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Sa etak

Vrlo vaan korak tijekom razvoja novog lijeka je&teiranje klini ki relevantnein vitro
metode oslobanja lijeka. Tijekom razvoja lijeka studije biora$pivosti lijeka in vivo
mogu zamijeniti ispitivanjem oslobanja lijekain vitro ako je uspostavljen matemadi
model koji opisuje odnos izma profila oslobaanja lijekain vitro i odgovorain vivo
(koncentracija lijeka u plazmi ili frakcija apsorénog lijeka) koji se nazive vitro — in vivo
korelacija (IVIVC).

razviti klini ki relevantnun vitro metodu oslobaanja lijeka i uspostaviti IVIVC model.
Topljivost lijeka ispitivana je pri razlitim pH vrijednostima medija, a permeabilnost je
provedena na Caco-2 stambme modelu. Testovi oslobanjain vitro provedeni su s trima
razli itim formulacijama tableta s trenutam oslobaanjem metaksalona uz primjenu
aparature tipa 2. Iste su formulacije tableta ilm@aotopina metaksalona koriStene u
bioekvivalencijskoj studijiin vivo na zdravim ispitanicima u randomiziranom, ukri enom
pokusu. IVIVC je uspostavljen metodartemeljenom na diferencijalnim jednad bama.
Provedena bioekvivalencijska studija potvrdila jejel@slobaanje lijeka kljuan korak koji
utje e na bioraspoloivost i jedna je ispitivana formtija tableta imala znajno veu
bioraspolo ivost od referentne formulacije. Najv&iupan; korelacije postignut je primjenom
metode s acetatnim puferom pH 4,5 uz dodatak 0,Ba%Gjeva klorida i 0,2 % natrijeva
laurilsulfata (USP aparatura 2, 50 okr./min) kaodijeen za oslobaanje lijekain vitro.
Validacijom modela utvrena je njegova prihvatljiva pogreSkame je potvrena tonost
predvi anja razvijenoga IVIVC modela.

Ta spoznaja omoguje optimizaciju formulacija tableta metaksalonaizbjegavanje
nepotrebnih ispitivanja neadekvatnih formulacijazaaavim dobrovoljcima. Identificirann
vitro medij mo e poslu iti za razvoj genetkog lijeka drugih molekula slnih fizikalno-
kemijskih svojstava. U ovom je radu IVIVC model osfavljen izravhom metodom
utemeljenom na diferencijalnim jednad bama, kojinse e primijeniti kao alternativni model

za uspostavu IVIVC-a lijekova BCS klase 2 s trennitan oslobaanjem.

Klju ne rije i: metaksalon, topljivost, apsorpcija na Caco-2 steotne modelu, kliniki
relevantnan vitro metoda oslobaanja lijeka,in vitro — in vivokorelacija utemeljena na

diferencijalnim jednad bama



Summary

Introduction. An important step during drug development prodesdesign of a clinically
relevantin vitro drug e dissolution method which provides a goauetation with then vivo
drug releaseln vitro testing may serve as a surrogateiforivo bioavailability study ifin
vitro-in vivo correlation(IVIVC), a predictive mathematical model describthg relationship
between ann vitro property of a dosage form and relevantvivo response (plasma drug
concentration or fraction of the absorbed drugsisblished.

The Biopharmaceutics Classification System (BCS} Heecome instrumental for the
formulation scientist to identify an appropriateastgy to accelerate the drug development
process, and BCS also dictates regulatory requimtsrfer the approval of a drug product.
Different levels of IVIVC have been explored angaded in literature including guidelines
published by various regulatory authorities. Leyelcorrelation is the highest level of
correlation achievable as it is a point to pointl]1lrelationship betweem vitro release
profile and than vivo profile of a drug. Levels B, C and D are less infative correlations
which partially relaten vitro andin vivo results. Many methods of developing IVIVC models
have been established using various mathematicatoaphes including deconvolution,
convolution and differential equations based methadswell as physiologically based
pharmacokinetic models (PBPK). An alternative te thost commonly used deconvolution
methods are those with built-in convolution stepg;hsas nonlinear mixed effects approach to
the IVIVC modeling. The differential equation-basedVC method directly relates thim
vivo plasma drug concentration and timevitro drug dissolution rate. This is a one-stage
method and in many ways similar to a convolutiosdshmethod. Instead of using integral
transformation, the corresponding differential dopres that result from the underlying

pharmacokinetic model are solved directly.

Development of IVIVCs for sustained/controlled ede formulations have been extensively
studied, but, the task is challenging for immediatiease (IR) dosage forms because these

products are designed to release the drug immégiatallow rapid drug absorption.

The subject of the studies reported here is mataerathat is indicated for the relief of
discomfort associated with acute, painful muscuttetial conditions. The aim of PhD thesis
was to classify metaxalone according to the BCS tandharacterize the mechanisms of
metaxalone transport across the intestinal bausemg a Caco-2 cell monolayer model, to

investigate the effect of hydroxypropylmethyl célee 6cp (HPMC) and povidone K30



(PVP) on solubity, permeabilityn vitro releaseand in vivobioavailability of metaxalone, to
develop a clinically relevant dissolution methodttban be used to predict the oral absorption
of metaxalone, to establish leveliA vitro-in vivo correlation (IVIVC) and to confirm the

reliability of the model.

Methods. The equilibrium solubility of the drug was detenad in a series of pH/buffer
media covering the entire physiological pH rang@ (t.7.4) of the gastrointestinal (Gl) tract
and permeability studies were performed using ao€acell model with an aim to
characterize the mechanisms of metaxalone transport

In vitro dissolution data were obtained using a USP 2 appar(at 50 rpm) attached to a
UltraViolet-Visible (UV-Vis) spectrophotometer. Ftre development of a clinically relevant
dissolution method, dissolution testing of all #hrfwrmulations (i.e., Test A, Test B, and
Skelaxit?) was performed in pH 4.5 USP acetate buffer ands@HUSP phosphate buffer
with the addition of 0.5% NaCl and a gradually g®sing concentration of sodium lauryl
sulfate (by 0.1% SLS) from 0.1% to 0.4%a.vitro testing was also performed according to
the USP method for metaxalone tablets using a U8pparatus at 100 rpm with 900 mL of

water containing 0.5% SLS.

A randomized 4-way crossover study was conductedi8irhealthy male volunteers under
fasting conditions as per Good Clinical Practicaribg each period, subjects received one of
the four treatments administered orally as an 8@ tablet (i.e., Test A, Test B, and
Skelaxit?) or a 400 mg dose of an oral solution under statizied conditions, according to a
randomization schedule. Additionally, each treatnvea$ separated by a one-week wash-out
period. Blood samples were drawn at predetermimadpoints and metaxalone analysis in
plasma was performed using a validated liquid clatography method that employed mass

spectrometry detection.

Data were analyzed by a one-compartment open mattethve first-order absorption using
the Wolfram Mathematica 11.1 software package amolhacompartmental analysis using the
WinNonlin version 6.4 software package was empl@gavell. A statistical analysis of
pharmacokinetics parameters was carried out usirapalysis of variance (ANOVA) on the
In-transformed maximum concentration£§) and area under the curfrem time zero to

time of lastnon-zero concentratiQAUC; ) valuesand the ratios of the least-squares means
and the 90% geometric confidence intervals wereutated for the In-transformég},,x and

AUC; using the WinNonlin version 6.4 software package.



A direct, differential-equation-based IVIVC methodswsed to establish the level A IVIVC.
The solution of differential equation and the phacokinetics parameters & and AUG)

was obtained using the Wolfram Mathematica 11.iwsok package. To assess the reliability
of the models, the prediction errors (PE) wereudated for all three formulations for the
observed Gaxand AUG values and compared with predicted values fostme

pharmacokinetic parameters.

Results. Solubility profiles of the drug studied in medepresenting the entire physiological
pH range of the gastrointestinal (Gl) tract demi@ist! pH non-dependent character with
solubility of the drug 0.39 mg/ml (mean value).idtalso apparent that 800 mg (total) of
metaxalone did not dissolve in 250 mL of the aquemeslia at any pH within the tested
range. Accordingly, the solubility data demonstrétat metaxalone is a drug with low
solubility. The inclusion of HPMC and PVP in thdlet formulation has no influence on the
metaxalone solubility. The results obtained frora germeability studies using Caco-2 cells
demonstrated high permeability of the drug. Themsability studies also suggested passive
transport of metaxalone and indicated that metaxai®mot a substrate for Pgp efflux pump.

Metaxalone has been confirmed as a Class 2 drugding to BCS.

Thein vitro dissolution results demonstrate pH-dependent sel@aofile of the drug as the

release rate was significantly different in dissolutmedia with different pH. As expected,

increasing the SLS concentration also increasedhitaxalone dissolution rate. Although the
solubility of metaxalone is pH-independent the dliggon rate of the drug from the tablets
was pH-dependent. This is not surprising as diffefginders were used in the studied
formulations to test their impact on manipulatidrtlee drug release. The dissolution profiles
obtained using the USP method (900 mL water wiB%0SLS) demonstrate that the USP

method is unable to predict bioavailability of tlested formulations.

Bioavailability studies performed in humans revdaleat the Test A formulation had a
significantly higher rate and extent of absorpiiocomparison to Skelaxias evidenced by
a Test A/Skelaxifi ratio of approximately 129.52% and 174.24% for AR Gnax
respectively. The Test B formulation showed a lovegée and extent of absorption when
compared to Skelaxth with Test B/Skelaxifi ratios of approximately 56.99% and 35.07%
for AUC and Gnax respectively. Neither of the test products weoebuivalent to Skelaxfh

It was shown that the Test A product had betteavadability than the marketed product
Skelaxit?, indicating the possibility of developing metaxadormulations with higher

bioavailability to allow a dose reduction and/ouglefficacy improvement. The oral solution



had a substantially higher rate and extent of git&or when compared to all three tablet
formulations, implying low bioavailability due thbé dissolution limitations of the tablet

formulation.

A one-step IVIVC approach that links the plasmaasmtration tan vitro data and employs
an underlying pharmacokinetic model was used toeldgva level A IVIVC model for
metaxalone. A one compartment model with first-oralesorption was also applied to model
the in vivo profiles of the tablet formulations and oral smnt The mean concentration
profiles obtained by this modeling approach areemoeaningful profiles than those obtained
just by averaging at every sampling point. Notabitg, pharmacokinetic parametersy{and
AUC,) have very similar values as determined by non@ingental analysis. Based on the
rank order comparability, thie vitro results obtained in pH 4.5 media with 0.5% NaQl an
gradually increasing concentrations of SLS from 1©.10.4% and pH 6.8 media with 0.5%
NaCl and 0.1 and 0.2% SLS were used for the fuithagstigation of the IVIVC. The other
in vitro test results obtained with medium pH 6.8 and tB& Whethod were excluded because
they did not produce rank order profiles similartihe in vivo profiles obtained from the
human studies. In the next IVIVC development sthp, results fromn vitro media pH 6.8
with 0.1% and 0.2% SLS were discarded becauseittegethce between formulations B and
Skelaxir? was less than 6%. The IVIVC developed using tesalution media at pH 4.5 with
the addition of 0.1, 0.3 and 0.4% SLS produced drigiercent prediction errors than allowed
by the regulatory agencies, indicating that thesslienare not suitable for the dissolution
testing of metaxalone when attempting to estabéishIVIVC. A simple variant of an
exponential model produced a reasonably good fitHe in vitro release data from all the
tablets tested in pH 4.5 dissolution medium coimagi®.5% NaCl and 0.2% SLS. The other
parameters in the prediction model for thevivo concentrations were determined by fitting
the model with then vitro parameters obtained from pH 4.5+ 0.5% NaCl + 026
medium to obtain the mean vivo data. The common scaling factors appliedntovitro
dissolution profiles of all three formulations wemgcluded in the model to establish a
meaningful IVIVC. A highest level of correlation thiin vivo data was established with time
vitro data obtained in pH 4.5 dissolution medium combgi®.5% NaCl with 0.2% SLS (USP
apparatus 2 at 50 rpm). An IVIVC model validatiomsvperformed and demonstrated an
acceptable internal predictability. The excellegteement of the elimination rate constant

obtained by fitting the model with the eliminati@onstant obtained from the immediate



release oral solution data from the bioequivalesttely demonstrates the reliability and

clinical relevance of the recommended IVIVC model.

Conclusion. The solubility and permeability results clearlyealed that metaxalone is a BCS
class 2 drug. The results of this study show thetbmalone is subject to passive transcellular
transport and that it is not a substrate for thgpRfflux pump. Human studies demonstrated
that dissolution appears to be the rate limitingdafor the absorption of metaxalone and the
Test A product had improved metaxalone bioavailgtith comparison to the marketed

product Skelaxifi.

We have established a Level A IVIVC using a dirédterential equation (DDE) based
methodology for metaxalone immediate release talfledst A and Test B) and recommended
a clinically relevant dissolution method (Apparay$0 rpm, pH 4.5 + 0.5% NaCl with 0.2%
SLS) that can be used to provide good predictgofiin vivo drug performance.

Based on these findings, it is possible to furtbptimize the development of metaxalone
tablets and to avoid unnecessary testing of inadedaamulations on healthy volunteers. The
identifiedin vitro medium can serve in the generic development adrativlecules of similar
physical-chemical characteristics. Moreover, the a$ a direct differential equation to
establish IVIVC has rarely been explored in thet pasl hence this approach can be used as

an alternative IVIVC model for BCS class 2 drugdwinmediate release.

Keywords: metaxalone, solubility, Caco-2 cell absorptiomichlly relevant dissolution
method, direct differential equation baseditro-in vivo correlation
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1. UvOD



Nakon peroralne primjene lijekovi u organizmu naglana mnoge fizke, kemijske i bioloSke
prepreke/promjene koje odmgu njihovu sudbinu u organizmu, odnosno njihovu
farmakokinetiku. Farmakokinetika lijeka obuheaprocese oslobanja lijeka iz njegova
farmaceutskog oblika, njegovu apsorpciju, raspaodijebrganizmu, metabolizam i uklanjanje
iz organizma. Samo oslobene i otopljene molekule lijeka mogu se apsorhiragpodijeliti

u organizmu i, vezanjem na receptore, ostvarifioggnje. Djelovanje lijeka ovisi 0 njegovoj
koncentraciji na mjestu djelovanja i jai vezanja lijeka s receptorom. Koncentracija
sistemski primijenjenog lijeka na mjestu djelovanjaavnote i je s koncentracijom lijeka u
krvi — to je osnovno farmakokineko naelo. Koncentracija lijeka u krvi/sistemskoj
cirkulaciji ovisi o bioraspolo ivosti lijeka. Biorgpolo ivost je farmakokinetki parametar
koji govori o brzini i opsegu apsorpcije primijenge doze lijeka u sistemsku cirkulaciju.
Bioraspolo ivost peroralno primijenjenog lijeka @&vi o njegovim fizikalno-kemijskim
svojstvima i farmaceutskom obliku. Dakle, na bips ivost lijeka mo e se utjecati
kreiranjem farmaceutskog oblika lijeka prikladnihitednih fizikalno-kemijskih svojstava.
Jedno od najva nijih svojstava farmaceutskog oblilgka jest brzina i opseg oslokenja
molekula lijeka. Oslobaanje lijeka iz farmaceutskog oblika proces je kjuhvaa otapanje

i difuziju lijeka. Oslobaanje lijeka iz vrstih formulacija, primjerice tableta, podrazunage
raspadanje tableta na sitnije dijelove odnosno doh f estica. Brzinu oslobanja
odre uje/ograniava najsporiji proces u nizu. Brzina i opseg oslainga lijeka, uz fizikalno-
kemijska svojstva samog lijeka, odugu/ograniavaju njegovu apsorpciju. Stoga se pri
razvoju lijeka prikladnim metodamen vitro odre uju i prate njegova fizikalno-kemijska
svojstva i oslobaanje iz farmaceutskog oblika. S obzirom na dva naj fizikalno-
kemijska svojstva lijeka, topljivost i permeabilhogoja utjeu na apsorpciju peroralno
primijenjenih lijekova, uvedena je tzv. biofarmacat klasifikacija lijekova (BCS). BCS
klasa nekog lijeka govori o tome jesu li topljivosli permeabilnost limitirajui initelji za
njegovu apsorpciju odnosno bioraspolo ivost te ksji prikladni naini oblikovanja tog
lijeka. Katkad je regulatorno prihvatljivo provegtropisanain vitro ispitivanja umjesto
ispitivanja apsorpcije/bioraspolo ivosti lijekan vivo [1]. Ameri ka agencija za hranu i
lijekove (engl.Food and Drug AdministratignFDA) i Europska agencija za lijekove (engl.
European Medicines Agenc¥MA) uvele su smjernice @n vitro — in vivo korelaciji
(IVIVC). Prema tim smjernicamar) vitro ispitivanje oslobaanja lijeka mo e se koristiti kao
zamjena za bioekvivalencijsko ispitivanja vivo samo ako je uspostavljena najae
kategorija povezanosti (kategorija A) iznoein vitro i in vivo rezultata [2, 3]. Obje su

regulatorne agencije taker uvele smjernice za upotrebuvitro ispitivanja kao zamjene za
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bioekvivalencijsko ispitivanje ako lijek prema baomaceutskoj klasifikaciji pripada klasi 1.

ili klasi 3. i ispunjava sve propisane zahtjeved},



2. TEORIJSKI DIO



2.1. Biofarmaceutska klasifikacija lijekova

Amidon i suradnici predloili su 1995. biofarmacsekti klasifikaciju lijekova
(Biopharmaceutics Classification System, BCS) kojsen lijekovi za peroralnu primjenu

dijele u etiri kategorije ovisno o njihovoj topljivosti i p@eabilnosti [1].

Tako er su definirali tri broja koja karakteriziraju thénu tvar: dozni broj ( ), broj brzine
oslobaanja ( ) i apsorpcijski broj ( ). Ti brojevi oznaavaju temeljne procese

permeabilnosti membrane, oslobaja lijeka i primjenjene doze [1].

S obzirom na to da koiha djelatne tvari koja se otojm vivo ovisi 0 dozi i volumenu

teku ine s kojom se uzima lijek, uveden je dozni brojkoji se odreuje iz jednad be:

(1)

doza lijeka, volumen tekuine s kojom se uzima lijek (250 ml), a je
topljivost lijeka. Topljivost djelatne tvari taker se mo e odrediti uz pomaomjera doze i
topljivosti koji oznaava volumen potreban da se primijenjena doza ¢&pi
Apsorpcijski broj ovisi o permeabilnosti radijusu lumena crijeva () i srednjem

vremenu zadr avanja u crijevu ( ):

(2)

Broj brzine oslobaanja omjer je srednjeg vremena zadr avanja lijekgastrointestinalnom
traktu () i vremena potrebnoga da se on otopi (), a ovisi o topljivosti ( ), difuzivnosti

( ), gustoi ( ) iinicijalnoj veli ini estica ( ), kako pokazuje jednad ba:

3)

Prema parametrima koji definiraju , [ o ito je da su topljivost i permeabilnost
klju ni parametri koji kontroliraju apsorpciju lijekoviaprema njima se svi lijekovi mogu

kategorizirati u etiri skupine prikazane redici 1 [1].
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Slika 1. BCS klasifikacija lijekova [preuzeto i prilageno prema 7 uz dozvolu Springer

Nature]

Tsume i suradnici predlo ili su jednostavno proBjeeBCS klasifikacije u tri potkategorije
ovisno o svojstvima molekule (a — kisela, b — baaii ¢ — neutralna) s obzirom na to da
kisela odnosno bazia svojstva imaju znatan utjecaj ma vitro i in vivo oslobaanje.
Predlo ene BCS potkategorije mogu posluiti za ragvo vitro metoda i predvianje

apsorpcije [8].

Bennet i suradnici predloili su proSirenje biofaaeutske klasifikacije lijekova kojom se
uzima u obzir dispozicija lijekova — BDDCS (enddiopharmaceutics drug distribution
classification syste)fP]. Ta je klasifikacija alat kojim se mogu predati dispozicija lijekova

I interakcije meu lijekovima ve u ranim fazama razvoja lijeka, kao i predikcijanasti

transportera [9].

Butler i Dressman predlo ili su daljnju modifikaaijBCS klasifikacije koja se naziva DCS
klasifikacijom (engl.developability classification syst@nmRevidirana klasifikacija uzima u
obzir topljivost u crijevima, kompenzacijski odntgpljivosti i permeabilnosti u tankome
crijevu i pomae pri odreivanju ciljane veliine estica koja je potrebna da se izbjegne

smanjena apsorpcija zbog ogramiog oslobaanja lijeka. Rezultati dobiveni ispitivanjem
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viSe molekula, pokazuju da je predlo ena klasifikaai predvi anju kriti nih faktora koji

utje u nain vivo apsorpciju bolja od originalne BCS klasifikacifi].

2.1.1. Topljivost

Djelatna se tvar mo e smatrati dobro topljivom gkodozni broj maniji ili jednak 1 [11].
Prema regulatornim smjernicama (FDA, EMA), provediispitivanje topljivosti u vodenim
puferima pH vrijednosti u podru 1,0 — 6,8 pri temperaturi od 37 + 1 °C [4, Sjefha EMA-
inoj smijernici, ispitivanje topljivosti treba prosg u najmanje tri pufera (preporuka je da
njihov pH bude 1,2; 4,5 i 6,8) te se prepayje ispitivanje u puferu pH koji je jednak pKa
vrijednosti lijeka [5]. Prema smjernici FDA-e, iiganje topljivosti provodi se pri pH =1, pH
=pKa, pH=pKa+ 1, pH =pKa- 1ipH = 6,8 [4]riddnost pH otopine treba provjeriti prije
i nakon dodavanja ispitivane djelatne tvari u puf@jelatna tvar se smatra dobro topljivom
ako se najviSa pojedinao primijenjena doza formulacije lijeka s trenutim oslobaanjem
otopi u 250 ml ili manje pufera. Vrijednost od 2&0izabrana je jer je to uolajena koliina

vode s kojom se uzima lijek tijekom bioekvivaleskipg ispitivanja.

2.1.2. Permeabilnost

Permeabilnost lijeka, odnosno njegovo svojstvo gesija kroz stijenke probavnog trakta,
mo e se odreditin vivo studijama apsolutne bioraspolo ivosti ili studijamaadioaktivnim

izotopom (englmass balance stujiya ljudima.

Smatra se da lijek zadovoljava kriterij visoke peabilnosti ako je apsolutna
bioraspolo ivost vea ili jednaka 85 % ili ako rezultati studije s raalktivnim izotopom
pokazuju da je kolina nepromijenjenog lijeka izlenoga u urinu te metabolita koji su
rezultat I. i Il. faze metabolizma izlanih putem urina i fecesa \& ili jednaka 85 %

primijenjene doze lijeka [5].
Osim studija na ljudima, permeabilnost lijekova mae odreivati ovim metodama:

in vivoili in situintestinalnom perfuzijom na odgovaragmu ivotinjskomu modelu



in vitro studijom permeabilnosti nax-vivo ljudskim ili ivotinjskim intestinalnim
tkivima

in vitro studijom permeabilnosti na kultiviranim epitelnitasicama (Caco-2, Madin-
Darby canine kidney-MDCK stanice, TC-7, HT29-MXT42A1). [4]

Caco-2 model najprimjenjivaniji su i najdetaljnkarakteriziran stanni model za ispitivanje
permeabilnosti jer vrlo dobro koreliraju s humarpodatcima. Ta se stamia linija dobiva iz
stanica humanog adenokarcinoma koje prolaze sponddfievencijaciju u stanice koje
strukturno i funkcionalno nalikuju na enterociteitgaju uske pore mel stanicama i mnoge
funkcije normalnih enterocita. Sadr avaju neke Ci¢Benzime (bez CYP 3A4) i enzime Il
faze kao Sto je glutation S-transferaza i sulfofienraga. Takoer su prisutni razliti
transporteri kao Sto su peptidni transporteri, ops§fa kationski/anionski transporteri,
transporteri unih soli te P-gp, MRP2, BCRP itd. [12]. Stanice @&crastu i diferenciraju se
u periodu od 18 do 28 dana kao monosloj na polumog membrani koja se stavlja u
komoru tako da polupropusna membrana razdvaja igochjdonjeg odjeljka. Gornji se
odjeljak naziva apikalnim i predstavlja luminalnwasiu crijeva, dok se donji odjeljak naziva
bazolateralnim i predstavlja portalni krvotok / fimtok u gastrointestinalnom traktu [13].
Pritom se odreuje transport kroz stami monosloj u apikalno-bazolateralnom smjeru (AB)

ili bazolateralno-apikalnom smjeru (BA).

Koeficijent permeabilnosti izrainava se prema formuli [14]:

"HE S 4)

u kojoj je"# $" koeficijent nagiba kumulativhe koncentracije lijedavremenu u odjeljku
akceptora na bazolateralnoj stra ijpovrSina membrane inicijalna koncentracija u
donorskom odjeljku na apikalnoj strani ako je rigispitivanju transporta u AB smjeru. Pri
transportu u BA smjeru odjeljak akceptora je nakalpioj strani, a donorski odjeljak na

bazolateralnoj strani.

Vrijednost Ry, nije konstantna i ovisi o uvjetima prowenja pokusa te o karakteristikama
sloja Caco-2 stanica; stoga se u svakom pokusu irabferentne tvari koje predstavljaju
visokopermeabilni standard (npr. propanolol) i nganeabilni standard (npr. manitol) [13].
Djelatne tvari koje se dobro apsorbiraju imaju viskdeficijent permeabilnosti g, >
1x10° cm/s), a djelatne tvari koji se slabije apsorbiraimaju nizak koeficijent



permeabilnosti (Bp < 1x10" cm/s) [15]. Ako se eksperimentalno dobiveng, Rrijednosti
AB smjera razlikuju od B, vrijednosti BA smjera ili ako seaf, vrijednosti smanjuju s
pove anjem koncentracije djelatne tvari, mo e se zaktjuda se ispitivana djelatna tvar
aktivno apsorbira te da su u proces apsorpcijeiuji transporteri. Ako je rijeo aktivnom

transportu, bitno je odrediti afinitet djelatnerivarema P-glikoproteinu (P-gp). [13].

Nedostatci stanhog modela Caco-2 jesu: nedostatak ekspresije CYR RAenzima,
smanjena ili drukija ekspresija nekih transportnih proteina, nemogst kvantitativhog
razlikovanja lijekova koji imaju osrednju permealoist, nedostatak sluzi te slaba topljivost
ispitivane djelatne tvari u vodenim puferima [12].1@opljivost djelatne tvari mo e se
pove ati dodatkom organskih otapala, ali finalna konifa organskog otapala u otopini
koja se nanosi na stanice ne smije prelaziti 1 ®4gee koncentracije otapala mogu ugroziti
stani ni integritet [12]. JoS jedan nedostatak stanicaoca jest nepostojanje korelacijarns
vivo apsorpcijom hidrofilnih djelatnih tvari koje se apisiraju paracelularnim putem jer su
paracelularne pore tog vitro stani nog modela u e nego u ljudi [12, 14, 15, 16]. Pramd
postoje nedostatci Caco-2 modela, model se mo mjenjivati za predvianje apsorpcije
lijeka u gastrointestinalnom traktu. Najbolja k@&ja sin vivo rezultatima postie se za

djelatne tvari koje se apsorbiraju pasivnim, trahgdarnim putem [15, 17].

2.1.3.In vitro oslobaanije lijekova

Ispitivanje in vitro oslobaanja lijekova ima vrlo va nu ulogu tijekom razvopoizvoda i
kontrole kvalitete lijeka. U ranim fazama razvoigKova (predformulacije) na temelju
vitro osloba anja karakterizira se sama djelatna tvar i odadgatemalan oblik formulacije za
daljnji razvoj lijeka. U kasnijim fazama vitro oslobaanje slui za usporedbu raziiih
formulacija, za razjasSnjavanje procesa oslaing lijeka, kao indikator stabilnosti
formulacije, za potvrdu robusnosti i reproducibiliingsroizvodnog procesa te za potvrdu

kvalitete lijeka koji izlazi na tr iSte [18].

Premda je tradicionalno glavni cilj ispitivanja vitro oslobaanja lijekova bio osiguranje
reproducibilnosti proizvodnje odrenog proizvoda, u posljednje se vrijeme prema katuce
kvalitete ugraene u dizajn (englquality by design QbD) sve viSe naglaSava potreba



uspostavljanja poveznice izme svojstava lijeka, njegovia vitro oslobaanja i ponasanja u

organizmu [19].

Uvo enjem regulatornih smjernica vezanih za BCS klkadiju lijekova iin vitro — in vivo

korelacije,in vitro osloba anje mo e slu iti kao pouzdan pokazatélj vivo ponaSanja lijeka.
U tim slu ajevimain vitro oslobaanje mo e zamijeniti bioekvivalencijska ispitivarja, 3, 4,

5, 20].

2.1.3.1. Teorijan vitro otapanja

Proces otapanjavrste estice lijeka u vodenome tjelesnom mediju mo e sdijpliti na pet

koraka koji su prikazani nslici 2.
To su:

a) mo enje povrsSineestice lijeka vodom

b) pucanje vezavrstog stanja uestici lijeka

c) okru ivanje pojedinanih molekula/iona/atoma lijeka slojem molekula vode
d) difundiranje takvih estica kroz povrSinski stacionarni sloj medija

e) prijenos molekula/iona/atoma lijeka konvekcijomelu inu koja se dobro mijeSa [21].

Pojmovi otapanije lijeka (englirug dissolutiofi osloba anje lijeka (engldrug releasgnisu
nu no sinonimi iako se u literaturiesto nedovoljno razlikuju. Otapanje lijeka obulevget
prethodno opisanih korakalika 2), dok je oslobaanje lijeka znatno slo eniji pojam koji
obuhvaa oslobaanje lijeka iz formulacijskog matriksa i otapanjeldine tvari u vodenome
mediju. Samo ako je otapanje lijeka ograiaju i korak (engl.rate limiting step u cijelom

procesu oslobanja, ta se dva pojma mogu upotrebljavati kao smpj21, 22].
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Slika 2. Shematski prikaz pet osnovnih koraka uldinih u proces otapanjarste estice
lijeka u dobro mijeSanome vodenome mediju [preuzgtdago eno prema 22 uz dozvolu

Elsevier]
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Otapanje lijieka matemakii se mo e opisati uz pomomodificirane Noyes-Whitneyeve

jednad be:

"0% N )

gdje ' brzina otapanja ovisi o: — dostupnoj povrSini lijeka, (  difuzijskom
koeficijentu lijeka,& — debljini stacionarnog difuzijskog sloja, — topljivosti lijeka u
gastrointestinalnim uvjetima/ —volumenu medija dostupnoga da otopi lije¥'l ( koli ini
lijeka koji je ve otopljen[23]. Fizikalno-kemijska svojstva djelatne tvamzioloSki uvjeti u
gastrointestinalnom traktu, koji variraju ovisnot@me ima li u njemu hrane ili ne, mogu

utjecati na brzinu otapanja lijek&blica 1).

Tablica 1. Fizikalno-kemijski i fizioloSki initelji koji utje u na otapanje lijeka u

gastrointestinalnom (GI) traktu [preuzeto i prilagno prema 23 uz dozvolu Elsevier]

Fizikalno-kemijski

Parametar - Fizioloski initelji
initelji
A - povrSina lijeka dostupna o ) o
. veli ina estica postojanje surfaktanta u Gl trakfu
za otapanje
D - difuzijski koeficijent molekularna masa viskoznost crijevnog sadr aj3

h - debljina stacionarnog N ' .
T , motilitet, brzina sekrecije
difuzijskog sloja

. . hidrofilnost, pH, puferski kapacitet, ui
Cs- topljivost lijeka )
kristalna struktura komponente hrane
Xd - koli ina otopljenog lijeka permeabilnost

_ sekrecija, volumen tekine uzet
V - dostupni volumen _ .
zajedno s lijekom

Da bi se poveala brzina otapanja djelatne tvari (npr. ako jeladjea tvar slabo topljiva),

primjenjuju se razlite formulacijske strategije. To su:

1. pove anje povrSine dostupne za otapanje, primjerice sngn veliine estica

2. pove anje prividne topljivosti djelatne tvari, npr. daklem surfaktanta ili

ciklodekstrina odnosno uklapanjem u polimerne neigieliposome [22].
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2.1.3.2. Aparature za ispitivanje vitro osloba anja

Izbor aparatura zan vitro oslobaanje lijekova ovisi 0 svojstvima farmaceutskog kdli

na inu primjene lijeka. Prema amekbj farmakopeji, definirane suetiri aparature u ogm
poglavlju <711> i tri aparature u ogm poglavlju <724>24]. To je poglavlje nedavno
uskla eno s europskom i japanskom farmakopejom radi ujedmaa definicija i operativnih
parametara koji se upotrebljavaju za prge oslobaanja lijekova. Aparature su navedene u
tablici 2.

Tablica 2. Aparature za ispitivanj@ vitro osloba anja lijekova [25]

Tip

Opis Dozirni oblik
aparature

rotiraju a koSarica L o
1. _ tablete, kapsule, plutajuljekoviti oblik
(engl.rotating basket

rotiraju a lopatica B
2. ) tablete, kapsule, suspenzije
(engl.rotating paddié

uranjajui cilindar o o _
3. , . . oblici s kontroliranim oslobaanjem
(engl.reciprocating cylindey

proto na elija implantanti, suspenzije, slabo topljive

(engl.flow-trough cel) djelatne tvari

lopatica iznad diska _ _
5. _ transdermalni sustavi
(engl.paddle over disk

cilindar ' _
6. . transdermalni sustavi
(engl.cylinden
. uranjajui dr a transdermalni sustavi, oblici s kontroliranim
' (engl.reciprocating holdey oslobaanjem

Za vrste oralne farmaceutske oblike regje se upotrebljavaju aparature s rotiraju
koSaricama (tip 1.) i rotirajum lopaticama (tip 2.) koje imaju cilindme posude s
hemisferinim dnom u ijoj je sredini osovina na koju se montiraju lopatiili koSarice. U
oba sluaja ispituje se 500 — 1000 ml medija, a e&je je to 900 ml. Brzina rotacije mijeSala

definira se tijekom razvoja metode. Pri malim bariva mijeSanja na dnu posude mo e se
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stvoriti naslaga koja ,zarobi“ djelatnu tvar i spiva daljnje otapanje [26]. Rezultati
dobiveni upotrebom obiju aparatura osjetljivi suraali ite komponente kao Sto su dubina,

centriranje osovine, niveliranje kupelji, vibracijaesavrSenosti posuda [27].

2.1.3.3. Odabim vitro medija

Cilj ispitivanja oslobaanja lijekovain vitro jest razvoj diskriminatorne metode kojom se
dobro predvia in vivo oslobaanje lijeka i osjetljiva je na varijable koje mogtjecati na
brzinu oslobaanja lijeka. Potrebno je identificirati odgovarajumetodu koja je dovoljno
diskriminatorna, ali koja ne uzrokovati nepotrebna odbacivanja lijekova kojinbali dobar

in vivo profil nakon oralne primjene.

S obzirom na to da se m&sobno izmjenjuje nekoliko razitih pojmova, predlo ena je ova

podjela metoda ispitivanja oslokamnja lijekovain vitro [28]:
1. QC (engl.quality contro) in vitro metoda
2. biorelevantna metoda

3. klini ki relevantna metoda.

QC in vitro metoda (englquality control)

Zadaa QC metode jest otkrivanje promjena tijekom roga proizvodnog procesa ili
tijekom uvanja lijeka koje mogu negativno utjecati na kiedli proizvoda, a primjenjuje se u
posljednjim fazama razvoja lijeka ili nakon njegowu benog odobrenja. Ovisno u
proizvodu, te promjene mogu biti povezane s djelatrivari, sirovinama ili nekim drugim
kriti nim atributima specifinima za proizvodni proces. Primjerice, QC metodowranse
identificirati proizvod koji je neadekvatno gramaln ili neadekvatno komprimiran, a njome
se moraju otkriti i bithe promjene kritiih atributa djelatne tvari ili kljunih pomo nih tvari.
QC metoda treba biti robusna i jednostavna za primju tipinom QC okru enju [28].
Kloridna kiselina, acetatni i fosfatni pufer u fimbSkom pH podryu najeSe su
upotrebljavaniin vitro mediji. ProiS ena voda, iako prihvatljiva, nije prepoliv in vitro

medij ponajprije zbog ograrenoga puferskog kapaciteta [29]. Puferski se merbjpaju
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uzeti u obzir kada su djelatna ili ponma tvar osjetljive na pH. Slabo topljive djelatvari
koji se ne mogu adekvatno otopiti u vodenim medijiurfizioloSkom pH podryu zahtijevaju
dodatak surfaktanta kojie stvoriti uvjete osigurane topljivosti i omogfi postizanje
potpunog oslobaanja lijeka u odgovarajem vremenu. Osim toga, surfaktanti mogu patie
brzinu oslobaanja poveavajui mo ivost hidrofobnih djelatnih ili pomaih tvari [27]. In
vitro medij s dodatkom surfaktanta ne smatra se odsteaog fizioloSkih uvjeta s obzirom
na zastupljenost wih soli i lecitina u crijevnom sadr aju, ali kolna surfaktanta koja se
doda uin vitro medij mnogo je vea od fizioloSke koncentracije, pa sesto ne moe

uspostaviti korelacija  vivo podatcima [30, 31].

Biorelevantna metoda

Biorelevantna metoda razvija se radi oponaSanjaldikih uvjeta kojima je izlo en lijek
tijekom prolaska kroz gastrointestinalni trakt. B#dm se karakterizira oslobanje lijeka i

odabire optimalna formulacija. KoriStenje takve otk va no je tijekom inicijalne faze
razvoja lijeka radi predvanja mogueg utjecaja hrane na oslolaamje lijeka, kao i utjecaja

inhibitora protonske pumpe i mogeiprecipitacije lijeka nakon oralne primjene [28].

Dressman i suradnici predloili su sastaw vitro biorelevantnin medija koji najbolje
simuliraju elu ani i crijevni sadr aj, uzimaju u obzir glavne initelje koji utje u nain vivo
oslobaanje lijekova [23]. Osmolalnost, povrSinska napetqauferski kapacitet, pH te
koncentracija lecitina i natrij taurokolata u bievantnim medijima prilageni su
fizioloSkim vrijednostima. Mediji koji simulirajuadr aj i uvjete u eludcu jesu: SGF (engl.
simulating gastric fluiyl uz dodatak surfaktanta, FaSSGF (erigkting simulating gastric
fluid, simulacija eludanog soka bez hrane), te punomasno mlijeko s Fom udjelom
masti za simulaciju uvjeta u eludcu nakon obroR3,[32]. Za simuliranje uvjeta u crijevima
u uvjetima bez hrane ili s njom rabe se mediji AR&S@ngl. fasting simulating intestinal
fluid, simulacija crijevhog soka bez hrane) i FeSSIRlefed simulating intestinal fluid
simulacija crijevnog soka s hranom). Sastav bioaenih medija koji simuliraju uvjete u
crijevu u kojemu ima hrane i u praznom crijevu, nficdan prema Jantratid i suradnicima,

prikazan je uablici 3 [33].
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Tablica 3. Sastav biorelevantnag vitro medija u tankome crijevu [preuzeto i prilagmo

prema 33 uz dozvolu Springer Nature]

Sastav FaSSIF FeSSIF
u ne soli (natrijev taurokolat) (mM) 3 10
fosfolipidi (lecitin) (mM) 0,2 2
maleinska kiselina (mM) 19,12 55,02
natrijev hidroksid (mM) 34,8 81,65
natrijev klorid (mM) 68,62 125,5
gliceril monooleat (mM) / 5
natrijev oleat (nM) / 0,8
pH 6,5 5,8
osmolalnost (mOsmL/kg) 180 + 10 390 £ 10
puferski kapacitet (mmol/L/ pH) 10 25

Biorelevantnom se metodom katkad ne mo e predvigjehasSanje lijeka u organizmu te je
uglavnom skupa, kompleksna, nedovoljno robusnafinnee se postii osloba anje viSe od
80 % djelatne tvari u odrenom vremenu, Sto limitira primjenu te metode kd® Qetode
[28].

Klini ki relevantna metoda

Pojam klini ki relevantne metode uveden je unutar konceptaitki@lugraene u dizajn
(engl. quality by desigrQbD) kako bi se bolje razumio utjecaj procesnitorimulacijskih
varijacija nain vivo rezultate. Kliniki relevantna metoda odneje se povezivanjem rezultata
dobivenih ispitivanjemin vitro oslobaanja lijeka i dobivenihin vivo farmakokinetikih
parametara te uspostavljanjémvitro — in vivokorelacije ili relacije (engllVIVC ili IVIVR).
Tijekom razvoja lijekova u odabiru metoda za isitije in vitro oslobaanja lijekova
poma e klasifikacija BCS. Prema smjernicama ankeriregulative, ako se formulacije lijeka
s trenutanim oslobaanjem i dobro topljivom djelathom tvari vrlo brzgloba aju (viSe od

85 % djelatne tvari unutar 15 minuta za BCS klagulilimaju sli an profil oslobaanja (85
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% djelatne tvari otopljene unutar 30 minuta za B&Su 3.) u propisanirm vitro medijima
(pH 1,2; 45 1 6,8), ti se mediji smatraju kliki relevantnima i ne treba provoditi
bioekvivalencijsko ispitivanje [4, 18, 28]. Za fouafacije s trenutanim oslobaanjem koje
sadr avaju djelatne tvari BCS klase 2. i 4. vrloigazovno standardizirati metode ispitivanja
in vitro oslobaanja lijekova. Stoga je za slabo topljive djelatmari va no ispitati utjecaj
razli itih formulacija, procesnih uvjeta na vivo farmakokinetiki profil i dizajnirati in vitro
metodu koja mo e identificirati promjene uvedengekom razvoja lijekova. Kliniki
relevantnain vitro metoda mo e biti provedena u nebiorelevantnionvitro mediju ako se
mo e potvrditi da dobro predva in vivo ponaSanje lijeka [18, 20, 34]. Primjena te metode
kao QC metode za slabo topljive djelatne tvari omage potvrdu adekvatnoga vivo profila
nakon oralne primjene lijeka [28].

Tako er, QC metoda i biorelevantna metoda mogu bitii Kkinrelevantne ako se uspostavi

neki oblik povezanostn vitro i in vivorezultata, npr. IVIVC ili IVIVR [28].

2.1.3.4. Modeliranje i usporedba profifavitro oslobaanja

Tijekom posljednja dva desetlg predlo eni su razliti modeli za karakterizaciju profila
oslobaanja. In vitro oslobaanje iz vrstih farmaceutskih oblika mo e se opisati model
neovisnom metodom koja se koristi dvama staksti faktorima ili kineti kim modelima u
kojima je koli ina otopljene djelatne tvari u funkciji vremengeakcija nultoga i prvog reda)
[35].

2.1.3.4.1. Model-neovisne metode

Dvije naj es e primjenjivane metode jesu iztan faktora slinosti i faktora razliitosti.

Faktor razliitosti )» odraava postotak greSke izme profila testirane i referentne

formulacije u svakoj vremenskoj t in vitro ispitivanja i definira se jednad bom:
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b (6)
e —— ' 011

Vrijednosti . i .. oznaavaju postotak otopliene djelatne tvari testiranaeferentne

formulacije u svakoj vremenskoj ti 2 Kada je)- jednak nuli, zna da su ta dva ispitivana

profila identi na [35].

Faktorom slinosti), iskazuje se slhost u postotku otopljene djelatne tvari izmedviju

formulacija i definirana je jednad bom:

@ 7)

), 31 4567€09 :0<=> v '7 011C
-/ *

DEFG H. i .. predouju postotak otopljene djelatne tvari testiraneferentne formulacije u

svakoj vremenskoj t&i 2 Broj vremenskih tcaka oznaen je malim slovom [35].

Prema regulatornim smjernicama (FDA, EMA), faktiorrsosti je kriterij utvr ivanja sli nosti
izme u dvaju profilain vitro oslobaanja. Dva se profila smatraju slima ako faktor

sli nosti ima vrijednost izmes 50 i 100 [4, 5].

2.1.3.4.2. Model-ovisne metode

Kvantitativnho tumaenje rezultata dobiveniin vitro mo e se dobiti uz pomojednad be koja
matematiki opisuje krivulju oslobaanja kao funkciju odreenih parametara povezanih s
svojstvima ispitivanoga farmaceutskog oblika. U nekse sluajevima jednad ba mo e
izvesti iz teoretske analize procesa, kao kinatilidhog reda. Meutim, u veini primjera koji
su primjenjivi za tablete, kapsule, oblike s kohtamim oslobaanjem teoretskih temelja
nema i rabe se mnogo primjenjivije empirijske jedlba. Empirijski modeli najeSe su
predoeni jednostavnim jednad bama, a njihov je cilj sampis ponaSanja sustava na
makroskopskoj razini, neovisno o pozadini tog pangs na mikroskopskoj razini [35].
Brojni su matematki modeli predlo eni za opisivanje krivulje oslokanja lijeka, npr.
Weibullov model, Higuchijev model, Korsmeyer-Peppasnodel, jednostavna varijanta

eksponencijalnog modela itd.
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Jednostavna varijanta eksponencijalnog modela @sipvom formulom [35]:

_ 8
) | 00" ke ©

Parametri i Nodre uju se prilagoivanjem modela podatcima koji su izmjer@mvitro.

2.2. Oralna primjena lijekova

uzimanja lijeka. Da bi se ostvario terapijskinak djelatne tvari iz oralno primijenjenoga
vrstog farmaceutskog oblika, djelatna se tvar nagsorbirati, a proces apsorpcije sastoji se

od nekoliko koraka:
osloba anje djelatne tvari iz farmaceutskog oblika
otapanje djelatne tvari

prijenos djelatne tvari preko membrane gastroiimtabtog trakta u sistemsku

cirkulaciju.

Bioraspolo ivost je farmakokinetki parametar i oznava brzinu i opseg djelatne tvari koja
dospije u sistemsku cirkulaciju i postane dostupaa farmakoloSko djelovanje.
Bioraspolo ivost lijeka odreuju frakcija apsorbiranog lijeka i frakcija koja bjegne
metabolizam u enterocitima 1 jetrblika 3 prikazuje procese ukljene u oslobanje i

apsorpciju lijekova iz vrstih farmaceutskih oblika.
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Slika 3. Prikaz procesa koji mogu utjecati na bioraspolo ivesIno primijenjenog lijeka
Tri parametra koja uvjetuju oralnu bioraspolo ivg®) prikazana su u jednad bi:

P ) R P ©)

u kojoj je) frakcija doze lijeka koji se apsorbira iz lumengesa u enterocitel, frakcija
doze lijeka koja izbjegne predsistemski metabolizasnterocitima, &g frakcija lijeka koja

prolaskom kroz jetru izbjegne predsistemski metabaot u njoj [36].

Bioraspolo ivost lijeka mo e biti apsolutna i relaha, a definirana je krivuljom koncentracije
ljeka u vremenu unutar sistemske cirkulacije. Apswh bioraspolo ivost odnosi se na
usporedbu intravenske primjene i neintravenske jprim lijeka. Ako se lijek primijeni
intravenski, bioraspolo ivost iznosi 100 %, no kad primjeni na alternativni na (npr.
peroralno), apsolutna bioraspolo ivost izumava se kao omjer povrSine ispod
koncentracijske krivulje (npr. oralne) nasuprot @avrrispod koncentracijske krivulje nakon

intravenske primjene (1V) prema jednad bi:

STy vu w (10)
STw U VU

P
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gdje ST oznaava povrsinu ispod koncentracijske krivulje u vremneralno i intravenski

primijenjenog lijeka, a primijenjenu dozu lijeka.

Relativha bioraspolo ivost obuhva svaku drugu usporedbu bioraspolo ivosti poput
usporedbe istoga farmaceutskog oblika dvaju nakli proizvo a a ili razli itih
neintravenskih oblika istog proizva a (npr. tableta i otopina) prema jednad bi:

STum v-v M VoY (11)
V. ST V-Y MM V-Y

Gdje je ST povrsSina ispod koncentracijske krivulje u vremeautestirani i referentni lijek, a

primijenjena doza lijeka [25].

Relativha bioraspolo ivost mjeri se tijekom provedbeekvivalencijskih studija. Prema
definiciji, dva su lijeka bioekvivalentna ako farosautski ekvivalenti primijenjeni u istome
molarnom iznosu u slhim uvjetima i dobro dizajniranom pokusu ne pokazapaajne

razlike u brzini i opsegu dostupnosti djelatne ituasistemskoj cirkulaciji.

Farmakokinetiki parametri koji pokazuju brzinu i obim apsorpcijeka iz farmaceutskog

oblika u sistemsku cirkulaciju jesu:

vrSna koncentracija (cmax)

povrSina ispod krivulje (PIK).

Bioekvivalencija je dokazana ako je 90-postotneimal pouzdanosti omjera testiranoga i
referentnog lijeka dobivenoga za vrSnu koncentaggovrsine ispod krivulje unutar raspona
od 80,00 do 125,00 % [4, 5].

2.3. Apsorpcija lijeka nakon oralne primjene

Apsorpcija lijeka slo en je proces na koji utje mnogi initelji koji se mogu svrstati u tri
kategorije [37]. Prva se kategorija sastoji oddiaskih initelja u gastrointestinalnom traktu;
to su pH, pra njenje eludca, vrijeme prolaska kitanko i debelo crijevo, sastav probavnih
sokova, nain apsorpcije i presistemski metabolizam. Drugdegariji pripadaju fizikalno-
kemijski parametri djelatne tvari kao Sto su pkapljivost, stabilnost, lipofilnost. U tre se
kategoriju ubrajaju biofarmaceutskinitelji vezani za formulaciju lijeka, npr. velha

estica, kristalni oblik, vrsta farmaceutskog obljg8].
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2.3.1. Mehanizmi apsorpcije lijekova

Glavna funkcija bioloSke barijere intestinalnih rsta jest apsorpcija tvari nunih za
normalno funkcioniranje organizma te zastita tkivmgana od Stetnih tvari. Esencijalne tvari
potrebne organizmu apsorbiraju se ratitth mehanizmima koji se mogu iskoristiti i za
apsorpciju lijekovaSlika 4 prikazuje razliite mehanizme apsorpcije lijekova kroz bioloSke

membrane.

Slika 4. Mehanizmi apsorpcije lijekova [preuzeto i prilagoo prema 39 uz dozvolu

Elsevier]
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Nakon oralne primjene lijek se mo e apsorbiratiipasm difuzijom ili aktivnim transportom.

Transcelularni nan glavni je put apsorpcije vae lijekova, a uvjetovan je fizikalno-
kemijskim svojstvima djelatne tvari, ali i obilj@na epitelne membrane. Apikalna se
membrana enterocita smatra ogramaju im initeljem tijekom pasivne difuzije jer je deblja
i rigidnija od bazolateralne membrane [40, 41].d@ealularni nain dosta je ogranen jer mu
pripada manje od 0,01 % ukupne apsorptivne povidifeva [42]. NajviSe je hidrofilnih pora

izme u enterocita u tankom crijevu, dok ih u debelomeru nema [36].

Aktivni se prijenos lijekova ostvaruje uz pomtransportera, uz utroSak energije, a dijeli se
na influks i efluks. Veina transportera nalazi se na apikalnoj strani mangenterocita, a
neki se nalaze samo na bazelateralnoj strani iliunpgstojati s obje strane membrane
enterocita. Lijekovi koji se apsorbiraju putem spartera uglavnom imaju neke strukturne
sli nosti s endogenim tvarima koje su supstrat za ethigransportni protein. Transporteri su
vrlo specifini i s obzirom na to da postoji oden broj transportnih proteina, taj se
transportni put mo e zasititi [43]. Takav tip trggmsta mnogo je va niji za hidrofilne lijekove

i mo e biti glavni mehanizam apsorpcije lijekova je manje vjerojatno dae se apsorbirati
transcelularno, dok se lipofilni lijekovi koji seagu apsorbirati putem transportera zbog svoje

lipofilnosti mogu apsorbirati i transcelularno, jpautjecaj transportera minimalan [36].

2.3.2. Anatomija i fiziologija probavnog sustava

Sastavni dijelovi probavnog sustava razlikuju sespojoj anatomskoj strukturi, vremenu

prolaska lijeka kroz njih, sekreciji i pH.

Lijekovi koji se uzimaju oralno ne apsorbiraju sgednjaku zbog vrlo brzog prolaska (10

sekundi) i male apsorptivne povrSine [44].

eludac ima relativno malu apsorptivhu povrSinu, razliku od tankog crijeva, i kratko
vrijeme prolaska kad se lijek uzme na prazan etuddme se mo e objasniti ogramna
apsorpciju lijekova u tankom crijevu jer pra njengudca utjee na brzinu dolaska lijeka u
tanko crijevo, koje je glavno mjesto apsorpcijeine lijekova. Osim regularnih, torkih

kontrakcija koje se zbivaju kad se hrana nalazéludcu, kad u njemu nema hrane, svaka se
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dva sata ponavljaju multifazni motoki ciklusi (MMC) koji prazne sadraj eludca u
dvanaesnik. Pra njenje eludca pri oralnoj primjeijeka ovisi o farmaceutskom obliku i
sadr aju eludca. Kad se lijek uzima na prazan eadmale seestice (manje od 2 mm)
tijekom svih faza MMC-a mogu isprazniti iz eludaag poluvijek pra njenja krae od jednog
sata. Vee se estice (2 — 7 mm) mogu isprazniti u drugoj i tiefazi, kada se pojavljuju
sna ne kontrakcije (englhouse keeping waveg44, 45]. Pranjenje eludca dosta je
varijabilan parametar koji se ne razlikuje samoojeginih ljudi (intervarijabilnost) vei u
iste osobe mo e varirati u dva raita razdoblja (intravarijabilnost) [46]. Kada nerhane,
pH eludca iznosi 1 — 3 i u njemu je 30 — 50 mlueke koja sadr ava ione klorida. Oni
stvaraju kiselo okru enje; pepsin koji pomae u pavi hrane; lipaze koje pridonose
oslobaanju lijekova iz lipidnih farmaceutskih oblika, neatoli ine u nih soli te natrijevih i
kalijevih iona [47, 48, 49, 50]. Uzimanjem hraneladd do porasta pH, lenja probavnih
enzima te dueg zadr avanja lijeka ovisno o vrstiroka. Prosjean pH eludca nakon
uzimanja obroka iznosi 4 — 7 i viaase na pcetne vrijednosti nakon otprilike jednog sata,
ovisno o koliini kalorija, sastavu hrane i vrijednosti pH. Uzimem tekueg obroka, pH u

eludcu dulje vrijeme ostaje poviSen (viSe aatiri sata) nego nakon krutog obroka [44].

Tanko crijevo dugako je oko tri metra, ali zajedrkim se uinkom kru nih nabora, resica i
mikroresica znatno povava njegovo apsorpcijsko podje. Premda se u vmi literature
spominje apsorptivna povrsina od oko 256 movija istra ivanja navode da je ta povrsina
znatno manja i iznosi 327j47]. Dobro permeabilne djelatne tvari uglavnomagsorbiraju
na vrscima vilija [51], a slabo permeabilne djelatva&i mogu difundirati cijelom duljinom
tankog crijeva, od vrska vilija do kripte, Sto posea raspolo ivu apsorptivhu povrsinu [52,
53]. Nakon Sto prau enterocite i laminu propriju, molekule lijeka méau krvotok (portalnu
venu). Mali broj jako lipofilnih djelatnih tvari aki u sistemsku cirkulaciju putem limfe u
tankom crijevu [54]. Uz mukozu se nalazi stacionawdeni sloj vode, sluzi i glikokaliksa,
koji nastaje nepotpunim mijeSanjem crijevnih sag@ az crijevnhu mukoznu povrSinuja
debljina u ljudi iznosi 25 m [55, 56]. Utjecaj stacionarnog vodenog sloja paoapciju
lijekova neznatan je [56, 57, 58]. Kad nema hrafeu tankom crijevu prosj@o iznosi 6,5,

a ako u crijevu ima hrane, pH se sni ava i izndsd 6. Prosjeno vrijeme prolaska lijeka kroz
tanko crijevo u zdravih ljudi iznosi oko 3 — 5 siatie mijenja se uzimanjem hrane ili ovisno o
farmaceutskom obliku [37, 44]. Pasivna je transeehd apsorpcija lijekova efikasnija u

proksimalnom dijelu tankog crijeva [44].
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Sluznica debelog crijeva sthia je sluznici tankog crijeva, ali u njoj nema casiU debelom se
crijevu nalaze mnoge aerobne i anaerobne baktkaje imaju probavne i metaboke
funkcije i mogu uzrokovati razgradnju lijekova. Ubddom su crijevu pH vrijednosti nesto
ni e nego u tankome, Sto je vjerojatno posljedieanfentacije zbog djelovanja bakterija u
njemu [36]. Premda debelo crijevo ima manju apsanptpovrsinu, apsorpcija lijekova mo e
biti u inkovita zbog duljega vremena prolaska lijeka. Wtagku debelog crijeva apsorpcija
smanjuje moguost doticaja lijeka s apsorptivnom povrSinom. Reogeno vrijeme prolaska
kroz proksimalni dio debelog crijeva iznosi 5 — 4&ti, a vrijeme prolaska kroz ostali dio

debelog crijeva dosta je varijabilno [44].

2.3.2.1. Svojstva gastrointestinalnih teka

Puferski kapacitet, pH, osmolalnost, povrSinska tegteviskoznost, volumen i temperatura
teku ina u gastrointestinalnom traktu utje na in vivo u inak farmaceutskog oblika.
Dokazano je, primjerice, da osmolalnost djelujeoskoba anje lijeka, da efekt zajedikiog
iona mo e rezultirati sporijim otapanjem, da pownsia napetost mo e utjecati na svojstva
mo ivosti formulacije te da une soli i fosfolipidi mogu smanjiti povrSinsku napst
gastrointestinalnih tekina, dok temperatura mo e djelovati na difuzijskieficijent lijeka te
na topljivost same formulacije i djelatne tvaslflica 4) [33, 48, 59, 60, 61, 62].

Hrana sadr ava aminokiseline, masti i mnoge nuitgekoji mogu utjecati na vrijeme
pra njenja eludca, poveanje krvnog protoka u jetri, stimulaciju izivanja u i, promjene
pH u gastrointestinalnom traktu te na fizikalno-kske interakcije s lijekom. U nekim
slu ajevima hrana mo e imati negativanimak na bioraspolo ivost lijekova zbog vezanja
lijeka za komponente hrane ili hrana mo e stvafei ku barijeru koja sprava difuziju
djelatne tvari na mjestu apsorpcije, dok katkad zpofoljSanja topljivosti djelatne tvari

znatno poveava bioraspolo ivost lijeka pa se lijek uzima saamhranu [63].
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Tablica 4. Svojstva gastrointestinalnih tekna [64, 65, 66]

Parametar

Vrijednosti Vrijednosti nakon

bez prisutnosti hrane uzimanja hrane

volumen vode eludac <50 do 1000
(ml) tanko crijevo 105 54
eludac 1,7-3.3 3,5
H 5,6 — 7 (duodenum) 5 - 6,5 (duodenum)
P tanko crijevo 6,0 — 7,8 (jejunum) 5—6,5 (jejunum)
6,5 — 8 (ileum) 6,5 — 8 (ileum)
kolon 7,8 6
eludac 171-276 217 — 559
. 124 — 266 (duodenum)
osmolalnost tanko crijevo 200 — 278 (ia 250 — 367 (duodenum)
(mOsm/kg) B (jejunum)
kolon 81] 99 — 349]
povrsinska eludac 41,9-45,7 30-31
napetost B 33,3 — 46 (duodenum) 32,2 — 36,7 (duodenum)
tanko crijevo . o
(mN/m) 28 (jejunum) 27 (jejunum)
kolon 42,7]
puferski eludac 7-18 14 - 28
kapacitet 5,6 (duodenum)
. o 18 — 30 (duodenum)
(mmol/ll pH) tanko crijevo 3,2 (jejunum) o
. 13,2 — 14,6 (jejunum)
6,4 (ileum)
enzimi ud pepsin: 0,1 — 1,3 mg/ml; pepsin: 0,26 — 1,72 mg/n|
eludac
lipaza: 43,9 U/ml lipaza: 11,4 — 43,9 U/ml
u ne soli B 2,5 —-5,9 (duodenum) 3,6 — 24 (duodenum)
tanko crijevo . .
(mM) 1,4 -5,5 (jejunum) 4,5 — 8 (jejunum)

fosfolipidi (mM)

tanko crijevo

0,26 (duodenum)
0,19 (jejunum)

1,2 — 6 (duodenum)
2 — 3 (jejunum)
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2.3.2.2. Predsistemski metabolizam lijekova

Zbog efluks transportera u crijevima, metabolizmenterocitima (metabolizma faze I. i Il.),
efekta prvog prolaska kroz jetru i razgradnje ek lumenu crijeva mo e dodo znatnog
smanjenja apsorbirane frakcije lijeka. U enteragitise nalaze citokromi CYP1A2, 2A6, 3B6,
2C, 2D6, 2E1 i 3A izoforma. Premda je kaha citokroma u crijevima znatno ni a od one u
jetri, crijevni su enzimi strateSki postavljeni takta se maksimalno powe izlo enost
crijevnog sadr aja enzimima. Koncentracije enzindb® najvee su na vrscima vilija prve i
druge treine tankog crijeva [67]. Citokrom P450 3A4 i P-gpesto su zajedno locirani na
apikalnoj strani vrSaka vilija te ih aktiviraju ilinhibiraju iste tvari i imaju jednaku
specifi nost za supstrate. Njihovom koordiniranom aktivio§jekovi koji su supstrati za
CYP3A4 kontinuirano kru e izmeu enterocita i lumena crijeva i tako poagaju izlo enost
lijeka enzimu. Crijevna mikroflora mo e povati apsorpciju lijekova koji su podlo ni

enterohepatkoj recirkulaciji [67].

2.3.3. Fizikalno-kemijskiinitelji koji utje u na apsorpciju lijekova

Topljivost i permeabilnost dva su glavna fizikalkemijska initelja koja utjeu na apsorpciju
lijekova, a ostali fizikalno-kemijski faktori djetlae tvari (npr. stupanj ionizacije, molekulska

masa, logP i slobodne rotirapiveze) odreuju topljivost i permeabilnost.

Prema Lipinskijevu pravilu, dobra se apsorpcij@kg mo e oekivati ako molekula ima
manje od pet donora vodikovih veza (-NH ili OH skg), manje od deset akceptora
vodikove veze (atomi kisika i duSika, uklpju i one koji su i donori vodikovih veza),
molekularnu masu manju od 500 i lipofilnost (logP). Tako er se koristi i polarna povrsina

(PSA), koja dobro korelira s pasivnim prijenosojaka kroz membrane [68].

27



2.3.3.1. Topljivost

Da bi lijek proSao kroz bioloSku membranu, mora bibtopljenome i neioniziranom stanju,
pri emu i razlike pH vrijednosti u razltim dijelovima gastrointestinalnog trakta mogu
utjecati na otapanje ili razgradnju djelatne tvari.

Va an initelj koji utje e na apsorpciju lijekova nakon oralne primjene pdtraspodjela. U
tom procesu Henderson-Hasselbackova jednad ba jepsdnos izmeu pKa vrijednosti
djelatne tvari, pH medija i udjela ioniziranog t#jea slabe kiseline i za slabe baze.

Slabo kisele djelatne tvari loSije se otapaju uudelu, gdje se nalaze uglavhom u
neioniziranom stanju, no nakon dolaska u tankaewoijnjihovo je otapanje mnogo bre i
ve im su dijelom u ioniziranom obliku. Slabo lu nateetijtne tvari brzo se otapaju i u
kiselom pH eludca uglavnhom su u ioniziranom oblikdok je njihovo otapanje u uvjetima
viSega pH u tankom crijevu sporije i v@om su u neioniziranom stanju. Uzimanjem hrane s
lijekom koji je slaba baza mo e se smanijiti brziotapanja lijeka jer dolazi do poviSenja
elud anog pH. Za lijekove koji su slabe kiseline hrana enpove ati udio lijeka u

ioniziranom obliku ine i ga tako bolje topljivim [67].

Osim pH i pKa vrijednosti, procjena topljivosti n® se odrediti iz kemijske strukture.
Topljivost je direktno povezana s brojem vodikovibza koje se mogu formirati s vodom
[69]. Delaney je napravio linearnu regresiju s dewelekularnih karakteristika. Najva niji su
u inak imali logP, molekularna masa, udio teSkih aom aromatskoj strukturi te broj

rotiraju ih veza [70].

2.3.3.2. Permeabilnost

Sposobnost lijeka da difundira kroz lipidnu memiorawisi o fizikalno-kemijskim svojstvima
djelatne tvari, Sto podrazumijeva logP, molarnu umasan der Wallsove sile i molekularnu
fleksibilnost stvaranja vodikovih veza. Lipofilneotekule (optimalan logP je u podiju 2 —

7) i molarne mase 300 g/mol [36, 44] dominantne se apsorbirati transcelularno, dekse
paracelularnim putem apsorbirati hidrofiine molekdlogP 0) male molarne mase (manje
od 250 g/mol) [44].
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2.3.4. Biofarmaceutskiinitelji koji utje u na apsorpciju lijekova

Apsorpcija iz oralnih otopina je brza, dok raik formulacije lijeka s trenutaim ili
modificiranim oslobaanjem mogu, meau ostalim, utjecati i na vrijeme prolaska lijekakr
gastrointestinalni trakt [61, 71]. Mikronizacijorth manonizacijom, kojom se velna estica
mo e smanjiti na 100-250 nm, poweva se povrSinaestice koja je dostupna za otapanje,

ime se ubrzava otapanja lijeka [36, 72].

Mnogi se lijekovi mogu klasificirati kao slabe baie slabe kiseline koje te e ionskim
interakcijama sa suprotno nabijenim ionima. Stvamanjsoli dolazi do promjene pH
difuzijskog sloja na povrSiniestice koja se otapa, Sto znatno pave topljivost djelatne
tvari [36].

Razli iti polimorfni oblici imaju razliita fizikalna svojstva kao Sto su kristalni oblik,
molekularna gust@, temperatura taljenja, higroskopnost i entalfiaije. Polimorfizam
mo e utjecati na fizikalnu i kemijsku stabilnost tea profil topljivosti Amorfni oblici
uglavhom imaju veu brzinu otapanja i ve topljivost od njihovih kristalnih oblika.
Me utim, amorfni su oblici uglavnom kemijski nestaljilzbog nedostatka trodimenzionalne

kristalne strukture i vee molekularne pokretljivosti [36, 72].

Odabir formulacije, pomanih tvari i proizvodnog procesa taker mo e uvelike utjecati na
bioraspolo ivost lijeka. Premda su se pome tvari u formulacijama tradicionalno smatrale
inertnima, iskustvo je pokazalo da mogu imati vaimerakcije s djelatnom tvari i utjecati na
njezinu apsorpciju i bioraspolo ivost. Vima interakcija izmeu djelatne i pomaih tvari
utje e na proces dezintegracije i/ili oslolamja, dok u manjem broju slajeva interakcija
pomo ne tvari i djelatne tvari mo e utjecati na pH mikkmline, stabilnost djelatne tvari u
gastrointestinalnom traktu, vrijeme prolaska kr@stgointestinalni trakt i na permeabilnost
gastrointestinalne membrane, Sto takkomo e utjecati na bioraspolo ivost lijeka. Djetatn
tvarima koje imaju slabu topljivost moraju se dogettmo ne tvari kao Sto su surfaktanti ili

sredstva za mavost (engl.wetting agents koji ubrzavaju oslobaanje lijeka [73, 74].
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2.3.5. Osnove farmakokinetike i farmakokinktimodeli

Za kvantitativan prikaz procesa apsorpcije, distije i eliminacije lijeka mogu se
upotrebljavati razliiti matematiki modeli. Oni omoguuju da se primjenom jednad bi opiSe
koncentracija lijeka u krvi u ovisnosti o vrememuemda uvelike simplificiraju niz slo enih
procesa koji se istodobno zbivaju u organizmu. iBxZarmakokinetikog procesa odrelje se

uz pomo diferencijalne jednad be kojom se iztmava brzina procesa u bilo kojem trenutku.
proporcionalna je koncentraciji lijeka, tj. Sto je a koncentracija, ti su procesi bri.
Farmakokinetikom terminologijom, rije je o procesima prvog reda. Procesi u kojih brzina
ne ovisi 0 koncentraciji nazivaju se procesimaoglteda. Broj parametara koji je potreban
da se opiSe proces ovisi 0 kompleksnosti procasanu primjene lijeka [25].

Ljudsko se tijelo mo e preddti uz pomo jednoga ili viSe prostornih odjeljaka koji su
me usobno povezani. Prostor nije stvarna fizioloSkamatomska cjelina veobuhvaa tkivo
ili skupine tkiva koja imaju slian protok krvi ili afinitet prema lijekovima. Osiprostornih

modela, postoje i fizioloski, koji su utemeljeni aaatomskim i fizioloSkim podatcima [25].

2.3.5.1. Jednoprostorni model

Jednoprostorni model najjednostavnije opisuje odestribucije i eliminacije lijeka iz
organizma. Primjenom lijeka intravenskim bolusoijela doza lijeka izravno ulazi u krvotok
pa se proces apsorpcije i distribucije lijeka u mehostornome modelu smatra trenuian.
Lijek se nakon primjene brzo raspouoge u tijelu, ali koncentracija lijeka u svakom vli
mo e biti razli ita zbog razliitog afiniteta tkiva prema tom lijeku. Nije mogu mjeriti
koncentraciju u svakom pojedinom tkivu, ali nakaspaostavljanja ravnote e koncentracija
lijeka u tkivima odra ava se u koncentraciji lijeka krvi. Prividni volumen distribucije
parametar je koji utjee na koncentraciju lijeka u krvi nakon primijenjedeze. Drugi
parametar koji se odraje jednoprostornim modelom jest konstanta elimjea&oja utjee

na brzinu smanjenja koncentracije lijeka tijekoranaena.
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Slika 5 prikazuje jednoprostorni model koji opisuje distrciju i eliminaciju lijeka nakon

primjene intravenskog bolusa i nakon oralne prirajieka.

Slika 5. Model s jednim prostorom nakon primjene intravemgskolusa i oralne primjene

lijeka

Pretpostavlja se da se nakon oralne primjene lijgkowbliku otopine ili tableta/kapsula s
trenutanim oslobaanjem apsorpcija ostvaruje procesom prvog reda. inde
farmakokinetikih modela pretpostavlja apsorpciju prvog reda osko apsorpcija nultog
reda nije eksperimentalno dokazana ili znatno géaeh model. Intramuskularne se vodene

injekcije tako er mogu opisati procesom prvog reda [25].

Brzina promjene koline lijeka u tijelu { ,$" ) jednaka je razlici brzine apsorpcije kojom
lijek ulazi u tijelo ( w$" ) i brzine eliminacije kojom se lijek izbacuje ieta (" | $" .S
obzirom na to da se apsorpcija iz gastrointestirplirakta zbiva procesom prvog reda,
koli ina lijeka na mjestu apsorpcijé () Mo e se izraziti kao K@¥Mte se koncentracija

lijeka u krvi u bilo kojem vremenu t mo e izranati uz pomo jednad be:

A Y s g@vh + k@ | N A KGYN © K@Y\ (12)
Xp Y] @Y

u kojoj je F frakcija lijeka koja se apsorbira wanizam, volumen distribucije, doza

lijeka, c konstanta apsorpcije,cakonstanta eliminacije.
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Iz grafi kog prikaza logaritamskih vrijednosti koncentradijeka u vremenu, nagib pravca u

zadnjim vremenskim ti&ama krivulje (vrijednosti koncentracije na logantskoj skali, a
Y] a

vrijeme na linearnoj skali) daje konstantu elinuify a odsjeak na osi y jednak j
b d] ed

[25].

2.4.1In vitro — in vivo korelacija

In vitro — in vivokorelacija (IVIVC) matematki je model koji opisuje vezu izme in vitro
osloba anja lijeka iin vivo odgovora (koncentracija lijeka u plazmi ili frajeciapsorbiranog
lijeka). Dobro uspostavljen IVIVC mo e se rabiti&alat za optimizaciju razvoja formulacije
te za predikcijun vivo ponasanja lijeka primjenom samo laboratorijskitvitro podataka o

osloba anju lijeka.

BCS Klasifikacija lijeka daje informaciju je li mage napraviti korelaciju za oralne ljekovite
oblike s trenutanim oslobaanjem. IVIVC je mogua kada lijek ima dobru permeabilnost te

je oslobaanije lijeka limitirajui korak za njegovu apsorpcijtaplica 5) [1].

Tablica 5. Klasifikacija BCS i mogunosti IVIVC-a [preuzeto i prilageno prema 1 uz

dozvolu Springer Nature]

Klasa Mogu nost korelacijein vitro — in vivo

limitirana, osim ako je proces oslolzeja sporiji od procesa pra njenja

1.
eludca
2. mogu a ako jen vitro oslobaanje slinoin vivo oslobaanju
3. ograni ena ili je nema
4. ograni ena ili je nema

Ako apsorpciju lijeka uvjetujen vivo oslobaanje, Sto je tipino za klasu 2. lijekova te za

formulacije s kontroliranim oslobanjem, postoji velika vjerojatnost da se razviti uspjesan
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IVIVC model, s tim da treba pronain vitro medij koji najbolje pokazuje razlike me

formulacijama [1, 75].

2.4.1. Kategorije IVIVC-a

Prema amerkim i europskim smjernicama, moga je uspostaviti nekoliko kategorija
korelacije: A, Bi C [2, 3].

Kategorija A najviSi je stupanj korelacije i oza&a funkcionalnu povezanost sviih vitro

to aka krivulje oslobaanja iin vivo podataka.

Za kategoriju B upotrebljavaju se parametri utearelpa statistikoj analizi momenta, pa se
npr. srednje vrijeme vivo apsorpcije usporelje sa srednjim vremenoim vitro osloba anja.
Korelacije kategorije B ne smatraju se osobito &@wma jer razliiti in vitro i in vivo profili

mogu rezultirati jednakim srednjim vremenom.

Kategorija C uspostavlja korelaciju izmeoslobaanjain vitro u jednoj vremenskoj tdi i
jednoga farmakokinetkog parametra; npr. 80 % otopljenog lijeka mo e lgeelirati s
vrSnom koncentracijom lijeka u plazmi. Za viSestrukategoriju C nekoliko se
farmakokinetikih parametara povezuje s otopljenim lijekom u rig&kovremenskih toaka
[76].

2.4.2.Razvoj kategorije A IVIVC modela

Za uspjesSnu uspostavu IVIVC-a treba ispitati baterformulacije koje imaju razlite brzine
osloba anja lijeka.In vivo ispitivanje provodi se na adekvatnom broju ljudiksi enoj studiji
bez unosa hrane (uglavnom 12 — 36 ispitanika). #&kdijek ne tolerira u uvjetima bez unosa
hrane, studija se mo e provesti u uvjetima nakoonsanhrane. Prema smjernicama FDA-e,

tvari dopusteno dodati surfaktante [2].

Nakon provedena vivo studije, izmjerene koncentracije lijeka u plaznogu se prerainati
u in vivo apsorpcijski profil primjenom model-ovisnih meto@4/agner-Nelsonove, Loo-

Riegelmanove) i model neovisnih metoda (postup&eieolucije)[3, 77].
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2.4.2.1. Model-ovisne metode

Dvije naj eS e upotrebljavane metode za iaua in vivo apsorpcije lijeka jesu Wagner-
Nelsonova i Loo-Riegelmanova metoda [77]. Objeesmbdel-ovisne metode utemeljene na

balansu masa [78].

S obzirom na to da se u IVIVC modelu regj e usporeuje frakcija apsorbiranog lijeka s

frakcijomin vitro oslobo enog lijeka, Wagner-Nelsonova jednad ba glasi:

g 9c |STJ1 QC|STJ1

gh . K : K

c 1STj 1 ci STj 1
Prema navedenoj formuli, frakcija vivo apsorbiranog lijek#& mo e se izraunati uz
pomo i Sle parcijalne povrSine ispod koncentracijske krivuija'e,STjk1 povrsine ispod
koncentracijske krivulje od vremena= 0 do = C2, ¢ konstante eliminacije i
koncentracije lijeka u plazmi u vremen{25].
Wagner-Nelsonova metoda primjenjuje se ako se IgekasSa prema jednoprostornome
modelu. Prednost te metode jest to Sto ne zahtig@atkein vivo nakon intravenske
primjene lijeka ili primjene oralne otopine, mgim konstanta eliminacije mora se iznaati
iz samoga eliminacijskog dijela krivulje, Sto se lgakove s produljenom apsorpcijskom
fazom i/ili dugim vremenom polueliminacije teSko meoodrediti [79, 80]. Nedostatak te

metode jest primjenjivost samo za lijekoviga se farmakokinetika mo e opisati modelom

jednog odjeljka.

Loo-Riegelmanova metoda primjenjuje se za lijekova se farmakokinetika opisuje

modelom s dva ili viSe odjeljaka i zahtijeva podatlegon intravenske primjene lijeka [25].

2.4.2.2. Model-neovisne metode

Konvolucija i dekonvolucija osnovni su alati potnelza uspostavu kategorije A IVIVC-a.
Metoda konvolucije jest model-neovisna metoda kega primjenjuje u analizi linearnih

sustava. Prema nalu superpozicije u linearnim vremenski invarijantrsustavima, odgovor
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sustava na impulsni odziv) mo e se izraunati koriStenjem konvolucij¢ [

| funkcije:

) n n,\|o) "o'"o (14)
predouje koncentraciju lijeka u plazmi, a je jedini ni impulsni odgovor (englunit
impulse responselJIR) koji definira obilje ja sustava. To je odgovaustava, u ovom
primjeru organizma, na trenuta jedini ni impuls koji se uglavhom posti e primjenom
intravenskog bolusa ili oralne otopine. Pritpm oznaava procesn vivo apsorpcije iliin

vitro oslobaanja, ao je varijabla integracije [76].

Prema istom n&lu, ) se mo e izraunati metodom dekonvolucije koja je inverzna

operacija konvolucije.

U dekonvolucijskom se pristugn vivo profil apsorpcije izraunava na temelju podataka o

intravenske primjene lijeka kojiine | — jedini ni impulsni odgovor. Jedinni impulsni
odgovor intravenske formulacije sadr ava informeacip distribuciji i eliminaciji te se
dekonvolucijom podataka koncentracije ispitivanarfolacije u plazmi dobije profiin vivo

osloba anja/apsorpcije. Jedimi impulsni odgovor oralne otopine sadr ava infooij@ o

ispitivane formulacije dobije profih vivo osloba anja lijeka [81].

IVIVC model koji se koristi dekonvolucijskim prigjem naziva se joS korelacijom u dva

koraka.

U prvom se koraku izrainava apsorpcijski profil izn vivo koncentracije lijeka u plazmi

primjenom model-ovisnih ili model-neovisnih metoda.

U drugom se koraku uspostavlja mateniatipovezanost izme in vivo i in vitro profila uz

pomo osnovnoga linearnog modela s odkgm| i nagibomg:
(15)

p5q 5 Ic Ipg5 gr 1,56 4r2Kcl ssu 199 p5q5Ic55p42K;56 4r2Kcl SMU

Nagib koji iznosi oko 1 oznava korelaciju 1:1, a negativni odsg pokazuje da j& vivo
proces sporiji odn vitro procesa. Ako, pakn vitro i in vivo profili imaju razli ite brzine ili

su u poetnom dijelu oslobaanja razliiti (engl. lag time, mo e se primijeniti vremenski

35



faktor skaliranja da bi se postigla korelacija Miemenski faktor skaliranja mora biti jednak

za sve formulacije [82].
Katkad se mo e uspostaviti i nelinearna korelafija).

U sljedeem koraku primjenom razvijenoga IVIVC matemktig modela novi sén vitro
podatci oslobaanja preraunavaju u predviene podatkén vivo apsorpcije lijeka. Predveni
se rezultati apsorpcije lijeka vivo konvolucijom s jedininim impulsnim odgovorom (UIR)
preraunavaju u predviene koncentracije lijeka u krvblika 6 predouje shematski prikaz

uspostave IVIVC-a primjenom konvolucijskog integral

Dekonvolucijski pristup vrlo je koristan za analizlobivenih podataka pri identifikaciji
adekvatnog modela i za odreanje inicijalnih parametara za uspostavu IVIVGrgednom

koraku [81]. Tijekom inicijalne obrade podatakaikte se grafiki prikaz usporedbe postotka
apsorbiranog lijeka i postotken vitro osloboenog lijeka u vremenu i Levyjev graf
(usporedba vremena potrebnoga za apsorpciju edog postotkan vivo doze s vremenom

potrebnim za oslobanje tog postotkan vitro doze)[81].
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Slika 6. Prikaz uspostave IVIVC-a primjenom dekonvolucijgkonvolucijskog integrala

IVIVC se naj eS e uspostavlja u dva koraka, nuéim mo e se uspostaviti i u jednom koraku.
Konvolucijski pristup izravno povezuje izmjerenunkentraciju lijekain vivo i in vitro
podatakakoriStenjem nelinearnog modela s mijeSanim efektkoja je prvi put spomenut u

radu O'Hare i suradnika [83], a zatim je dodatrmyaan u nekoliko radova [84, 85, 86, 87].
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Uspostava IVIVC modela koriStenjem nelinearnog nademijeSanim efektima omoguje
neposredno modeliranji vitro i in vivo podataka u jednom koraku uzimanjem u obzir
procjene razliitih slu ajnih initelja kao Sto su varijabilnost me pojedinim tabletama,
varijabilnost uin vitro rezultatima pojedinanih tableta ili varijabilnosin vivo rezultata u
pojedinog ispitanika. Primjena tako sofisticiranetatde kao Sto je nelinearna metoda s

mijeSanim efektima zahtijeva specijalizirani pragrkao Sto je NONMEM [88].

Osim konvolucijskog pristupa nelinearnog modelaig$anim efektima, IVIVC model od
jednog koraka mo e biti utemeljen na metodi pringdizioloSko-farmakokinetkih modela i

metodi baziranoj na diferencijalnim jednad bama [3]

Prostorni modeli za predwnje apsorpcije (engtompartmental absorption and transit
CAT) lijekova pripadaju matemakim modelima koji s velikom tohoSu mogu opisati
prolazak i apsorpciju lijeka kroz razlie segmente gastrointestinalnog trakta [38]. CAT
model definiran je nizom diferencijalnih jednad kje opisuju apsorpciju lijeka u razkim
dijelovima gastrointestinalnog trakta, pamu se konstanta brzine apsorpcije za svaki prostor
odre uje na osnovi vrijednosti koeficijenta permeabilnas taj prostor. U CAT modelu
tanko je crijevo podijeljeno na sedam dijelova dngkim vremenima prolaska lijeka, pri
emu se model temelji na pretpostavkama da sedppsiorbira samo pasivnom difuzijom, da
su konstante brzine prolaska lijeka u svih sedagmseata tankog crijeva jednake te da je
apsorpcija lijeka u eludcu i kolonu zanemariva J.38naprije eni prostorni model resorpcije

i prolaska (engl.advanced compartmental absorption and transit modelACAT)
nadogradnja je sniteljima koji nisu razmatrani u osnovnoj verZiAT modela (to su brzina
otapanja, pH-ovisna topljivost, apsorpcija u eluddi kolonu, metabolizam u crijevima,
prijenos uz pomo nosaa, farmakokinetika, razlike u pojedinim dijelovima
gastrointestinalnog trakta). Komercijalna verzij&C AT modela integrirana u GastroPlus
program zahtijeva niz ulaznih podataka kdjpe fizikalno-kemijske, formulacijske (doza,
oblik, in vitro oslobaanje), fizioloSke i farmakokinetke parametre za predwnje apsorpcije
[89]. S obzirom na to da se CAT/ACAT modelima m@eedvi ati koncentracijska krivulja
uz pomo in vitro podataka, oni se primjenjuju kao alternativha metalaspostavu IVIVC-a
[90].

Buchwald je u svom radu detaljno opisao metodu etemu na diferencijalnim jednad bama
koja izravno povezuje brzinu vitro oslobaanja lijeka i farmakokinetki prostorni model
koji opisuje izmjerene koncentracijske krivulje dre enom vremenu [91]. Farmakokinei

prostorni model opisuje se diferencijalnom jednairbkoja sadr ava funkcionalnu ovisnost
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izme u brzine in vivo oslobaanja/apsorpcije i brzinein vitro oslobaanja lijeka
Funkcionalna povezanost mo e obuhat vremenski pomak u apsorpciji (entdg time,
razli ite vremenske skal& vitro i in vivo procesa te varijabilnost u apsorpciji tijjekom
prolaska lijeka kroz gastrointestinalni trakfletoda je slina konvolucijskom pristupu i
temelji se na jednom koraku, mé&im umjesto rjeSavanja integrala prikazanoga mgelcbi
(14), primjenjuju se diferencijalne jednad be kojeisuju farmakokinetki model ispitivanog
lijeka. Premda je taj IVIVC pristup s farmakokinéig stajaliSta vrlo transparentan i
jednoznaan i moe zamijeniti sloene setove diferencijalnifednad bi potrebnih za
opisivanje prostornih modela apsorpcije i tranziiggkova (CAT i ACAT) [91],
pretra ivanjem literature pronan je samo jedan primjer IVIVC modela koji se kbrtsn
pristupom utemeljenim na izravnom rjeSavanju odgajuaih diferencijalnih jednad bi [92].

2.4.3. Interna i eksterna predikcija kategorije\VAMC modela

Nakon uspostave IVIVC-a potrebno je provesti njegealidaciju. IVIVC model prihvatljiv
je ako dobro predva ciljane farmakokinetke parametre i ako se pogreska predikcije nalazi

unutar prihvatljivih granica.

Pogreske predikcija za farmakokiné&e parametre, povrSinu ispod krivulje (PIK) i vrSnu

koncentraciju (cmax) lijeka, izranava se iz jednad be [76]:

- ) i - (16)
t u \'.wx s- UM @ s y s- UM 2 100

wx- s- UM

Kategorija A IVIVC modela dobro je uspostavljena agogreSka predikcije za svaku
formulaciju ukljuenu u model ne prelazi 15 %, a ukupna apsolutndngrevrijednost
pogreske predikcije ne prelazi 10 %. Validacija eladno e se provesti upotrebom internih
podataka koji su koriSteni za uspostavu IVIVC madéluz pomo eksternih podataka koji
se nisu rabili za razvoj modela. Predikcija konggen eksternih podataka ima u e granice za
postotak pogreske predikcije (10 %) i prepaije se pri uspostavi korelacije za lijekove koji

imaju usku terapijsku Sirinu [2, 3].

39



2.4.4. Primjena IVIVC modela

IVIVC se primjenjuje tijekom razvoja formulacije rjeomoguuje identifikaciju ciljane
formulacije, odabir Kliniki relevantnein vitro metode kojom e se najbolje predvati
osloba anje lijeka uin vivo uvjetima, ime se smanjuje broj potrebnih ispitivanja na Ijodi

tijekom razvoja formulacije [18, 20].

Uspostavljena korelacija primjenjiva je samo zaeoeni oblik formulacija (npr. za tablete,
elatinske kapsule itd.) sa speciim mehanizmom oslobanja (npr. s osmotskim sustavom)
i specifi nim glavnim pomonim tvarima. Korelacija je tma i prediktivna samo ako su
promjene formulacije unutar odrenih granica te je mehanizam oslohiaja i pomone tvari

koje su u njemu ukljiene jednak [76].

Regulatorne smjernice i vima primjera u literaturi fokusira se na uspost&vlyC modela
za formulacije s kontroliranim oslobanjem jer je za one s trenutém oslobaanjem taj
zadatak dosta zahtjevan s obzirom na to da surteufacije dizajnirane tako da trenut®
oslobaaju djelatnu tvar kojae imati klini ki u inak u organizmu [93, 94, 95, 96]. No taj se
koncept moe proSiriti i na formulacije s trenutdm oslobaanjem, koje prema
biofarmaceutskoj klasifikaciji pripadaju klasi 4.,[22, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103].

2.5. Op a svojstva metaksalona

Metaksalon (trgovai naziv: Skelaxiff, proizvoa King Pharmaceuticals Research and
Development, Inc.) je odobren u Sjedinjenim Amleam Dr avama joS od 1962. i na tr iStu
se pojavljuje u obliku ovalnih tableta s trenutian oslobaanjem jaine 800 mg.

Metaksalon je bijeli do gotovo bijeli kristalni grdoez mirisa, topljiv u kloroformu, metanolu
I 96-postotnom etanolu, ali prakii je netopljiv u eteru ili vodi. Kemijski naziv neksalona
je 5-[(3,5-dimetilfenoksi)metil]-2-oksazolidinon [4(Q. Njegova je relativna molekularna
masa 221,25, a kemijska mu je formulah;sNO; (slika 7).
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Slika 7. Kemijska struktura metaksalona

Metaksalon se uzima za opusStanje nasie za olakSavanje akutnih bolnih stanja migi
koStanog sustava. Tan mehanizam djelovanja metaksalona u ljudi nijgaipunosti
definiran i smatra se da postie zbog sedativhoglodanja na sredisSnji ivani sustav.
Metaksalon nema izravno djelovanje na kontraktih@hanizam popr@o-prugastin misa,
motornu plou ni iv ano vlakno. Pripada skupini umjereno jakih mi#h relaksansa s
relativno malim nuspojavama. Na triStu su postejahblete i od 400 mg, koje su u

me uvremenu poviene pa su danas na tr iStu samo tablete od 80QLGW.[

2.5.1. Farmakokinetka svojstva metaksalona

Farmakokinetika metaksalona ispitivana je na zdnmadiobrovoljcima nakon jednokratnog

uzimanja lijeka uz jelo i na prazan eludac u doaamd 400 i 800 mg.

VrSna koncentracija pojavljuje se oko tri sata halpimanja doze od 400 mg bez prisutnosti
hrane, a vrijeme polueliminacije je 9,0 + 4,8 sHiilvostruivanje doze na 800 mg uzrokuje
proporcionalno povenje vrSne koncentracije (cmax) i povrSine ispodvulje (PIK).
Apsolutna bioraspolo ivost metaksalona nije is@ia. Uzimanje lijeka uz hranu s velikim
udjelom masti znatno povava cmax i PIK u usporedbi s uzimanjem metaksat@prazan
eludac. Kad se lijek uzima uz jelo, vrijeme do ppanja vrSne koncentracije produljuje se, a

vrijeme polueliminacije se smanjuje. Prema uputiijeku, pove anje bioraspolo ivosti
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metaksalona i smanjivanje vremena polueliminacigense pripisati potpunijoj apsorpciji

metaksalona u prisutnosti hrane s visokim udjeloastni104].

Vezivanje na proteine plazme nije ispitivano, ainoaju i u obzir veliki volumen distribucije

(~ 800 |) te lipofilnost metaksalona (logP = 2,4@)etpostavlja se da se metaksalon opse no
distribuira u tkiva. Metabolizira se u jetri, a rabbliti se izluuju putem urina. Citokrom
P450 u jetri najvaniji je za metabolizam metaksaprponajprije CYP1A2, CYP2D6,
CYP2E1 i CYP3A4 te, u manjoj mjeri, CYP2C8, CYP2CGRYP2C19 [104].

2.5.2. Fizikalno-kemijska i biofarmaceutska svojstva metésa

Prema dostupnim literaturnim podatcima, topljivosttaksalona iznosi oko 0,36 mg/ml (0,34
— 0,38 mg/ml), stoga je klasificiran kao slabo jiopl djelatna tvar. Takcer, metaksalon nije
pokazao pH-uvjetovanu topljivost, Sto je potkrijepivrdnju da molekula nema ioniziraja
skupina [105]. Pretpostavlja se da bi metaksalomzbabe topljivosti te njegove lipofilnosti
(log P = 2,42) mogao pripadati BCS klasi 2. lijekoke utim, ispitivanje permeabilnosti
metaksalona nije provedeno i stoga se metaksaloname sa sigurnod klasificirati prema
BCS klasifikaciji [106].

USP monografija za metaksalon tablete propisuj@@menjein vitro pokusa oslobanja u
aparaturi s lopaticama pri 100 okr./min upotrebd &l medija koji ini voda s dodatkom

surfaktanta, 0,5 % natrijeva laurilsulfata [107].

U literaturnim se podatcima navodi da krivulje vitro oslobaanja razliitih formulacija
metaksalona, testiranih u aparaturi s lopaticam®Q1@l vode uz dodatak 2 % natrijeva
laurilsulfata pri brzini od 75 okr./min i 500 ml @e, uz dodatak 0,25 % natrijeva laurilsulfata
pri 25 okr./min), ne mogu predvidjeti vivo bioraspolo ivost metaksalona te da u nedostatku
validiranein vitro — in vivo korelacije dvije formulacije metaksalona koje imaglenti ne
krivulje in vitro oslobaanja u navedenim medijima ne upgu nain vivo bioekvivalenciju
[108].

Nadalje, u literaturi se joS mogu prongpodatci da oslobanje lijeka iz referentnih
formulacija metaksalona ovisi o pH. Pri ni im pHijednostima (pH = 1,5) i uz dodatak 2 %

natrijeva laurilsulfata, oslobanje lijeka iz referentne formulacije je nisko nasi manje od
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10 %.In vitro profili osloba anja znatno se povavaju upotrebom medija viSe pH vrijednosti
(pH =3, pH =4,51 pH = 6,8). Dobiveni su rezulfakusa provedenih koriStenjem aparature

2 i aparature 3 bili konzistentni [109].

Ako se potvrdi da metaksalon prema BCS-u pripadssikR. lijekova, mo e biti dobar

kandidat za uspostavn vitro — in vivokorelacije.
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3. OP 11 SPECIFI

NI CILJEVI RADA
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Op i je cilj ovog rada klasifikacija BCS metaksalonazvoj odgovarajle in vitro metode za
ispitivanje njegova oslobanja iz tabletkoja e najbolje predviati apsorpciju lijeka nakon
oralne primjene. Identifikacijom Kklinki relevantnein vitro metode olakSate se razvoj
generike formulacije metaksalona i sprijg nepotrebna ispitivanja na zdravim

dobrovoljcima.

Specifi ni ciljevi rada jesu:

odre ivanje topljivosti metaksalona prema BCS smjerniaam

odre ivanje permeabilnosti metaksalona i ma prijenosa metaksalona kroz sluznicu
gastrointestinalnog trakta primjenom modela CastaBica

ispitivanje utjecaja razlitih vrsta veziva (hidroksipropilmetil celuloze 6 cpovidona
K30) na rezultate topljivosti, permeabilnosiin vitro oslobaanja i in vivo
bioraspolo ivosti metaksalona

razvoj i odabir odgovaraje metodein vitro oslobaanja metaksalona: procjena
utjecaja pH vrijednosti medija i kolne dodanog surfaktanta na oslodaje iz
ispitivanih formulacija

odre ivanje profilain vivo oslobaanja lijeka iz formulacija metaksalona ispitivamnih
bioekvivalencijskoj studiji koriStenjem model-ovien model-neovisnih metoda
uspostavljanje najviSeg stupnja korelacije, tj. ekatije A, koja odraava
funkcionalnu povezanost svih &ka krivuljein vitro oslobaanja i krivuljein vivo
apsorpcije

validacija uspostavljenia vitro — in vivokorelacije odreivanjem pogreske predikcije

modela.
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4. MATERIJALI | METODE
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4. 1.Materijali

Za ispitivanje topljivosti i permeabilnosti korigiesu metaksalon u obliku mikroniziranog
praska (proizvoa Angelini ACRAF SpA,), standard metaksalona (AngeACRAF SpA,
sadraj 99,95 %), etanol apsolutni (Kemika, p.a)droksipropilmetil celuloza 6cp (J.
Rettenmaier & S6hne GmbH) i povidon K30 (Ashlanda mobilnu fazu tekunske
kromatografije visoke djelotvornosti (HPLC) upo#tijeni su metanol (Merck), acetonitril
(Merck) kromatografskog stupnjasto e i trifluoroctena kiselina (Merck, sadr aj 99,0 %)
Caco-2 su nabavljene od proizeoa American Type Culture Collection (ATCC), a
TranswelD sustavi od Corning Life Science. Kao standardispitivanju permeabilnosti
upotrijebljeni su propanolol hidroklorid (Sigmapdamin 123 (Sigma) i fluorescein natrij
(Fluka Chemica).

4.1.1. Uzorci formulacija

Za ispitivanje brzine oslobanja i permeabilnosti metaksalona iz tabletavitro uzete su
dvijle razvojne formulacije metaksalona i referentf@mulacija Skelaxinda Te su
formulacije, uz svje e pripremljenu oralnu otopimrimijenjene un vivo pokusu na zdravim
ispitanicima.Tablica 6 sadr ava podatke o ispitivanim formulacijamatadlica 7 donosi

pregled sastavnica ispitivanih formulacija.

Tablica 6. Ispitivane formulacije

Tip Razvojna Razvojna Referentna _
. . B B Oralna otopina
formulacije formulacija formulacija formulacija
oznaka A B Skelaxir? C
o MS0306 + R0306
broj serije 18021006 18071006 ES804274A .
(prasak + otapalo
tableta s tableta s tableta s
oblik trenutanim trenutanim trenutanim otopina
oslobaanjem oslobaanjem oslobaanjem
doza 800 mg 800 mg 800 mg 400 mg /50 m
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Tablica 7. Kvalitativni sastav formulacija metaksalona

Sastavnica tableta A B Skelaxin®
1. metaksalon djelatna tvar r r r
2. boja (Fd &C Yellow No. 6) boja r r /
3. boja (B-rose liquid) boja / / r
4 mikrokri.stalini na celuloza ounilo r ; )
tipa PH 101
. hidroksipropilmetil Vezivo r ) /
celuloza 6 cp
6. alginska kiselina vezivo / / r
7. amonijev alginat sredstvo za raspadanje / r
8. kalcijev alginat sredstvo za raspadanje r
9. povidon K30 vezivo / r /
10. kukuruzni Skrob punilo / / r
1 mikrokri.stalini na celuloza ounilo r : |
tipa PH 102
12. natrijev Skroboglikolat sredstvo za raspadanje r r /
13. magnezijev stearat klizno sredstvo r r r
ukupno (mg) 895 885 928
Sastavnica oralne otopine metaksalona Koli ina
metaksalon — djelatna tvar 400 mg
otapalo za pripremu ,ex tempore* metaksalon otopine 55,89
glicerol r
propilenglikol r

polietilenglikol 400

r

etanol 96-postotni

voda za injekcije
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Razvojne formulacije A i B imaju isti kvalitativimikvantitativni sastav, samo se razlikuju po
tome Sto razvojna formulacija A sadr ava hidroksipitmetil celulozu 6cp (HPMC) kao
vezivo, a u formulaciji B vezivo je povidon K30 (PY. Usto, vrlo je mala razlika u koini
natrijeva Skroboglikolata (15,5 mg u formulaciji gkema 14,5 mg u formulaciji B), koji se
dodaje kao sredstvo za raspadanje. & estica (do) djelatne tvari metaksalona za izradu
obiju formulacija iznosila je manje od 30 mikrontako da je veliina estica kao Kkritini
atribut kvalitete koji ima potencijalni thak nain vivo apsorpciju razvojnih formulacija
metaksalona iskljilena. Za obje razvojne formulacije metaksalona peimen je tehnoloSki
proizvodni proces vla ne granulacije. Procesni suametri za obje formulacije bili shi,
osim Sto je za formulaciju A zbog druje vrste veziva u pripremi otopine veziva dodana
ve a koli ina vode, a pri komprimiranju tableta primijenjeggamalo vea sila (15,8 prema
12,3 kN).

Za formulaciju referentnog lijeka Skelaxfhaoznat je samo kvalitativni sastav. Umjesto

HPMC-a i PVP-a kao vezivo je koriStena alginskakie te amonijev i kalcijev alginat.

4.1.2. Mediji za ispitivanje topljivosti, permeatilsti iin vitro osloba anja

Za pripremu medija koriSteni su: natrijev laurifstl (NaLS, Merck, Ph EUR 85,0 %),
koncentrirana kloridna kiselina (HCI, Kemika, min,36%), natrijev klorid (NaCl, Kemika),
natrijev acetat trihidrat (C4€OONa”~ 3H,O, Kemika), octena kiselina (GBOOH, Merck,
100 % glacijalna), kalijev dihidrogen fosfat (KIPO, Kemika), natrijev dihidrogen fosfat
dihidrat (NaHPQO, ~ 2 H,O, Kemika), natrijev hidroksid (NaOH, Kemika), etdifKemika),

demineralizirana voda.
Sve su tvari bile odgovarajeg stupnjaisto e (p.a).

Sastav medija koji su poslu ili za ispitivanje tppbsti i in vitro oslobaanja prikazan je u
tablici 8.
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Tablica 8. Sastauvn vitro medija upotrijebljenih za ispitivanje topljivostin vitro

osloba anja
Broj Vedi Sastav me(ljija u 10 | vodenog medija
(demineralizirana voda)
1. 0,1 MHCI 85 ml koncentrirane HCI
2. USP acetatni pufer pH 4.5 29,9 g CHCOONa" 3 H,O, 19 ml koncentrirane
CH;COOH
3. USP fosfatni pufer pH 6,8 68,05 g KIPO,, 8,96 g NaOH
4, USP fosfatni pufer pH 7,4 68,05 g KIPO,, 15,6 g NaOH
5. USP medij voda + 0,5 % NaLS 50 g NaLS
USP acetatni pufer pH 4,5 29,9 g CHCOONa" 3 H,0O, 19 ml koncentrirane
° + 0,5 % NaCl + 0,1 % NalLS CH3;COOH, 50 mg NaCl, 10 g NaLS
. USP acetatni pufer pH 4,5 29,9 g CHCOONa" 3 H,O, 19 ml koncentrirane
+ 0,5 % NaCl + 0,2 % NaLS CH3COOH, 50 mg NaCl, 20 g NaLS
g USP acetatni pufer pH 4,5 29,9 g CHCOONa" 3 H,O, 19 ml koncentrirane
+ 0,5 % NaCl + 0,3 % NaLS CH3COOH, 50 mg NaCl, 30 g NaLS
9 USP acetatni pufer pH 4,5 29,9 g CHCOONa" 3 H,0O, 19 ml koncentrirane
+0,4 % NaLS + 0,5 % NaCl CHsCOOH, 50 mg NaCl, 40 g NaLS
10 fosfatni pufer pH 6,8 78,00 g NaHPO, " 2 H,0, 9,2 g NaOH, 50 mg
+ 0,5 % NaCl + 0,1 % NaLS NaCl, 10 g NaLS
1" fosfatni pufer pH 6,8 78,00 g NaHPO, " 2 H,0, 9,2 g NaOH, 50 mg
+ 0,5 % NaCl + 0,2 % NaLS NaCl, 20 g NaLS
1 fosfatni pufer pH 6,8 78,00 g NaHPO, "~ 2 H,0, 9,2 g NaOH, 50 mg
+ 0,5 % NaCl + 0,3 % NaLS NacCl, 30 g NaLS
13 fosfatni pufer pH 6,8 78,00 g NaHPO, "~ 2 H,0, 9,2 g NaOH, 50 mg

+ 0,5 % NaCl + 0,4 % NaLS

NacCl, 40 g NaLS
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Priprema acetatnog pufera pH 4,5 s 0,5 % NaCl 1%,10,2 %, 0,3 % ili 0,4 % NaL%&va e

se natrijev acetat trihidrat, natrijev klorid, doda kemtrirana octena kiselina i dopuni
demineraliziranom vodom. Korigiranje pH posti e lsencentriranom octenom kiselinom ili
otopinom 0,1 M NaOH. Natrijev laurilsulfat se dodgedan dio pripremljenoga acetatnog
pufera s 0,5 % natrijeva klorida, zagrije da se iotopomijeSa s ostatkom pripremljenog

pufera.

Priprema fosfatnog pufera pH 6,8 s 0,5 % NaCl i, @2, 0,3 % ili 0,4 % NaLSzvae se
natrijev dihidrogen fosfat dihidralaOH, natrijev klorid i dopuni demineraliziranom \ayd.
Vrijednost pH korigira se koncentriranom octenonseknom ili otopinom 0,1M NaOH.
Natrijev laurilsulfat se doda u jedan dio pripreanipga fosfatnog pufera pH 6,8 s 0,5 %

natrijeva klorida, zagrije se da se otopi i ponaje®statkom pripremljenog fosfatnog pufera.

Za uzgoj Caco-2 stanica i odreanje permeabilnosti na Caco-2 modelu upotrijetljsu:
Dulbeco’'s Modified Eagle's medij (enddulbeco’'s Modified Eagle's meditdMEM), koji
sadr ava glukozu, natrijev hidroksikarbonat (NaH{,(iridoksin i fenolno crvenilo, bez L-
Glutamina (Gibco Invitrogen Corp.), fetalni goveserum (FBS) koji nije inaktiviran (Gibco
Invitrogen Corp), otopina s neesencijalnim aminekisama (englnonessential amino acids
—NEAA) 100X, (Gibco Invitrogen Corp.), Glutamaksengl. Glutamax ) (Gibco Invitrogen
Corp.), penicilin (10000 U/ml)/streptomicin (10006/ml) (Gibco Invitrogen Corp.), dimetil
sulfoksid (DMSO, Sigma), PBS tablete (engPhosphate buffered salineSigma),
etilendiamintetraoctena kiselina (EDTA, Sigma), HB8topina (englHank's balanced salt
solution bez fenolnog crvenila (Sigma), N-(2-hidroksigtierazin-N'-(2-etansulfonska
kiselina) (HEPES, Sigma), 1 M NaOH (Kemika) i 1 NCHKemika).

Kompletni medij za uzgoj stanica DMEM-1®kastoji se od DMEM-a, toplinski inaktiviranog
FBS-a (5%), NEEA-e, Glutamaksa | i penicilina/stagpicina. Hranjivi se medijuva u
hladnjaku (od + 2 do + 8 °C), u zatvorenoj bodkoristi se do promjene pH, odnosno do

promjene boje u ljubastu.

Hranjivi medij za zamrzavanje stanidaompletan se medij priprema mijeSanjem DMEM-10
i 5% DMSO-a.
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Otopina za ispiranje stanica PBS-EDTA pH R4iprema se tako da se napravi otopina PBS-
a i doda EDTA-e te se prema potrebi korigira pHoamo 1M NaOH. Prireena se otopina
sterilizira autoklaviranjem ili se u kabinetu zaeps ni rad filtrira kroz sterilni filtar za

jednokratnu upotrebu s porama 0r@ (TPP, Nalgene).

Transportni medij HBSS-12 mM HEPHSiprema se tako da se HEPES pomijeSa s otopinom
HBSS-a i otopi uz lagano mijeSanje. Vrijednost pldmjesti se na eljenu razinu (od pH 6,0
do pH 7,4) dodatkom 1M NaOH ili 1M HCI.

4.2. Metode

4.2.1. Ispitivanje topljivosti

Ispitivanje topljivosti iste djelatne tvari metaksalona, binarne smjeseaksatona i
hidroksipropilmetil celuloze 6 cpn{m omjer 20:1) i binarne smjese metaksalona i povadon
30K (m/m omjer 20:1) provedeno je u ovim medijima: demitieiranoj vodi, 0,1M HCI,
USP acetatnom puferu pH 4,5 i USP fosfathom pueBute u USP fosfatnom puferiji je

pH 7,4. Binarne smjese metaksalona i pomito tvari pripremljene su u omjeru kakav je u
formulacijama tableta. Ispitivanje je provedeno piita metodom prezasine otopine.
Otapanje metaksalona te smjese metaksalona i pwrweari ispitano je tako Sto je prasak u
suviSku (oko 100 mg) dodan u staklene cilindre sr2@dgovarajueg medija. Dobivena je
suspenzija mijeSana na termostatiranoj orbitalregilici (GFL inkubator tresilica), zas&éno
od svjetlosti, brzinom od 100 okr./min, na temperabd 37 °C tijekom 24 sata. Na kraju
pokusa u staklenim je cilindrima ostalo neotoplgppoaska te je supernatant profiltriran kroz
fikar (VK 35 pm), a koncentracija otopljenog metaksia odreena je UV-Vis
spektrofotometrom (Cary 100).

Za potrebe UV-Vis spektrofotometrije linearnostrij@z enih radnih standarda ispitivana je u
podru ju od 0,09 do 0,8 mg/ml pri 271 nm upotrebom kivetel cm. Rezultati izmjerene

apsorbancije standarda iskoriSteni su za izradibrieaijskog pravca. Regresijskom analizom
dobivenih rezultata odren je regresijski koeficijent, nagib i odsj na osi y. Regresijska

analiza i grafiki prikaz pokazali su linearnost standarda, a kigjefit korelacije bio je ve

od 99 %. Mjerenje pH provedeno je nakon pokusarapom pH-metra (Radiometer PHM
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240). Stabilnost otopine metaksalona u koriSteniedifima ispitana je na temperaturi 37 °C

tijekom 24 sata i rezultati su potvrdili stabiln@gopine u tim uvjetima.

4.2.2. Ispitivanjan vitro osloba anja metaksalona iz tableta

Mjerenje brzine oslobanja metaksalona iz ispitivanin formulacija provweaeje u
automatskoj aparaturi tipa 2 s rotirapun lopaticom (VK/Varian 7010) spojenim s UV-Vis
spektrofotometrom (Cary 50/100), na temperaturd 30,5 °C. Volumen medija bio je 900
ml, brzina okretanja 50 okr./min i 100 okr./min Z&P metodu [107]. KoriSterin vitro
mediji navedeni su wablici 8 (broj 5 — 13) te je ispitivan utjecaj pH medija olkine
dodanog surfaktanta natrijeva laurilsulfata (Nalldpdgovarajuim vremenskim intervalima
(nakon 0,25; 0,5; 0,75; 1; 1,25; 1,5; 2; 2,5; 5; &, 4,5; 5;5,5; 6; 7; 8; 9; 10; 11; 12; 13; 14 i
15 satiili 0, 15, 30, 45, 60, 75 i 90 minuta zaRJ8etodu) uzorkovano je 5 ml medija. Uzorci
su automatski filtrirani kroz filtre (VK 35 pm), &oncentracija otopljenog metaksalona
mjerena je prethodno opisanom UV-Vis spektrofotoips&bm metodom primijenjenom za
odre ivanje topljivosti metaksalona. Nakon automatizirgqunarotoka otopine kroz mijerni
instrument — spektrofotometar, iste su otopineema u posude, uz zadr avanje konstantnog

volumena medija u posudama s uzorkom.

4.2.3. Odreivanje permeabilnosti primjenom modela stanica Caco-

Stanice se uzgajaju u strogo kontroliranim stanlnivjetima prema proceduri koju je
propisao proizvoa (ATCC). Vijal sa stanicama odmrzava se u vodengjeku (37 °C),
najdu e 10 minuta te se sadr aj sterilnom pipetoransi u sterilnu kivetu (50 ml) s oko 40
ml medija DMEM-10 i centrifugira 10 minuta pri sortemperaturi. Pipetom se pa ljivo
odstrani supernatant, doda 10 ml svje eg medijamjesa i prenese u sterilnu tikvicu za
uzgoj stanica od 25 cdmStanice Caco-2 inkubiraju se u €@kubatoru (Sanyo) na 37 °C s 5
% CQ, pri relativnoj vla nosti od 90 %. Rabi se sterilstani ni medij prethodno zagrijan na
37 °C i svi se postupci provode u aseaptn uvjetima. Za uzgoj stanica Caco-2 upotrebljava
se kompletni medij DMEM-10. Stanice Caco-2 pasguirse kada postignu konfluentnost od

70 do 85 %, i to upotrebom enzima tripsina kojiakzije odvajanje stanica od podloge te
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stanica meusobno. Prije inkubacije tripsinom stanice se isgitopinom EDTA-e u PBS-u
radi uklanjanja preostalog medija. Rast stanica vialose provjerava vizualno i pod
mikroskopom: prate se boja, bistrina i nepostojanjgroorganizama u mediju te gusto
(konfluentnost) stanica i njihov izgled. Medij séjenja prvi dan nakon pasa iranja te zatim
drugi ili tre i dan, sve dok stanice ne postignu pokrivenostinertikvice — konfluentnost od
70 do 85 %. Stanice konfluentnije od 85 % ne kersst. Stanice se pasa iraju te se dobivena
suspenzija razrjaije medijem DMEM-10 do odrene koncentracije stanici@llica 9).

Tablica 9. Odre ivanje koncentracije stanica za nasanje na filtre Transwell ovisno o

dimenzijama i zadanoj gusto

) _ Koncentracija Volumen na
Promjer Gusto a stanica _ o o
i ) i stanica gornjoj strani filtra
filtra (mm) (broj stanica/cn?) o
(broj stanica /ml) (ml)
12 40 000 0,088 x 10 0,5
12 60 000 0,132 x 10 0,5
12 80 000 0,176 x 10 0,5
12 100 000 0,220 x10 0,5
24 40 000 0,125 x 10 15
24 60 000 0,188 x 10 1,5
24 80 000 0,250 x 10 15
24 100 000 0,313 x 10 15

Za potrebe ispitivanja permeabilnosti metaksalomasSkene su Caco-2 stanice pasa a 45-47.
Na TranswelD plo e (Corning cat. No. 3402, promjera 12 mm i viek pore 3 m), koje su
prethodno inkubirane hranjivim medijem, nagja se Caco-2 stanice u gudt60 000 stanica
po cnf, koja se pokazala optimalnom za diferenciranjeriniranje monosloja. Na apikalnu
stranu svakog filtra nanese se 0,5 ml stamisuspenzije.

Stanice se diferenciraju i formiraju monosloj umuit8 do 28 dana od dana nasanja, Sto se
provjerava mikroskopski. Pri promjeni medija prate boja i izgled medija, prisutnost
mikroorganizama, propusnost filtara za teku te rast stanica na filtru i njihovo eventualno

postojanje na donjem dijelu filtra. Boja medija mdwiti naranastocrvena do crvena. Filtri se
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ne upotrebljavaju za daljnji uzgoj ni za pokusenpeabilnosti ako se boja medija promijeni u

utuilirui astu i/ili ako se medij zamuti.

Kvaliteta staninog monosloja potvena je mjerenjem transepitelnoga elekiog otpora
(TEER, Millicel®-ERS, Millipore) prije i nakon pokusa te dodatnotysoena uz pomo
invertnog mikroskopa (Olympus CKX41). Za dodatnuovperu integriteta stannog
monosloja nakon pokusa s testiranim uzorcima mataka na tim je istim stanicama

ispitivana permeabilnost niskopermeabilnog standéidaescein natrija.
Postojanje efluks transportera uteno je mjerenjem &, rodamina u smjeru AB/BA.

Sve su otopine pripremljene u transportnome mddR$S-12 mM HEPES pH vrijednosti

7,4. Propanolol je pripremljen u koncentraciji 108/ml s 1 % DMSO-a. Rodamin je

pripremljen u koncentraciji 1,9g/ml s 1 % DMSO-a. Koncentracija fluoresceina featoila

je 10 g/ml. Razliite koncentracije metaksalona, djelatne tvari uzoraka tableta koje su

prethodno smrvljene, otopliene su uz pomb % DMSO-a te je dobivena suspenzija
profiltrirana. Nominalna koncentracija djelatnerivaila je 300 g/ml, a za tablete je iznosila
300 g/mli 100 g/ml. Kako bi se ispitao eventualni utjecaj pomib tvari na permeabilnost

metaksalona, pripremljene su binarne smjese mdtaksas HPMC-om ili PVP-om i

razrije ene do konane koncentracije od 30Q/ml.

U svim eksperimentima na apikalnoj i bazolateralsiopni upotrijebljen je isti transportni
medij HBSS-12 mM HEPES pH vrijednosti 7,4. Volumaa apikalnoj strani iznosio je 0,5
ml, a na bazolateralnoj 1,5 ml. Prije ptka ispitivanja stanice Caco-2 isprane su
transportnim medijem i inkubirane 30 minuta, nak@ga je izmjeren TEER. Ispitivanje
prijenosa metaksalona u AB smjeru provedeno je dmgam otopine s testiranim uzorcima
ili standarda u apikalni odjeljak (donor) u vremehu uzimanjem uzoraka iz bazolateralnog
odjeljka (receptor) u odrenim vremenskim tkama. Ispitivanje prijenosa u BA smjeru
provedeno je dodavanjem otopina u bazolateralreladj (donor) i skupljanjem uzoraka u
apikalnom odjeljku (receptor). Nakon uzimanja ukard& oba odjeljka jednaki je volumen

nadomjesten zagrijanim transportnim medijem.
To ke uzorkovanja bile su ove:

iz donorskog odjeljka 20l u vremenu 0 i 60 ili 120 minuta
iz receptorskog odjeljka 20d uzorka u vremenu 0, 20, 40 i 60 minuta ili O, 80,i

120 minuta.
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Plo e sa stannim monoslojem inkubirane su na 37 °C u uvjetimaligla, uz orbitalno
mijeSanje (GFL Orbital Shaker) pri 50 okr./min. Steotopine tijekom pokusa bile zagrijane
na 37 °C.

Provedena su ukupnetiri pokusa uz identne eksperimentalne uvjet@allica 10):

dva pokusa s metaksalonom i binarnim smjesama nadteiesi HPMC-a ili PVP-a

dva pokusa s tabletama metaksalona (A, B, Skétaxin

Tablica 10. Ispitivanje permeabilnosti metaksalona koriStenj€aco-2 modela: uzorci i

eksperimenti

Broj
_J Testirani uzorci (koncentracija)
eksperimenta
1.
. metaksalon i PVP metaksalon i HPMC
AB smjer metaksalon (260g/ml) . '
(omjer 1:1) (omjer 1:1)
2 sata
2.
metaksalon i PVP metaksalon i HPMC
AB smjer metaksalon (300g/ml) . '
(omjer 1:1) (omjer 1:1)
2 sata
3.
AB i BA smjer A (300 g/ml) B (300 g/ml) Skelaxirf (300 g/ml)
2 sata
4,
AB smjer A (100 g/ml) B (100 g/ml) Skelaxirf (100 g/ml)
1 sat

Eksperimenti su provedengtiri ili tri puta (smjer AB) odnosno dva puta (nBA).

Fluorescein natrij i rodamin analizirani su mjesm;] fluorescencije pri valnoj duljini

eksitacije od 485 nm i emisije od 530 nm (ViétaNallac).

Sadr aja metaksalona i propanolola od¥e je tekuinskom kromatografijom visoke

djelotvornosti (HPLC). Utablici 11 navedena su uvjeti analize uzoraka HPLC metodom.
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Neki su uzorci odmah analizirani, dok su ostali naolifeni u hladnjaku na —20 °C. Prije
analize uzorci su inkubirani na sobnoj temperatirgtko centrifugirani i preneseni u
mikrobo ice (engl.micro vialg.

Tablica 11.Uvijeti analize uzoraka HPLC metodom

Metaksalon Propanolol

. . ultra ista voda s 0,1-
metanol i ultraista voda s _
postotnom trilfuoroctenom
_ 0,1-postotnom o _ o
mobilna faza _ o kiselinom (A) i acetonitrila s
trilfuoroctenom kiselinom u

] 0,1-postotnom
omjeru 55:45 (v/v)

trilfuoroctenom kiselinom (B

XTerraMS C18 (50 x 2,1  XTerraMS C18 (50 x 2,1

mm, veliina estica5,0 m, mm, veliina estica 3,5 m,

kolona
proizvo a : Waters) proizvo a : Waters)

s predfiltrom s predfiltrom
temperatura kolone 40 °C 30°C
brzina protoka mobilne faze 450 pl/min 300 pl/min
volumen injektiranja 20 | 10 |
valna duljina 273 nm 290 nm
vrijeme analize 10 miin 10 miin

(engl.run time)

Za ultraistu vodu upotrijeblijen je sustav Ultra Clear UV u®l water system (SG
Wasseraufbereitung und Regenerierstation). Molpdraza propustena kroz filtar 0,2n.

U HPLC metodi za propanolol koriSten je gradijeav@den uablici 12.

Tablica 12.Koristeni gradijent za HPLC metodu propanolola

Vrijeme (min) 0 4 5 6,1 10

B (%) 0 50 50 0 0
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Analize su provedene uz pomare aja Agilent 1100/1200 Series (Agilent Technologies)

opremljenih detektorom s nizom dioda (DAD).

Za potrebe HPLC analiza pripremljene su otopinadseda u koncentraciji unutar linearnog
podru ja metode. Otopine standarda pripremljene su uikhtpl i injektirane naizmjenno
kroz sekvenciju s uzorcima. U svakoj su sekverscijzorcima otopine standarda injektirane

najmanje pet puta.

Prikladnost sustava provjerena je prema zahtjevteldivno standardno odstupanje (RSD)
odgovora detektora za sva injektiranja otopinaddesa unutar sekvencije ne smije biti @e

od 2,0 % te da faktor razvilenja pika metaksalona i propanolola ne smije biti @d 2,0.
Permeabilnost je izranana prema jednad bi (4) [14]:

CE (17)

IskoriStenje mase (enghass recovepydobiveno je iz jednad be:
rqc5 r{ K;2K |igk | « 9] « $| ' | (18)

u kojoj je] « — masa u odjeljku receptora na kraju ispitivanjangabilnosti| « -
masa u odjeljku donora na kraju ispitivarfja, — masa u odjeljku receptora na ptku

ispitivanja, d — masa u odjeljku donora na @tku ispitivanja.

4.2.4.1n vivoispitivanje

Bioekvivalencijsko ispitivanje odobrilo je eko povjerenstvo, a provedeno je u ugovornoj
istra iva koj ustanovi SBFC Anapharm, u Kanadi, prema prilewam internacionalnim
standardima i zahtjevima lokalne regulative uldju i na ela navedena u Helsinskoj
deklaraciji i zahtjevima dobre klinke prakse (GCP).

58



Cilj studije

Cilj studije bio je usporediti bioraspolo ivost gui razvojnih formulacija metaksalona s
trenutanim oslobaanjem 800 mg doze, referentne formulacije - Skefa800 mg te 400 mg

/ 50 ml oralne otopine metaksalona na zdravim dafdjoma u uvjetima bez unosa hrane.
Ispitivane formulacije

Broj serije ispitivanih formulacija naveden jetablici 6. Oralna otopina pripremljena je 2-3
sata prije doziranja tako Sto je 50 ml (jednait®) otapala dodano u hou koja sadr ava
400 mg suhog praska metaksalona te jedaomu kana oko 5 minuta. Bica je ostavljena u
mirovanju do nestanka mjehuai (oko 15 minuta). Nakon toga nkanje je ponovljeno i
bo ica je opet ostavljena u mirovanju do nestanka mmjeAuloko 15 minuta). Procedura
mu kanja ponavljana je sve dok se prasak metaksalgaatpuno otopio.

Dizajn

Doza lijeka se primjenjuje na prazan eludac tegkus randomiziran ietiri puta ukri en.
Ispitanici su dobili sve etiri formulacije prema pripremljenoj randomizakgs listi ( etiri
perioda, etiri sekvencije). Razmak izme primijenjenih doza u svakom je periodu iznosio
sedam dana. Ispitanici i kliko osoblje znali su koji je lijek primijenjen jee sSmatra da to

ne mo e utjecati na koncentraciju lijeka u krvi.
Broj ispitanika: 18
Ispitanici

U ispitivanje su ukljueni zdravi muskarci, nepusali oni koji puSe manje od devet cigareta
u danu, u dobi od 18 do 45 godina, indeksa tjelesase vee ili jednake 19,0 i manje od
27,0 kg/nd, minimalne te ine 70 kg. Subjekti su trebali zadiiti sve uklju ne i isklju ne
kriterije navedene u protokolu i sve uvjete uteeradi na medicinskoj i zdravstvenoj procjeni
te na rezultatima mjerenja krvnog tlaka, tempegtpulsa, disanja, EKG-a, analize krvi i
urina, alkohol-izdisajnog testa, testiranja na drogginu te testiranja na HIV i hepatitis. Prije
odabira ispitanika svi su potencijalni kandidati ormirani o ciljevima ispitivanja,
procedurama, rizicima i ogramnjima na njima razumljivom jeziku. Sudjelovanje u
ispitivanju bilo je iskljuivo dobrovoljno i potvreno je potpisivanjem informativnog

pristanka.
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Uzorkovanje

Uzeta su 22 uzorka krvi u svakom periodu: 0; 0;5t,%; 2; 2,33; 2,67; 3; 3,33; 3,67; 4, 4,5;
5; 6; 7; 8; 10; 12; 16; 24; 36 i 48 sati nakon umnja doze; krv je vaena putem intravenske
kanile ili izravhom venepunkcijom, uz upotrebu emia/ od 3 ml koje su sadr avale
antikoagulans dikalijevu sol etilendiaminotetraoeteiseline (KEDTA). Uzorci krvi uvani

su u ledenoj kupelji i centrifugirani u rashladragntrifugi brzinom od 3000 okr./min u
trajanju 10 minuta na temperaturi 4 °C. Nakon dRrgiranja uzorci plazme stavljeni su u
zamrziva na —80 °C i zatim prebani u zamrzivana —20 °C = 5 °C, gdje su pohranjeni do
analize. Vrijeme utroSeno od venja krvi do poetka centrifugiranja nije bilo dulje od 110
minuta, a vrijeme koje je proteklo od mtka centrifugiranja do pohrane uzoraka plazme u
zamrziva nije bilo dulje od 192 minute. Ukupna kaha krvi uzete tijekom studije nije

prelazila 299 ml.

Bioanaliti ka metoda

Koncentracija metaksalona u uzorku plazme oelna je upotrebom spregnutog sustava
teku inske kromatografije visoke djelotvornosti i spektetrije masa (HPLC-MS) te
izokratnog eluiranja mobilnom fazom metanol/ 2 mMaaijev formijat (60:40) na koloni
Zorbax SB-C18, 4,6 x 50 mm, 8. Analiti ka metoda validirana je u podju 25,13 ng/ml

do 2513 ng/ml, s korelacijskim faktorom r0,9992 i iskoriStenjem ven od 73 % za tri
koncentracijske razine i iskoriStenjem ira od 76 % za interni standard. Validacijom metode
dokazana je selektivnost odreanja metaksalona u uzorku plazme i uz prisutnost
potencijalno prisutnih tvari u plazmi (paracetamol&ofeina, dekstrometorfana,
difenhidramina, dimenhidrinata, heparina, ibuprofenaikotina, pseudoefedrina i
acetilsalicilne kiseline). Taost metode dodatno je ispitana testom razmmja uzorka
plazme (dva puta i dvadeset puta). Rezultati stapalk da takvom pripremom uzorka nije
dosSlo do gubitka analita. Analiza uzoraka plazmkotar je provedena u ugovornoj
istra iva koj ustanovi SBFC Anapharm, u Kanadi.

Standardizacija uvjeta

U svim periodima studije ispitanici su u ugovorntan®vu koja provodi kliniko ispitivanje

primljeni ve er prije doziranja i 24 sata nakon doziranja pusarku i. Uzimanje hrane nije
bilo dopusteno deset sati prije etiri sata nakon doziranja. Standardizirani obiogijeme

obroka bilo je jednako za svatiri perioda studije tijekom hospitalizacije ispiika. Lijek se

uzimao s 240 ml vode pod strogim nadzorom, uz @etgiregled usne Supljine. Sat prije i
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dva sata nakon uzimanja lijeka ispitanici nisu $inpgé vodu, a nakon tog perioda mogli su je
uzimati po elji. Prva etiri sata nakon primjene lijeka nije bilo dopugide anje ni spavanje
i trebalo se pridr avati protokolom propisanih ogranja o hrani i piu koji sadr avaju

ksantine, o energetskim pina, alkoholu, grejpfrutu, OTC pripravcima i pudenj

Izra un farmakokinetikih parametara i statistka analiza rezultata

Izmjerene koncentracije metaksalona u uzorcima npdazupotrijebljene su za iznan
sljede ih farmakokinetikih parametara uz pomaoftvera WinNonLin, verzija 6.4 (Phoenix,
Certara), i to neprostornom analizom podataka [110]

PIK; — povrSina ispod koncentracijske krivulje (PIK)ekpm intervala uzorkovanja
izra unana je prema trapeznoj formuli:

0 , (19)
SThay. 7 "9% -

gdje™ i~.» oznaavaju dva uzastopna mjerenja koncentracije lijekdaami, a i .« dva
uzastopna vremena uzorkovanja. Pravilom trapeznjela se povrSina ispod krivulje podijeli
na vise manjih segmenata, a ukupna povrsina jedeakaoju povrsina svih trapezoida.

ST ., — povrSina ispod koncentracijske krivulj&T) do beskonanosti C2J izra unana je
prema formuli:

(20)
ST, STw ?i

- ST ppovrSina ispod koncentracijske krivulje od ptka uzorkovanja do zadnje
izmjerene koncentracije; )@ zadnja izmjerenu koncentracija koja je iznaditth detekcije, a

c je konstanta eliminacije dobivena regresijskom liaom logaritmiranih podataka
koncentracije lijeka® i to od vremenske t&e kad zapme eliminacijska faza do
posljednje koncentracije koja je iznad granice kifédarije.

I — najviSa izmjerena koncentracija lijeka.

|IT  —vrijeme kada je izmjerena najviSa koncentragga.

ST y —omjerizmeu STyi STy .

o~ vrijeme polueliminacije ovisi o konstanti elimaig c i izra unava se prema formuli:

(21)
"o 4;€%$c
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Volumen distribucije nakon primjene oralne otopine izumava se prema formuli:

"5 (22)
C STh

c je konstanta eliminacije, &T,, povrSina ispod koncentracijske krivulje do beskomsti.

S vremenskim devijacijama tijekom uzimanja uzorkatppalo se ovako:
vremenska razlika izmeé planiranoga i stvarnog uzorkovanja krvi manjajedine
minute smatrala se prihvatljivom
ako je vremenska razlika bila \& od jedne minute, stvarno vrijeme uzorkovanja

uzeto je za izraun farmakokinetikih parametara.

lzmjerene koncentracije metaksalona u plazmi dodasw analizirane primjenom
jednoprostornog modela s procesom apsorpcije predg [91] za izraun STyi cmax uz
koriStenje jednad be (12), opisane u odlomku 213.5. uz pomo programa Wolfram
Mathematica 11.1. [111]:

N K@YI\ 1 K@Y] I\) (23)

» G "...%"S<F "~ koncentracija lijeka u krvi u vremenya parametri (odsjeak na
logaritamskoj osi y)¢ (konstanta eliminacije)ad (konstanta apsorpcije) mogu se iaraati

prilago ivanjem modela na dobivene koncentracijske kriv(gjegl.fitting procedure.

Dobiveni su farmakokinetki parametri sumirani za svaku formulaciju. Analizarijance
(ANOVA) provedena je uz pomasoftvera WinNonLin, verzija 6.4 (Phoenix, Certajh)0]

na In-transformiranimST i M|It te su sekvencija, ispitanik unutar sekvencije,iqoki
formulacija uklju eni u model kao faktori. Izranan je omjer najmanjih kvadrata (enghst
square mearns In-transformiranin  geometrijskin  srednjih  vrijedstio  glavnih
farmakokinetikih parametaraST i M|l u slu aju primjene tableta u usporedbi s otopinom
i Skelaxinon? te je odreen 90-postotni interval pouzdanosti. Koeficijentrijedilnosti
farmakokinetikin parametara za svakoga pojedinog ispitanika kpu uje na razlike u
koncentraciji lijeka kada se isti lijek primijenistim ispitanicima u jednakim
eksperimentalnim uvjetima u razalim periodima studije (englintra subject variability

izra unan je prema jednad bi:
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S(E oSTee'. v, S'S..ST 011 “ K% ' 0 (24)

U njoj MSE predouje srednju kvadratnu pogreSku.

4.2.5. Uspostavi vitro — in vivokorelacije

Prvi korak pri uspostavi vitro — in vivokorelacije usporedba je profila vitro oslobaanja
lijeka i profila in vivo apsorpcije. Profilin vivo apsorpcije mo e se izranati model-

neovisnom metodom dekonvolucije ili model-ovisnoragler-Nelsonovom metodom.

4.2.5.1. Izraun profilain vivo apsorpcije dekonvolucijskom metodom

Za numeriku dekonvoluciju podataka metaksalona upotrijebljensoftver WinNonLin,
verzija 6.4 (Phoenix, Certara) [110].

Dekonvolucijom konvolucijskog integrala upotrebormmjerenih koncentracija lijeka u
plazmi nakon primjene oralne otopine, koje su jedinimpulsni odgovor ct), i izmjerenih
koncentracija lijeka u plazmi nakon primjene is@tiih formulacija tableta metaksalona c(t)
dobivene su vrijednosti odziva sustanarivof(t), Sto jein vivofrakcija apsorbiranog lijeka.

Za izraun odziva sustavan vivo f(t) softver Phoenix Kkoristi se temeljnim mdima
dekonvolucije putem konvolucije (engleconvolution through convolution- DETSrednje i
individualne koncentracije metaksalona u plazmi magomjene oralne otopine metaksalona
i normalizacije doze na jedimu vrijednost, koriStene su za izum parametara jedimoga
impulsnog odgovora (). Parametri (A c) opisuju jedinini impulsni odgovor (t) i rabe se
za dekonvoluciju podataka. lzmjerene srednje ividdialne koncentracije metaksalona u
plazmi nakon uzimanja tableta primijenjene su kagowor sustava c(t). Impulsni odziv
sustavain vivo f(t), dobiven metodom dekonvolucije, odra ava medn vivo apsorpcije
lijeka za sve tri formulacije tableta metaksalorfasim postotka apsorbiranog lijeka,

izra unata je i kumulativna kolina apsorbiranog lijeka za svaku formulaciju.
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4.2.5.2.1zra un profilain vivoapsorpcije Wagner-Nelsonovom metodom

Postotak frakcije apsorbiranog lijeka vivo Wagner-Nelsonovom metodom iztenan je
putem Microsoft Excela 2010. Izmjerene koncenteadijeka u plazmi i farmakokinetki
parametri Pl PIK., ispitivanih formulacija tabletad oralne otopine upotrijebljeni su za
izra un postotka frakcije lijekan vivo apsorbiranoga uz pomgednad be (13), opisane u
odlomku 2.4.2.1.:

g 9c |STJ1 9CIST]1

gn c iSTjK1 ci STjK1

4.2.5.3. Odreivanje kategorije A IVIVC modela

Za uspostavu najviSeg stupnja korelacije, tj. katiggé\ in vivo — in vitrokorelacije koriStena
je izravha metoda utemeljena na diferencijalnim gtibama koju je predlo io Buchwald
[91]. Za oralno primijenjeni lijek koji prati jedpoostorni farmakokinetki model brzina
promjene koliine lijeka u tijelu jednaka je razlici brzine apgoije i brzine eliminacije te se

mo e prikazati ovom diferencijalnom jednad bom [91]

26
"Ag N (20)

koncentracija lijeka u plazmi u vremenic konstanta eliminacije, a brzina
procesan vivo oslobaanja/apsorpcije lijeka koja se funkcionalnom ovimomo e povezati
s brzinomin vitro oslobaanja primjenom jednad be [91]:

g« g 9¢g. (27)
U toj jednad bi oznaava brzinuin vitro oslobaanja u vremenu. Parametry i g«
vremenski su faktori pomaka i skaliranjag ge faktor skaliranja koji omoguje skaliranje
visine i apsorbira razlike u mjernim jedinicama.
Sigmoidalna padaja funkcija ( a9, koja uzima u obzir varijabilnost apsorpcije kg
tijekom prolaska kroz gastrointestinalni trakt ianedan parametar, nije imala znaajan
u inak na dobivene rezultate. Stoga je, da bi se gonlaroj parametara u modelu, vrijednost

sigmoidalne padaje funkcije ( ap9 U Svakom vremenuiznosila 1.
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Modeliranje krivulja in vitro oslobaanja omoguuje rjeSenje sustava diferencijalnih
jednad bi (26) i (27). Jednostavna varijanta eksparjialnog modela (engh special case of
a well-known mechanistic growth mogdedpisana u poglavlju 2.1.3.4.2., upotrijebljerazp
modeliranje podatakia vitro [35]:

) | 00" ke (26)
s tim da se i Nparametri odreuju prilago ivanjem modela na izmjerene krivulie vitro
oslobaanja Brzinain vitro osloba anja— iz jednad be (27), derivacija jgi§funkcije
navedene u jednad bi (28), tit) = f gis(t).

U tom se sluaju spomenuti sustav diferencijalnih jednad bi ma@eavno analitiki rijesiti uz

pomo softvera Wolfram Mathematica 11.1., a rjeSenjd jel]:

(29)

INg g gcC o KET L el
Dobiveno rjeSenje jednad be (29) ima oblik jednopoosog modela s apsorpcijom prvog
reda prikazanom u jednad bi (23), a ostali koriStggarametri ve su objaSnjeni u
jednad bama (27) i (28). Odreranja obaju parametara modeliranja vitro krivulja iz
jednad be (28) za sve tri testirane formulacije@deno je pojedinao primjenom Nelder-
Meadova algoritma u procesu prilagvanja. Dobiveniin vitro parametri za sve ftri
formulacije iskoriStavaju se u sljedan koraku, u kojemu se izmanava jedan set

procijenjenih parametarg (g , g<i ¢) za sve tri ispitivane formulacije.

Farmakokinetiki parametri (]It i ST ) izraunani su uz pomo softvera Wolfram
Mathematica 11.1. [111].

Provedena je validacija predenih i izmjerenih rezultata uspostavljenoga IVIV@adela.

Farmakokinetiki parametri ¢t 1 ST) za izmjerene koncentracije lijeka iztamani su

prema jednad bi (23) i usporeni s predvienim farmakokinetikim parametrima dobivenim
uz pomo jednad be (29). Relativha pogreSka predikcije aamfakokinetike parametre,
povrSinu ispod krivulje i vrSnu koncentraciju za lewgojedinu formulaciju odreena je iz

jednad be (16), opisane u odjeljku 2.4.3. [2, 3]:

— ] ] i (30)
t u V WX s- UM @ s y s- UM _Z 100
wx- s - UM

Tako er je izraunata i srednja apsolutna pogreSka predikcije naodel
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5. REZULTATI | RASPRAVA
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5.1. Topljivost metaksalona

Topljivost metaksalona ispitivana je u ukupno pedija: 0,1 M HCI; USP acetatnom puferu
pH 4,5; USP fosfathom puferu pH 6,8; USP fosfatnomferu pH 7,4 i demineraliziranoj
vodi. Osim topljivosti metaksalona, u istim je mjeda ispitivana topljivost binarne smjese
metaksalona i HPMC-a te metaksalona i PVP-a. Srabzina to da metaksalon nema
ioniziraju ih funkcionalnih skupina, odabrani su mediji adegkvaa odreivanje topljivosti
metaksalona u relevantnom pH podwprema va eim smjernicama FDA-e i EMA-e [4, 5].
Prosje na topljivost metaksalona iznosila je 0,39 mg/naljnha vrijednost topljivosti bila je
0,36 mg/ml u fosfatnom puferu pH 6,8 i 7,4, a rsvD,41 mg/ml u 0,1 M HCl-u. Rezultati
ispitivanja topljivosti §lika 8) pokazali su da nema zregnog utjecaja pH na topljivost
metaksalona u fizioloSkom pH podju od 1,2 do 7,4 i u skladu su s dostupnim literata
podatcima [105]. Mjerenja pH vrijednosti nakon prdeeih eksperimenata pokazala su da
nije doSlo do promjene pH medija. Izten doznog broja i omjera doze/topljivosti potwje
da je metaksalon slabo topljiva djelatna tvar gedeza lijeka (800 mg) ne mo e otopiti u 250
ml medija(tablica 13). Rezultati ispitivanja topljivosti binarne smjesetaksalona i HPMC-a
(omjer 20:1) i smjese metaksalona i PVP-a (omjet 2P@okazali su da je prosjea vrijednost
topljivosti metaksalona s dodatkom pomih tvari jednaka topljivostiiste djelatne tvari i
iznosila je 0,37 — 0,41 mg/ml, Sto potuje da dodatak pomaih tvari (HPMC-a i PVP-a)

nema utjecaja na topljivost metaksalona.
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Slika 8. pH profil topljivosti metaksalona ( ), binarne smjese metaksalona i HPMC-a)(i

metaksalona i PVP-a (). Prikazane su srednje vrijednosti + SD.

Tablica 13.Rezultati omjera doze/topljivosti i doznog brojaaazli itim medijima

Doza/topljivost(ml) Dozni broj
pH
metaksalon metaksalon metaksalon metaksalon metaksalon metaksalon
i HPMC i PVP i HPMC i PVP
pH 1,2 1951 1951 2051 7,80 7,80 8,21
pH 4,5 2007 1942 2000 8,03 7,77 8,00
pl(-\|/0:d§),9 2000 2000 2000 8,00 8,00 8,00
pH 6,8 2222 2162 2162 8,89 8,65 8,65
pH 7,4 2222 2162 2162 8,89 8,65 8,65

68



5.2. Rezultati permeabilnosti na stanicama Caco-2

Ispitivanje permeabilnosti primjenom Caco-2 modetavedeno je na uzorku djelatne tvari
metaksalona, binarnoj smjesi metaksalona i HPMKirgrnoj smjesi metaksalona i PVP-a te
razvojnim formulacijama tableta (A, B) i s refeneimt ljekom Skelaxinorffi. Zbog slabe
topljivosti metaksalona, ispitivanja permeabilngstbvedena su pri nominalnoj koncentraciji
metaksalona od 300y/ml i 100 g/ml.

Mikroskopski je provjeren integritet Caco-2 starog monosloja koji je potvrdio postojanje
neprekinutog monosloja. Mjerenjem TEER-a prije kora prijenosa metaksalona te nakon
prijenosa fluoresceina i rodamina dobivena je TEERednost koja slui kao kriterij za
potvrdu integriteta monoslojataplica 14). Koncentracija DMSO-a u svim je uzorcima
pokusa 1. prelazila koncentraciju od 2 %. To jaulttalo TEER vrijednoSu ni om od 50 %,

pa su dobiveni rezultati pokusa 1. odéai.

Tablica 14. TEER staninog monosloja Caco-2

TEER ( *cm?)
Broj srednja vrijednost + SD
TEER (%)
pokusa ; ” ”
netretirane nakon prijenosa nakon prijenosa
stanice metaksalona standarda
1. 492 + 17 280 = 15 220 + 15 57 45
2. 487 + 82 419 + 67 284 + 55 86 58
3. 584 + 56 555 + 41 337 £ 50 95 58
4. 677 =15 643 + 92 512 + 14 95 76
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5.2.1. Permeabilnost standarda

Permeabilnost visokopermeabilnog standarda — préogplanoodreivana je tijekom svih
pokusa, osim pokusa 1., koji je odba jer nije dao zadovoljavaju TEER vrijednost.
Srednja vrijednost koeficijenta permeabilnosti visipérmeabilnog standarda propanolola bila
je u rasponu 1994 — 258,9 nm/s i ponavljala se ravgadenim eksperimentima.
Niskopermeabilni standard fluorescein natrij isgti je u svim pokusima osim u pokusu 3., u
kojemu je koriSten rodamin u oba smjera (BA i AB) gotvrdu aktivnosti P-glikoproteina.
Vrijednost Ry, za niskopermeabilni standard fluorescein natgidamin u smjeru AB bila je
niska i iznosila je manje od 5 nm/s. VrijednogjRodamina u smjeru BA iznosila je oko
78,5 nm/s tablica 15). Izra unani omjer BA/AB dobivene &, vrijednosti za efluks standard
rodamin od 17 potviuje aktivnost P-glikoproteina na stanicama (BA/ABjer vei od 3
upu uje na aktivan efluks prijenos). Prema literaturrppdatcima i prethodnim rezultatima
provedenim na Caco-2 modelu, dobiveng, Rrijednosti potvrdile su da su stanice formirale

kontinuirani monosloj s ekspresijom efluksnih tramgera (P-gp).

Tablica 15. Permeabilnost standarda

Papp (nm/s)
Smjer L
Standardi : srednja vrijednost + SD
prijenosa
pokus 2. pokus 3. pokus 4.

propanolol AB 199,4+21,0 2457+ 35 258,9+ 34,1

rodamin BA nije mjeren 78,5+122 nije mjeren

rodamin AB nije mjeren 4,6 +1,3 nije mjeren
fluorescein AB 3,7+19 nije mjeren 2,2+0,3

70



5.2.2. Permeabilnost metaksalona

Provedena su dva pokusa ispitivanjgpfha Caco-2 modelu djelatne tvari metaksalona,
binarne smjese metaksalona i HPMC-a i binarne smpstaksalona i PVP-aslika 9).
Dobivene vrijednosti §,za metaksalon u pokusu 1. bile su viSe zbog kdraeje DMSO-a,
koja je bila viSa od 2 % i utjecala je na integrgéani nog monosloja; stoga ti rezultati nisu

prikazani.

400 -

300 I

Papp (nm/s)

100 -

eksperiment 2.

Slika 9. Koeficijent permeabilnost ¢f,) metaksalona ( ), binarne smjesa metaksalona i
HPMC-a ( ) te metaksalona i PVP-a () drugom eksperimentu. Prikazane su srednje

vrijednosti + SD.

Da bi se odredio £, razvojnih formulacija (A i B) i Skelaxfh tableta, provedena su dva
neovisna pokusa (3. i 4.). Prvi je proveden u smj&B i u smjeru BA. Inicijalna
koncentracija metaksalona u svim ispitivanim uzogcibila je 300 g/ml. U etvrtom je
pokusu mjeren samo prijenos u smjeru AB. Zbog \espérmeabilnosti metaksalona, vrijeme
uzorkovanja smanjeno je na jedan sat, a koncejanaataksalona smanjena je na 1@0ml
(slika 10).
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Promijenjeni eksperimentalni uvjeti nisu zafo utjecali na dobivene 4§ vrijednosti

analiziranih uzoraka.

Slika 10. Koeficijent permeabilnost metaksalonaddP u formulaciji A (), formulaciji B
()i Skelaxin® ( ). Koncentracija u eksperimentu 3. bila je 3@fml, a u eksperimentu
4. smanjena je na 10Qy/ml (rezultati mjerenja dobiveni u eksperimentupfikazani su s

bijelim prugicama). Prikazane su srednje vrijednosD

IskoriStenje mase izranano iz uzoraka na petku pokusa i nakon njegove provedbe te
inicijalnih koncentracija prikazano jetablici 16. U svim pokusima iskoriStenje mase bilo je
ve e od 90 %.

Tablica 16. IskoriStenje mase metaksalona

Broj Po etno iskoriStenje mase (%) IskoriStenje mase prijenosa (%)
pokusa + SD + SD
2. 91,7 +5,0 95,8 + 3,6
3. 103,0 + 4,3 102,9+4,1
4. 89,2 + 3,9 90,7 + 4,4

Eksperimentalno je nan vitro Caco-2 modelu dobivena,f vrijednost djelatne tvari
metaksalona viSa od 250 nm/s. lzmani Ry, usporediv je s £, vrijednoSu
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visokopermeabilnog standarda propanolola (>199 hnfPsema dobivenim rezultatima,
metaksalon se mo e svrstati u visokopermeabilrekdiye. Eksperimentalno iznanate Ry,
vrijednosti djelatne tvari metaksalona, binarniljesa metaksalona i HPMC-a te metaksalona
i PVP-a meusobno su vrlo slhe, iz ega se mo e zakljuti da ispitivane pomane tvari ne
utje u na permeabilnost metaksalona, Sto je u skladuekivanjima za visokopermeabilne

djelatne tvari.

Metaksalon u svim ispitivanim formulacijama tablétaa visok Ry, (> 300 nm/s). Nema
zna ajne razlike u vrijednostimasfprazvojnih formulacija i referentnog lijeka Skelaxthato
sugerira da e sve formulacije u gastrointestinalnom traktu inednaku permeabilnost.,§
metaksalona u tabletama nije se znatnije promijesmoanjenjem paetno odabrane
koncentracije (s 300 na 10@/ml), Sto upuuje na pasivan prijenos. Mo e seekivati da bi
pri aktivnom prijenosu s povanjem koncentracije doSlo do zasija transportera te do
smanjenja vrijednostifs, U pokusima na Caco-2 modelu dobivene su uspogedijednosti
Papp U smjeru AB i BA, Sto zna da metaksalon nije supstrat za P-gp. Usporediyg P
vrijednosti metaksalona i propanolola (standard tenscelularnu pasivnu difuziju) i
lipofilnost metaksalona (logP = 2,42) pokazuju @ansetaksalon najvjerojatnije apsorbira

pasivnim transcelularnim putem.

Na temelju dobivenih rezultata topljivosti i perrb#aosti, metaksalon se prema
biofarmaceutskoj klasifikaciji lijekova mo e svrstau klasu 2.: slabo je topljiva i dobro
permeabilna djelatna tvar te je dobar kandidat @ostavuin vitro — in vivokorelacije. U
skladu s oekivanjima za visokopermeabilne djelatne tvari,atad HPMC-a, PVP-a i ostalih
pomo nih tvari nije utjecao na dobivene rezultate peioiiaasti metaksalona.

5.3.In vitro osloba anje metaksalona

Ispitivanjein vitro osloba anja metaksalonalviju razvojnih formulacija (A i B) i referentne
formulacije Skelaxing, najprije je provedeno prema USP prepenoj metodi [107]: 900 ml
vode uz dodatak 0,5 % NaLS-a u aparaturi tipa 20z okr./min. Uzorkovanje je provedeno
u vremenskim tckama 0, 15, 30, 45, 60, 75 i 90 minuta, a rezuttafprikazani nalici 11.
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oslobo eni lijek (%)

0 20 40 60 80 100
vrijeme (minute)

Slika 11. Profili oslobaanja metaksalona iz formulacije Aef), formulacije B €f) i
Skelaxin& ( ) prema USP metodi (900 ml vode uz dodatak 0,5 %S)ari brzini lopatica
od 100 okr./min. Prikazane su srednje vrijedno$SSix(n = 12) [preuzeto i prilageno prema

112 uz dozvolu Springer Nature].

Profili osloba anja prema preporenoj USP metodi pokazivali su da Skel&xinrazvojna
formulacija A imaju sline profile, a da je oslobanje razvojne formulacije B bre od
oslobaanja ostalih formulacija. USP metoda omage relativno brzo oslobanje
metaksalona (80 % lijeka oslobodi se unutar 1,5 saiajvjerojatnije je odabrana kao QC
metoda proizvedenog lijeka tijekom rutinske proizwed razliitih serija referentnog

proizvoda.
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Inicijalna ispitivanja provedena u odenim medijima pri brzini lopatica od 100 okr./min

obuhvatila su:

SGF pH = 1,2 uz povanje NaLS na 0,5 % [32]
FaSSGH s dodatkom HCI do pH 2 [32]
FaSSIF pH 6,5 [23].

Ta su ispitivanja pokazala dosta niske i sbno sline profile oslobaanja bez obzira na
razli itosti formulacija (do 10 — 15 % u medijima kojnsailiraju uvjete u eludcu i do 30 % u
mediju koji simulira uvjete u tankom crijevu — rdéti nisu prikazani). Dobivene niske

vrijednosti oslobaanja u kiselome mediju u skladu su s podatcimaeralture [109].

Stoga se pristupilo daljnjem razvaju vitro metode u medijima pH vrijednosti 4,5 i 6,8 uz
dodatak 0,5 % NaCl i variranjem razlih koncentracija surfaktanta NaLS od 0,1 do 0,4 %
uz brzinu lopatica od 50 okr./min radi postizanjakdiminatornih uvjeta metodeslke 12 i
13). S obzirom na dozu i topljivost metaksalona, Kejaosta niskan vitro medij zahtijevao
je dodatak surfaktanta da bi se poboljSalo oslabg metaksalona iz ispitivanih formulacija
[113], dok je natrijev klorid dodan radi powanja ionske jakosti medija, koja mo e utjecati na
stvaranje uvjeta za otapanje hidrofobnih djelataéri poput metaksalona.

In vitro rezultati bili su razliiti u medijima pH vrijednosti 4,5 i 6,8, u kojima pokazali pH-
ovisno oslobaanje metaksalona iz tableta. Premakivanjima, poveanje koncentracije
surfaktanta pridonijelo je povanju oslobaanja metaksalona u oba pH medija za sve
ispitivane formulacije. Meutim, nijedna formulacija nije postigla 80 % dozdob® enog
lijeka unutar 15 sati, kada je ispitivanje zavrSdPemda je otapanje metaksalona neovisno o
pH vrijednostima medija, rezultan vitro oslobaanja nisu iznenaiju i jer su u ispitivanim
formulacijama primijenjena razita veziva i dobiveni su rezultati u skladu s Eemrnim
podatcima [109]. Dobiveni rezultati pokazuju danfoitacijski initelji (razli ita veziva,
HMPC i PVP u tabletama) utje nain vitro oslobaanje lijeka i njihov bi se mehanizam
djelovanja trebao dodatno ispitati.
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Slika 12. Profili osloba anja metaksalona iz formulacije &), formulacije B 1) i
Skelaxin& ( ) u acetatnom puferu pH 4,5 s dodatkom 0,5 % NaQhij 0,1; (b) 0,2; (c) 0,3 i
(d) 0,4 % NaLS pri brzini lopatica od 50 okr./mRrikazane su srednje vrijednosti £ SD (n =

3-6).
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Slika 13. Profili osloba anja metaksalona iz formulacije &), formulacije B 1) i
Skelaxin& (£7) u puferu pH 6,8 s dodatkom 0,5 % NaCl i s (a) (§10,2; (c) 0,3 i (d) 0,4 %
NaLS pri brzini lopatica od 50 okr./min. Prikazamessednje vrijednosti £ SD (n = 3 — 6).
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5.4.In vivo rezultati

Nakon Sto su zdravi dobrovoljci na prazan eludaeluoralnu otopinu, vrijednosti vrSne
koncentracije (cmax) i povrSine ispod krivulje (RIKile su znaajno vee od vrijednosti za
formulaciju tableta, Sto potvuje pretpostavku da je oslolamje metaksalona iz formulacije
klju ni initelj koji limitira njegovu apsorpciju. U véne je ispitanika vrSna koncentracija
metaksalona nakon primjene oralne otopine postegneg u prvoj ifili drugoj toKki
uzorkovanja (medijan vrijednost tmaxl sat), dok je vrijeme postizanja vrSne koncenga
iz tableta postignuto kasnije (2 — 4,5 sati). Najkrvrijeme do postizanja vrSne koncentracije
(tmax) zabilje eno je za formulaciju A (2 sata), Skelaxi? je iznosilo 3,17 sati, dok je
formulacija B pokazivala najsporije oslolzmje metaksalona s tmax vrijedno®d 4,5 sata.
Srednja vrijednost vrSne koncentracije otopine ksztlbna iznosila je 14 065,03 ng/ml i bila
je znaajno viSa od vrSnih koncentracija metaksalon tablédajviSu vrijednost vrsne
koncentracije tableta postigla je formulacija A284,66 ng/ml), zatim formulacija Skelaxfha
(1 269,95 ng/ml) dok je najni u vrijednost imala foulacija B (470,82 ng/ml). Slkan trend
uo en je i za farmakokinetki parametar PIK. PIK (PIK PIK.,) oralne otopine bila je
zna ajno visa od PIK vrijednosti formulacija tablet&mnosila je 38 818,77gih/ml za PIKi

39 057,46 g-h/ml za PIK. NajviSu vrijednost PIKi PIK., za tablete imala je formulacija A
(13 933,38 i 14 521,78grh/ml), zatim Skelaxifi (11 158,92 i 13 667,85grh/ml), dok je
najni u vrijednost imala formulacija B (6876,94 987,55 g-h/ml). Konstanta eliminacijec|
nije se mogla ispravno procijeniti u ispitanika il u sluaju primjene formulacije A,
ispitanika br. 4, 12, 15, 16 i 17 za formulaciju Bpitanika br. 12 za formulaciju Skelaxfha
Ti su ispitanici iskljueni iz analize PIK, PIKy c it za odgovarajw formulaciju, pa je
ukupan broj ispitanika za navedene farmakokiketiparametre kod formulacije A bio 17,
kod formulacije B 13, a za Skelainl7. Vrijeme polueliminacije {t) oralne otopine
iznosilo je 1,49 sata i dosta se razlikovalo ggvijednosti tableta. Vrijednost 4 formulacije

A bila je 5,51 sat, $to je znaino krae od 1, Skelaxin& i formulacije B, koje je iznosilo
12,40 odnosno 11,51 sati.
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Srednja vrijednost omjera PyKbila je visSa od 80 % za ispitanike uklgne u analizu, Sto
pokazuje da je trajanje uzorkovanja metaksalonaryi b vremenu od 48 sati bilo

odgovarajue.

Srednje vrijednosti farmakokinekiog parametara metaksalona (RIRIK., PIKy.,cmax c,

t1/2) i medijan vrijednosti vremena postizanja vrSnedeoriracije prikazani su tablici 17, a

naslici 14 vide se srednje krivulje koncentracije metaksalompdazmi.

Tablica 17. Farmakokinetiki parametri ispitivanih formulacija

A B Skelaxin® Oralna otopina*
Parametar

(srednja vrijednost £ SD)
PIK ¢ 13 933,38 = 6876,94 + 11 158,92 + 38 818,77
(ng-h/ml) 6646,6 3793,2 5160,7 11 820,1
PIK 14 521,78 + 7987,55 + 13 667,85 +

39 057,46 + 1188,9

ng-h/ml 6898,9** 4132,3** 5518,3**

PIK v (%) 94,98 + 5,05** 87,17 + 8,95** 84,19 + 18,02** 99,310,3

emax 2254,66 + 1162,1 470,82 +300,9 1269,95 + 608,4 066403 + 3322,9
(ng/ml)

tmax (h)*** 2,0+ 1,46 4,5+ 6,16 3,17 £ 2,09 1,005

~ (h™ 0,168 + 0,1** 0,077 £0,04** 0,079 + 0,03** 0,4890+1

ti2 (h) 5,51 + 2,7** 11,51 + 6,4** 12,40 + 12,14** 1,49 40

*Farmakokinetiki parametri oralne otopine normalizirani su na dbzu kao i tablete.
**7a te je parametre broj ispitanika bio 17 za 8,7a B i 17 za Skelaxih

***Medijan vrijednost.
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Slika 14. Profili srednjih vrijednosti koncentracija metakse u plazmi formulacije A&(),
formulacije B &), Skelaxin& (g1 i oralne otopine normalizirane na 800 my, primijenjenih
na prazan eludac na zdravim dobrovoljcima. Prikezau srednje vrijednosti £+ SEM (n =
18), A — linearna skala, B — polulogaritamska sKal®uzeto i prilagoeno prema 112 uz

dozvolu Springer Nature].
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lzra unan je omjer najmanjih kvadrata (endéast square meapsin-transformiranih
geometrijskih srednjih vrijednosti glavnih farmakodti kih parametara (PIK cmax), kao i
90-postotni interval pouzdanosti za raité formulacije metaksalon tableta u usporedbi s

otopinom te formulacija A i B u odnosu prema SkadaX (tablica 18).

Omjer povrSine ispod koncentracijske krivulje tijekointervala uzorkovanja (PIK
metaksalon tableta u odnosu prema oralnoj otopinjebnajvisi za formulaciju A i iznosio je
33,54 %. Ne&to nii bio je omjer Skelaxifia iznosio je 26,99 %, dok je najnii omjer u
odnosu prema oralnoj otopini imala formulacija Bmosio je 15,59 %. JoS ve razlika u
formulacijama u odnosu prema oralnoj otopini pokasa u omjeru vrSne koncentracije, koja
je mjera za brzinu apsorpcije. Omjer vrSne kone@ijr metaksalon tableta u usporedbi s
oralnom otopinom bio je najviSi za formulaciju Aznosio je 14,56 %. NesSto ni i bio je omjer
Skelaxin& i iznosio je 8,35 %, dok je najni i omjer imalarfoulacija B, a iznosio je 2,95 %.
Za sve je formulacije u odnosu prema oralnoj otopiipostotni interval pouzdanosti bio
izvan propisanih bioekvivalencijskih kriterija. NMisrezultati relativne bioraspolo ivosti
tableta u usporedbi s oralnom otopinom implicirala je oslobaanje metaksalona iz

formulacija limitiraju i initelj koji utje e na njegovun vivo apsorpciju.

Tako er, obje razvojne formulacije, ni A ni B, nisu bildoekvivalentne s referentnom
formulacijom Skelaxin@ (tablica 18). Formulacija A pokazuje br e oslobanje metaksalona
u odnosu prema Skelaxifiua formulacija B pokazuje sporije oslobaje metaksalona u
usporedbi sa Skelaxindin $to je potrebno za diferencijaciju profila tijeRouspostave
IVIVC-a. Razvojne formulacije A i B razlikuju se gancentraciji i vrsti veziva (HPMC-u i
PVP-u) te po zanemarivoj razlici u koncentracijiedstva za raspadanje — natrijeva
Skroboglikolata. Za obje formulacije provedena tandardna fizikalna ispitivanja koja su
obuhvatila sitene analizeyrsto u i raspadljivost tableta. Rezultati dobiveni tigpitivanjima
nisu korelirali s podatcima koji su dobiveniim vivo ispitivanjima, stoga se nisu smatrali

zna ajnima za uspostavu IVIVC modela.

Varijabilnost farmakokinetkih parametara za svakoga pojedinog ispitanika jeilgisoka i
iznosila je 34,44 % za cmax i 29,15 % za PIK.
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Tablica 18. Omijeri, 90-postotni interval pouzdanosti i kog#at varijabilnosti unutar

pojedinog ispitanika

90-postotni
. Referentna _ _ Intra-CV
Parametar Formulacija B Omijer (%) interval
formulacija _ (%)
pouzdanosti
A ] 174,32 144,48 — 210,32
cmax Skelaxir? 34,44 %
B 35,38 29,34 — 42,66
A _ 124,20 105,82 — 145,77
PIK Skelaxir? 29,15 %
B 57,75 49,23 — 67,75
A 14,56 12,07 - 17,55
oralna
cmax B _ 2,95 2,45 — 3,56 34,44 %
otopina
Skelaxir? 8,35 6,92 — 10,08
A 33,54 28,58 — 39,35
oralna
PIK B _ 15,59 13,28 - 18,3 29,15 %
otopina
Skelaxir? 26,99 22,99 — 31,68

Osim izrauna farmakokinetkih parametara neprostornom analizom podataka uzopom
softvera WinNonLin, verzija 6.4 (Phoenix, Certar@®ra un glavnih farmakokinetkih
parametara (PIiK cmax) koriStenih zan vitro-in vivo korelaciju proveden je primjenom
jednoprostornog modela s procesom apsorpcije pmemtp (jednad ba 23) upotrebom
programa Wolfram Mathematica 11.1. Rezultati prosigr modela t@blica 19) dali su
usporedive podatke s neprostornom analiztablica 17), Sto dodatno potvuje adekvatan
izbor IVIVC metodologije koja se koristi prostornimodelom [91]. Jednoprostorni model s
apsorpcijom prvog reda izabran je uzimanjem u olagied farmakokinetikog profila oralne
otopine na polulogaritamskoj skali i Akaike inforaijakog kriterija (englAkaike information
criterion, AIC), koji je imao niu vrijednost od AIC vrijednostidobivene odabirom

dvoprostornog modela (rezultati nisu prikazani).
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Tablica 19. Rezultati farmakokinetkin parametara PIKi cmax dobiveni primjenom

prostornog modela

A B Skelaxin® Oralna otopina*
Parametar
(srednja vrijednost £ SD)
PIK 14 603,24 + 6768,05 + 11 508,24 + 39147,41 +
(ng-h/ml) 7291,92 3854,4 6010,22 15 105,88
2:;7:10 227458 £ 1169,5 472,94 + 303,21 1283,18 + 615,147 14D,73 + 3342,6

*Farmakokinetiki parametri oralne otopine normalizirani su na dbzu kao i tablete.

Srednje i individualne koncentracije metaksalonplazmi nakon primjene oralne otopine
metaksalona i nakon normalizacije doze na jedunivrijednost iskoriStene su za izoa
parametara jedinhoga impulsnog odgovora (@).

Logaritmiranjem vrijednosti koncentracija metaksalon vremenu postaje o da se
farmakokinetika oralne otopine metaksalona mo esapimodelom s jednim odjeljkorBlika
15 prikazuje srednju vrijednost metaksalona nakomjame oralne otopine i individualne
krivulje. S obzirom na trenutau apsorpciju oralne otopine nakon primjene (uine
ispitanika vrSna je koncentracija postignuta u prwesgmenskoj toki uzorkovanja),

farmakokinetiki model jednog odjeljka intravenske primjene n§gpopisuje krivulje:

Kad profili prate model s jednim odjeljkom, paraaret (odsje ak je na osi y) mo e se
izra unati iz formule A = doza/y.Volumen distribucije i parametac koji oznaava
konstantu eliminacije izrainani su neprostornom analizom podataka uz paufivera
WinNonLin, verzija 6.4. Parametri Aci prikazani utablici 20 su iskoriSteni za
dekonvoluciju koncentracijskih krivulja ispitivantableta izmjerenih u bioekvivalencijskoj

studiji.
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Slika 15. Srednja vrijednost koncentracije metaksalona ngkonjene oralne otopine
normalizirane na 1 mg ] na polulogaritamskoj skali. Prikazane su srednjednosti £ SD

(n = 18). Manja slika prikazuje individualne kont@cijske krivulje oralne otopine.

Tablica 20. Parametri A ic individualnih koncentracijskih krivulja i srednjerijednosti
koncentracijske krivulje nakon primjene oralne ot@pi

Ispitanik A (ng/ml) ~ (hY Ispitanik A (ng/ml) ~ (hY
1. 24,165 0,520 10. 26,744 0,460

2. 23,609 0,556 11. 26,265 0,359

3. 28,602 0,525 12. 12,113 0,635

4. 29,103 0,525 13. 16,411 0,687

5. 26,599 0,645 14. 28,376 0,571

6. 19,944 0,419 15. 26,861 0,489

7. 21,831 0,609 16. 27,258 0,479

8. 23,828 0,456 17. 21,228 0,698

9. 26,859 0,393 18. 28,185 0,413
srednja vrijednost koncentracijske krivulje 24,142 0,495
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5.4.1. Krivuljein vivo osloba anja

5.4.1.1. Metoda dekonvolucije

KoriStenjem izmjerenilin vivo koncentracijskih krivulja c(t) ispitivanih tabletaetaksalona i
izra unanih parametara Aci oralne otopine koje opisuju jedimi impulsni odgovor t),
dekonvolucija konvolucijskog integrala daje vrijedtiampulsnog odzivan vivo sustava f(t)
odnosno frakcijun vivo apsorbiranog lijeka. Za dekonvoluciju su primigmg dva pristupa.
U prvome su za izrain apsorpcijske krivulje uzete srednje vrijednoktincentracija
formulacija tableta u vremenu i srednja vrijednustametara A ¢ oralne otopine. U drugom
su pristupu individualne krivulje metaksalon tableétindividualni parametri oralne otopine
svakog ispitanika (A ¢) iskoriSteni za dekonvoluciju podataka i zatinpjema regulatornim
smjernicama izraunana srednja vrijednost apsorpcijske krivulijglikd 16) [3, 79].

KoriStenjem oba pristupa, dobiveni su vrlo sliprofili in vivo apsorpcije metaksalona.

100% -

80% -

60% -

40% -

apsorbirani lijek

20% -

0% . . .
0 8 16 24 32 40 48

vrijeme (sati)

Slika 16.Rezultati dekonvolucije koriStenjem srednjih i midualnih vrijednosti metaksalona
in vivo iz formulacije A &), formulacije B £) i Skelaxin& (7). Rezultati dekonvolucijskog

pristupa dobiveni korisStenjem individualnih vrijedstioprikazani su punim linijama.
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Osim frakcije lijeka apsorbiranoga vivo, izra unana je i kumulativna kolina apsorbiranog
lijeka (slika 17). Iz kumulativne koliine apsorbiranog lijeka vidljivo je da zbog slabog
osloba anja metaksalona dolazi do apsorpcije samo jedijeta dikupno primijenjene doze
lijeka. 1z formulacije A apsorbira se 290 mg metdksaa, odnosno 36 % doze. Iz formulacije
Skelaxin& apsorbira se 238 mg metaksalona, tj. 30 % dozgnataa koli ina apsorbiranog
lijeka zabilje ena je za formulaciju B i iznosila 149 mg metaksalona (19 % doze). Dobiveni
rezultati dekonvolucije u skladu su s rezultatinedativne bioraspolo ivosti testiranih
formulacija tableta prikazanih tablici 18. Ispitivanjem permeabilnosti na Caco-2 stanicama
te bioekvivalencijskom studijom dokazano je da setaksalon dobro apsorbira kad se
primijeni kao otopina. Oralna otopina i formulachaimaju znatno veu bioraspolo ivost u
usporedbi s referentnim lijekom Skelaxin®n$to upuuje na zakljuak da formulacija lijeka
ima va nu ulogu za bioraspolo ivost metaksalonait®je da se metaksalon mo e formulirati
na nain da se pobolj$a bioraspolo ivost postag proizvoda na tristu (Skelaxifip uz

mogu nost smanjenja doze/ broja dnevnih doza.
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Slika 17. Kumulativha koliina in vivo apsorbiranog metaksalona iz formulacije #y)(
formulacije B €) i Skelaxin& (e7). Rezultati dekonvolucijskog pristupa dobiveni na é4m

individualnih vrijednosti prikazani su punim linijga.
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5.4.1.2. Wagner-Nelsonova metoda

Premda rezultati oralne otopine pokazuju da sedkokinetika metaksalona mo e opisati
modelom jednog odjeljka i u tom se shju mo e primijeniti Wagner-Nelsonova metoda za
izra un frakcije lijekaapsorbiranogan vivg za jedan dio individualnih koncentracija lijeka
nakon primjene tableta nije bilo moguodrediti konstantu eliminacije. Konstanta elincife
(c) nije se mogla ispravno procijeniti za ispitanika 1l pri primjeni formulacije A, za
ispitanike br. 4, 12, 15, 16 i 17 pri primjeni fanfacije B te za ispitanika br. 12 pri primjeni

formulacije Skelaxina

Usporedbom vrijednosti vremena polueliminacije meabtopine i ispitivanih formulacija

mo e se zakljuiti da se modifikacijom formulacija dobivaju raate vrijednosti vremena
polueliminacije lijeka. Dulje vrijeme poluelimingeilijeka za formulacije tableta u odnosu
prema vremenu polueliminacije oralne otopine wgel na to da se u tableta metaksalona
mo e primijetiti ,flip-flop fenomen®, tj. da je brina apsorpcije lijeka sporija od njegove
eliminacije. U tom sluaju terminalni dio koncentracijske krivulje ne dajormaciju o
konstanti eliminacije veo konstanti apsorpcije [80]. Ako formulacija lijekau uje na ,flip-
flop kinetiku“, mo e doi do pogresne procjene PIK apsorpcijske krivulje, pa se tada za
primjenu Wagner-Nelsonove metode trebaju upottijédoinstante eliminacije oralne otopine
[79]. KoriStenjem iste konstante eliminacije u ntktdekonvolucije i u Wagner-Nelsonovoj

metodi, dobiveni su vrlo slhi profili in vivo osloba anja/apsorpcije lijekas(ika 18).
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Slika 18.Usporedba rezultata lijeka apsorbiranoga iz forwijdaA (), formulacije B €) i
Skelaxin& (1) dekonvolucijom i Wagner-Nelsonovom metodom. Retultabiveni Wagner-

Nelsonovom metodom prikazani su punim linijama.

5.5. Uspostava i validacija IVIVC modela

In vivo koncentracijske krivulje pokazivale su zamu varijabilnost zbog nekoliko ispitanika
koji su imali netipine vrijednosti (engl.outliery. U tom su sluaju srednje vrijednosti
koncentracijskog profila osjetljive na postojamatliera (pogotovo ako je broj ispitanika
malen) i mogu biti nerealne, npr. multimodalnoglérg. Tada primjena i interpretacija
rezultata dobivenih metodom dekonvolucije mo e k#ihtjevna i dvosmislena [79]. IVIVC
metodologija utemeljena na jednom koraku metodézlpra jer zaobilazi aproksimacije
povezane s dekonvolucijskim korakom [87]. Stoganjgtoda diferencijalnih jednad bi koje
izravno povezuje brzinin vitro oslobaanja lijeka i farmakokinetki prostorni model koji
opisuje izmjerene koncentracijske krivulje u odneom vremenu koriStena za razvoj IVIVC
modela [91]. S obzirom na to da se farmakokinetitdne otopine metaksalona mo e opisati
jednoprostornim farmakokinekim modelom, model prikazan u jednad bi 23. primjgn je
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za modeliranje individualnih profila ispitivanih foulacija tableta, a dobiveni su parametri
navedeni utablici 21. Parametar A oznava odsjeak na osi y, nagib pravca u zadnjim
vremenskim tokama logaritmiranih vrijednosti koncentracije karga je eliminacijee dok

jec konstanta apsorpcije.

Tablica 21 Parametri jednoprostornog modela s apsorpcijomogrreda dobiveni
prilago ivanjem modela na individualne koncentracijske kijy za ispitivane formulacije

[preuzeto i prilagoeno prema 112 uz dozvolu Springer Nature]

Formulacija A (ng/ml) ~ (h™h “ < (h™

A -15 858,622 0,451 0,335
B 509,223 0,058 0,450
Skelaxin® -18 845,490 0,292 0,253
oralna otopina 11 000,000 0,484 2,654

Slike 19, 20 i 21prikazuju individualne vrijednosti koncentracijgkikrivulja, srednje
vrijednosti koja je rezultat aritmeke sredine podataka i srednje vrijednosti dobivene
modeliranjem individualnih  koncentracijskih  krivalj uz pomo jednoprostornoga
farmakokinetikog modela za sve tri ispitivane formulacije tableBrednji koncentracijski
profili dobiveni primjenom farmakokinetkog modela daju pouzdanije srednje profile od
onih koji se dobiju izraunavanjem aritmetkih vrijednosti svih izmjerenih koncentracija u
jednoj toki. Tako er je vano uoiti da koriStenjem neprostornoga i prostornog ppst

farmakokinetiki parametri (cmax i PIK) pokazuju sfie vrijednosti fablice 17 i 19)
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Slika 19. Izmjerene individualne vrijednosti-{, srednje vrijednosti dobivene aritmddm
sredinom podataka§ i modelirane srednje vrijednosti (puna linija) kentracijskih krivulja

za formulaciju A.

Slika 20.1zmjerene individualne vrijednosti), srednje vrijednosti dobivene aritmdibm
sredinom podataka:] i modelirane srednje vrijednosti (puna linija) kentracijskih krivulja

za formulaciju B.
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Slika 21. Izmjerene individualne vrijednosti ), srednje vrijednosti dobivene aritmdiom
sredinom podataka § i modelirane srednje vrijednosti (puna linijja)nkentracijskih krivulja

za formulaciju Skelaxirfa

Dobiveniprofili lijeka apsorbiranogan vivo, prikazani naslici 16 i 17ispitivanih formulacija
tableta metaksalona, pokazuju da formulacija A imaviSi profil, slijedi referentna
formulacija Skelaxin8, a formulacija B imala je najnii profil. Profilin vitro oslobaanja
lijeka, koji su pokazivali slian trend kao in vivo profili, koriSteni su za uspostavu kategorije
A IVIVC-a, odnosno najviSeg stupnja korelacije kognaava funkcionalnu povezanost svih
to aka krivuljein vitro i in vivo oslobaanja. Profili lijeka apsorbiranoga vivo dobiveni
metodom dekonvolucije koriSteni su samo u prelimpafazi uspostave IVIVC-a, tj. pri

odabiruin vitro medija.

Rezultatiin vitro ispitivanja, uz primjenu USP metode, pokazali supdgporuena metoda
nije klini ki relevantna za predikciju ponasanja metaksalbfetain vivo jer nije pokazivala

sli an trend kao i rezultati dobiveim vivo(slika 11).
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Identificiraniin vitro mediji koji su pokazivali slian trend kaan vivo profili bili su:

USP acetatni pufer pH vrijednosti 4,5 s dodatkotn%,NaCl i 0,1 % NaLS
USP acetatni pufer pH vrijednosti 4,5 s dodatkon%,NaCl i 0,2 % NaLS
USP acetatni pufer pH vrijednosti 4,5 s dodatkon%,NaCl i 0,3 % NaLS
USP acetatni pufer pH vrijednosti 4,5 s dodatkom%@,NaCl i 0,4 % NaLS
fosfatni pufer pH vrijednosti 6,8 s dodatkom 0,N\N¥CI i 0,1 % NaLS
fosfatni pufer pH vrijednosti 6,8 s dodatkom 0,5\N¥CI i 0,2 % NaLS.

U sljedeem koraku rezultatin vitro ispitivanja u fosfatnom puferu pH vrijednosti 68
dodatkom 0,5 % NacCl i 0,1 ili 0,2 % NaLS odbai su iz daljnje uspostave IVIVC modela
jer su razlike u profilima izmeu formulacije B i Skelaxinaiznosile manje od 6 %. Razlika
in vivoizme u te dvije formulacije bila je prevelika — omjer w&nu koncentraciju iznosio je
35,38 %, odnosno 57,75 % za Plialflica 18), da bi se uz tako male razlikeim vitro
rezultatima mogao razviti adekvatan IVIVC moddalike 13a i 13h. IVIVC model
uspostavljen na temeljm vitro podataka u acetatnom puferu pH vrijednosti 4,5datkom
0,5 % NaCl i 0,1; 0,31 0,4 % NaLS, prikazantablici 22, odbaen je zbog pogreske
predikcije modela koja je bila viSa od propisanilidtije prihvatljivosti [2, 3]. 1z dobivenih
rezultata mo e se zakljiti da navedeniin vitro mediji ne opisuju adekvatno ponasSanje

metaksalonan vivo.

Tablica 22.Pogreske predikcije (% PE) IVIVC modela na temeijuitro podataka u
acetatnom puferu pH vrijednosti 4,5 s dodatkom 0 N&@&li 0,1; 0,31 0,4 % NaLS

Ukupna
Medij Parametar A B Skelaxin® pogreSka
predikcije
pH 4,5 % PE cmax 19,40 577 46,13 23,77
+0,5 % NaCl+0,1% NalLS % PE Plk 0,71 7,44 8,02 5,39
pH 4,5 % PE cmax 2,52 54,98 29,20 28,90
+0,5 % NaCl+0,3% NaLS % PE PIKk 19,31 34,88 18,69 24,29
pH 4,5 % PE cmax 2,30 68,58 19,96 30,28
+0,5 % NaCl+0,4% NaLS % PE PIK 17,73 48,36 21,32 29,14
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Rezultati modeliranja dobivenih profila vitro u acetatnom puferu pH vrijednosti 4,5 s
dodatkom 0,5 % NaCl i 0,2 % NaLS prikazani swsha 22, a dobiveni su parametri

navedeni uablici 23. Primijenjena jednostavna varijanta eksponencigimodela navedena
u jednad bi (28) adekvatno je opisala sve tri forauije.
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Slika 22. Modeliranje podataka (prikazano punim linijjama)faanulaciju A ( ), formulaciju
B ()i Skelaxirf ( ) dobivenih uin vitro u acetatnom puferu pH vrijednosti 4,5 s dodatkom
0,5 % NaCl i 0,2 % NaLS [preuzeto i prilaggmo prema 112 uz dozvolu Springer Nature].

Tablica 23 Rezultati modeliranjan vitro podataka dobivenih u mediju pH 4,5 + 0,5 % NaCl
+ 0,2 % SLS-a [preuzeto i prilageno prema 112 uz dozvolu Springer Nature]

Formulacija

A 0,8116 0,2200
B 0,7600 0,0610
Skelaxin® 0,8403 0,1187
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Ostali parametri u predikcijin vivo koncentracija izraunani su prilagoivanjem modela u
jednad bi (29) sin vitro parametrima u acetatnom puferu pH vrijednosti 4godatkom 0,5
% NaCl i 0,2 % NaLStéblica 23) na dobivenen vivo koncentracijske krivuljeTablica 24
prikazuje parametre dobivene iz predikcijskagavivo koncentracijskog modela jednad be
(29).

Tablica 24. Vrijednosti parametara razvijenoga IVIVC modgdaguzeto i prilagoeno prema

112 uz dozvolu Springer Nature]

Parametar s bo b, k (h™

vrijednost 4450 -3,6 1,16 0,49

Samo se parametri koji opisuju brzinu osladoga ¢ i 09 razlikuju za sve tri formulacije, dok
su svi ostali parametri koji opisuju krivulju zapigvane formulacije jednaki. Isti faktor
skaliranja primijenjen je za sva in vitro profila i uklju en je u matematki model da se

uspostavi IVIVC [114]. Sigmoidalna padagu funkcija, koja uzima u obzir varijabilnost
apsorpcije lijeka tijekom prolaska kroz gastroititeni trakt, nije pridonijela poboljSanju
dobivenih rezultata. Rezultati konstante elimiragij = 0,49 K") dobiveni modelom izvrsno

se slau s konstantom eliminacije oralne otopineakigj izraunana neprostornom analizom
podataka dobivenih u bioekvivalencijskoj studijtalflica 17). Rezultati izmjerenih

koncentracija metaksalona dobiveni primjenom jedosiernog modela s procesom
apsorpcije prvog reda (jednad ba 23) i predwiih koncentracija lijeka u plazmi koje su
izraunane na temelju IVIVC modela utemeljenoga na difefjalnim jednad bama

(jednad ba 29) prikazani su rsici 23.

Usporedbom profila dokazano je da razvijeni IVIVCodel direktnih, diferencijalnih
jednad bi daje jednoznau povezanost izme in vitro oslobaanja lijeka u acetatnom puferu
pH vrijednosti 4,5 s dodatkom 0,5 % NaCl koji sada 0,2 % surfaktanta in vivo
koncentracijske krivulje
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Slika 23. Usporedba predvenih koncentracija metaksalona za formulacija A€oa linija),
formulaciju B (zelena linija) i Skelaxfh(plava linija) s izmjerenim koncentracijama lijeka
plazmi koje su dobivene farmakokinétim modeliranjem (oznane debljim linijjama).
Predvi ene vrijednosti izraunane su primjenom IVIVC modela prepogaein vitro metode

osloba anja lijeka [preuzeto i prilag@no prema 112 uz dozvolu Springer Nature].

Farmakokinetiki parametri dobiveni iz koncentracija lijeka izmgaih podataka (modeliranih
jednoprostornim modelom s procesom apsorpcije prveda) i predvienih podataka
dobivenih direktnom metodom koristenjem diferernifa jednad bi za uspostavu IVIVC
modela koriSteni su za validaciju modela. 1zmjerepiedvi eni farmakokinetiki parametri

navedeni su tablici 25.

Dobiveni podatci prikazani nslici 23 i tablici 25 pokazuju da razvijeni IVIVC model dobro
predvi a cijeli koncentracijski profil metaksalona u plazmuklju ujui glavne

farmakokinetike parametre PIK cmax.
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Tablica 25. Izmjereni i predvieni farmakokinetiki parametri [preuzeto i prilageno prema

112 uz dozvolu Springer Nature]

. cmax PIK
Formulacija Vrsta podatka
(ng/ml) (ng-h/ml)
izmjeren 1733,88 12 237,57
A
predvi en 1758,29 14 000,69
izmjeren 326,62 7120,15
B
predvi en 362,23 7296,19
o izmjeren 993,04 9940,88
Skelaxin :
predvi en 845,31 10 068,14

To nost predvianja razvijenoga IVIVC modela procijenjena je na@as izra una postotka
pogreske predikcije, koja se definira kao relativwdnos razlike izmeu izmjerene i
predvi ene vrijednosti farmakokinekih parametara — vrSne koncentracije i povrSin@dsp

krivulje.

Tablica 26. PogreSka predikcije IVIVC modela [preuzeto i pyidaeno prema 112 uz
dozvolu Springer Nature]

Formulacija % PE cmax % PE PIK;
A 1,41 % 14,41 %
B 10,90 % 2,47 %
Skelaxin® 14,88 % 1,28 %
ukupna pogreska predikcije 9,06 % 6,05 %

Prema regulatornim smjernicama, pogreska predikmjgojedinanu formulaciju do 15 %

smatra se prihvatljivom, a ukupna pogreska pregike smije prelaziti 10 % [2, 3]. Pogreska
predikcije vrSne koncentracije za sve formulacijetaksalona bila je nia od 15 %, Sto se
smatra prihvatljivom pogreSkom. Ukupna pogreskalipgje za vrSnu koncentraciju bila je
9,06 %, dok je ukupna pogreska predikcije za paurfspod koncentracijske krivulje iznosila

6,05 % {ablica 26). Navedene pogreske u predikciji obaju farmakdkikér parametara za
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sve ispitane formulacije potwiju uspostavu najviSeg stupnja povezanwosttitro i in vivo

podataka (kategorija A) te tnost predvianja razvijenoga IVIVC modela.

U slu aju metaksalona, koji karakterizira znatna varljast farmakokinetikin parametara
unutar samog ispitanika, direktna metoda koriSteanjednad bi ima velike prednosti pred
IVIVC metodom utemeljenom na dekonvoluciji/konvdjuc jer izravno povezuje
koncentraciju lijeka u plazmi ® vitro podatcima i smanjuje broj koraka koji zahtijevaju
aproksimaciju Prednost tog pristupa jest da ne zahtijeva podatkealnoj otopini koji su
potrebni za dekonvolucijski/konvolucijski pristuizbjegava se dekonvolucijski korak koji
mo e biti nestabilan te nema potrebe za indirektnpnocjenom predvienih in vivo
apsorbiranih frakcija lijeka. Premda primijenjenatoda ima nekih nedostataka u usporedbi s
IVIVC metodom nelinearnog modela s mijeSanim efekti[84, 85, 86] koja obuhva
razli ite tipove varijabilnosti (formulacija, ispitanikkombinacija farmaceutskog oblika i
ispitanika), dokazano je da se izravna metoda ujenze na diferencijalnim jednad bama
koju je predloio Buchwald [91] mo e koristiti ka@lternativa za uspostavu kategorije A
IVIVC modela za formulacije lijeka s trenutam oslobaanjem. Rezultati ovog rada
pokazali su da je moga razviti klini ki relevantnuin vitro metodu za tablete metaksalona s
trenutanim oslobaanjem, a identificirana se metoda mo e rabiti ujgam razvoju lijeka

kao QCin vitro metoda.
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Rezultati ispitivanja topljivosti metaksalona u iditoSkom pH podruyu od 1,2 do 7,4
potvrdili su da pH nema znajnog utjecaja na topljivost i da prospa topljivost metaksalona
iznosi 0,39 mg/ml. S obzirom na dozu lijeka od 80§ i na rezultate topljivosti, metaksalon

pripada u BCS kategoriju slabo topljivih djelativari.

Rezultati ispitivanja topljivosti binarne smjese talsalona i HPMC-a u omjeru 20:1 i
binarne smjese metaksalona i PVP-a u omjeru 20khzad su da dodatak ponmah tvari

nema utjecaj na topljivost metaksalona.

Ispitivanjem permeabilnosti na Caco-2 modelu dokazge da se metaksalon ubraja u
visokopermeabilne lijekove i da se najvjerojatraj@sorbira pasivnim transcelularnim putem

koji je odre en difuzijom i nije supstrat za P-glikoprotein.

Smjese metaksalona i HPMC-a te metaksalona i P\fi®kazali su sline rezultate
permeabilnosti kaoista djetalna tvar, Sto potwije injenicu da pomane tvari ne utjeu na
permeabilnost visokopermeabilne djelatne tvari. dWsaélon u svim ispitivanim
formulacijama tableta ima visoku permeabilnost maeznaajne razlike u Ry izmeu

razvojnih formulacija i referentne formulacije Skeiha”, $to upuuje na zakljuak da e sve

formulacije imati vrlo slinu permeabilnost u gastrointestinalnom traktu.

Prema dobivenim rezultatima topljivosti i permenbdti, metaksalon pripada klasi 2 BCS
klasifikacije lijekova (slabo topljiva i dobro pegabilna djelatna tvar) te je dobar kandidat za
uspostavun vitro — in vivokorelacijejer je oslobaanje djelatne tvari limitiraju initelj koji

utje e na njegovu apsorpciju.

Inicijalna ispitivanjain vitro oslobaanja metaksalona provedena u biorelevantnim mealijim
pokazala su dosta niske i musobno sline profile oslobaanja, stoga su razvijene
diskriminatorne in vitro metode kojima su odreni brzina i intenzitet oslobanja
metaksalona u pH medijima 4,5 i 6,8 uz dodatak Na@riranje koliina surfaktanta od 0,1
do 0,4 %.

Tako er je dokazano da USP metodtavitro osloba anja lijeka nije Kkliniki relevantna za
predikciju ponaSanja tableta metaksalongivo.

Studija ispitivanja bioekvivalencij@ralne otopine i triju formulacija tableta vivo na
zdravim dobrovoljcima potvrdila je da je oslolbaje metaksalona iz tableta klju initel]

koji limitira njegovu apsorpciju.
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Relativna bioraspolo ivost tableta metaksalona pausdbi s oralnom otopinom niska je i
ovisi o formulaciji tableta. NajviSu relativnu baspolo ivost imala je formulacija A, koja je
sadr avala HPMC kao vezivo, a iznosila je 33,54 Relativna bioraspolo ivost Skelaxifia
bila je 26,99 %. Najni u bioraspolo ivost pokazgk formulacija B, u kojoj je PVP sluio
kao vezivo, a iznosila je 15,59 %. ViSa bioraspmiost oralne otopine i formulacije A u
odnosu prema referentnoj formulaciji SkelaXinapu uje na to da se metaksalon mo e
oblikovati tako da se poboljSa bioraspolo ivost unodu na postoje lijek na triStu

(Skelaxirf) s moguno$ u smanjenja doze / broja dnevnih doza.

Iz krivulje kumulativne koliine apsorbiranog lijeka dobivene metodom dekonvp@uc
tako er je potvreno da se tablete metaksalona ogemd otapaju/apsorbiraju u

gastrointestinalnom traktu.

Koncentracijske krivulje metaksalona mogu se opigatnoprostornim farmakokinekim

modelom.

IVIVC je uspostavljen direktnom metodom utemeljenom na elifeifalnim jednad bama.
Rijetko je koriStena u literaturi, premda je metadiaora za lijekove koji imaju varijabilne
farmakokinetike parametre kao metaksalon. Zbog transparenthkosi$tenja prostornog
farmakokinetikog modela koji karakterizira lijek te izravnog gawanja koncentracije lijeka
u plazmi sin vitro podatcima, ta metoda ima znatne prednosti preeg$aj upotrebljavanom
uspostavom korelacije metodom dekonvolucije/konv@ucZa uspostavu modela nisu
potrebni podatci o oralnoj otopini, a izbjegavaisgekonvolucijski korak koji mo e biti

nestabilan.

NajviSi stupanj povezanosti, kategorija A, uspolsana je izmeu in vitro krivulje
osloba anja u acetatnom puferu pH vrijednosti 4,5 uz dakl@&5 % NaCl i 0,2 % NaLEin
vivo koncentracijskih profila dobivenih bioekvivalersijm ispitivanjem.

Validacijom modela utvrena je pogreSka predikcije modela koja je bila anugranica
propisanih regulatornim smjernicama, Sto poiye to nost predvianja razvijene korelacije.

Premda su regulatorne smjernice i ima primjera u literaturi usmjereni na formulacge
kontroliranim oslobaanja, u ovom je radu uspjeSno uspostaviljena kajal&mrmulacije s
trenutanim oslobaanjem jer metaksalon prema BCS-u pripada klasi 2inarnjegove

apsorpcije ovisi 0 brzini oslobanju lijeka iz tableta.
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Identifikacija klini ki relevantne metoden vitro oslobaanja lijeka omoguwije daljnje
optimiziranje formulacije genetkog oblika metaksalona bez nepotrebnih ispitivang

zdravim dobrovoljcima i skraije vrijeme razvoja adekvatne formulacije.
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9 U O RanYkDrak tijekom razvoja novog lijeka jest kreiranje klkiirelevantnein vitro metode oslobganja

ljeka. 7LMHNRP UD]YRMD OLMHND VWXvisb Mddu Edniijdnid 14StRaDjBra batdan}d’ L OLMHN|
lijeka in vitro ako je uspostavljen matetni model koji opisuje odnos izm@ profila oslobaganja lijekain

vitro i odgovorain vivo (koncentracija lijeka u plazmi ili frakcija apsorbiranog lijeka) koji se reagiwitro +in

vivo korelacija (IVIVC).

Cilj je ovog rada klasificirati metaksalon prema biofarmaceutskoj Kasiifi lijekova (BCS), razviti Kliniki

relevantnun vitro metodu oslobganja lijeka i uspostaviti IVIVC model.

Topljivost lijeka ispitivana je pri razfitim pH vrijednostima medija, a permeabilnost je provedena na Caco-2

stani mome modelu. Testovi oslo@nja in vitro provedeni su s trima ragitim formulacijama tableta s

trenutalmim oslobaanjem metaksalona uz primjenu aparature tipa 2. Iste su formulacije tableta iobopina

metaksalona N Rtgrledu bioekvivalencijskoj studijin vivo na zdravim ispitanicima u randomiziranom,
XNULAHQRP SRWMHVXVSRYYDYOMHQ PHWRGRP XWHPHOMHQRP QD GLIHUH
bioekvivalencijska studija potvrdila je da je oslohaje lijeka kljufan korak koji utigpH QD ELRUDVSRORALY
jedna je ispitivana formulacija tableta imala mao veiX ELRUDVSRORALYRVW RG UHIHUHQWQ
stupanj korelacije postignut je primjenom metode s acetatnim pufefofnbouz dodatak 0,5 % natrijeva klorida

i 0,2 % natrijeva laurilsulfata (USP aparatura 2, 50 okr./min) kao ermadia oslobganje lijekain vitro.

Validacijom modela utviena je njegova pKYDWO ML Y D infe Rd petapha tofpost predvianja

razvijenoga IVIVC modela.

Ta spoznaja omogiije optimizaciju formulacija tableta metaksalona i izbjegavanje nepotrebnih ispitivanja
neadekvatnih formulacija na zdravim dobrovoljcima. Identificiramivitro PHGLM PR&H SRVOXALWL ]C
generifkog lijeka drugih molekula sfnih fizikalno-kemijskih svojstava. U ovom je radu IVIVC model
uspostavljen izravhomP HWRGRP XWHPHOMHQRP QD GLIHUHQFLM IDLOMAHLEPLMH GNORG
alternativni model za uspostavu IVIVC-a lijekova BCS klase 2 s trgmintecoslobaanjem.
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SUMMARY

An important step during drug development process is design ohiaally relevantin vitro drug release
dissolution methodin vitro testing may serve as a surrogateiforivo bioavailability study ifin vitro-in vivo
correlation (IVIVC), a predictive mathematical model describing the relationship betweenvitno property of

a dosage form and relevaint vivo response (plasma drug concentration or fraction of the absorbedisirug
established.

The aim of the present work was to classify metaxalone according to thbaBimgreutics Classification
System (BCS), to develop a clinically relevant dissolution method that caretecugredict the oral absorption
of metaxalone and to establishiarvitro-in vivocorrelation (IVIVC).

Solubility of the drug was studied in different pH media and permeability stugiee performed using a Ca2o-
cell model. Then vitro dissolution andn vivodisposition of metaxalone from 3 different immediate release (IR)
tablet formulations were investigated using USP 2 apparatus and a single aaseay, crossover
bioequivalence study in healthy humans along with an oral solutitimeodrug, respectively. An IVIVC was
established by using a direct, differential based method.

Metaxalone has been confirmed as a Class 2 drug according to BCS. Bioavaithdigs performed in
humans demonstrated that dissolution was the rate limiting step for biodipitsflthe drug and one of the test
products had significantly improved bioavailability compared to the marketedligroA highest level of
correlation within vivo data was established with th vitro data obtained in pH 4.5 dissolution medium
containing 0.5% NaCl with 0.2% SLS (USP apparatus 2 at 50 rpmVIMC model validation was performed
and demonstrated an acceptable internal predictability.

Based on these findings, it is possible to further optimize the develomhergtaxalone tablets and to avoid
unnecessary testing of inadequate formulations on healthy volunteeidentifiedin vitro medium can serve in
the generic development of other molecules of similar physicaiclaé characteristics. In this work the IVIVC
model based on the direct differential equation method can be used as atiadtévlVC model for BCS class
2 drugs with immediate release.
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