kiselinu iznose 3,13; 4,76 i1 6,40, za jabu¢nu kiselinu 3,40 i 5,13, za vinsku kiselinu 2,98 i
4,340 dok su za salicilnu kiselinu pKa vrijednosti 2,97 i 13,74.1 Pri pH 1,2, navedene
organske kiseline su u potpunosti neionizirane, te je pri tim uvjetima topljivost kokristala
najniza (Tablica 6). Povecéanje pH vrijednosti na 4,5 dovodi do ionizacije karboksilne skupine
u molekuli organske kiseline, ¢ime se pridonosi topljivosti produkta te pri toj pH-vrijednosti
uzorci pokazuju najizrazeniju topljivost. Daljnja ionizacija organskih molekula uzrokovana
porastom pH-vrijednosti medija na 6,8 nepovoljno utjeée na topljivost ispitivanih produkta,
Sto se vrlo vjerojatno moZe pripisati smanjenjem interakcija izmedu potpuno ioniziranih
molekula organskih kiselina i lijeka. Od analiziranih sustava, najveée povecanje topljivosti, a
time i najveci potencijal za daljnji razvoj novog lijeka pokazao je kokristal s jabu¢nom

kiselinom, dok su ostali uzorci iskljuceni iz daljnjih ispitivanja.
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4.4. Inkluzijski kompleksi s ciklodekstrinima

Inkluzijski kompleksi ciklodekstrina s PZQ-a pripremljeni su postupkom suhog mljevenja pri
sobnoj temperaturi uz stehiometrijski omjer lijeka i ispitivanih ciklodekstrina 1:1. XRPD
analiza pokazala je da se ucinkovitost interakcije lijeka s ispitivanim ciklodekstrinima moze
dovesti u izravnu vezu sa stupnjem kristalnosti koristenog ciklodekstrinskog derivata. Pri
tome, B-ciklodekstrin kao kristalna tvar bio je najmanje ucinkovit u stvaranju inkluzijskih
kompleksa, rezultiraju¢i produktima koji sadrze visoki udio neizreagiranih polaznih
komponenti. Naime, u XRPD spektru navedenog produkta (Slika 35), prisutni su brojni
pikovi tipicni za polazne komponente. DSC analiza istog uzorka potvrdila je visoki udio
kristalnog lijeka u pripremljenom produktu lijeka (Tablica 6, Slika 36). Navedeni rezultati
jasno pokazuju da postupak suhog mljevenja nije bio dostatno ucinkovit kako bi potaknuo
odgovarajuce interakcije u tretiranom uzorku i doveo do nastajanja inkluzijskog kompleksa.
To se vjerojatno moze pripisati velikoj stabilnosti kristala p-ciklodekstrina.}'? Vlazno
mljevenje nije bilo u¢inkovitije u uspostavljanju interakcija u ¢vrstom stanju izmedu PZQ 1
BCD, rezultiraju¢i produktom kojeg je bilo izrazito teSko sakupiti iz vréeva za mljevenje
(podaci nisu prikazani). Temeljem svega navedenog, produkt pripremljen suhim mljevenjem
PZQ 1 BCD pokazao je ogranic¢enu topljivost (Tablica 6), koja je bila otprilike oko 88 % veca

od one cistog lijeka.
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Slika 35. XRPD difraktogram PZQ-a, pB-ciklodekstrina (BCD) i njihovog produkta

pripremljenog suhim mljevenjem u ekvimolarnom omjeru (NG).
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Slika 36. DSC termogram PZQ, B-ciklodekstrina (BCD), odgovarajuce fizicke smjese (PM) i

mljevenog produkta u ekvimolarnom omjeru pripremljenog suhim mljevenjem (NG).

Mljevenje PZQ s amorfnim derivatima ispitivanih CD (HPBCD, MEBCD 1 SBEBCD)
rezultiralo je amorfnim produktima, $to je nedvojbeno dokazano rezultatima XRPD i DSC
analize tih uzoraka (Slike 37-42). Navedeni rezultat je u skladu s rezultatima ranijih
istrazivanja koji nedvojbeno potvrduju izraZeniji afinitet amorfnih derivata BCD prema
uspostavljanju interakcija s lijekom u ¢vrstom stanju i nastajanju inkluzijskin kompleksa
tijekom procesa suhog mljevenja.'t314 Osim toga, amorfni derivati B-ciklodekstrina sadrze do
5% apsorbirane vlage, Cije bi oslobodenje tijekom mehanokemijske reakcije moglo pridonijeti
interakcijama izmedu tretiranih spojeva. Nadalje, upotreba ciklodekstrina kao aditiva u
postupku mljevenja bio je najucinkovitiji pristup u poveéanju topljivosti PZQ-a. U usporedbi
s topljivosti Cistog lijeka, porast topljivosti kompleksa pripremljenih tehnikom suhog
mljevenja varirala je u rasponu od 110% (PZQ / SBEBCD) do 137% (PZQ / MEBCD)
(Tablica 6). lako XRPD 1 DSC analiza ne pruZa nedvojbeni dokaz da su pripremljeni amorfni
produkti uistinu pravi inkluzijski kompleksi''4, rezultati prethodnih NMR istraZivanja
pokazuju da otapanjem takvih amorfnih produkata u vodi nastaje otopina inkluzijskih

kompleksa, te da je nastanak inkluzijskih kompleksa jedan od, ako ne i klju¢ni mehanizam
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kojim se moze objasniti opazeno povecanje topljivosti lijeka u mljevenim uzorcima s
ciklodekstrinima.*

Kako bi se iskoristio povoljan utjecaj JK na topljivost PZQ-a te ispitao potencijalni
sinergijski ucinak izmedu JK i HPBCD ili MEBCD na poveéanje topljivosti lijeka,
pripremljeni su i ternarni kompleksi izmedu lijeka, organske kiseline i navedenih amorfnih
derivata BCD, suhim mljevenjem navedenih komponenata u molarnom omjeru 1:1:1.
Primjenom XRPD i DSC analizom (Slike 37, 38, 39, 40, 41 i 42) potvrdeno je da su
pripremljeni produkti u potpunosti amorfni, s obzirom da u XRPD spektrima nisu uo€eni
pikovi karakteristi¢ni za polazne supstancije, a odgovaraju¢i DSC termogrami ne pokazuju
pikove taljenja polaznih komponenata. Medutim, topljivost tako pripremljenih ternarnih
kompleksa bila je znatno niza nego kod odgovarajucih kokristala ili binarnih inkluzijskih
spojeva (Tablica 6). Stoga su provedene in vitro studije oslobadanja, kako bi se u potpunosti
procijenio potencijal primjene navedenih uzoraka u razvoju novih i uéinkovitijih formulacija
PZQ te iskljucili problemi vezani uz pojavu supersaturacije, koja Cesto ograni¢ava

primjenjivost binarnih i ternarnih ciklodekstrinskih kompleksa.1516
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Slika 37. XRPD uzorak PZQ-a, hidroksi-B-ciklodekstrina (HPBCD) i njihov ekvimolarni

mljeveni produkt pripremljen suhim mljevenjem (NG).
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Slika 38. XRPD uzorak PZQ-a, metil-B-ciklodekstrina (MEBCD) i njihov ekvimolarni

mljeveni produkt pripremljen suhim mljevenjem (NG).
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Slika 39. XRPD uzorak PZQ-a, sulfobutil-p-ciklodekstrina (SBEBCD) i njihov ekvimolarni

mljeveni produkt pripremljen suhim mljevenjem (NG).
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Slika 40. DSC termogram PZQ, hidroksi-B-ciklodekstrina (HPBCD), odgovarajuce fizicke
smjese (PM) i mljevenog produkta u ekvimolarnom omjeru, kao i ternarnog mljevenog

produkta u molarnom omjeru 1:1:1 sa HPBCD/JK pripremljenog suhim mljevenjem (NG).
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Slika 41. DSC termogram PZQ, metil-B-ciklodekstrina (MEBCD), odgovarajuce fizicke
smjese (PM) i mljevenog produkta u ekvimolarnom omjeru, kao i ternarnog mljevenog

produkta u molarnom omjeru 1:1:1 s MEBCD /JK pripremljenog suhim mljevenjem (NG).
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Slika 42. DSC termogram PZQ, sulfobutil-B-ciklodekstrina (SBEBCD), odgovarajuce fizicke
smjese (PM) i mljevenog produkta u ekvimolarnom omjeru pripremljenog suhim mljevenjem
(NG).

4.5. Invitro ispitivanje oslobadanja prazikvantela

Oslobadanje djelatne tvari je proces u kojem djelatna tvar napusta Cvrsti ljekoviti oblik
(prasak, mikrokapsule, kapsule, tablete ili filmovi), otapa se te postaje dostupna za apsorpciju
1 farmakoloski ucinak. Stoga je navedeno ispitivanje od klju¢nog znacaja u razvoju novih
formulacija lijeka te u procjeni njihove uéinkovitosti i kvalitete.!'” U ovom istrazivanju, in
vitro ispitivanje oslobadanja djelatne tvari iz odabranih uzoraka u umjetnom zelu¢anom (pH
1,2) i crijevnom (pH 6,8) mediju, bez dodatka enzima provedeno je s ciljem dodatne procjene
ucinkovitost koriStenih aditiva u procesu mljevenja na proces otapanja pripremljenih
produkata. Kod lijekova kao §to je PZQ, upravo je proces otapanja, odnosno oslobadanja
lijeka iz formulacije prepoznat kao klju¢an korak koji utjece na brzinu nastupa djelovanja i

oralnu bioraspoloZivost lijeka.?
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Slika 43. In vitro profili topljivosti odabranih mljevenih uzoraka u simuliranom Zelu¢anom

(pH 1,2) i simuliranom crijevnom (pH 6,8) mediju na 37 °C. Za oznaavanje uzoraka

pogledati tablicu 6.

Profili otapanja lijeka, odabranih kokristala te binarnih i ternarnih ciklodekstrinskih
kompleksa prikazani su na slici 43. Pri tome, proces oslobadanja lijeka iz pripremljenih
produkata pratio se s obzirom na postotak otopljenog lijeka u 15 minuta (Q1s min ), koji je
koriSten kao indikator brzine otapanja lijeka, a temeljem vrijednosti parametra ucinkovitost
oslobadanja nakon 60 minuta (DEgo min) pratio se opseg procesa otapanja djelatne tvari.!*®

Navedeni podaci prikazani su u tablici 7.
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Tablica 7. Postotak otopljenog lijeka nakon 15 minuta (Q1s min) 1 uéinkovitost oslobadanja

lijeka u 60 minuta (DEeo min) izabranih mljevenih uzoraka u simuliranom zelu¢anom (pH 1,2)

i simuliranom crijevnom (pH 6,8) mediju pri 37 °C

Uzorak P 1.2 PH 6.8

Q15 min (%) DEso min (%) Q15 min (%) DEso min (%)
PZQ 9.89 £ 0,71 1549247 | 986=058 | 15,62+239
PZQ/IK 24,63 £ 3,06 29,35 +4,10 37,65 +£3,02 42,42 £3,13
PZQ/HPBCD 95,09 +£2,23 92,18 1 +£,09 97,78 £ 1,88 93,22 +0,74
PZQ/MEBCD 93.52+039 | 91112011 | 9515045 | 92,48+ 045
PZQ/SBEBCD 51.80+3.61 | 5693+3,11 | 67,001,552 | 68.97<1,67
PZQ/HPBCD/IK 94,61 £ 1,91 92,97 £ 1,77 95,57 + 2,89 95,11 £ 0,55
PZQ/MEBCD/IK 0644 +145 | 9026+1,59 | 9881=133 | 9216135

Proces otapanja lijeka u pravilu ukljucuje 5 koraka. U prvom koraku dolazi do mocenja
Cestica produkta otapalom (medij za oslobadanje), nakon ¢ega dolazi do pucanja kemijskih
veza unutar kristalne reSetke te okruZivanja pojedinacnih molekula/iona/atoma lijeka slojem
molekula vode. Nakon toga solvatizirane pojedinaéne molekule/ioni/atomi difundiraju s
povrsine Cestice lijeka kroz stacionarni sloj otapala blizu povrSine, a od tamo se prenose
prema ostatku mijesanog medija, gdje se slobodno gibaju.!'” Kao §to je vidljivo iz prikazanih
rezultata, proces otapanja PZQ je spor i nepotpun u promatranom vremenskom rasponu (Slika
43, Tablica 7), $to pridonosi njegovoj niskoj oralnoj bioraspolozivosti.2 Svi mljeveni produkti
karakterizirani su znacajno ve¢om brzinom i opsegom otapanja lijeka u usporedbi sa onima
Cistog lijeka ( p> 0,05; Tablica 6). Pri tome, uoCeni stupanj povecanja brzine i opsega
otapanja je povezan sa tipom koriStenog aditiva u procesu mljevenja, kao i vrstom nastalog
produkta. Kokristali PZQ-a s jabu¢nom kiselinom najmanje su ucinkoviti u povecanju
svojstva otapanja lijeka, a njihov u¢inak je neovisan o pH-vrijednosti medija u kojemu je
provedeno ispitivanje (Tablica 7). lako nastajanje PZQ/JK kokristala povecava topljivost
lijeka, proces njegovog otapanja je spor i nepotpun, $to se moZze pripisati nastajanju relativno
stabilne kristalne reSetke kokristala, koja je stabilizirana vodikovim vezama kao S$to je

prethodno objasnjeno. Naime, poznato je da su termodinamicka stabilnost kristalne resetke 1
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topljivost, kao 1 odgovarajuca brzina oslobadanja djelatne tvari nastalih kokristala u obrnutom
odnosu.!*

Binarni i ternarni ciklodekstrinski inkluzijski kompleksi u¢inkovitiji su u povecanju
brzine 1 opsega otapanja PZQ u usporedbi s kokristalima s jabu¢nom kiselinom (Tablica 7) te
prikazuju profil oslobadanja koji se u literaturi klasificira kao trenuta¢no.''® Moze se
pretpostaviti da hidrofilne karakteristike ciklodekstrina pridonose moc¢enju Cestica produkta, a
amorfna struktura kao i posljedi¢no nastajanje inkluzijskih kompleksa znacajno pridonose
brzini otapanja, kao i dosegu tog procesa. Na svojstva in vitro oslobadanja lijeka iz
pripremljenih uzoraka znacajan utjecaj ima vrsta korisStenog ciklodekstrina. Medu ispitanim
ciklodekstrinima, produkt pripremljen sa anionskim SBEBCD pokazuje najnepovoljnija
svojstva otapanja, dok je in vitro oslobadanje lijeka kod kompleksa s HPBCD i MefCD
pripremljenih mljevenjem znaajno brze i vecCeg opsega. Pri tome, oba ciklodekstrina
pokazuju sli¢énu ucinkovitost u povecanju brzine oslobadanja djelatne tvari lijeka uz
vrijednosti DEgo min blizu 100% (p <0,05; Tablica 7). Zbog vrlo niskih vrijednosti pKa,
skupine sulfonske kiseline u SBEBCD su negativno nabijene pri fizioloskim pH
vrijednostima,'?° §to smanjuje njegov afinitet za stvaranje inkluzijskih kompleksa sa PZQ-om,
¢ime se smanjuje topljivost 1 brzina oslobadanja djelatne tvari nastalog produkta (Tablice 6 i
7). Zanimljivo je da in vitro oslobadanje lijeka kod PZQ/SBEBCD kompleksa pokazuje
ovisnost o pH-vrijednosti medija u kojem je provedeno ispitivanje (Tablica 7). Takvo
ponasanje nije bilo oc¢ekivano, uzimajuci u obzir da topljivost mljevenog kompleksa PZQ /
SBEBCD nije znacajno varirala u medijima pH-vrijednosti 1,2; 4,5 i 6,8 (Tablica 6). Nadalje,
in vitro profili oslobadanja kod binarnih i ternarnih kompleksa lijeka s HPBCD i MEBCD su
usporedivi, a brzina oslobadanja lijeka kao ni opseg otapanja se ne razlikuju znacajno (p>
0,05, Tablica 7). Ti podaci su u suprotnosti s podacima dobivenim pri odredivanju topljivosti,
koji pokazuju manju topljivost u sluc¢aju ternarnih kompleksa (Tablica 6). Ternarni kompleksi
sadrze lijjek, ciklodekstrin 1 tre€u komponentu, te su stabilizirani slabim silama, ukljucujuéi i
Van der Waalsove, elektrostatske i vodikove veze.”® Moguée je da tijekom ispitivanja
topljivosti ternarnih kompleksa, koje traje tijekom 24 sata, dolazi do disocijacije navedenih
veza, ¢ime se smanjuje topljivost takvog produkta. S druge strane, termodinamicka stabilnost
ternarnih kompleksa u mediju za in vitro oslobadanje djelatne tvari bila je dovoljna za
osiguravanje visoke topljivost PZQ-a tijekom ograni¢enog vremenskog perioda od 60 minuta,

tijekom kojih se provodila studija in vitro oslobadanja djelatne tvari. Nadalje, ¢ini se da
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dodatak jabu¢ne kiseline u nekoj mjeri destabilizira interakciju izmedu PZQ i ispitivanih
derivata ciklodekstrina, vjerojatno kompetitivnim izmjeStanjem molekule lijeka iz srediSnje
Supljine molekule ciklodekstrina, Sto slabi solubilizacijski potencijal HPBCD 1 MEBCD.
Temeljem in vitro karakteristika oslobadanja lijeka, binarni kompleksi PZQ-a s HPBCD i

oslobadanjem lijeka.

4.6. Kemijska stabilnosti odabranih produkata

Kvaliteta, sigurnost i u¢inkovitost najvazniji su atributi farmaceutskih proizvoda. Zbog toga je
neophodno detaljno ispitati kemijsku stabilnost produkata, kao i identificirati potencijalno
prisutna oneciS¢enja i razgradne produkte koji bi mogli nastati tijekom roka valjanosti
proizvoda.'> Navedena ispitivanja provode se na djelatnoj tvari, svim meduproduktima u
procesu proizvodnje te na gotovoj formulaciji u konaénom spremniku, a temelj su za
registraciju novih lijekova. Detaljan pregled propisanih ispitivanja s uputama kako se ona
provode dan je u ICH smjernicama (engl. International Council for Harmonisation of
Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human Use), na kojima se temelje zahtjevi
kvalitete farmaceutskih proizvoda veéine nacionalnih, regionalnih 1 medunarodnih
regulatornih tijela. Navedena istraZivanja su izrazito opsezna, dugotrajna te zahtijevaju
znacajne financijske resurse 1 opremu (“CPMP/ICH/2736/99,” n.d.).

U ovom istrazivanju binarni i ternarni kompleksi PZQ-a sa HPBCD i MEBCD te
kokristali s jabuénom kiselinom, kao produkti s prihvatljivim in vitro profilom oslobadanja,
podvrgnuti su ispitivanju kemijske stabilnosti lijeka metodom ubrzanog starenja te ispitivanju
fotostabilnosti, koji su provedeni u skladu s preporukama ICH smjernica za ispitivanje
stabiliteta lijekova 1 gotovih farmaceutskih proizvoda. Cilj ove faze istraZivanja je bio
procijeniti utjecaj koriStenih aditiva u procesu mljevenja na kemijsku stabilnost PZQ-a u

odabranim uzorcima. Dobiveni rezultati prikazani su na Slici 44.

Martina Cugovéan Doktorska disertacija



4. Rezultati i rasprava 73
§ p

1104 - PZQ = PZQMA - PZQ/HPBCD (A)

-~ PZQ/MEBCD & PZQHPBRCD/MA -&- PZQ/MESCD/MA

100 ©

&
90+

804

Qrza ! %

70+

60 v : v . :
0 20 40 60 80 100
t/ dani

1104 ([J Control =3 UV treated (B)

90+ )
704

50

Qrza! %

30

10

Slika 44. Promjene u koncentraciji PZQ-a u odabranim uzorcima tijekom ispitivanja kemijske
stabilnosti lijeka metodom ubrzanog starenja na 40 + 2 °C / 75 + 5% RH (A) te tijekom
ispitivanja fotostabilnosti (B).

Rezultati ispitivanja kemijske stabilnosti lijeka metodom ubrzanog starenja pokazuju da
razgradnja PZQ-a u odabranim uzorcima prati kinetiku nultog reda, pri ¢emu su vrijednosti
koeficijenta korelacije r? u rasponu od 0.918 do 0.986. U sludaju ¢&istog PZQ-a, nagib
dobivenog pravca nije statisticki zna¢ajno razli¢it od nule (p> 0,05), $to potvrduje kemijsku
stabilnost ove djelatne tvari na njegovu stabilnost pri uvjetima ispitivanja (40 £ 2 °C/75 + 5%
RH) tijekom 90 dana (Slika 44 A). U slucaju svih ispitanih uzoraka pripremljenih mljevenjem
uocena je znacajna razgradnja PZQ-a. Odgovarajuce konstante brzine razgradnje za PZQ/JK,
PZQ/HPBCD, PZQ/MEBCD, PZQ/HPBCD/IK i PZQ/MEBCD/JK iznosile su (2,75 =+
0,83)x107°, (2,3 + 0,74)x107°, (3,33 + 0,73)x107°, (16,40 + 2,85)x107° i (17,23 + 1,63)x107
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h™l. Nadalje, analizirani uzorci pokazali su razli¢ite stupnjeve fotorazgradnje (Slika 44 B). Pri
tome, Cisti lijek je opet najstabilniji, pokazujuéi statisticki beznacajnu razinu razgradnje
djelovanjem UV svjetla (p> 0,05). Sli¢an rezultat utvrden je kod uzorka PZQ/HPBCD, dok su
ostali ispitani produkti pokazali statisticki znacajnu razinu fotorazgradnje tijekom ispitivanog
perioda (p <0,05). Najistaknutija fotorazgradnja zabiljezena je u slucaju PZQ/JK kokristala,
rezultiraju¢i razgradnjom otprilike 7,9% pocetne doze lijeka. Ostali uzorci pokazali su
usporedive razine fotostabilnosti, uz razgradnju pocetne doze lijeka od 4,3% u slucaju
kompleksa PZQ/MEBCD do 6,8% za ternarni kompleks PZQ/HPBCD/JK (Slika 44 B).
Prikazani rezultati, naroCito oni zabiljezeni u slucaju ispitivanih kompleksa s
ciklodekstrinima su prili¢no iznenadujuéi s obzirom na ¢injenicu da velika vecina publikacija
pokazuje pozitivan ucinak ciklodekstrina na kemijsku stabilnost i fotostabilnost razli¢itih
molekula.’?*% Cini se da je uginak ciklodekstrina na kemijsku stabilnost lijeka povezan s
na¢inom uklapanja lijeka u srediSnju Supljinu ciklodekstrina, tj. sa strukturom nastalog
inkluzijskog kompleksa. Ukoliko je reaktivna skupina na kojoj se dogada razgradnja molekule
lijeka smjeStena u srediSnjoj Supljini molekule ciklodekstrina, nastajanje inkluzijskog
kompleksa dovesti ¢e do smanjenja brzine razgradnje lijeka, s obzirom da je reaktivna
skupina zaSticena molekulom ciklodekstrina. Medutim, ukoliko se reaktivna skupina
molekule lijeka nalazi izvan centralne Supljine ciklodekstrina, nastajanjem inkuzijskog
kompleksa neée doéi do poboljianja kemijske stabilnosti lijeka. Stovise, interakcije reaktivne
funkcionalne skupine lijeka i supstituenata na jezgri molekule ciklodekstrina mogu dovesti do
dodatne destabilizacije molekule lijeka te u tom slucaju ciklodekstrini kataliziraju kemijsku
razgradnju lijeka.”® Ovaj mehanizam mogao bi objasniti uogeni utjecaj ciklodekstrina na
kemijsku stabilnost i fotostabilnost PZQ. Podaci dostupni u literaturi pokazuju da se
nastajanje inkluzijskog kompleksa PZQ s BCD-om odvija smjeStanjem aromatskog dijela
izokinolinskog prstena u strukturi molekule lijeka duboko u centralnu Supljinu
ciklodekstrina.®% S druge strane, dostupni podaci o mehanizmima termicke i fotokemijske
razgradnje lijeka pokazuju da se reakcija odvija na pirazino-4-on dijelu molekule'?®!?’, koji
nije zasti¢en molekulom ciklodekstrina u strukturi kompleksa.®’ Moze se pretpostaviti da PZQ
stvara komplekse sli¢ne strukture i s derivatima BCD, te u nastalim kompleksima reaktivna
skupina molekule lijeka na kojoj se dogada razgradnja nije zaStiCena molekulom
ciklodekstrina. S obzirom da je reaktivna skupina PZQ smjeStena izvan centralne Supljine

ciklodekstrina, moze se pretpostaviti njena interakcija sa stupstituentima na molekuli
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ciklodekstrina, Sto rezultira njihovim katalitickim u€inkom te izraZenijom razgradnjom lijeka
u slucaju navedenih kompleksa. Razlike u kemijskoj stabilnosti produkata s HPBCD i
MEBCD mogu se pripisati ve¢em afinitetu aktivirane molekule lijeka za interakciju sa vise
lipofilnom metilnom skupinom u strukturi MEBCD, Sto rezultira izrazenijim katalitickim
efektom MEBCD na kemijsku razgradnju lijeka (Slika 44 B) .

Takoder, ¢ini se da interakcija JK sa PZQ-om u nastalom kokristalu destabilizira
molekulu lijeka, ¢ine¢i je osobito sklonoj razgradnji (Slika 44 B). Kona¢no, JK i oba
ciklodekstrina ¢ini se da imaju sinergisticko djelovanje na destabilizaciju PZQ, §to rezultira
izrazenijom degradacijom odgovarajucih ternarnih komplekasa u usporedbi s binarnim (Slika
44 A). Stoga, ternarni kompleksi te kokristali s jabu¢nom kiselinom s obzirom na njihovu
stabilnost nisu prikladni za farmaceutsku primjenu, a mljeveni kompleks PZQ/HPBCD ¢ini se
najprikladnijim za daljnji razvoj novih formulacija lijeka, s obzirom na in vitro profil

oslobadanja te prihvatljivu kemijsku stabilnost.

4.7. Biokompatibilnost i in vitro studije permeabilnosti

Vecina farmaceutski znacajnih ciklodekstrina slabo se apsorbira iz probavnog trakta, s
oralnom bioraspolozivosti uglavnom manjom od 4%. To pridonosi njihovoj dobroj
podnosljivosti 1 biokompatibilnosti te odsustvu znacajnije sistemske toksicnosti. Ovakav
sigurnosni profil pripisuje se razgradnji ciklodekstrina djelovanjem crijevne mikroflore te
njihovoj visokoj molekulskoj masi u rasponu od 973 do 2163 kDa, velikom broju skupina s
potencijalom za stvaranje vodikovih veza, kao i visokoj hidrofilnost s logKow izmedu —8 i —
12. Navedene karakteristike nepovoljno utjeu na apsorpciju ciklodekstrina u probavnom
sustavu, §to rezultira njihovoj niskoj sistemskoj bioraspoloZzivosti. Uz to, apsorbirana frakcija
ciklodekstrina se brzo izlu¢uje iz organizma glomerularnom filtracijom u bubrezima.”
Medutim, ciklodekstrini mogu stupati u interakcije s komponentama stani¢nth membrana
sluznice crijeva, ekstrahirajuci lipide i kolesterol. Uklanjanje stanicnih komponenata slabi
barijernu ulogu stani¢ne membrane te moze rezultirati pove¢anjem apsorpcije primijenjenog
lijeka, ali dovesti i do lokalne iritacije tkiva te osteéenja.??®1*° Buduéi da je biokompatibilnost
produkta klju¢na znacajka za daljnju primjenu u farmaciji, ispitan je utjecaj PZQ, HPBCD i
PZQ/HPBCD kompleksa pripremljenog mljevenjem na vijabilnost Caco-2 kulture stanica, a

metabolicka aktivnost stanica mjerena je MTT testom. Caco-2 stanice su epitelne stanice
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humanog adenokarcinoma debelog crijeva te se ¢esto koriste u procjeni biokompatibilnosti
novih lijekova i formulacija.!* In vitro model Caco-2 stanica je jednostavan, provodi se na
mikrotitarskim ploCicama s 96 jazica, ¢ime je omoguceno ispitivanje i1 brzi probir velikog

broja uzoraka.'®! Rezultati provedenog istrazivanja su prikazani na slici 45A.
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Slika 45. Utjecaj PZQ, HPBCD i mljevenog produkta PZQ/HPBCD na vijabilnost Caco-2
stanica odreden MTT testom (A). Vrijeme inkubacije stanica iznosilo je 2 sata, a
koncentracija ispitivanih uzoraka varirala je u rasponu od 0,1 do 0,5x10~% mol L. In vitro
profili permeabilnosti PZQ-a iz ispitivanih uzoraka nanesenih na Caco-2 stani¢ni monosloj u
koncentraciji od 0,1x107% mol L™ (B).

Opcenito, tretiranje Caco-2 stanica otopinama PZQ, HPBCD ili PZQ/HPBCD kompleksa u
rasponu koncentracija od 0,1-0,5x103 mol L™ nije znacajnije utjecalo na vijabilnost stanica
(p>0,05, Slika 45 A), koja je uvijek bila visoka, u rasponu od 98,24 do 113,2%, Sto
nedvojbeno upucuje na biokompatibilnost ispitanih uzoraka u testiranom rasponu
koncentracija. Naime, prema ISO normama za in vitro ispitivanje biokompatibilnosti
medicinskih proizvoda (ISO 10993-5:2009), vijabilnost tretiranih stanica visa od 80% smatra
se pokazateljem potpune netoksi¢nosti ispitivanog uzorka (ISO 10993-5, 2009). U stvari, u
prisutnosti HPBCD-a i PZQ/HPPCD kompleksa pri koncentraciji od 0,1 i 0,3x10~2 mol L™ te
PZQ-a pri koncentraciji 0,3x10% mol L™ opaZeno je povecéanje vijabilnosti stanica iznad
100%, ali taj porast nije statisticki znacajan u usporedbi s vijabilnosti netretiranih stanica (p >

0,05). S obzirom da je za pripremu testnih otopina lijeka bila nuzna uporaba DMSO kao
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otapala, ispitan je i njegov utjecaj na vijabilnost Caco-2 kulture stanica. U tu svrhu primjenom
MTT testa pratila se vijabilnost stanica tretiranih DMSO u rasponu koncentracija od 0,1 do
0,5% (v/v), sto odgovara koncentracijama ovog otapala u testnim otopinama. Pri tome, nije
zamijecen znacajniji utjecaj ovog otapala na vijabilnost stanica (Slika 46), Sto je u skladu s

podacima iz literature.!32
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Slika 46. Utjecaj dimetilsulfoksida koriStenog kao otapalo tijekom pripreme testnih otopina na
vijabilnost Caco-2 stanica odreden MTT testom. U ovom ispitivanju HBSS je koriSten kao

negativna kontrola.

Rezultat MTT testa vijabilnosti kulture Caco-2 stanica omogucio je optimiranje
eksperimentalnih uvjeta za provodenje in vitro ispitivanja permeabilnosti lijeka na Caco-2
monosloju stanica, koje je provedeno nanoSenjem otopina ispitivanih uzoraka (PZQ i
PZQ/HPBCD) u koncentraciji od 0,1x1072 mol L. Monoslojevi Caco-2 kulture stanica danas
predstavljaju zlatni standard u istrazivanju apsorpcije lijekova i drugih ksenobiotika zbog
njihove sli¢nosti s intestinalnom barijerom crijeva, s obzirom na morfoloSke karakteristike,
polarnost te nadin ekspresije transportera i enzima.'® Jedina znacajnija funkcionalna razlika
Caco 2 stani¢nog monosloja i normalnih epitelnih stanica tankog crijeva je u nedostatku
ekspresije nekih CYP 450 izoenzima, naro¢ito CYP3A4, koji pokazuje izrazenu aktivnost u
normalnim epitelnim stanicama tankog crijeva. Medutim, ekspresija navedenog enzima u

kulturi Caco 2 stanica moze se potaknuti njegovim tretiranjem vitaminom D3.13* Nadalje,
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ovaj model moze se takoder koristiti za istrazivanje mehanizma transporta lijeka kroz
intestinalnu sluznicu, kao i za procjenu utjecaja razliCitih terapijskih sustava na proces
apsorpcije lijeka.™® Zbog toga, tijekom eksperimenta se pratila i vrijednost transmembranskog
otpora epitela (TEER), kako bi se procijenio potencijalni u¢inak HPBCD na otvaranje ¢vrstih
medustani¢nih spojeva, $to bi moglo znacajno pridonijeti transportu lijeka kroz intestinalnu
membranu. Naime, literaturni podaci pokazuju da ciklodekstrini mogu djelovati kao
promotori permeacije/apsorpcije lijekova, djeluju¢i na povecanje permeabilnosti stani¢nih
membrana zbog ekstrakcije njihovih lipidnih sastavnica te dovode¢i do otvaranja ¢Evrstih
medustani¢nih spojeva, struktura koje osiguravaju tijesnu adherenciju susjednih stanica u
intestinalnoj membrani. Navedeni u¢inak u pravilu ovisi o vrsti primijenjenog ciklodekstrina,
kao i 0 njegovoj koncentraciji.t3>136

In vitro profili permeabilnosti PZQ preko Caco-2 monosloja prikazani su na slici 45 B,
a temeljem njih odredeni su koeficijenti permeabilnosti lijeka preko Caco-2 monosloja.
Vrijednost koeficijenta permeabilnosti (Paep) za &isti PZQ-a iznosi (3,72 + 0.33)x10° cm s,
Sto potvrduje visoku permeabilnost PZQ na ispitivanom modelu, te je u skladu s literaturnim
podacima.®  Naime, prema biofarmaceutskom sustavu Klasifikacije lijekova (engl.
Biopharmaceutical Classification System, BCS) vrijednosti Papp > 107> cm s smatraju se
indikatorom dobre intestinalne permeabilnosti lijeka.**” lako je vrijednost Papr PZQ preko
Caco-2 monosloja koju su odredili Dinora i sur. (4,4x107° s cm™) nesto veéa od one odredene
u ovom ispitivanju, uoceno neslaganje medu rezultatima mozZe se objasniti ¢injenicom da su
navedeni autori za pripremu otopina ispitivanih uzoraka koristili etanol kao otapalo za tesko
topljivi lijek, a etanol dokazano doprinosi permeabilnosti lijekova preko Caco-2 monosloja.®
U slucaju mljevenog produkta PZQ/HPBCD, moze se zamijetiti Smanjenje transporta lijeka
preko Caco-2 stani¢nog monosloja (Slika 45B), a Papp za taj uzorak iznosi (3,65 + 0,21)x10°
s cmL. lako je Papp vrijednost za PZQ/HPBCD kompleks pripremljen mljevenjem nesto niza
u odnosu na onu za Cisti lijek, navedena razlika nije statisticki znacajna (p>0,05). Ovaj
rezultat u skladu je sa rezultatima prethodnih istrazivanja, koji pokazuju da nastajanje
kompleksa talidomida HPBCD neée znacajnije utjecati na transport lijeka kroz Caco-2
stani¢ni monosloj.**® U prilog tom zaklju¢ku govore i vrijednosti TEER zabiljeZene tijekom
in vitro ispitivanja permeabilnosti lijeka (Slika 47). Naime, pracenje vrijednosti TEER je
naSiroko prihvacena tehnika kvantitativne procjene integriteta ¢vrstih medustani¢nih spojeva

te potvrduje nastanak koherentnog stani¢nog monosloja. Provodi se mjerenjem elektri¢nog
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otpora stani¢nog monosloja koristenjem odgovarajuce elektrode, a pri tome integritet slojeva i
vijabilnost stanica ostaju oc¢uvane.'*® Vrijednosti TEER Caco-2 stani¢nog monosloja u
hranjivom mediju 22 dana nakon nasadivanja kre¢u se u rasponu od 1145 — 1226 ohm cm?, a
navedene vrijednosti su u skladu s literaturnim podacima i smatraju se pokazateljem

formiranja koherentnog stani¢nog monosloja. 4!
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Slika 47. Promjene transepitelnog otpora (TEER) Caco-2 stani¢nog monosloja tijekom in
vitro ispitivanja permeabilnosti: TEER Caco-2 monosloja u hranidbenom mediju na dan
provodenja pokusa (A), TEER Caco-2 monosloja nakon uklanjanja hranidbenog medija i
izlaganja HBSS-u (B) te TEER Caco-2 monosloja 30 (C), 60 (D) i 120 (E) minuta nakon

izlaganja otopinama ispitivanih uzoraka.

Uklanjanje hranidbenog medija i njegova zamjena HBSS-om, koji je koristen kao medij
tijekom in vitro ispitivanja permeabilnosti lijeka kroz Caco-2 stani¢ni monosloj, dovelo je do
smanjenja TEER-a, s obzirom da je navedeni pufer nepovoljniji medij za stanice u odnosu na
sastav mnogo kompleksnijeg hranidbenog medija. Osim toga, TEER vrijednosti kontrolnih
uzoraka (stanica tretiranih samo HBSS-om) tijekom ispitivanja pokazuju daljnji trend
smanjenja (Slika 47). Sli¢éno ponasanje opazeno je i za Caco-2 monoslojeve koji su bili
tretirani otopinama ispitivanih uzoraka u HBSS-u. Pri tome, Caco-2 monoslojevi tretirani

otopinom kompleksa PZQ/HPBCD pokazuju ¢ak i nesto vece vrijednosti TEER-a u odnosu na
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kontrolne uzorke, no opazena razlika nije statisticki znacajna (p>0,05). Navedeni rezultat
ukazuje da HPBCD u ispitanom rasponu koncentracija nije doveo do otvaranja Cvrstih
medustani¢nih spojeva u Caco-2 monosloju te da ciklodekstrini ne pridonose aktivno
transepitalnom transportu PZQ. Stoga, da bi lijek bio dostupan za transport preko Caco-2
staniénog monosloja, najprije mora do¢i do oslobadanja lijeka iz kompleksa, s obzirom da
ciklodekstrini zbog svojih fizikalno-kemijskih karakteristika prolaze stani¢ni monosloj u
izrazito ograni¢enom opsegu, kao $to je vec ranije opisano. Iz toga proizlazi da ¢e nastajanje
kompleksa visoke stabilnosti nepovoljno utjecati na transepitelni transport lijeka.**®> Medutim,
nastajanjem kompleksa umjerene stabilnosti, S$to je slu¢aj za PZQ/HPBCD kompleks
konstante stabilnosti od 642 mol™ L, interakcija izmedu lijeka i nosaca biti ¢e dovoljna da
se osigura ucinkovito otapanje lijeka, no nefe ogranicavati disocijaciju kompleksa i1 time

njegov transport kroz Caco-2 stani¢ni monosloj.
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5. ZAKLJUCAK

Temeljem provedenih istrazivanja, dobivenih rezultata i njihove diskusije moguce je donijeti
sljedece zakljucke:

Mljevenje PZQ s polimerima (hipromeloza, povidon i kopovidon) rezultira fizicki
nestabilnim uzorcima u kojima inicijalno amorfni lijek rekristalizira, a povecanje topljivosti
lijeka je neznatno, zbog Cega navedeni tip uzoraka nema veci potencijal za farmaceutsku
primjenu.

Mljevenje potpomognuto tekuc¢inom rezultiralo je uspjesnom sintezom kokristala PZQ
s jabu¢nom, vinskom, limunskom i salicilnom kiselinom. Pri tome kokristali s limunskom,
jabu¢nom 1 vinskom kiselinom pokazuju bolju topljivost u odnosu na sam lijek, dok je
nastajanje kokristala sa salicilnom Kkiselinom nepovoljno utjecalo na topljivost lijeka. S
istrazivanja.

Mljevenje koriStenjem ciklodekstrina kao aditiva pokazalo se najucinkovitijim u
povecanju topljivosti lijeka. Pri tome, njihov ucinak je ovisio o koriStenom derivatu te je
najizrazeniji porast topljivosti lijeka zabiljeZen kod amorfnih produkata PZQ s HPBCD i
MEPBCD. Nadalje, mljevenjem su uspjeSno pripremljent 1 ternarni kompleksi lijeka sa HPBCD
ili MEBCD i jabu¢nom Kkiselinom, no oni pokazuju manju topljivost u odnosu na
odgovarajuce binarne, a ofekivani sinergizam CD 1 jabucne kiseline u povecanju topljivosti
lijeka je izostao. Bez obzira na to, navedeni binarni i ternarni kompleksi znac¢ajno povecavaju
in vitro brzinu i opseg otapanja lijeka, $to ih ¢ini prikladnim za farmaceutsku primjenu. U tom
smislu, kompleksi pripremljeni mljevenjem PZQ sa SBEBCD te kokristali s jabu¢nom
kiselinom su manje ucinkoviti.

Ispitivanja kemijske stabilnosti i fotostabilnosti odabranih uzoraka upuéuju na
nepovoljan ucinak ispitivanih ciklodekstrina i jabu¢ne kiseline na kemijsku stabilnost djelatne
tvari, a od analiziranih uzoraka jedino PZQ/HPBCD kompleks pokazuje prihvatljivu
stabilnost. Navedeni produkt je biokompatibilan te ne pokazuje nepovoljan utjecaj na in vitro
permeabilnost lijeka preko Caco-2 stani¢nog monosloja. Izrazena topljivost, odgovarajuca

kemijska stabilnost i pokazana biokompatibilnost ¢ine PZQ/HPBCD kompleks pripremljen
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mljevenjem produktom od farmaceutskog znacaja, koji je prikladan za daljni razvoj naprednih

formulacija ovog lijeka.
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6. POPIS OZNAKA, KRATICA | SIMBOLA

0Q/0t— brzina permeacije

A — povrsina difuzije monosloja

ANOVA - test analize varijance

ATR spektroskopija — metoda prigusene totalne refleksije
AUC — povrsina ispod krivulje

Co— pocetna koncentracija lijeka

CD — ciklodekstrin

Cmax — maksimalna koncentracija lijeka

CPVP — kopovidon

DEsomin— ucinkovitost oslobadanja lijeka nakon 60 minuta
DMSO - dimetilsulfoksid

DMBCD - dimetil-3-CD

DSC — diferencijalna pretrazna kalorimetrija

EDTA — etilendiamintetraoctena kiselina

FTIR — infracrvenaspektroskopija

HEBCD - hidroksietil-B-CD

HPLC — tekuc¢inska kromatografija visoke djelotvornosti
HPMC — hipromeloza

HPMCAS - hidroksipropil metilceluloza acetat sukcinat
HPBCD — hidroksipropil-p-CD

HPyCD — hidroksipropil-y-CD

JK — jabucna kiselina

LAG — mljevenje uz dodatak otapala

LK — limunska kiselina

LMH - laktoza monohidrat

MEBCD — metil-3-CD

MTT test — test pracenja vijabilnosti tretiranih stanica
NG — suho mljevenje

Papp -prividni koeficijent permeabilnosti lijeka
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PEG — polietilenglikol

Pgp — P-glikoprotein

PLGA — kopolimer mlije¢ne i glikolne kiseline
PM — fizicka smjesa

PVP — polivinilpirolidon

PVP — povidon

PXT — paklitaksel

PZQ — prazikvantel

Q — postotak otopljenog lijeka

SBEBCD - sulfobutil--CD

SBEyYCD - sulfobutileter-y-CD

SCF — superktiti¢ni fluid

SK — salicilna kiselina

t — vrijeme otapanja lijeka

T2 — poluvrijeme eliminacije

TEER — transepitelni elektri¢ni otpor

Tg — temperatura staklastog prijelaza lijeka
TMBCD - trimetil--CD

VK — vinska kiselina

WHO — World Health Organization

XRPD - rentgenska difrakcija praskastog uzorka
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