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POPIS SIMBOLA | AKRONIMA

Simboli koristeni u radu:

A - apsorbancija (-)

c - mnozinska koncentracija (mM)

d - udaljenost izmedu ravnina resetke u kristalu (nm)

hy - specifi¢na entalpija taljenja (J g%)

Kh - konstanta brzine oslobadanja u Higuchi modelu (% min??)

Kkp - konstanta brzine oslobadanja u Korsmeyer-Peppas modelu (% min™)
Ko - konstanta prividne brzine oslobadanja u modelu nultog reda (% min™)
K1 - konstanta brzine oslobadanja u modelu prvog reda (% min™)

- konstanta brzine oslobadanja u Peppas-Sahlin modelu, Fickov difuzijski

doprinos (% min™)

K> - konstanta brzine oslobadanja u Peppas-Sahlin modelu, doprinos erozije (%
min-2)
m - masa tablete (mg)

- parametar Peppas -Sahlin modela (-)
n - eksponent oslobadanja u Korsmeyer- Peppas modelu (-)

- pozitivan cijeli broj u jednadzbi Braggovog zakona (-)

Rp? - prilagodena vrijednost srednjeg kvadratnog odstupanja kod matematickih
modela (-)

S - standardna devijacija s centrom tendencije na aritmetickoj srednjoj vrijednosti
mase (mg)

T - temperatura (°C)

t - vrijeme oslobadanja djelatne tvari (min)

QGréki simboli:

a - parametar skale koji opisuje vremensku ovisnost; parametar Weibull
modela (-)

p - oblik krivulje topljivosti; parametar Weibull modela (-)

6 - Braggov kut (°)

20 - kut rasprsenja (°)

A - valna duljina zracenja (nm)



Akronimi koriSteni u radu:

ALL
BCS

CML
DAS
DSC
FDA
lijekove
FTIR

HP-B-CD
NMR
PEG
PTFE
RDC
T™S
XRPD

- Acute Lymphoblastic Leukemia, akutna limfoblasti¢na leukemija

- Biopharmaceutical Classification System, Biofarmaceutski sustav klasifikacije
djelatnih tvari

- Chronic Myelogenous Leukemia, kroni¢na mijeloi¢na leukemija

- dasatinib

- Differential Scanning Calorimetry, diferencijalna pretrazna kalorimetrija

- Food and Drug Administration, americka regulatorna agencija za hranu i

- Fourier Transform Infrared Spectroscopy, infracrvena spektroskopija s
Fourierovim transformacijama

- hidroksipropil-p-ciklodekstrin

- Nuclear Magnetic Resonance, nuklearna magentska rezonancija

- poli(etilen-glikol)

— poli(tetrafluoretilen)

- Relative Degree of Crystallinity, relativni stupanj kristalnosti (-)

- tetrametilsilan

- X-ray Powder Diffraction, rendgenska difrakcijska analiza praha
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1. UuvOoD

Leukemija je zlo¢udna bolesti krvotvornih organa. Prema brzini razvoja simptoma i
napredovanju bolesti, dijele se na akutne i kroni¢ne, a prema zahvacenoj krvnoj lozi na
limfocitne (limfoblasticne) i mijeloi¢ne leukemije. Kroni¢na mijeloi¢na leukemija (engl.
Chronic Myelogenous Leukemi, CML) (takoder se naziva granulocitna kroni¢na leukemija) je
bolest kod koje se u koStanoj srzi stvara preveliki broj bijelih krvnih stanica. Kod vecine
oboljelih od kroni¢ne mijeloi¢ne leukemije postoji geneticki poremecaj kromosoma, tzv.
Philadelphia kromosom, koji obi¢no ne nestaje, ¢ak ni nakon terapije. Ako se ne lije¢i, ova
bolest je smrtonosna. Prosjecno vrijeme prezivljenja je 3 do 4 godine. Kod akutne
limfoblasti¢ne leukemije (ALL), limfociti u razvoju ne sazrijevaju i postaju prekobrojni.
Stanice se mnoZe brzo i zamjenjuju normalne stanice. Do propadanja koStane srzi dolazi kad
maligne stanice zamjene normalne elemente koStane srzi. LijeCenje varira ovisno o vrsti
leukemije, stadiju bolesti, dobi bolesnika i opéem zdravstvenom stanju. Neke od glavnih
metoda lijeenja su kemoterapija, radioterapija, imunoterapija, transplatacija mati¢nih stanica,
kortikosteroidi, potporno lijeenje te ciljana terapija koja za ciljanje specifi¢nih abnormalnih
proteina koristi lijekove imatinib, nilotinib i dasatinib.!?

Dasatinib (DAS) je inhibitor tirozin kinaze koji se koristi u lije¢enju kroni¢ne mijeloi¢ne
leukemije i akutne limfoblasti¢ne leukemije.® Prvi odobreni inhibitor tirozin kinaze za klini¢ku
uporabu bio je imatinib, no zbog pacijenata koji su razvili otpornost na imatinib koja moze biti
urodena ili steCena, uocena je potreba za sintezom novog lijeka. Kako bolest napreduje,
otpornost na imatinib postaje sve ¢esc¢a, zahvacajuci oko 40-66 % bolesnika s uznapredovalom
fazom CML-a i 38 % bolesnika s kroniénom fazom CML-a.* DAS se komercijalno isporucuje
kao Sprycel®-filmom obloZene tablete koje proizvodi Bristol Myers Squibb i dostupne su u
razli¢itm dozama. Pripada Il. skupini Biofarmaceutskog Kklasifikacijskog sustava (engl.
Biopharmaceutical Classification System, BCS) $to zna¢i da se usprkos njegovoj dobroj
farmakoloskoj aktivnosti suocava s problemom niske topljivosti u vodi, $to ograni¢ava njegovu
bioraspolozivost koja iznosi 14-34 %. Niskoj bioraspolozivosti doprinosi i izrazeni efekt prvog
prolaza DAS-a (first pass metabolism) zbog kojeg na mjesto djelovanja dolazi znatno manja
koncentracija lijeka.> Povecanje topljivosti DAS-a moZe znadajno poboljdati njegov
farmakoterapijski ucinak te klini¢ke rezultate. Mehanokemijska sinteza inkluzijskih kompleksa
s ciklodekstrinima predstavlja obe¢avajucu strategiju za poboljsanje topljivosti slabo topljivih
lijekova. Biorazgradivi i biokompatibilni ciklodekstrini, zbog svoje jedinstvene strukturne



sposobnosti da formiraju inkluzijske komplekse, mogu znacajno povecati topljivost
hidrofobnih lijekova kao $to je DAS.34°

Stoga, u ovom istrazivanju nastoje se pripraviti inkluzijski kompleksi ove specifi¢ne
djelatne tvari (dasatiniba, DAS) s makrociklickim receptorom (hidroksipropil-p-
ciklodekstrinom, HP-B-CD) i na taj nacin povecati topljivost djelatne tvari te postiéi ciljani
profil oslobadanja DAS-a (produljeno oslobadanje). U pripravi inkluzijskih kompleksa koristit
¢e se mehanokemijski postupak koji je ekoloski prihvatljiviji i energetski ucinkovitiji od
tradicionalnih metoda priprave.

Bit ¢e provedena detaljna analiza mehanokemijski pripravljenih uzoraka. U
karakterizaciji koristit ¢e se metode analize koje mogu ukazati i objasniti pomak u topljivosti
djelatne tvari, ali i dokazati nastajanje specifi¢nih host-guest interakcija pri inkluziji djelatne
tvari u Supljinu makrocikli¢kog receptora.

U pripravi tableta koristit ¢e se mehanokemijski pripravljeni uzorci djelatne tvari i
granulat pomo¢nih tvari. Dobivene tablete analizirat ¢e se metodama karakterizacije koje
ukazuju na mehanicka svojstva tableta, ali i profil i kinetiku oslobadanja djelatne tvari. O¢ekuju
se tablete s pove¢anom topljivosti DAS-a i dodatno modificiranog profila oslobadanja koja
doprinosi boljoj apsorpciji u organizmu i na taj nacin povecava bioraspolozivost. Dodatno,
testirat ¢e se primjenjivost postoje¢ih matematickih modela u opisu profila oslobadanja djelatne
tvari (DAS) iz pripravljenih tableta. Izvrsna primjenjivost poluemprijskih i mehanistickih
modela u opisu oslobadanja djelatne tvari moze ukazati na mehanizam oslobadanja dasatiniba
iz inkludiramog kompleksa i matrice lijeka $to moze biti dodatno i vazno saznanje u ovom

istrazivanju.



2. HIPOTEZE I CILJEVI ISTRAZIVANJA

HIPOTEZE ISTRAZIVANJA

Pripravom inkluzijskih kompleksa pomocéu makrocikli¢kih receptora moguée je povecati
topljivost i posti¢i ciljano oslobadanje specifi¢ne djelatne tvari dasatiniba te potencijalno
doprinijeti njenoj boljoj apsorpciji u organizmu.

Zeleni postupci priprave mogu znacajno doprinijeti dostavi lijeka i osigurati Zeljeno/ciljano

oslobadanje djelatne tvari iz kona¢nog dozirnog oblika.

OPCI I SPECIFICNI CILJEVI ISTRAZIVANJA

Mehanokemijski pripraviti inkluzijske komplekse specificne djelatne tvari pomocu
makrocikli¢kih receptora.

Primjenom principa zelene kemije te nacela supramolekulske kemije pripraviti tablete

poboljsanih primjenskih svojstava i ciljanog profila oslobadanja djelatne tvari.



3.  OPCIDIO

3.1.  lzazovi u farmaceutskoj industriji

Slaba topljivost djelatnih tvari u vodi glavni je ograni¢avajuci faktor za uspjes$no
plasiranje mnogih novih lijekova na trziSte, unato¢ njihovoj potencijalnoj farmakoloskoj
aktivnosti.® Oralna primjena je najprikladnije i najéesc¢e koristeni put isporuke lijeka zbog
jednostavnosti primjene, isplativosti, najmanje ograniCenja u sterilnosti i fleksibilnosti u
dizajnu dozirnog oblika. Naime, glavni izazov s dizajnom oralnog dozirnog oblika lezi u
njihovoj slaboj bioraspolozivosti. Bioraspolozivost se odnosi na mjeru u kojoj tvar ili lijek
postaje potpuno dostupan svom bioloskom odredistu, odnosno mjestu djelovanja. Preciznije,
bioraspolozivost je mjera brzine i udjela pocetne doze lijeka koja uspjesno doseze mjesto
djelovanja. U vecini slucajeva, bioraspolozivost se definira kao udio aktivnog oblika lijeka koji
dospijeva u sistemsku cirkulaciju nepromijenjen. Oralna bioraspolozivost ovisi o nekoliko
¢imbenika ukljucujuéi topljivost u vodi, intestinalnu propusnost lijeka, brzinu otapanja,
metabolizam prvog prolaska, presistemski metabolizam i osjetljivost na mehanizme efluksa.
Najces¢i uzroci niske oralne bioraspolozivosti pripisuju se slaboj topljivosti u vodenom mediju
I niskoj intestinalnoj propusnosti.

Drugi vazan parametar, propusnost lijeka, opisuje se kao sposobnost transporta
molekule lijeka kroz biolosku membranu. Prema BCS-u, ljekovita tvar naziva se visoko
propusnom kada se vise od 90 % primijenjene doze apsorbira u ljudskom tijelu. Molekule lijeka
prolaze kroz bioloSke membrane bilo pasivnom difuzijom ili transportom posredovanim
nosacem. Fenomen prvog prolaska lijeka odnosi se na metabolizam kojem lijek podlijeze pri
oralnoj primjeni. Nakon oralnog unosa, lijek prije dospijevanja u krvotok podlijeze
metaboli¢kim procesima razgradnje pomocu enzima u jetri $to moZe rezultirati njegovom
inaktivacijom ili smanjenim djelovanjem.”8%1% Ako se lijek primjenjuje oralno u &vrstom
dozirnom obliku, onda se obavezno prije apsorpcije mora otopiti u gastrointestinalnoj tekucini.
U suprotnom lijek nece postici trazeni terapeutski u¢inak. Gotovo 70 % nadolazecih djelatnih
tvari karakterizira niska topljivost u vodi. Topljivost definira bioraspolozivost i apsorpciju
lijeka. Terapeutska u¢inkovitost lijeka ovisi 0 njegovoj bioraspoloZivosti i topljivosti.*

BCS je znanstveni okvir za klasifikaciju ljekovitih tvari u Cetiri kategorije na temelju
njihove topljivosti u vodi i propusnosti kroz crijevnu membranu kako je vidljvo iz slike 1.1
Prema BCS-u, lijek se smatra visoko topljivim kada je njegova najveca doza topljiva u manje

od 50 ml vode s pH rasponom od 1 do 7,5.°



Za povecanje topljivosti slabo topljivih lijekova koriste se razliCite tehnike koje
ukljucuju fizicke i kemijske modifikacije lijeka i druge metode poput smanjenja veliCine
Cestica, kristalnog inZenjerstva, stvaranja soli, priprave ¢vrstih disperzija, upotrebe povrsinski
aktivnih tvari, kompleksiranja itd. Odabir metode ovisi 0 svojstvu lijeka, mjestu apsorpcije i

karakteristikama dozirnog oblika.®
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Slika 1. Podjela djelatnih tvari u oralnim dozirnim oblicima:
BCS klasifikacija djelatnih tvari temeljem njihovih svojstava topljivosti i propusnosti

U tablici 1 dane su neke od metoda kojima se mogu pripraviti lijekovi poboljsanih svojstava

Tablica 1. Primjeri metoda za pripravu lijekova poboljsanih svojstava

Metoda Nadin priprave Referenca
Taljenje 13
Elektroispredanje 14
Priprava ¢vrstih disperzija |Spal'?.V8:n-j ¢ O.tépala 15
Liofilizacija 16
Mehanokemijska priprava 17
Susenje rasprSivanjem 18
Pulsna laserska ablacija 19
Redukeija velicine Sestica Tehnologija superkr.iti(“:.nih fluida 20
Elektrosprejanje 21
Mokro mljevenje 22
Mehanokemijska priprava 23
Inkluzijski kompleksi Liofilizacija 24,25,26

Isparavanje otapala 26,27

Tvorba soli Izmjena iona 28



3.2.  Zelena rjeSenja

Zelene i odrzive tehnologije, njihova primjena u razli¢itim granama industrije, razvoj
novih, sigurnijih i energetski u¢inkovitijih procesa proizvodnje i primjene kemikalija privlace
sve vecu pozornost unutar znanstvene zajednice. Dospijevanje organskih otapala u okoli$
donosi brojne negativne uéinke na okolis poput promjena klime na globalnoj razini, onec¢isé¢enja
zraka, narusavanja ozonskog omotaca, bolesti u ljudi i sl. Veéina konvencionalnih organskih
otapala posjeduje Stetna toksi¢na, zapaljiva i korozivna svojstva, a njihovo recikliranje i
ponovna uporaba energetski je zahtjevan proces.?® Unutar ovog rada zelene tehnologije
usmjerene su na postupke koji zadovoljavaju postulat zelene kemije s naglaskom na vaznost
razvoja i pronalaska odgovaraju¢e zamjene za Stetna organska otapala.

Mehanokemija se smatra alternativnim, atraktivnim, zelenijim pristupom za pripravu
razli¢itih molekularnih spojeva i postala je vazan alat za sintezu i formulaciju u razli¢itim
poljima (fizika, kemija i znanost o materijalima). Moze se provesti u uvjetima bez otapala ili u
prisutnosti minimalnih koli¢ina otapala i stoga je ekoloski prihvatljivija od konvencionalnih
metoda. Takvim nac¢inom priprave potencijalno moze do¢i do kemijske promjene tvari koja je
potaknuta mehani¢kom energijom prilikom mljevenja ili drobljenja.>® Na slici 2 prikazana je
pojednostavljena shema mehanizma formiranja inkluzijskih kompleksa u ¢vrstom stanju.
Pretpostavljeni mehanizam polazi od generalnog mehanizma mehanokemijskih reakcija koji se
odvija u nekoliko koraka. Kada se mjeSavina reaktanata podvrgne mljevenju, prima puls
mehani¢ke energije. Ako je takav utjecaj dovoljnog intenziteta, rezultira lokalnom
akumulacijom energije te se formira struktura vece slobodne energije. Glavni dio dovedene
energije oslobada se pretvorbom u toplinu, $to olakSava interakcije u ¢vrstom stanju. Nadalje,
naprezanja u odredenim kristalnim zonama uzrokuju razaranje Kristala, ¢ime se povecava
ukupna specifi¢na povrsSina tvari i otvara se prostor dostupan za interakcije u ¢vrstom stanju.
Opskrba energijom dovodi do amorfizacije kristalnih materijala prisutnih u tretiranoj smjesi, a
proces obi¢no pocinje na tankom povrSinskom sloju koji se $iri prema unutrasnjosti. Ovaj
proces moze ukljucivati nekoliko medufaza, poput stvaranja Cvrste disperzije, koja postupno

moze prijeéi u pravi inkluzijski kompleks u krutini.®!



hanokemijsk:
mehanakemijska formiranje inkluzijskog

aktivacija
.. ) kompleksa na
povrsinske ve .
povrsini reaktanata
strukture
reaktanta
odvajanje nastalih
kompleksa od
lijek -
povrsine

ciklodekstrin reaktanata

inkluzijski kompleks

Slika 2. Shematski prikaz mehanizma nastajanja inkluzijskih kompleksa u ¢vrstom stanju

Mehanokemijske reakcije obi¢no se odvijaju u CEvrstom stanju, a inducirane su
mehani¢kom energijom koja potie reakciju sinteze izmedu dva neaktivna reaktanta bez
koristenja otapala. Ru¢no mljevenje koristenjem tarionika s tu¢kom, mehanicko mljevenje
pogodni za induciranje mehanokemijske transformacije. Mehanokemijski procesi koriste se u
razvoju farmaceutski vaznih polimorfa, kokristala, polimernih disperzija 1 inkluzijskih

kompleksa.®! U tablici 2 dani su primjeri uspjesne mehanokemijske priprave uzoraka.



Tablica 2. Prikaz istrazivanja s mehanokemijskim postupcima priprave

Uzorak

1,2,4-tiadiazol

- potencijalni
lijek za

Alzheimerovu
bolest

indometacin
kokristali
nikotinamida

bisakodil -
lijek za
lijecenje

konstipacije

rutin - prirodni
antioksidans

astaksantin -
biljni dodatak
prehrani

oktinoksat,
avobenzon -
kozmetic¢ki
sastojci koji
blokiraju UV
zracenje

kurkumin -

vitamin

triamteren -
diuretik

Makrocikli¢ki

receptor i
omjer

B-CD
HP-B-CD
11

B-CD
HP-B-CD
11

B-CD
1:1

B-CD
HP-B-CD
1:1

HP-B-CD
1:30

B-CD
11
1:2

B-CD
1:1
1:2

SBE-B-CD
1:1

Poboljsano
svojstvo

inkluzijski

kompleks

poboljsane
bioraspolozivosti

amorfni sustav
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i procesni uvjeti

planetarni kugli¢ni mlin,
ahatna posuda s kuglicama
promjera 5 mm, 60 min,
600 min, s pauzama kako
bi se sprijecilo
pregrijavanje uzorka

visokoenergetski vibracijski
mlin, 15 min

planetarni kugli¢ni mlin,
ahatna posuda s kuglicama
razlicitih dimenzija,
5h, 400 min?s pauzama
kako bi se sprijecilo
pregrijavanje uzorka

tarionik od ahata i tucak,
30 min

kugli¢ni mlin s valjcima,
celicna posuda s kuglicama
dimenzija 15 mm,
100 mint, 24 h

vibracijski mlin, 60 min,
20 Hz, uz dodatak nekoliko
kapljica vode

planetarni kugli¢ni mlin,
60 minuta, 200 min™,
posuda od cirkonijevog
oksida i ¢eli¢na posuda s
kuglicama

planetarni kugli¢ni mlin,
posuda od cirkonijevog
dioksida sa 7 kuglica, 400
min, 60 min

Literaturni
navod
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3.3.  Inkluzijski kompleksi
Inkluzijski kompleks predstavlja kemijski kompleks u kojem se jedna kemijska

komponenta, gost, nalazi unutar Supljine druge molekule, domacina. Za formiranje kompleksa

molekula domacina mora posjedovati odgovarajucu veli¢inu Supljine koja ¢e biti prikladna za

smjestanje molekule gosta. Formiranje i stabilnost kompleksa osim o veli¢ini Supljine ovisi i 0

termodinamickim interakcijama, odnosno jacini pokretacke sile procesa kompleksiranja.

Prilikom formiranja kompleksa sa ciklodekstrinima ne stvaraju se kovalentne veze, ve¢ se

molekule povezuju van der Waalsovim privla¢nim silama ili drugim oblikom interakcije kao

sto su vodikove veze. Ukoliko je inkluzijski kompleks formiran unutar otapala, molekule koje
formiraju kompleks u ravnotezi su sa slobodnim molekulama u mediju koji ih okruzuje.*
Formiranje inkluzijskih kompleksa s hidrofobnim spojevima odvija se uglavnhom
hidrofobnim interakcijama izmedu stijenke Supljine ciklodekstrina i molekule gosta, a osim
hidrofobnih, na vezanje utjecu i van der Wallsove i dipol-dipol interakcije izmedu molekula.

Molekule ciklodekstrina su zbog svoje strukture i dobrih kemijskih i fizikalnih svojstava

pogodne za formiranje inkluzijskih kompleksa. Postoji veliki izbor metoda za pripremu

kompleksa s ciklodekstrinima.*® Tehnike za pripravu inkluzijskih kompleksa s ciklodekstrinima
su sljedece:

1. Lijek i ciklodekstrin otapaju se u vodi ili mjeSavini organskog otapala/vode, s pH i
temperaturom prilagodenom za postizanje maksimalne interakcije izmedu komponenti,
produkt se izdvaja kristalizacijom ili odgovaraju¢om tehnikom suSenja pod smanjenim
tlakom, suSenje rasprSivanjem ili suSenje smrzavanjem. Drugi nacin priprave kompleksa
unutar otapala je koriStenje tehnologije superkriti¢nog fluida koja zahtjeva dostupnost
specifi¢ne 1 skupe opreme.

2. Metode u poluévrstom stanju, gdje se fizikalna smjesa lijeka i ciklodekstrina mijesa s malim
volumenom vode ili smjese etanol/voda kako bi se dobila homogena mjesavina koja se zatim
susi kako bi se potpuno uklonilo otapalo. Takva metoda Cesto rezultira samo djelomi¢nim
stvaranjem kompleksa lijek/ciklodekstrin.

3. Priprava kompleksa u cvrstom stanju, gdje se kompleksacija ciklodekstrina postize
mikrovalnim zra¢enjem ili blagim zagrijavanjem na temperaturama ispod tocke taljenja
spojeva u zatvorenoj posudi, eventualno uz prisustvo minimalne koli¢ine vode, prema tzv.
“sealed-heating” metodi ili mehanokemijskom aktivacijom mljevenjem ili drobljenjem u
razli¢itim tipovima mlinova. Mehanokemijska priprava nudi prednosti jednostavnih, brzih,

vrlo u¢inkovitih, ekonomic¢nih i ekoloski pozeljnih nacina pripreme inkluzijskih kompleksa



lijek/ciklodekstrin u krutom stanju, opcenito ne zahtijevajuci upotrebu organskih otapala

koja zahtijevaju dodatnu obradu i zbrinjavanje.®!

3.4.  Ciklodekstrini

Ciklodekstrini su netoksic¢ni, nereduktivni oligopolimeri glukoze konusnog oblika ¢ija
se molekula sastoji od vanjskog dijela koji je hidrofilan i unutrasnje Supljina hidrofobnog
karaktera. Upravo zato $to su ovi makrociklicki receptori biorazgradivi i biokompatibilni mogu
svojstava.

Ciklodekstrine mozemo podijeliti na a, B iy ciklodekstrine koji se medusobno razlikuju
prema broju glukopiranoznih prstena koji su povezani a-1,4-glikozidnim vezama.
Glukopiranozni prstenovi zauzimaju sedlastu konformaciju sto molekuli omoguéuje strukturno
oblikovanje krnjeg stosca (slika 3) umjesto formiranja oblika ravnog simetri¢nog cilindra.
Konformacija ima znacajan utjecaj na povecanje stabilnosti molekule te se velike Kisikove
skupine (hidroksilna, glikozidna skupina) postavljaju u ekvatorijalnu ravninu. Formiranje
oblika krnjeg sto$ca uzrokuje promjenu orijentacije slobodnih hidroksilnih skupina pri ¢emu se
one usmjeravaju prema van $§to omogucava ciklodekstrinima stvaranje vodikovih veza s

molekulama vode.>*

Slika 3. Strukture molekule ciklodekstrina*®
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Ciklodekstrini se u farmaceutskoj industriji koriste za poboljSanje svojstava djelatne
tvari formiranjem inkluzijskih kompleksa, ¢ime se osigurava poboljsana topljivost tvari
lipofilnog karaktera u vodi, a ciklodektrini djeluju kao stabilizatori i poboljSavaju
bioraspolozivost lijeka koji dospijeva u sistemsku cirkulaciju.

Veli¢ina Supljine ciklodekstrina utje¢e na jac¢inu molekularnog vezanja i stvaranja
kompleksa, B-ciklodekstrini stvaraju jace veze od o i y ciklodekstrina, jer je Supljina o-
ciklodekstrina premala, a y-ciklodekstrina prevelika za smjesStanje molekule. B-ciklodekstrin se
najviSe koristi u industriji i istraZivanjima upravo zbog prikladne veli¢ine Supljine. Molekule
ciklodekstrina stabilne su u alkalnom mediju (pKa ciklodekstrina varira izmedu 12,1-13,5). U
uvjetima nizeg pH molekule su sklone hidrolizi koja rezultira otvaranjem prstena i uzrokuje
formiranje linearnih oligosaharida koji gube moguénost inkapsulacije.®

Svojstva nativnih ciklodekstrina poput povecanja topljivosti u vodi, povecéanja
kapaciteta ukljucivanja ili Smanjenja toksi¢nosti mogu se poboljsati sintezom derivata. 80 %
povecanja topljivosti dobiva se kada se hidroksilna skupina zamijeni 2-hidroksipropilnom
skupinom, a pritom nastaje derivat ciklodekstrina HP-B-CD. Ciklodekstrini i njihovi derivati
imaju vaznu ulogu u tekstilnoj, prehrambenoj i kemijskoj industriji, a izrazitu zanimljivost
imaju u domeni farmakologije zbog svoje jedinstvene strukture, kemijskih i fizikalnih
svojstava. Osim povecanja topljivosti u vodenom mediju, ciklodekstirini mogu utjecati i na
ostala svojstva, npr. povecanje propusnosti lijeka kroz crijevnu membranu ili maskiranje
neugodnih mirisa i okusa.36:37:38

Ciklodekstrini takoder utjecu na produljeno oslobadanje lijeka, koje se o¢ituje njegovim
produljenim djelovanjem, djeluju na povecanje mukoadhezivnih svojstava i stani¢ni unos
lijeka. Klini¢ka ispitivanja pokazala su razne nove metode primjene ciklodekstrina kao §to
formiranje nanocestica na bazi ciklodekstrina koje zbog svojih svojstava sluze za stabilizaciju
proteinskih lijekova ili razvoj inovativnih sustava ubrizgavanja koja omogucuju parentalnu

primjenu.*2
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4. METODIKA

4.1. Materijali
4.1.1. Djelatna tvar — aktivni sastojak lijeka

Dasatinib (DAS) ¢ija je strukturna formula prikazana na slici 4, vrsta je oralnog
inhibitora tirozin kinaze za lijeCenje kroni¢ne mijeloi¢ne leukemije i akutne limfoblasti¢ne
leukemije s pozitivnim Philadelphia kromosomom. Na trzistu je dostupan za upotrebu u obliku
filmom obloZenih tableta i praska za oralnu suspenziju.*® Pripada drugoj skupini BCS-a.
Karakterizira ga niska topljivost u vodenom mediju i visoka propusnost kroz cijevnu
membranu. Niska topljivost u vodenom mediju ima utjecaj na apsorpciju, stoga je lijek
podloZan visokom efektu prvog prolaska lijeka zbog ¢ega primijenjena doza nije istovjetna dozi
koja dospijeva u sistemsku cirkulaciju. Njegova topljivost usko je povezana s pH vrijednosti.
Podatci raznih istrazivanja pokazuju da DAS pokazuje vecu topljivost pri pH nizem od 4.
Njegova topljivost je 205 pg mL? pri pH 4,28, dok je manja od 1 pg mL? pri pH 6,99.
Bioraspolozivost DAS-a iznosi samo 14-34 % u sisavaca zbog nepotpune apsorpcije i visokog
ucinka prvog prolaska uzrokovanog slabom topljivoséu u tankom crijevu.** Upravo niska
topljivost koja uzrokuje slabu apsorpciju, a posljedi¢no i bioraspolozivost motivacija su 0v0g
istrazivanja kojemu je cilj poboljsanje svojstava DAS-a kako bi njegov farmakoloski uc¢inak

bio $to bolji.*?

N
JfL
. N

A
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Slika 4. Strukturna formula DAS-a *°
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4.1.2. Makrocikli¢ki receptor — hidroksipropil-p-ciklodekstrin

Najvazniji ~ ciklodekstrini, modificirani reakcijama kondenzacije, su 2-
hidroksipropilirani ciklodekstrini. Medu njima, 2-hidroksipropil-p-CD (HP-B-CD) ¢ija je
strukturna formula prikazana na slici 5 najviSe je istrazena varijanta zbog svoje visoke topivosti
u vodi, niske toksi¢nosti i visokog profila kompleksiranja. Hidroksipropilirani ciklodekstrini se
sintetiziraju reakcijom kondenzacije izmedu izvornih ciklodekstrina i propilen oksida, a stupanj

42 Niska topljivost

modifikacije moze jednostavno prilagoditi omjerom reaktanata.
ciklodekstrina u vodi predstavlja veliki izazov kako za industrijsku tako i za farmaceutsku
primjenu. Za prevladavanje ove prepreke, hidroksilne skupine ciklodekstrina (sekundarne i/ili
primarne) mogu biti kemijski modificirane. Na taj nacin poboljsava se i topljivost organskih
lijekova u ciklodekstrinima, ¢ime se povecava hjihova primjenjivost. Na primjer, topljivost
ciklodekstrina u vodi raste na >1200 mg/mL (>80 puta) kada se 2-hidroksilna skupina zamijeni

s 2-hidroksipropilnom i nastaje HP-B-CD.?

Slika 5. Strukturna formula HP-B-CD
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4.1.3. Pomoc¢éne tvari

Pomoc¢na tvar je sastojak lijeka koji se uz djelatnu tvar dodaje u formulaciju za odredenu
namjenu.*” Pomoéne tvari omoguéuju da se djelatna tvar primijeni u pravom obliku, a da same
nisu aktivne.*® U tablici 3 navedene su pomoéne tvari i pripadajuéi maseni udjeli koristeni
prilikom provedbe istrazivanja.

Manitol se osim drugih primjena koristi i kao punilo za pripravu ¢vrstih dozirnih oblika
u farmaceutskoj industriji. Punila dodaju volumen formulaciji te utjecu na mehanicka svojstva
koja povecavaju fluidnost i kompresibilnost. Navedeno olaksava proizvodnju te povecava
robusnost i ujednacenost sadrzaja kona¢ne formulacije. Manitol ima povoljne fizikalno-
kemijske karakteristike kao $to su niska higroskopnost, inertnost u odnosu na djelatne tvari,
nema poznatih Stetnih uc¢inaka kod ljudi, ali ima dobru kompatibilnost i sposobnost proizvodnje
iznimno robusnih tableta.*

Hidrofobnim djelatnim tvarima niske topljivosti u vodenom mediju je potrebno brzo
raspadanje kako bi se pospjesila topljivost. Naime, poznato je da hidrofobnost ima negativan
ucinak na raspadljivost zbog losih svojstava vlazenja. U tom slucaju djelatna tvar moze ostati
neotopljena, a time i potpuno nedostupna za apsorpciju dok se tableta ne raspadne.>® Kao
sredstvo za raspadanje koriStena je natrijeva kroskarmeloza. Natrijeva kroskarmeloza je
netopljivi, hidrofilni, iznimno upijaju¢i materijal, koji rezultira izvanrednim svojstvima
bubrenja, dok mu vlaknasta priroda daje iznimnu sposobnost upijanja vode. Natrijeva
kroskarmeloza pospjesuje topljivost i razgradnju, ¢ime se povecava bioraspolozivost djelatnih
tvari.”

Veziva imaju vaznu ulogu u procesu tabletiranja lijekova. Koriste se za poboljSanje
kohezije i plasti¢nosti praSkaste smjese, ¢ime se poboljSavaju mehanicka svojstva tablete i
smanjuje se rizik od loma tablete tijekom proizvodnje.>? Kao vezivo koristen je poli(etilen-
glikol) 4000 (PEG).

Naknadno, netom prije tabletiranja, u smjesu je dodan magnezijev staerat koji sluzi kao
mazivo i dodaje se formulacijama tableta kako bi pobolj$ao protok praSaka tijekom proizvodnje
tableta. Maziva smanjuju trenje te sprjecavaju lijepljenje materijala tablete za povrsinu opreme

i smanjuju habanje opreme za tabletiranje.>
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Tablica 3. Pomo¢ne tvari kori$tene u istrazivanju s pripadaju¢im masenim udjelima

Grupa Granuliranje Tabletiranje Dobavlja¢ I'J\g?ge(%

Maaneziiey Teva Pharmaceutical

Mazivo sredstvo ) gnezly Industries (Zagreb, 1

staerat
Hrvatska)

_ _ ) VWR Chemicals 89
Punilo Manitol (Pennsylvania, SAD)

_ ) VWR Chemicals 5
Vezivo PEG 4000 (Pennsylvania, SAD)
. Teva Pharmaceutical

Natrijeva - 5

Sredstvo za raspadanje kroskarmeloza

Industries (Zagreb,
Hrvatska)

4.2.  Metodologija istrazivanja

Metodologija istrazivanja prikazana je slikama 6 i 7. U prvoj fazi istrazivanja

pripravljeni su i karakterizirani inkluzijski kompleksi DAS i HP-B-CD. Druga faza

podrazumijeva pripravu i karakterizaciju ¢vrstog oralnog dozirnog oblika, odnosno tableta s

ugradenim inkluzijskim kompleksima i granulatom pomo¢nih tvari.
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17



4.3. Mehanokemijska priprava

Za mehanokemijsku pripravu inkluzijskih kompleksa u ovom istrazivanju koristen je
planetarni kugli¢ni mlin prikazan na slici 8. Planetarni mlin sastoji se od kruznog temelja koji
pridrzava posudu za mljevenje koja se okrece oko svoje glavne osi simetrije, putanjom
ekscentri¢ne kruznice. Zbog razlika u brzinama izmedu kuglica i posude za mljevenje oslobada
se energija visokog intenziteta koja rezultira smanjenjem veli¢ine Cestica i mehanokemijsku
aktivaciju uzorka. Zbog toga se dobiva visok i vrlo uéinkovit stupanj mehanokemijske
aktivacije tretiranog uzorka.*!

Prilikom provedbe istrazivanja u posudu za mlin od cirkonijeva dioksida stavljeno je
priblizno 1 g smjese za pripravu inkluzijskih kompleksa u omjerima 1:1 i 1:2 djelatne tvari
DAS-a i makrociklickog receptora HP-B-CD. Deset kuglica cirkonijevog dioksida priblizno
istih veli¢ina takoder je dodano u posudu zajedno sa djelatnom tvari i makrociklickim
receptorom. Uzorci su stavljeni u mlin na mljevenje u trajanju od 60 minuta pri 500 okretaja u

minuti.

4

-

‘ f]
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Slika 8. Fotografija planetarnog kuglicnog mlina Pulverisette 6
(FRITSCH GmbH, Idar-Oberstein, SR Njemacka)

U tablici 4 prikazane su izvagane mase komponenata potrebnih za pripravu priblizno 1 g smjese
uzorka djelatne tvari DAS-a i HP-B-CD.

Tablica 4. Mase komponenata za pripravu uzoraka u kugli¢cnom mlinu

Uzorak m (DAS), mg m (HP-B-CD), | m (ukupno), mg | m (kuglice),
mg mg
1:1 540 510 1050 15280
1:2 340 670 1010 15390
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4.4. Metode karakterizacije mehanokemijski pripravljenih uzoraka
4.4.1. Toplinske metode analize

Metode toplinske analize definiraju se kao skupina tehnika kojima se prou¢ava odnos
svojstava uzorka i njegove temperature dok se uzorak kontrolirano grije ili hladi. Koriste za
proucavanje termickih svojstava materijala i omogucuju analizu promjena fizikalnih i

kemijskih svojstava materijala u funkciji temperature.

4.4.1.1 Diferencijalna pretrazna kalorimetrija — DSC analiza

Diferencijalna pretrazna kalorimetrija (engl. Differential Scanning Calorimetry, DSC)
je metoda kojom se odreduju toplinska svojstva testiranog uzorka, odnosno mjeri se toplina
koja je oslobodena ili utrosena zbog promjene u strukturi materijala te temperatura pri kojoj je
promjena nastala.>

U ovom istrazivanju ispitana su toplinska svojstva mehanokemijski pripravljenih
uzoraka pomocu diferencijalnog pretraznog kalorimetra Mettler Toledo 823e naslici 9. Izmedu
5110 mg uzoraka DAS-a i HP-B-CD u omjerima 1:1 i 1:2 vagano je u aluminijske posudice s
probusenim poklopcem. Mjerenja su provedena u struji dusika protoka 60 cm® min, brzinom
zagrijavanja uzorka od 10 °C min™, a uzorci su podvrgnuti jednom ciklusu zagrijavanja u
temperaturnom rasponu od 0 °C do 360 °C. Rezultati mjerenja su DSC termogrami (Slika 10)
koji prikazuju ovisnost signala proporcionalnog razlici dovedene topline izmedu ispitivanog i

referentnog uzorka o temperaturi i vremenu.

S
n
VAN

Slika 9. Fotografija diferencijalnog pretraznog kalorimetra Mettler Toledo 822e
(Mettler Toledo GmbH, Greifensee, Svicarska)
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Slika 10. Shematski prikaz opéeg DSC termograma
s pripadajuc¢im toplinskim promjenama u uzorku

DSC analiza pruza kvalitativne i kvantitativne informacije o termalnim svojstvima
¢vrstih materijala kao $to su temperatura taljenja i razgradnje, temperatura staklastog prijelaza,
entalpija taljenja i kristalizacije, specifi¢na i latentna toplina, polimorfizam i ¢isto¢a materijala.
Mjeri se toplina koja je dovedena ili oslobodena u odnosu na referentni uzorak uz linearan
porast temperature. Ispitivani i referentni uzorak u isto se vrijeme podvrgavaju ispitivanju pri
kontroliranoj temperaturi, a mjeri se diferencijalna toplina potrebna za odrzavanje uzorka na
istoj temperaturi. Primjerice, kako temperatura raste, materijal dobiva dovoljno energije i dolazi
do preraspodijele mikrostrukture, a potom do kristalizacije. Pove¢avanjem temperature sustav
dobiva dovoljnu koli¢inu energije da razmak izmedu molekula prekine potrebne
medumolekularne interakcije za drzanje molekula zajedno, sustav smanjuje svoju viskoznost i
dolazi do taljenja. Dodatak daljnje energije na vis§im temperaturama dovodi do oksidativne

razgradnje uzorka.>
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4.4.2. Difrakcijske metode analize

Difrakcijske metode analize su tehnike koje koriste fenomen difrakcije za proucavanje
strukture materijala na atomskom ili molekularnom nivou. Difrakcija je proces promjene smjera
Sirenja valova (poput svjetlosti, rendgenskih zraka, neutrona ili elektrona) kada naidu na

prepreke ili prolaze kroz otvore ¢ije su dimenzije usporedive s valnom duljinom tih valova.

4.4.2.1.Rendgenska difrakcijska analiza praha — XRPD analiza

Rendgenska difrakcijska analiza praha (engl. X-ray Powder Diffraction, XRPD)
pripravljenih uzoraka na slici 11 provedena je na uredaju Shimadzu XRD-6000 (slika 12).
Osnovni dijelovi uredaja su visokonaponski generator, Sirokofokusna rendgenska cijev s Cu-
Ko zraenjem i Ni filtrom, okomiti goniometar visoke preciznosti, grafitni monokromator,
scintilacijski detektor te racunalo sa sistemskim softverom. Rezultat analize su difraktogrami
(slika 13) koji pokazuju difrakcijske maksimume karakteristi¢ne za kristalne oblike odredene

tvari koji nisu vidljivi u slu¢aju amorfnih tvari.

Slika 11. Fotografija pripreme uzoraka za XRPD analizu
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Slika 12. Fotografija uredaja za rendgensku difrakciju XRD 600
(Shimadzu, Kyoto, Japan)

Kristalno

Intenzitet (a.u.)

_\‘__/\/K e

1 1 1 1 1 1 1
0° 5° 10° 15° 20° 25° 30° 35°
Difrakcijski kut, 20 |

Slika 13. Prikaz op¢eg XRPD difraktograma

XRPD je nedestruktivna analiticka metoda koja daje informacije o mikrostrukturi i
svojstvima uzorka, a zasniva se na mjerenju rendgenskih zraka rasprsenih na uzorku prema
funkciji kuta rasprsenja.> Metoda se primjenjuje za identifikaciju faza, kvantitativnu analizu i
odredivanje nesavrienosti strukture u obliku praha.’® Kada se kristalni uzorak ozraci
rendgenskim zrakama, one se difraktiraju u odredenim smjerovima na temelju rasporeda atoma
unutar kristalne reSetke. Mjerenjem kutova 1 intenziteta tih difraktiranih zraka, moguce je
izvesti zakljucak o kristalnoj strukturi. Za razumijevanje fenomena difrakcije rendgenskih zraka

na kristalnim ¢vrstim tijelima, osnovno je poznavanije kristalne strukture i Braggovog zakona:®’
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nd = 2d sin @ (D)

gdje je n pozitivan cijeli broj, A valna duljina upadnog rendgenskog zrac¢enja, d je udaljenost

izmedu ravnina resetke u kristalu, a 8 je Braggov kut (koji je polovica kuta rasprSenja 26).

Rendgenske zrake su visokoenergetski elektromagnetski valovi valne duljine izmedu
10% i 10 nm. Njihovo generiranje opéenito se postize uporabom zatvorenih cijevi, rotiraju¢ih
anoda ili izvora sinkrotronskog zracenja. Elektroni koji nastaju zagrijavanjem volframove niti
u vakuumu se ubrzavaju, prolaze kroz polje visokog potencijala i zatim se usmjeravaju na metu
koja zatim emitira rendgenske zrake. XRPD metode koriste samo karakteristicno zracenje S
najveéim intenzitetom, K, zracenje, i pritom se nastoji ukloniti vecinu preostalog zracenja
koristenjem odgovarajucih filtera ili monokromatora. Goniometar je sredi$nji dio
difraktometara koji omogucuje pomicanje izvora rendgenskih zraka, uzorka ili detektora ovisno
o nihovom polozaju. Dvije glavne osnovne izvedbe goniometra su: g/q goniometri, gdje je
uzorak fiksiran dok se izvor zraka i detektor pomicu i g/2g goniometri u kojima je izvor zraka
u fiksnom polozaju dok se uzorak i detektor pomicu. Detektori se koriste za detekciju intenziteta
difraktirane zrake, a njihov princip rada temelji se na pretvorbi sudara fotona rendgenskih zraka

u drugi signal koji se moZe analizirati.*®
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4.4.3. Spektroskopske metode analize

Spektrometrija ili spektroskopske metode (engl. spectrometry), analiticke su tehnike
koje pruzaju informacije o kemijskome sastavu i strukturi tvari na temelju odjeljivanja,
otkrivanja i mjerenja energetskih promjena u atomskim jezgrama, atomskom elektronskom
omotacu ili u molekulama nakon njihove interakcije s Cesticama, toplinskom ili elektri¢nom

energijom te elektromagnetskim zra¢enjem.>®

4.4.3.1.Infracrvena spektroskopija s Fourierovim transformacijama — FTIR analiza
Infracrvena spektroskopija s Fourierovim transformacijama (engl. Fourier Transform
Infrared Spectroscopy, FTIR) je instrumentalna metoda za detekciju, odnosno identifikaciju
funkcionalnih skupina prisutnih u molekuli. Ova vrsta spektroskopije podrazumijeva podrucje
spektra elektromagnetskog zracenja u rasponu od 2,5-15,0 mm. FTIR spektar predstavlja
snimku apsorbiranog svjetla u funkciji valne duljine. Svjetlost se apsorbira samo ako se njezina
frekvencija podudara s frekvencijom vibracija veze u molekuli. Dakle, frekvencije radijacije i
vibracije moraju biti iste da dode do apsorpcije. Na apsorpcijski polozaj utjecu sljedeci faktori:
jacina veze koja se odreduje iz energije disocijacije, masa atoma u vezi i vrsta vibracije. FTIR
spektar (slika 14) prikazuje karakteristicne vrpce funkcionalnih skupina u to¢no unaprijed
definiranim podru¢jima valnih brojeva, prilikom &ega je na apscisi valni broj (cm™), a na

ordinati apsorbancija (%).%°

=0 cC  CO0
C=N CN CX
| C=C |
]nn T T T T T T T
4000 3000 2500 2000 1500 1000 500

Slika 14. Primjer FTIR spektra
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U okviru ovog istrazivanja, FTIR spektroskopija koristena je za analizu potencijalnog
nastanka novih interakcija medu molekulama, npr. vodikovih veza. U slucaju nastanka novih
interakcija, do¢i ¢e do pomaka apsorpcijskih vrpci specifi¢nih za funkcionalne skupine koje
sudjeluju u toj interakciji. FTIR spektri ¢istih komponenti i uzoraka u omjerima DAS i HP-f-
CD 1:1 i 1:2 snimljeni su ATR-FTIR Bruker Vertex 70 spektrofotometrom opremljenim
platinskim detektorom (Bruker, Billerica, SAD) (slika 15) u rasponu valnih brojeva od 500 do

4500 cm™* uz spektralnu rezoluciju 2 cm™,

Slika 15. Fotografija FTIR spektrometra Vartex 70 s platinastim detektorom
(Bruker, Billerica, SAD)

4.4.3.2.Nuklearna magnetska rezonancija

Metoda na kojoj se temelje danasnji instrumenti za nuklearnu magnetsku rezonanciju
(engl. Nuclear Magnetic Resonance, NMR) je metoda nuklearne indukcije, odnosno pracenja
tzv. relaksacijskog efekta na osnovi emitirane energije. Za ovu metodu dovoljna je koli¢ina
uzorka od nekoliko miligrama. Radi se o tzv. FT NMR metodi, pri kojoj se jezgra pobuduje
radiofrekventnim pulsiranjem, apsorbira frekvenciju te dolazi do rezonancije. Nakon toga
jezgra se relaksira, odnosno vraca se u nizi energetski nivo, a mjeri se upravo taj fenomen
koriste¢i Fourierovu transformaciju kao matematicku podlogu. Pomocu Fourierove
transformacije, signal se prevodi iz vremenske domene u frekvencijsku domenu.
Radiofrekventni puls, koji obuhvaca Sirok spektar frekvencija, pobuduje ne samo jednu jezgru
ve¢ sve jezgre istovremeno koje rezoniraju u tom podrucju. Odredena rezonancija odgovara
specificnom energetskom nivou jezgre, a svaka jezgra, ovisno 0 svojoj kemijskoj okolini, ima
razli¢itu energiju rezonancije. Kao rezultat, pojavljuju se signali razli¢itih frekvencija. H i 13C
NMR spektri mjere se u otapalima bez vodika ili u otapalima gdje je vodik u obliku koji se ne
registrira. Takva otapala su: CCls, CDCls, D20, CsDs, DMSO-d6. Prilikom snimanja NMR

spektara ne trosi se uzorak, ve¢ se samo otapa. Nakon snimanja otapalo se moze upariti i
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ponovno se moze dobiti vrijedna koli¢ina uzorka. Integral povrSine signala u protonskom

spektru proporcionalan je broju protona.®

Slika 16. Fotografija NMR spektrometra Bruker Avance 600
(Bruker, Billerica, SAD)

U ovom istrazivanju snimani su protonski, odnosno *H NMR spektri. Za snimanje
spektara koristeni su spektrometri Bruker Avance od 600 i 300 MHz. Spojevi analizirani NMR
tehnikama otopljeni su u deuteriranoj vodi. Kao standard koriSten je tetrametilsilan (TMS).
Kemijski pomaci izrazeni su u jedinicama ppm (dijelovi na milijun).

Prvo je pokusano otapanje 10 mg uzorka u 600 puL deuterirane vode, medutim nije bilo
moguce u potpunosti otopiti uzorak te su primijec¢eni samo signali HP-3-CD i mali dio signala
DAS-a zbog slabe topljivosti u vodi. Sli¢nu problematiku opisuju T. K. Spehar i sur. s djelatnom
tvari prazikvantel. Po uzoru na objavljenu proceduru pripremljen je uzorak koncentracije ¢ =

3,52 mM te je 600 pL otopine koristeno za snimanje NMR spektara.®!
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4.5.  In-situ granuliranje taljenjem u fluidiziranom sloju

Granuliranje se tumaci kao proces okrupnjavanja u kojem je rast primarnih Cestica
potaknut nepravilnim stohastickim kretanjem praskaste tvari. Svrstava se u procese fizicke
pretvorbe tvari. Granuliranjem je moguce dizajnirati sustav Cestica i pripraviti formulaciju
zeljenih primjenskih svojstava. Propusnost, tecivost, poroznost, nasipna gustoca, tvrdoca,
topljivost, trosivost, moguénost kompaktiranja, pogodnost pri rukovanju, ujednacenost sadrzaja
samo su neka od svojstava sustava Cestica koje je moguce poboljsati i kontrolirati
granuliranjem. Ulazni procesni tok sastoji se od praskaste tvari koju treba okrupniti i veziva
¢ija je uloga osigurati neophodna kapljevita premostenja izmedu sudarajucih Cestica. U
izlaznom procesnom toku nalaze se granule Zeljenih svojstava i, nerijetko, neokrupnjeni
materijal. Ovisno o principu mijeSanja razlikuju se: granuliranje prevrtanjem, smic¢no
granuliranje i granuliranje u fluidiziranom sloju. Prema vrsti i na¢inu dodavanja veziva postoje:
mokro granuliranje, suho granuliranje i granuliranje taljenjem.%2

Proizvodnja ¢vrstih dozirnih oblika kao Sto su tablete i kapsule obi¢no zahtijeva
granulaciju kako bi se poboljsala protoc¢nost, kompresibilnost i kompaktibilnost smjese
pomo¢nih tvari i djelatne tvari. Granuliranje taljenjem temelji se na primjeni polimernog veziva
niskog talista. Za razliku od mokrog granuliranja, granuliranje taljenjem ne zahtijeva upotrebu
s ekonomske i ekoloske strane. Stovise, odabirom prikladnog veziva, ova tehnika moze se
primijeniti za pripremu dozirnih oblika s produljenim ili trenutnim oslobadanjem, a takoder i
poboljsati bioraspolozivost slabo topljivih lijekova i maskirati okus.®? Granuliranje taljenjem u
fluidiziranom sloju moze se provesti pomocu rasprSivanja otopljenog veziva na fluidizirane
Cvrste Cestice (spray-on postupak) ili dodavanjem diskretnih Cestica veziva (in situ) (slika 17),
koje se fluidiziraju zajedno s drugim pomo¢nim tvarima i ¢esticama djelatne tvari i prelaze u
kapljevito stanje s porastom temperature zraka.®® Granuliranje taljenjem ima nekoliko prednosti
u odnosu na konvencionalne metode. Kao $to je iznad navedeno, proces ne ukljucuje upotrebu
otapala, ¢ime su izbjegnuti problemi povezani s hidrolizom tijekom procesa i uklanjanjem vode
zagrijavanjem kada se koriste vodene granulacijske tekué¢ine. Takoder, proces je jednostavan i
brz i moze se provesti u jednom koraku, za razliku od konvencionalne mokre granulacije pri
kojoj je potrebno prenijeti materijal iz granulatora do opreme za susenje. U tom koraku moze
do¢i do problema povezanih s gubitcima pri prijenosu, kontaminacijom opreme, duljom
obradom i pove¢anom razinom prasine. Kada je rije¢ o prirodi proizvoda, valja spomenuti jo§
neke prednosti kao $to su odsutnost dodatne tekuc¢ine zbog koje se dobiva povoljniji omjer

vezivo/supstrat te takoder moZe rezultirati veéom gusto¢om granula i Smanjenom poroznosti.®*
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U ovom istrazivanju provodi se in-situ granuliranje taljenjem u fluidiziranom sloju
pomocu procesne jedinice prikazane na slici 19. Kao vezivo koristen je PEG 4 kDa u rasponu
veliCina Cestica 90-125 um. Kada taljenjem nastanu kapljice upravo te veli¢ine, pomocu njih
¢e do¢i do stvaranja granula ¢ije dimenzije odgovaraju dimenzijama Cestica ostalih komponenti.
PEG i tvari koje se nastoje okrupniti dodane su izravno u procesni prostor granulatora na slici
18. Sve tvari navedene u tablici 3 dodane su u granulator pri sobnoj temperaturi. Dodano je 300
g tvari jer je pri toj masi osigurana uspjeSna fluidizacija. S donje strane uredaja upuhuje se
komprimirani zrak zagrijan na 90 °C kako bi se osiguralo postizanje temperature taliSta PEG-a
koja iznosi 63 °C. Zagrijavanjem mase na temperaturu talista karakteristicnu za koristeno
vezivo omogucuje se nastanak kapljevitih premoStenja koja su neophodna za rast Cestica.
Nakon toga, sustav se hladi na temperaturu o¢vr§¢ivanja kapljevitih premostenja veziva, tj.
nastajanja granula.

M,

M,

Slika 17. Shematski prikaz procesne tehnologije granuliranja

Dobiveni granulat (slika 18) prosijan je mehani¢kim sitima, a koriSten je uzorak 200-

500 um koji je pogodan za uspjesno tabletiranje Sto je pokazano u istrazivanju koje su provodili
K. Soka¢ i sur.®®
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Slika 19. Fotografija granulatora s fluidiziranim slojem Uni-Glatt
(Glatt GmbH, Binzen, SR Njemacka)
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4.6. Tabletiranje

Granulat i mehanokemijski pripravljeni uzorci s masenim udjelima prikazanim u tablici

5 fizikalno su pomijeSani do postizanja homogenosti. Tako se osigurava mjeSavina za

tabletiranje koja sadrzava 20 % DAS-a. MjeSavina je tabletirana na uredaju prikazanom na slici

20, a procesni uvjeti dani su u tablici 6 Prije tabletiranja u pripremljeni granulat dodaje se 0,1

g mazivog sredstva magnezijevog stearat koji sprjecava lijepljenje mjeSavine za dijelove

tabletirke. U postupku tabletiranja koristi se okrugla matrica promjera 8 mm, a ciljana masa

tableta iznosi 200 mg. Na slici 21 prikazane su dobivene tablete.

Tablica 5. Sastav tableta

Uzorak Komponente Masa (mg) Maseni udio, %
DAS 40 20
DAS:HP-B-CD 1:1 HP-B-CD 40 20
Granulat + Mg stearat 120 60
DAS 40 20
DAS:HP-B-CD 1:2 HP-B-CD 80 40
Granulat + Mg stearat 80 40

Slika 20. Fotografija uredaja za tabletiranje TDP-5T

(Zhejiang Wisley Machinery Co. Ltd. Zhejiang, Ruian, NR Kina)
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Tablica 6. Procesni karakteristike/uvjeti tabletiranja

Maksimalni pritisak, KN 50
Maksimalni promjer tableta, mm 20
Maksimalna dubina punjenja, mm 18
Kapacitet, tableta/h 4500
Snaga motora, kKW 0,47

Slika 21. Fotografija pripravljenih uzoraka tableta

31




4.7.  Metode karakterizacije tableta
4.7.1. Ispitivanje ujednacenosti masa tableta

Masa tableta od 200 mg odredena je prema dimenzijama matrice i volumenu punjenja.
Ujednacenost mase testirana je na 10 uzoraka tableta DAS:HP-B-CD 1:1 i 10 uzoraka tableta
DAS:HP-B-CD 1:2 vaganjem na analitickoj vagi KERN ALJ 220-4NM (slika 22).

Slika 22. Fotografija analiticke vage KERN ALJ 220-4NM
(KERN, Balingen, Savezna Republika Njemacka)

4.7.2. Ispitivanje sadrZaja djelatne tvari u tabletama

Sadrzaj djelatne tvari odreduje se kako bi se ispitao sastav tableta, odnosno kako bi se
provjerilo sadrzi li tableta u svom sastavu zaista 40 mg djelatne tvari. Na slici 23 prikazan je
spektrofotometar UV-1280 (Shimadzu, Kyoto, Japan) na kojem je provedeno testiranje.
Ultraljubicasta/vidljiva spektroskopija (eng. UV/Vis spectroscopy) bavi se interakcijama
izmedu elektromagnetskog zracenja u ultraljubi¢astom/vidljivom podru¢ju i tvari. UV/Vis
spektroskopija povezana je s pobudivanjem najudaljenijih elektrona atoma, koji su ukljuceni u
formiranje molekula. Spektroskopskim metodama mijeri se kolic¢ina svjetlosti koju je mjereni
uzorak apsorbirao. Ultraljubicasto podrucje pokriva podrucje elektromagnetskog spektra od
otprilike 10 do 380 nm. Obi¢no se dijeli na tri glavne podskupine, koje su: UVA u 320-380 nm,
UVB u 280-320 nm i UVC u 100-280 nm. Vidljivo podrucje obuhvaéa spektralni raspon 380-
750 nm.%

Ispitivanje je provedeno na 10 uzoraka tableta DAS:HP-B-CD 1:1 i 10 uzoraka tableta
DAS:HP-B-CD 2:1. Mjerenja su provedena pri 4=322 nm. Temeljna standardna otopina

pripravljena je otapanjem 5,0 mg djelatne tvari u 50 mL metanola. Radne standardne otopine
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koncentracija 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50 mg L pripravljene su radi odredivanja umjernog

pravca na osnovu kojeg je odredena koncentracija djelatne tvari U uzorcima tableta.

Slika 23. Fotografija spektrofotometra UV-1280
(Shimadzu, Kyoto, Japan
Prije provedbe testiranja sadrzaja tablete su usitnjene u tarioniku, a potom kvantitativno
prenesene u volumetrijsku tikvicu od 50 mL uz nadopunu metanola do 2/3 volumena tikvice.
Uzorci su potom premjesteni u ultrazvuénu kupelj na 60 minuta do potpunog otapanja djelatne
tvari. Tikvice su potom do oznake napunjene metanolom, a sadrzaj je filtriran PTFE
membranskim filterom s promjerom pora 0,45 pm. 0,5 mL svakog uzorka zatim je razrijedeno

10 puta do koncentracije 40 mg L.

4.7.3. Ispitivanje oslobadanja dasatiniba iz tableta — in vitro testovi otapanja

Farmakokineti¢ko djelovanje DAS-a varira prema razini izlozenosti pacijenta. Pacijenti
mogu biti izlozeni riziku od terapijski relevantne toksi¢nosti zbog visoke razine izlozenosti, dok
se kod drugih javlja suboptimalna uc¢inkovitost proizasla iz niske razine izloZenosti. 1z tog
razloga je profil oslobadnja djelatne tvari koji daje podatke o promjena koncentracije otopljene
tvari u vremenu od iznimne vaznosti.®’

Primjena in vitro testa ispitivanja oslobadanja djelatne tvari predvida in vivo
bioraspolozivost lijeka. Ovim testom moguce je ispitati otapanje razli¢itih oblika doziranja
poput onih s odgodenim oslobadanjem, trenuta¢nim oslobadanjem, produljenim oslobadanjem,
zatim prasaka, tableta za Zvakanje, transdermalnih sustava za primjenu, mekih Zzelatinskih
kapsula, guma za zvakanje, supozitorija, aerosola i drugih polukrutina. Moguce je odrediti stopu
otapanja (eng. Dissolution rate) koja se definira kao kolic¢ina lijeka koja ulazi u otopinu u
jedinici vremena pri konstantnim uvjetima sucelja kapljevina/krutina, temperature i sastava

otapala. Moze se smatrati specificnom vrstom heterogenih reakcija u kojoj je prijenos mase
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rezultat u¢inka izmedu otapanja i taloZzenja molekula otopljene tvari na ¢vrstoj povrSini.
Otapanje je proces u kojem se ¢vrsta tvar otapa u odredenom otapalu, tj. masa prelazi iz ¢vrste
u kapljevitu fazu.®®

Ispitivanje oslobadanja DAS-a provedeno je in vitro testom otapanja, sluzbenim testom
za procjenu oslobadanja lijeka u formi krutih ili polukrutih dozirnih oblika. Koristen je uredaj
za ispitivanje oslobadanja djelatne tvari RC-6D (Zhengzhou Nanbei Instrument, Henan, NR
Kina) prikazan na slici 24.

Uvjeti ispitivanja odabrani su na temelju preporuka Ameri¢ke agencije za hranu i
lijekove (FDA). Testiranje je provedeno prema metodi USP Apparatus Il Padle. Kao medij koji
oponasa fizioloSke uvjete koristeno je 1000 mL acetatnog pufera (NaAc + HAc) pri pH=4,0 uz
dodatak 1% Triton X-100. Otapanje je provedeno pri kontroliranoj temperaturi 37°C + 0,5 °C,
a brzina okretaja mijesala postavljena je na 60 o/min. Testiranje je trajalo 120 minuta, a uzorci
od 5 mL prikupljeni suu 1., 5., 10., 15., 20., 30., 45., 60., 75., 105., i 120. minuti. Uzorci su
filtrirani kroz PTFE membranski filter s promjerom pora 0,45 um, a koncentracija DAS-a u
uzorcima potom je odredena UV/Vis spektrofotometrijom.

Koristenje acetatnog pufera (pH = 4,0) simulira duodenalni fluid. DAS kao slabu bazu
s topljivoséu ovisnom o pH karakterizira veca topljivost u kiseloj sredini Zeluca, ali manja
topljivost u podruéju tankog crijeva. Na prijelazu iz Zeluca u tanko crijevo tezi prezasi¢enju i/ili

talozenju.®

Slika 24. Fotografija uredaja za odredivanje profila oslobadanja djelatne tvari RC-6D
(Zhengzhou Nanbei Instruments, Zhengzhou, NR Kina)
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4.7.4. Matematicki opis oslobadanja dasatiniba iz tableta

Matematicko modeliranje ostvarilo je znacajan napredak u razvoju podrucja isporuke
dozirnih oblik s kontroliranim oslobadanjem. Oslobadanje lijeka vazno je terapijsko svojstvo
koje prikazuje stupanj opsega aktivne bioraspoloZivosti. Obrasci oslobadanja mogu se opisati
kinetikama nultog i prvog reda, a postoje i primjeri u kojima se pocetna doza oslobada brzo, a
zatim slijedi oslobadanje kontinuirane komponente nultog ili prvog reda. Dobro definirano
kinetika oslobadanja lijeka moZe osigurati odrzavanje ucinkovite razine koncentracije lijeka.
Matematicki modeli omogucuju farmaceutima i inZenjerima jednostavnije dizajniranje sustava
kontrolirane isporuke lijekova. Takoder, vazan su alat za dizajniranje farmaceutskih
formulacija, procjenu procesa oslobadanja lijeka in vitro i in vivo i opcenito optimalan dizajn
za nove sustave. Koristenje in vitro podataka o otapanju lijeka pozeljno je za predvidanje in
vivo bioraspolozivosti dozirnog oblika. Matemati¢ke jednadzbe omoguéuju kvantitativnu
interpretaciju vrijednosti dobivenih provedbom testova otapanja ili ispitivanjem oslobadanja
lijeka. Kvalitativne i kvantitativne promjene u sustavu mogu promijeniti nac¢in oslobadanje
lijeka i in vivo uéinak, stoga je pozeljan razvoj alata koji olak$avaju razvoj proizvoda i Smanjuju
potrebu za provedbom kompleksnih bioloskih ispitivanja. Matematic¢ki modeli su jednadZbe
temeljene na razliCitim matematiCkim funkcijama. Nakon S$to je odgovarajuc¢a funkcija
postavljena, profili oslobadanja procjenjuju se ovisno o0 parametrima izvedenog modela.
Razumijevanje jednadZzbi vazno je za uspjeSno predvidanje bitnih ¢cimbenika koji mogu utjecati
na brzinu oslobadanja i uvjeta pri kojima oslobadanje moze varirati i utjecati na u¢inkovitost ili
terapijski rezim pacijenata. Jednadzba mora imati sposobnost transformacije krivulje
oslobadanja u funkciji nekog drugog parametra koji se odnosi na oblik doziranja. Stoga su
modeli koriSteni uglavnom za predvidanje oslobadanja inkapsulirane molekule u funkciji
vremena. Kada su analiti¢ka rjeSenja eksplicitna, moguce je povezati zavisne i1 nezavisne
varijable. Medutim, ova ovisnost nije ocita u slu¢aju implicitnih analitikih rjeSenja. Fizicki

.....

za skupove jednadzbi. Razumijevanje ucinka odredenih nezavisnih varijabli na odredenim
ovisnim varijablama mnogo je lakse u usporedbi s numeri¢kim rjesenjima.’®"

Glavni kineticki modeli koji opisuju oslobadanje dozirnih oblika navedeni su u tablici
7. U njih ubrajamo model kinetike nultog reda, model kinetike prvog reda, Higuchi model,

Weibull model, Korsmeyer—Peppas model i Peppas-Sahlin model.
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Tablica 7. Matematicki modeli za opis oslobadanja djelatnih tvari

Model Matematicki zapis Parametri Vrsta modela

Model kinetike M, = My + Myt Ko, % mint empirijski
nultog reda
Model kinetike _ O il L
prvog reda InM; =1InM, + Kyt Ky, % min empirijski
Higuchi model M, = My + Kyt1/? Kn, % min©° empirijski
; M, —(tﬁ) a, — L
Weibull model —=1- — ; empirijski
=1 - e “ pr
Korsmeyer-Peppas My M, n Kke, % min™ L
model M. M. + Kkpt N — poluempirijski
. Ki, % min™
Peppas-Sahlin L om o7 i 2m o
model M Kit™ + Kyt Ko, rf;nlln poluempirijski

Za kinetiku nultog reda, oslobadanje djelatne tvari je funkcija samo vremena i proces se
odvija konstantnom brzinom neovisno o koncentraciji djelatne tvari. Parametar Ko je konstanta
prividne brzine otapanja. Kako je jednadzba modela linearna, Ko odgovara nagibu pravca. Ovaj
model prikladan je za produljeno oslobadanje lijeka.

Higuchi je objavio vjerojatno najpoznatiju i najéesce koristenu matemati¢ku jednadzbu
za opisivanje brzine oslobadanja lijekova iz matri¢nih sustava. Matematicki odnosi koje je
razvio povezani su s aktivnim Cesticama rasprSenim u homogenim matricama podvrgnutim
difuziraju¢em mediju. Ky je Higuchijeva konstanta oslobadanja. Higuchijev model omogucio
je razvoj razli¢itih matematickih pristupa koji su bili vazni za klasifikaciju moguéeg profila

oslobadanja djelatnih tvari iz dozirnih oblika. Postoje pretpostavke koje treba slijediti

koristenjem Higuchijevog modela:

(1) Matrica sadrzi pocetnu koncentraciju lijeka mnogo vecu od topljivosti lijeka;

(2) Difuzija je jednosmjerna jer su rubni efekti zanemarivi,

(3) Debljina dozirnog oblika mnogo je veca od veli¢ine molekula lijeka;

(4) Bubrenje ili otapanje matrice je zanemarivo;

(5) Difuznost lijeka je konstantna i

(6) Postignuti su specifi¢ni uvjeti tijekom ispitivanja oslobadanja lijeka prilikom kojih je

koncentracija oslobodene tvari u otopini dovoljno niska da ne utjeCe na brzinu daljnjeg

oslobadanja tvari iz ¢vrstog dozirnog oblika.
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Weibullov model je empirijski. Parametar skale («) definira vremensku skalu procesa.
Parametar oblika () karakterizira vrstu krivulje:
(1) p=1 (eksponencijalno);
(2) p>~1 (sigmoid, s uzlaznom zakrivljeno$¢u omedenom tockom infleksije) i
(3) <1 (paraboli¢no, prikazuje veliki pocetni nagib i dosljedan eksponencijalni karakter).

Ovaj model smatra se korisnijim za usporedbu profila oslobadanja lijeka kod matri¢nih
sustava. Premda se radi o empirijskom modelu bez kineti¢ke osnove, on je deskriptivan i iz
njega se ne mogu dobiti zakljucci o Kinetici otapanja lijeka.

Korsmeyer-Peppas model je opseznija poluempirijska jednadzba za opisivanje
oslobadanja lijeka iz polimernih sustava. Kkp je konstanta ugradnje strukturnih modifikacija i
geometrijskih karakteristika sustava (takoder se smatra konstantom brzine oslobadanja), a n je
eksponent oslobadanja (povezano s mehanizmom oslobadanja lijeka) u funkciji vremena. Ovaj
model, kao i ostali modeli zakona snage, koristan je za proucavanje oslobadanja lijeka iz
polimernih sustava kada mehanizam oslobadanja nije poznat ili kada je uklju¢eno vise od jedne
vrste fenomena oslobadanja. Ovisno o vrijednosti n moguce je uspostaviti klasifikaciju prema
vrsti promatranog ponaSanja:

— modeli koji prate Fickov zakon (slucaj I)
— modeli koji ne prate Fickov zakon (slucaj 11, anomalni slu¢aj i super slucaj II)

U modelu koji prati Fickov zakon, parametar n iznosi 0,5 i oslobadanje lijeka je
regulirano difuzijom. Brzina transporta otapala ili difuzije mnogo je veca od procesa relaksacije
polimernog lanca. Kinetiku ovog fenomena karakterizira difuzivnost. Kada je n = 1, model ne
prati Fickov zakon (slucaj II), stopa Oslobadanja lijeka odgovara kinetici nultog reda, a
mehanizam koji pokre¢e oslobadanje je bubrenje ili relaksacija polimernih lanaca. Ovo je jo$
jedan ekstremni tip ponasanja. Stovise, kada je 0,5 < n < 1, model ne prati Fickov zakon ili
anomalni slucaj, i mehanizmom oslobadanja lijeka upravljaju difuzija i bubrenje. Polako dolazi
do preuredivanja polimernih lanaca i proces difuzije istovremeno uzrokuje vremenski ovisne
anomalne u¢inke. Kona¢no, model super slucaj Il karakteriziran je kada je n > 1, predstavljajuci
ekstremni oblik prijenosa. Tijekom procesa sorpcije dolazi do napetosti i lomljenja polimera.

Peppas-Sahlin model kinetike oslobadanja posljedica je indikacije da je moguce
izraCunati dva mehanizma doprinosa (difuzijski 1 relaksacijski) u procesu oslobadanja lijeka.
K1, K2 i m su konstante. K; predstavlja Fickov difuzijski doprinos, F, dok K> predstavlja
relaksacijski slucaj. Koeficijent m je Fickov eksponent difuzije za bilo koji sustav koji pokazuje

kontrolirano oslobadanje.’

37



S. REZULTATI | RASPRAVA

5.1. Rezultati karakterizacije inkluzijskih kompleksa
5.1.1. Podatci DSC analize

Na slici 25 prikazan je DSC termogram ishodnog DAS-a, HP-B-CD-a te pripravljenih
inkluzijskih kompleksa DAS:HP-B-CD 1:1 i DAS:HP-B-CD 1:2. Termogram ishodnog DAS-a
pokazuje sirok endotermni prijelaz u temperaturnom rasponu 90 °C do 130 °C, a odgovara
oslobadanju vode koja se nalazila unutar kristalne reSetke DAS-a koji je dostupan u obliku
monohidrata. Uzak endotermni prijelaz u podru¢ju 287 - 292 °C s o$trim maksimumom pri 287
°C odgovara taljenju DAS te ukazuje na visoku ¢isto¢u uzorka djelatne tvari. Endotermni
prijelaz taljenja karakteristiCan je za kristalne strukture. Rezultati su u skladu s rezultatima
pronadenim u literaturi.’

Termogrami HP-B-CD-a i DAS:HP-B-CD 1:1 i 1:2 pri 80 °C prikazuju prijelaze koji
odgovaraju oslobadanju vode iz uzoraka. Analizom termograma HP-B-CD-a pri 230 °C moze
se uociti karakteristiCan staklasti prijelaz koji se ocituje promjenom bazne linije, a
karakteristi¢an je za amorfne strukture.

Kod uzoraka DAS:HP-B-CD 1:1 i 1:2 nije uocen prijelaz koji odgovara taljenju, stoga
takvo svojstvo ukazuje na amorfizaciju uzoraka uslijed mehanokemijske aktivacije u
planetarnom kugliénom mlinu. Na termogramima inkluzijskih kompleksa DAS:HP-3-CD 1:1 i
1:2 moguce je uoditi egzotermne prijelaze koji odgovaraju hladnoj kristalizaciji. Hladna
kristalizacija je proces kristalizacije koji se odvija prilikom zagrijavanja, a karakteristi¢na je za
amorfne tvari. Prilikom procesa mljevenja u mlinu oslobada se odredena koli¢ina toplinske
energije, ponovnim zagrijavanjem uzorka prilikom DSC analize dolazi do preraspodjele unutar
strukture i pojave hladne kristalizacije. Pri temperaturama vi$im od 325 °C u termogramima

DAS:HP-B-CD 1:1i 1:2 uoceni su prijelazi koji ukazuju na toplinsku degradaciju uzorka.
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Slika 25. DSC termogrami ishodnog DAS-a, HP-B-CD-a te pripravljenih inkluzijskih
kompleksa u omjerima 1:11i 1:2

Koristenjem standardnih entalpija taljenja moguée je izraCunati relativni stupanj

kristalnosti djelatne tvari u inkluzijskom kompleksu.
Izradun relativnog stupnja kristalnosti RDC iz standardne entalpije taljenja h':

e Uzorak DAS:HP-B-CD 1:1
hf (DAS) =-95,16 J g™
hf (DAS:HP-B-CD 1:1)eksp. = -26,80 J g
RDCreor. = 50 %
RDCeksp. = ?
hf (DAS:HP-B-CD 1:1)teor, =?
hf (DAS) : 100 % = hf (DAS:HP-B-CD 1:1)teor. : 50 %

. hf 0. (— -
hf (DASHP-B-CD 1:1)teor. — RDCteor. * h'(DAS)190 % — 50 % - (—95,16)] g~ ! =_4758] g—l

RDCteor. 100 %

hf (DAS:HP-B-CD 1:1)teor : 50 % = h' (DAS:HP-B-CD 1:1)eksp. : RDCeksp.

RDCteor, * hf(DAS:HP—B—CD 1:1)exsp. _ 50 % (—26,80) ] g
RDCeksp,: b=

= 0,
hf(DAS:HP_B_CD 1:1teor. (-47,58)J g1 28’16 %o
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e Uzorak DAS:HP-B-CD 1:2
hf (DAS) =-95,16 J g™
hf (DAS:HP-B-CD 1:2)eksp. = -23,30 Jg'*
RDCreor. = 33,3 %
hf (DAS): 100 % = hf (DAS:HP-B-CD 1:2)teor. : 33,3 %
h' (DAS:HP-B-CD 1:2)teor, = -31,69 J g
hf (DAS:HP-B-CD 1:2)teor. : 33,3 % = h" (DAS:HP-B-CD 1:2)eksp. : RDCeksp.
RDCeksp. = 24,48 %

Clan hf (DAS) predstavlja standardnu entalpiju taljenja uzorka koji sadrzava 100 % DAS-a, a

hf (DAS:HP-B-CD 1:1) i h' (DAS:HP-B-CD 1:2) su standardne entalpije taljenja DAS-a u

inkluzijskim kompleksima razli¢itog omjera DAS-a i derivata -ciklodekstrina.
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5.1.2. Podatci XRPD analize

Difraktogrami su poput otiska prsta, za svaku tvar su specifi¢ni, a njihovom analizom
mozemo okarakterizirati tvari prema fazi u kojoj se nalaze. Na slici 26 prikazan je difraktogram
ishodnog DAS-a, HP-B-CD-a te pripravljenih inkluzijskih kompleksa u omjerima 1:1 i 1:2.
Difraktogram ishodnog DAS-a identificira njegovu kristalnu strukturu s karakteristiénim o$trim
difrakcijskim maksimumima pri vrijednosti kuta difrakcije 26 pri 9,2 °, 11,2 °, 13,8 °, 15,2 °,
17,9 °, 19,5 °, 23,1 °i 28,0 °. Difraktogrami HP-B-CD-a i kompleksa DAS:HP-B-CD 1:1i 1:2
ne pokazuju karakteristicne difrakcijske maksimume S§to potvrduje uspjeSnu amorfizaciju
djelatne tvari u prisustvu HP-B-CD-a koji je ishodno amorfne strukture. Navedeno je u skladu

s rezultatima DSC analize.

DAS:HP-B-CD 1:2

ki L
U i

el
T

DAS:HP-B-CD 1:1

Intenzitet, a. u.

DAS

I T I L) I T l T
10 20 30 40 50

26(Cu-K ),°

Slika 26. XRD difraktogram ishodnog DAS-a, HP-B-CD-a te pripravljenih inkluzijskih
kompleksa u omjerima 1:11 1:2
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5.1.3. Podatci FTIR analize

FTIR analiza koristena je za detekciju potencijalnih interakcija izmedu djelatne tvari i
makrocikli¢kog receptora ciklodekstrina. Ako su tijekom priprave inkluzijskih kompleksa
nastale interakcije izmedu pojedinih komponenti, FTIR analizom bi se mogla vidjeti odredena
podudarnost spektara inkluzijskog kompleksa i ishodnog ciklodekstrina jer se u ovom slucaju
o¢ekuju interakcije unutar Supljine ciklodekstrina. | lijek i makrocikli¢ki receptor sadrze
specifi¢ne funkcionalne skupine u svojim molekularnim strukturama, izmedu kojih moze do¢i
do nastajanja vodikovih veza, ali i drugih interakcija kao $to su Wan der Waalsove sile, ¢ime

je moguce povecati topljivost lijeka.

DAS:HP-B-CD 1:2

DAS:HP-B-CD 1:1

gLt

s}
g
5
o]
—
2 |HP--CD
aQ
<X

L\—/\k

. 1 Y I ° I .3 I
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Valni broj, cm™!

Slika 27. FTIR spektri ishodnog DAS-a, HP-B-CD-a te pripravljenih inkluzijskih kompleksa
uomjerimal:1i1:2

Slika 27 prikazuje karakteristicne apsorpcijske vrpce rastezanja i savijanja veza u
funkcionalnim skupinama koje su prisutne u ishodnim komponentama i pripravljenim
kompleksima. U FTIR spektru DAS-a primijecene su karakteristicne apsorpcijske vrpce,
osobito istezanje N-H skupine na 3456 cm ™ i rastezanje —OH skupine na 3203 cm ™. Vidljiva
je i apsorpcijska vrpca na 1609 cm™ koja odgovara istezanju karbonilne skupine u amidnoj
vezi i dvije apsorpcijske vrpce na 2945 i 2930 cm™! zbog istezanja C-H istezanja metilenske i
alkilne skupine. Istodobno, vrpce na 1583, 1498 i 1417 cm™! odgovaraju istezanju C-C veze

42



aromatskog prstena. Dobiveni rezultati usporedivi su s rezultatima prethodnog istrazivanja koje
su provodili A. Cutrignelli i sur.”

U spektru HP-B-CD-a vidljive su istaknute apsorpcijske vrpce istezanja —OH skupine
na 3350 cm™, rastezanja C—H veze na 2929 cm?, savijanja H-O-H veze na 1645 cm™,
rastezanja C—O veze pri 1157 cm™ i istezanja C-O—C veze na 1023 cm. Dobiveni rezultati
bliski su rezultatima dobivenim u istrazivanju koje su provodili D. Han i sur.”

Spektri kompleksa nalikuju na spektar ishodnog HP-B-CD-a. Takoder, vidljiv je znatno
manji intenzitet ili potpuni nestanak odredenih apsorpcijskih vrpci DAS-a u kompleksima dok
je intenzitet HP-B-CD-a ostao identi¢an. Te ¢injenice ukazuju na potencijalnu ugradnju DAS-a

u hidrofobnu supljinu ciklodekstrina.

5.1.4. Podatci NMR analize

NMR analiza koristena je kako bi se utvrdilo dolazi li do kemijskih pomaka u strukturi
HP-B-CD-a i DAS-a kao posljedica nastajanja inkluzijskin kompleksa. Za analizu spektara
koristen je program SpinWorks 3. Na slikama 29-34 prikazani su NMR spektri DAS-a i HP-f-
CD-a dobiveni u deuteriranoj vodi, D-O. Tijekom prvih provedenih analiza pra¢eni su samo
kemijski pomaci ciklodekstrina. lako signali ishodnog DAS-a nisu bili vidljivi (slika 29) zbog
slabe topljivosti u vodenom mediju, pojava signala koji odgovaraju djelatnoj tvari u
inkluzijskim kompleksima ukazuje na povecanje topljivosti kao posljedicu nastanka
kompleksa. U slu¢aju HP-B-CD-a doslo je do veoma malog kemijskog pomaka svih protona.

Slika 28 prikazuje molekulu HP-B-CD-a i protone vidljive u NMR spektru. Protoni
oznaceni brojevima 1, 2, 4 i 6 su oni koji se nalaze na vanjskoj povrsini ciklodekstrina. Nasuprot
tome, proton 3 (kod veceg otvora) i proton 5 (kod manjeg otvora) nalaze se u unutarnjem dijelu

Supljine ciklodekstrina te se oekuju njihovi kemijski pomaci.’

Slika 28. Prikaz HP- B-CD-a i protona vidljivih u NMR spektru’
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U tablici 8 prikazani su polozaji protona HP- B-CD-a u spektrima koji su u skladu s

rezultatima dobivenim u istrazivanju A. Naeem i sur.”™

Tablica 8. Polozaji vidljivih protona u spektru HP- B-CD-a"

Proton Pomak, ppm
H1 4,982
H2 3,550
H3 3,933
H4 3,509
HS 3,643
H6 3,793

Kod protona H3 i H5 koji se nalaze u unutarnjoj Supljini HP- B-CD-a uoceni su veci
pomaci nego kod protona H1, H2, H4 i H6 koji pak pripadaju vanjskom djelu molekule HP- B-
CD-a. Navedeno ukazuje da dominiraju interakcije DAS-a nastale u unutrasnjojsti HP- 3-CD-

a, dok su povrSinske interakcije neznatne.

DAS

i A A DAS:HP-B-CD 1:1

NMWMWMWW DAS:HP-3-CD 1:10

L L | T T T 17T 7 17T T 17T 7T T 1T 1T 17T 17 ™71 ™71 T 717 ™71 T 717 T 71T T 1T 7T 17
2 208 o

Slika 29. NMR spektﬁ sa kefnijski pomacima 6d 2,60 do"1,7'2 ppm ia DAS,'
DAS:HP-B-CD 1:1, DAS:HP-B-CD 1:2 i DAS:HP-B-CD 1:10
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HP-B-CD

DAS:HP-B-CD 1:1

DAS:HP-B-CD 1:

DAS:HP--CD 1:10

S.Ii-ka 30. .NMR sbéktri sa.lzemijski.pomac.i'r'na od 1:‘050 do 6,950 pbm za H'F"’-B-CD,"
DAS:HP--CD 1:1, DAS:HP-B-CD 1:2 i DAS:HP-B-CD 1:10

e N

- /\W*———w— DAS:HP-B-CD 1:1
/\d—‘-"‘— HNW
—————— DAS:HP-B-CD 1:

/\J KM DAS:HP-B-CD 1:1¢
- .

Slika 31. NMR spektri sa kemijski pomacima od 4,00 do 3,10 ppm za DAS,
DAS:HP-B-CD 1:1, DAS:HP-B-CD 1:2 i DAS:HP-B-CD 1:10

/-\—//\ HP-B-CD

DAS:HP-3-CD 1:1

HP-B-CD

DAS:HP-B-CD 1:2

—_/w—ﬁ-w 1:10

1 v 1
T ]

1 v 1 M 1 M 1 v 1 M 1 v 1 M 1 v 1 M 1 v 1 T 1 T 1 T 1 T 1 v 1 M 1 v 1 M 1 v 1
2 a88 am

Slika 32. NIMR-spektri sa kefnijski po-macima od é,-22-d'o 482 r-ipm-za DAS |
DAS:HP-B-CD 1:1, DAS:HP-B-CD 1:2 i DAS:HP-B-CD 1:10
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Uzorci su ponovno pripremljeni te je koncentracija DAS-a u svakom uzorku za analizu
iznosila 3,52 MM prema istrazivanju T. K. Spehar i sur. Signali DAS-a pri toj koncentraciji su

vidljivi (slike 33-35) i prikazani u nastavku.®

DAS:HP-B-CD 1:1

DAS:HP-B-CD

DAS:HP-B-CD 1:10

-

PPM B‘IG T‘IB T‘IS 7“4 ‘ 7.I2 ‘ T.IO I 8.‘8 I S.IS S.Ll 8“2 S.IO
Slika 33. NMR spektri sa kemijski pomacima od 8,0 do 6,0 ppm za DAS:HP-B-CD 1:1, DAS:
HP-B-CD 1:2 i DAS: HP-B-CD 1:10

Slika 34 prikazuje usporedbu pomaka kod kompleksa DAS: HP-B-CD 1:1 i DAS: HP-
B-CD 1:10. Moze se vidjeti kako se signali -NH skupina DAS-a pomicu uglavnom s lijeva u
desno za sljedece kemijske pomake: 0,014, 0,017, 0,015 ppm te pomak od -0,067 ppm.

PPM ‘ 8‘(‘)5 I 7.é5 T‘é5 7.7"5 7‘&‘35 ‘ 7.5‘5 ‘ 7.215 I 7.:‘%5 T.:|25
Slika 34. Usporedba pomaka DAS: HP-B-CD 1:1 i DAS: HP-B-CD 1:10 za amino skupinu
Slika 35 takoder prikazuje usporedbu pomaka kod kompleksa DAS: HP-B-CD 1:1 i
DAS: HP-B-CD 1:10. Prikazani su pomaci signala -OH skupine s lijeva u desno za sljedece
razlike u kemijskim pomacima: 0,161 ppm (—OH, izmedu 1:10 i 1:2 jer je za 1:1 na drugoj
strani), 0,039 te 0,037 ppm. Kod metilna skupine DAS-a koja se nalazi na 2,14 ppm-a nije

uocen pomak $to ukazuje da ona ne ulazi u interakciju s HP-f-CD-om.
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Slika 35. Usporedba pomaka DAS: HP-B-CD 1:1 i DAS: HP-B-CD 1:10 za hidroksilnu i
metilnu skupinu

1z dobivenih rezultata zakljuceno je kako je alifatski dio molekule DAS-a (slika 36) usao
u strukturu HP-B-CD-a Vidljivo je da se signali kompleksa omjera 1:10 s velikim suviskom
ciklodekstrina vracaju na pocetne poloZzaje signala ishodnog spoja, dok su pri manjim udjelima
vidljivi pomaci. Te promjene u kemijskim pomacima kod hidroksilne i amino daju naslutiti da
dolazi do interakcije izmedu DAS-a s protonima H3 i H5 koji se nalaze unutrasnjosti HP-f-

CD-a sto potvrduje nastajanje inkluzijskog kompleksa.
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Slika 36. Alifatski dio molekule DAS-a koji stupa u interakciju s HP-B-CD-om
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5.2. Karakterizacija pripravljenih tableta
5.2.1. Podatci ispitivanja ujednacenosti masa tableta

Ispitivanje ujednacenosti mase provedeno je na 10 uzoraka tableta DAS:HP-B-CD 1:1 i
10 uzoraka tableta DAS:HP-B-CD 1:2. U tablici 8 prikazani su rezultati ispitivanja, a ciljana
masa tableta iznosi 200 mg. Za uzorke omjera 1:1 zabiljezena je 1 bolja ujednacenost masa,
srednja vrijednost mase tableta iznosi 194,4 mg, a prosjecno odstupanje od ciljane vrijednosti
iznosi 2,8 %. lzraZenija neujednacenost masa dobivena je za uzorke omjera 1:2 srednje
vrijednosti mase 175,2 mg i prosje¢nog odstupanja od ciljane vrijednosti u iznosu 12,38 %. Za

omjer 1:2 uocen je pojacan efekt prianjanja Cestica praha za elemente procesne jedinice §to je

rezultiralo tabletama manje mase i velicine.

Tablica 9. Rezultati ispitivanja ujednacenosti masa tableta za uzorke DAS:HP-B-CD 1:11i 1:2

tableta masa standardna tableta masa standardna
DAS:HP-g- | tablete, m devijacija DAS:HP-8- tablete, m | devijacija,

CD1:1 [ma] s [mg] CD1:2 [mg] s [mg]

1 195,0 2,50 1 176,8 11,60

2 197,2 1,40 2 169,7 15,15

3 194,0 3,00 3 179,2 10,40

4 194,3 2,85 4 173,1 13,45

5 195,7 2,15 5 173,0 13,50

6 196,6 1,70 6 181,6 9,20

7 196,4 1,80 7 172,8 13,60

8 197,6 1,20 8 171,7 14,15

9 190,7 4,65 9 175,9 12,05

10 186,7 6,65 10 178,6 10,70
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5.2.2. Podatci ispitivanja sadrzaja dasatiniba u tabletama

Sadrzaj djelatne tvari odreden je UV/Vis spektrofotometrijom, a rezultati su prikazani
na slici 37 i 38. Ciljani udio djelatne tvari u tabletama iznosi 20 % od ukupne mase tablete, a
prema Europskoj farmakopeji dozvoljeno je odstupanje + 15 % od idealog postotka. Obzirom
na odstupanja masa realnih tableta, oc¢ekivani udio djelatne tvari prilagoden je srednjoj
vrijednosti realnih uzoraka tableta. Na slici 39 prikazan je umjerni pravac iz kojeg je odredena
koncentracija djelatne tvari u tabletama.

Kod tableta s ve¢im udjelom ciklodekstrina dobivena je manja masa, a mase tableta s
manjim udjelom ciklodekstrina prikazuju manje odstupanje od ciljane mase. Rezultati dobiveni
za DAS:HP-B-CD 1:1 prikazuju odstupanje od ciljanog sadrzaja djelatne tvari te 8 od 10
nasumic¢no odabranih tableta ima manji maseni udio DAS-a od o¢ekivanog. Rezultati dobiveni
za DAS:HP-B-CD 1:2 prikazuju puno bolju ujednacenost sadrzaja. Svih 10 uzoraka ispitanih

tableta ima odgovarajuci sadrzaj djelatne tvari.
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Slika 37. Sadrzaj djelatne tvari u uzorcima DAS:HP-B-CD 1:1
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Slika 38. Sadrzaj djelatne tvari u uzorcima DAS:HP-B-CD 1:2
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Slika 39. Umijerni pravac
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5.2.3. Podatci ispitivanja oslobadanja dasatiniba

Profili oslobadanja DAS-a iz pripravljenih tableta odredeni su in vitro testovima
otapanja. Na slici 40 prikazana je usporedba profila oslobadanja djelatne tvari iz tableta koje
sadrze ishodni DAS te tableta koje sadrze mehanokemijski pripravljene komplekse u omjerima
1:111:2.Vidljivo je da kod tableta s ishodnim DAS-om dolazi do rapidnog oslobadanja djelatne
tvari. U prvih 15 minuta osloboden je maksimalni udio djelatne tvari. DAS ima izraZzen ucinak
prvog prolaza u kojem se lijek metabolizira na odredenom mjestu u tijelu. Tako se smanjuje
koncentracija djelatne tvari nakon $to dospije na mjesto djelovanja $to nikako nije pozeljno,
osobito za antitumorske lijekove. Uc¢inak prvog prolaza Cesto je povezan s jetrom, glavnim
mjestom metabolizma lijeka. Kada se uzimaju oralno, takvi se lijekovi brzo metaboliziraju
putem ucinka prvog prolaska, Sto zahtijeva da njihove oralne doze budu puno veée od
intravenskih doza. Ovaj u¢inak utjece i na maksimalne koncentracije lijeka i to na nacin da se
pojave puno ranije nego $to bi to bilo koriStenjem parenetralnog dozirnog oblika $to je i vidljivo
iz dobivenih rezultata za ishodni DAS.”® U slu¢aju kompleksa, kona¢ni udio oslobodene
djelatne tvari povecan je s otprilike 60 % na 80 %. Moze se zakljuciti da tablete koje sadrze
komplekse pokazuju povecanu topljivost, a samim time i povecan udio oslobodene djelatne
tvari Sto doprinosi oralnoj apsorpciji i potencijalno bioraspolozivosti. Maksimalni udio
osloboden je nakon priblizno sat vremena. 1z navedenoga je vidljivo da osim povecanja udjela
oslobodene tvari dolazi i do produljenja vremena oslobadanja. Produljeno vrijeme oslobadanja
od velike je vaznosti jer DAS ima izrazen efekt prvog prolaska lijeka. Kona¢ni udio oslobodene

djelatne tvari u vremenu t=120 minuta dan je u tablici 9.

80 < a A
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[ N 3

60 =

40

20 —

Udio oslobodene djelatne tvari, %

—&— DAS:HP-p-CD 1:1
—&— DAS:HP-B-CD 1:2

0-1 T T T T y T y T T T T T
0 20 40 60 80 100 120

‘+DAS

t, min

Slika 40. Usporedni prikaz profila oslobadanja djelatne tvari iz tableta koje sadrze:
ishodnu djelatnu tvar, kompleks u omjeru 1:1 i kompleks u omjeru 1:2
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Tablica 10. Konac¢ni udio oslobodene djelatne tvari u vremenu t=120 min

Uzorak Kona¢ni udjel oslobodene djelatne tvari, %
DAS 66,22
DAS:HP-B-CD 1:1 74,76
DAS:HP-B-CD 1:2 79,12

5.2.4. Podatci matematickog opisa oslobadanja djelatne tvari

Matematickim modelima dodatno su opisani prethodno dobiveni profili oslobadanja
djelatne tvari iz tableta koje sadrze ishodni DAS te inkluzijske komplekse DAS:HP-3-CD 1:1 i
DAS:HP-B-CD 1:2.

Za obradu podataka koristen je DDSolver, programski dodatak za Microsoft Excel.
DDSolver koristi se za farmakokineticke i farmakodinamicke analize. Osmisljen je kako bi
omogucio istraziva¢ima i struénjacima u podrucju biomedicine, farmacije i srodnih znanosti
jednostavan nacin za analizu i modeliranje podataka vezanih uz distribuciju, metabolizam,
izlu¢ivanje i djelovanje lijekova. U okviru ovog istrazivanja koristen je za analizu Kinetike
oslobadanja djelatne tvari s prethodno ugradenim modelima koji se koriste u farmaceutskoj
industriji. Eksperimentalno dobiveni podatci usporedeni su sa sljede¢im modelima: model
nultog reda, model prvog reda, Higuchi model, Weibull model, Korsmeyer-Peppas model i
Peppas-Sahlin model.

U tablicama 11-14 prikazani su parametri navedenih modela iz kojih je vidljivo da je
najmanje odstupanje od eksperimentalnih podataka dobiveno je u slu¢aju Weibull i Peppas-
Sahlin modela. Upravo ti modeli najbolje opisuju oslobadanje djelatne tvari iz pripravljenih

dozirnih oblika.

Tablica 11. Parametri Higuchi modela za ispitivane uzorke

Uzorak _ Parametri modela
Ku, % min®° Rp?, -
DAS 12,33 0,8318
Kompleks 1:1 12,84 0,9285
Kompleks 1:2 12,99 0,9522

Tablica 12. Parametri Korsmeyer-Peppas modela za ispitivane uzorke

Uzorak . Parametri modela
Kkp, % min—" n, - sz, -
DAS 12,34 0,52 0,8049
Kompleks 1:1 15,71 0,44 0,9438
Kompleks 1:2 12,69 0,51 0,9418
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Tablica 13. Parametri Peppas-Sahlin modela za ispitivane uzorke

Uzorak ' Parametri modela
Ky, % min™ K2, % min-m m, - Rp?, -
DAS 22,44 -1,82 0,45 0,9189
Kompleks 1:1 19,73 -1,07 0,45 0,9651
Kompleks 1:2 16,50 -0,29 0,45 0,9427
Tablica 14. Parametri Weibull modela za ispitivane uzorke
Parametri modela
Uzorak o - B - RoZ, -
DAS 7,77 0,64 0,9066
Kompleks 1:1 6,23 0,59 0,9032
Kompleks 1:2 8,08 0,67 0,9718

Dobivene vrijednosti Rp? ukazuju da Peppas-Sahlin model najbolje opisuje otpustanje
djelatne tvari iz tableta koje sadrze ishodni DAS i inkluzijski kompleks u omjeru 1:1.

Otpustanje djelatne tvari iz kompleksa omjera 1:2 ima pak najbolje poklapanje s Weibull

modelom. Vrijednosti Ry? najmanije su za kinetiku 0. reda.

Iz tablice 14 vidljivo je da je otpustanje djelatne tvari iz tableta koje sadrze ishodni DAS
i tableta koje sadrze kompleks u omjeru 1:1 opisano difuzijom koja ne prati Fickov zakon,
model je nefikovski jer je vrijednost parametra n > 0,5. Za tablete koje sadrze kompleks omjera
1:2 vrijednost parametra n > 0,5 pa se prema tome otpustanje djelatne tvari iz tih tableta moze
opisati difuzijom koja prati Fickov zakon.

Negativni predznaci konstanti K> ukazuju na usporavanje procesa erozije s vremenom.

Usporedbom apsolutnih vrijednosti konstanti K1 i Kz iz tablice 13 vidljivo je da kod svih

uzoraka dominira process difuzije.
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Slika 41. Testiranje primjenjivosti Peppas-Sahlin modela u opisu profila oslobadanja
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Slika 42. Testiranje primjenjivosti Peppas-Sahlin modela u opisu profila oslobadanja
DAS-a iz tableta koje sadrze kompleks u omjeru 1:1
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6. ZAKLJUCAK

Mehanokemijski su pripravljeni inkluzijski kompleksi dasatiniba i hidroksipropil-p-
cikoldekstrina u razli¢itim masenim omjerima. Pripravljeni uzorci karakterizirani su
diferencijalnom pretraznom kalorimetrijom, rendgenskom difrakcijskom analizom praha,
infracrvenom spektroskopijom s Fourierovim transformacijama te nuklearnom magnetskom
rezonancijom.

Termogrami DAS:HP-B-CD 1:1i 1:2 poprimaju karakteristike termograma HP-p-CD-a
§to moze potencijalno ukazati da je doslo do stvaranja inkluzijskog kompleksa. Relativni
stupanj kristalnosti DAS-a u uzorcima inkluzijskih kompleksa manji je u odnosu na teorijsku
vrijednost.

Difraktogrami HP-B-CD-a i kompleksa DAS:HP-B-CD 1:1 i 1:2 ne pokazuju
karakteristi¢ne difrakcijske maksimume kao Sto je slucaj kod kristalne strukture DAS-a.
Rendgenska difrakcijska analiza ukazuje da je doslo do uspjesne amorfizacije djelatne tvari
koja pogoduje ulasku hidrofobnog lijeka u hidrofobnu Supljinu ciklodekstrina.

FTIR analizom DAS-a dobiveni su spektri kompleksa koji nalikuju na spektar ishodnog
HP-B-CD-a. Intenzitet vrpci DAS-a u kompleksima je vidljivo smanjen dok je intenzitet HP-f3-
CD-a ostao isti $to ukazuje na potencijalnu ugradnju DAS-a u ciklodekstrin.

NMR spektrima detektirane su promjene u kemijskim pomacima. NMR analiza ukazuje
na ulazak alifatskog djela molekule DAS-a u strukturu ciklodekstrina odnosno na uspjesno
nastajanje kompleksa HP-B-CD-a i DAS-a. Ostale metode analize potvrduju ovo saznanje.

Uzorci DAS:HP-B-CD u omjeru 1:2 pokazuju puno bolju ujednacenost sadrzaja djelatne
tvari u odnosu na DAS:HP-B-CD 1:1. Pripravom inkluzijskih kompleksa povecan je kona¢ni
udjel oslobodene djelatne tvari s otprilike 60 % na 80 %. Postignuto je i produljeno vrijeme
oslobadanja ¢ime se smanjuje efekt mehanizma prvog prolaska djelatne tvari.

Primjenom programskog dodatka DDSolver testirana je primjenjivost matematickih
modela za opis oslobadanja djelatne tvari iz pripravljenih tableta. Peppas-Sahlin poluempirijski
i Weibull emprijski modeli pokazuju najbolje slaganje s eksperimentalnim podatcima
topljivosti.

Rezultati istrazivanja dokazuju mehanokemijsku pripravu inkluzijskih kompleksa.
Tablete s inkludiranim dasatinibom pokazuju poboljsanu topljivost, ali i modifikaciju k
ciljanom profilu oslobadanja. Ove promjene u fizikalno-kemijskim svojstvima mogu znac¢ajno
poboljsati terapijsku ucinkovitost dasatiniba, a samim time otvaraju se nove mogucnosti za

razvoj uc¢inkovitijih 1 sigurnijih farmaceutskih formulacija.
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SAZETAK
Andrea Plei¢ i Sara Vranko

TABLETE POBOLJSANIH SVOJSTAVA ZA LIJECENJE LEUKEMIJE — ZELENA
PRIPRAVA | KARAKTERIZACIJA

Dasatinib je antikancerogeni lijek koji se koristi u lijeCenju kroni¢ne mijeloi¢ne i akutne
limfoblasti¢ne leukemije. Zbog svoje slabe topljivosti u vodenom mediju ima ogranic¢enu
bioraspolozivost. S ciljem povecanja njegove topljivosti te postizanja ciljanog profila
oslobadanja pripravljeni su inkluzijski kompleksi s hidroksipropil-p-ciklodekstrinom
mljevenjem u planetarnom kugli¢nom mlinu. Mehanokemijska aktivacija omogucuje pripravu
bez primjene otapala postujuci nacela zelene kemije, a istovremeno poboljSavaju topljivost i
bioraspolozivost dasatiniba.

Pripravljeni uzorci karakterizirani su diferencijalnom pretraznom kalorimetrijom, rendgenskom
difrakcijom na praskastom uzorku, infracrvenom spektroskopijom s Fourierovim
transformacijama i nuklearnom magnetskom rezonancijom. Detaljna analiza potvrdila je
mehanokemijsku sintezu inkluzijskog kompleksa dasatiniba. Inkluzijski kompleksi i granulati
pomo¢nih tvari koriSteni su u pripravi tableta.

Dobivene tablete karakterizirane su pomocu standardiziranih farmaceutskih testova u skladu s
preporukama Europske farmakopeje. Rezultati testiranja pokazali su poboljSanje topljivosti i
oslobadanja djelatne tvari u usporedbi s Cistim dasatinibom, $to ukazuje na potencijalno
poboljSanje bioraspoloZivosti 1 terapijske ucinkovitosti lijeka. Rezultati matemati¢kog
modeliranja pokazuju profil oslobadanja koji slijedi Peppas-Sahlinov i Weibullov model.

Ovo istrazivanje jasno ukazuje na potencijal inkluzijskih kompleksa s hidroksipropil-p-
ciklodekstrinom za pobolj$anje bioraspolozivosti i efikasnosti dasatiniba, $to moze pridonijeti

boljem ishodu lijecenja leukemije.
Kljucne rijeci:

dasatinib, inkluzijski kompleksi, makrociklicki receptori, mehanokemijska aktivacija,

oslobadanje djelatne tvari
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ABSTRACT
Andrea Plei¢ and Sara Vranko

TABLETS WITH IMPROVED PROPERTIES FOR THE TREATMENT OF LEUKEMIA —
GREEN PREPARATION AND CHARACTERIZATION

Dasatinib is an anticancer drug used in the treatment of chronic myeloid and acute
lymphoblastic leukemia. Due to its poor solubility in aqueous medium, it has limited
bioavailability. To increase its solubility and to achieve the aimed release profile, inclusion
complexes with hydroxypropyl-B-cyclodextrin were prepared by milling in a planetary ball
mill. Mechanochemical activation allows for preparation without the use of solvents, following
the principles of green chemistry while simultaneously improving the solubility and
bioavailability of dasatinib.

Prepared samples were characterized by differential scanning calorimetry, X-ray diffraction,
Fourier-transform infrared spectroscopy, and nuclear magnetic resonance. Detailed analysis
confirmed mechanochemical synthesis of the inclusion complex of dasatinib. The inclusion
complexes and granulates of excipients were used in the preparation of tablets.

Obtained tablets were characterized using standardized pharmaceutical tests in accordance with
the European Pharmacopoeia recommendations. Testing results showed an improvement in
solubility and drug release compared to pure dasatinib, indicating a potential enhancement in
bioavailability and therapeutic efficacy of drug product. Results of mathematical modelling
demonstrated a release profile following Peppas-Sahlin and Weibull model.

This research clearly indicates the potential of hydroxypropyl--cyclodextrin inclusion
complexes to enhance the bioavailability and efficiency of dasatinib, which may contribute to

better treatment outcomes for leukemia.
Keywords:

dasatinib, inclusion complexes, macrocyclic receptors, mechanochemical activation, drug

release
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