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SAZETAK

Trenutno ne postoje farmakopejske ili standardnéodeei aparature za ispitivanje
oslobatanja djelatne tvari iz topikalnih mik&estica. Cilj ovog rada bio je razviti i validirati
diskriminatornu in vitro metodu za ispitivanje osloanja djelatne tvari iz topikalnih
mikroc¢estica, uz koristenje imerzijskelije.

Za potrebe rada pripremljene su i karakteriziranézknske i metakrilatne
mikrocestice s mupirocinom. Za izradu mikestica koriStena je tehnika suSenja
rasprsivanjem. Ispitana su sljédesvojstva mikrdestica: dinkovitost uklapanja lijeka,
morfologija i veltina cestica, kristalno stanje, terékia svojstva, spektralna svojstva, zeta
potencijal, higroskopnost te sadrzaj vode i ostatmganskih otapala.

Kitozanske i metakrilatne mikéestice s mupirocinom koriStene su kao modelni
topikalni terapijski sustavi za razvmj vitro metode za ispitivanje osloienja djelatne tvari.
Imerzijska ¢elija koriStena je u kombinaciji s aparaturom salkbgm. pH i temperatura
medija (pH 5,5, 32°C) odabrani su u skladu s f@s&m uvjetima na kozi. Difuzija lijeka
odvijala se preko membrane ideme od smjese celuloznih estera, koja je pokazalaun
oslobatenog lijeka postala je proporcionalna korijenu imena. Nagib u linearnom
podruju krivulje osloba@anija lijeka koriSten je kao mjera brzine oslidga. Varijacije u
brzini okretanja lopatica (25 o/min, 50 o/min, 166nin), visini lopatica (1 cm, 2,5 cm) i
volumenu medija za ispitivanje oslatzaja (100 ml, 200 ml) nisu z&gno utjecale na brzinu
oslobatanja.

Analiza kitozanskih mikréestica izrdaenih s kitozanima raziitih molekulskih masa
pokazala je da se kod p@ame molekulske mase kitozana smanjuje brzina odtolja S
odjeljka. Na taj je n&n pokazana diskriminatornost metode prema razl&anformulaciji,
kao i prema razlikama u koncentraciji uzorka unatanorskog odjeljk&elije. Metodom je
nadalje potwiena sknost serija istog sastava proizvedenih istim proces

Metoda je validirana u skladu s ICH smjernicama.sklopu validacije metode
potvidena je njena spedatfiost, linearnost, tmost, preciznost i robusnost. Metoda je uspjesSno
primijenjena kod kitozanskih i metakrilatnikestica, ¢ime je pokazan njen potencijal za
karakterizaciju raznih tipova topikalnifestinih terapijskih sustava. Razvijena metoda moze

biti koristan alat u razvoju formulacije kod taku#rapijskih sustava.



SUMMARY

Currently there are no compendial or standard nusttemd apparatuses for vitro
release testing of topical microparticles. The ainthis study was to develop and validate a
discriminativein vitro release method for topical microparticles usirgithmersion cell.

For the purpose of this study chitosan-based anithaney/late-based microparticles
with mupirocin were prepared by spray drying. Thalofving characteristics of the
microparticles were examined: encapsulation efficye particle size and morphology,
crystallinity, thermal properties, spectral propst surface charge, hygroscopicity, residual
organic solvents and water content.

Chitosan-based and methacrylate-based micropartigith mupirocin were used as
model topical delivery systems for vitro release method development. The immersion cell
was used in combination with paddle dissolutionaapfus. The pH and temperature of the
release medium (pH 5.5, 32°C) were selected t@aethe physiological skin conditions.
Diffusion of the drug occured across a mixed ceBel ester membrane, which demonstrated
low drug adsorption and low diffusional resistan&éer an initial lag phase the amount of
drug released became proportional to the squateofdane. The slope in the linear portion
of the release curve was used as a measure ofeglaz. Variations in paddle rotation speed
(25 rpm, 50 rpm, 100 rpm), paddle height (1 cm,&@rH and volume of release medium (100
ml, 200 ml) did not significantly alter the releasges.

Appropriate discriminatory power of the method weamfirmed as the method was
able to detect differences in formulation, as veslldifferences in drug concentration inside
the sample compartment. The analysis of chitosaeédamicroparticles prepared with
chitosans of different molecular weights has shdwat the release rate decreases with
increasing molecular weight of chitosan. On theeptiand, the release rate increased with
increasing drug concentration inside the samplepastment. The method was further used to
confirm sameness between batches of the same ciiopgsepared by the same process.

The method was validated for its specificity, linga accuracy, precision and
robustness in line with International Conference Harmonisation (ICH) guidelines. The
method was successfully applied both for chitosased and methacrylate-based
microparticles, which demonstrates its potentiapligation for various types of topical
particulate delivery systems. The developed metbaa be a useful tool in formulation

development of such delivery systems.
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1.UVOD



Oslobatanje djelatne tvari iz ljekovitog oblika je proae%ojem djelatna tvar napusta
ljiekoviti oblik, otapa se te postaje dostupna zaogpciju i farmakoloski tinak. Stoga je
ispitivanje oslobdanja djelatne tvari jedan od osnovnih testova prakterizaciji ljekovitog
pripravka kako tijekom razvoja formulacije takoa gotrebe kontrole kvalitete.

Ispitivanje brzine oslolianja djelatne tvari originalno je razvijeno aste oralne
pripravke, ali u posljednje je vrijeme primjena guesta prosirena i na brojne druge ljekovite
oblike (tablete za Zzvakanje, gume za Zzvakanje, ewsje, supozitoriji, transdermalni
terapijski sustavi, poltyrsti oblici, implantati, parenteralni mik&estini sustavi, liposomi
itd.). Medutim, dok su kod nekih oblika metode i dag za ispitivanje oslohtanja
standardizirani gotovo na globalnoj razini (u okvitekiteg procesa harmonizacije
farmaceutskih regulatornih zahtjeva) te farmakopejpropisani, za druge je joS uvijek
potreban razvoj i standardizacija testa za oslabg djelatne tvari. Mikrgestice (i prasci
opcenito) ubrajaju se u takve oblike, kod kojih surpbha dodatna istrazivanja kako bi se
mogla preportiti prikladna metoda za ispitivanje oslalaenja (Brown i sur., 2011).

Kod standardnih metoda za ispitivanje oslidga djelatne tvari iz oralnih oblika
pripravak se unosi u relativno velik volumen medijazlaze mijeSanju, Sto (u vrlo
pojednostavljenom obliku) odrazava situaciju kojej oralni pripravak izloZzenn vivo.
Medutim, kod razvoja metoda za ispitivanje oskddigja iz pripravaka za topikalnu primjenu
valja uzeti u obzir malu kadlinu teku«ine s kojom ti pripravci dolaze u dodir na mjestu
primjene te odsutnost mijeSanja u fizioloSkim uwyet. Pritom postaje jasno da standardne
metode i aparature koje se koriste za ispitivangolmianja iz oralnih pripravaka ne
simuliraju dobro uvjete kojima je topikalni pripravizlozenin vivo.

Istrazivanje brzine osloldanja iz topikalnih pripravaka vrlo je aktualna tenw je
nedavno u Ametku farmakopeju uvedeno novo poglavije <1724> kqesge aparature i
n&in in vitro ispitivanja oslobdanja lijeka iz poldvrstih pripravaka namijenjenih za
topikalnu primjenu. Za ispitivanje brzine osldbaja iz poldvrstih topikalnih pripravaka
koriste se tri tipa difuzijskiltelija: vertikalna difuzijskatelija (Franzovacelija), imerzijska
¢elija (Enhancecrelija) i modificirana aparatura s préteom celijom. Kod svih navedenih
aparatura dolazi do difuzije lijeka iz donorskogetita s pripravkom u receptorski odjeljak s
receptorskim medijem preko visoko propusne membkanje sluzi kao inertni noga(USP,
2015a).

Vazno je naglasiti da da vitro ispitivanjem oslobdanja iz topikalnih pripravaka ne
moze direktno predvidjein vivo winak lijeka s obzirom da su bioraspolozivost i kika

izvedba kod topikalnih pripravaka primarno uvjetoviarijernim svojstvima epitela (koze ili
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sluznice) na koji je pripravak primijenjen. IpaR,vitro testovima osloh#anja lijeka mogu se
detektirati promjene koje mogu odgovarati promggemgjin vivo izvedbi ljekovitog pripravka.
Te promjene mogu biti posljedica razlika u fk-kemijskim karakteristikama djelatne i/ili
pomainih tvari, razlika u proizvodnom procesu, utjeaaygeta skladistenja itd. (USP, 2015a).

Cestiéni topikalni pripravci (npr. polimerne mikéestice namijenjene za primjenu na
kozu ili sluznicu) su napredni oblik topikalnih Beka. Primjena topikalnih praSaka opisana je
u farmakopejama. Topikalni prasci se mogu primtjemravno na kozu ili se mogu nanijeti
na zavoje ili odjéu (Ph.Eur., 2015a; USP, 2015b). U Antku farmakopeju ukljtene su
monografije za nekoliko topikalnih prasaka s arkibgjskim i antimikotEkim djelovanjem.

Za cestine topikalne pripravke ne postoje propisane ilngdgadne metode i aparature
zain vitro ispitivanje oslobdanja djelatne tvari. U nedostatku propisanih apasat metoda
istraziv&i se za potrebe svojih ispitivanja koriste razniostdipnim aparaturama (aparatura s
lopaticom, aparatura s koSaricom, ptot@ celija, vretica za dijalizu, Franzova difuzijska
¢elija itd.). Pregledom literature nije prafem primjer istrazivanja kod kojeg bi se za
ispitivanje oslobdanja iz ¢estenih pripravaka za topikalnu primjenu Koristila irngska

¢elija.



2. TEORIJSKI DIO



2.1. Otapanje lijeka

Otapanje lijeka preduvjet je za njegosinkovit transport kroz tijelo, te za njegovu
bioraspolozivost i terapijskidinak. Lijek se otapa u kontaktu s tjelesnim t@kama, te
prolazi razne barijere u organizmu kako bi stig@octljanog odrediSta. Difuzijski procesi
cesto igraju kljgnu ulogu u prolazu bioloskih barijera, kao Sto jemgerice sluznica
probavnog sustava. Ukratko, difuzija je spontaijefaz tvari otopljene u plinu, tekini ili
Krutini iz podri&ja njene viSe koncentracije u podjl nize koncentracije. Vazno je istaknuti
da sposobnost difuzije imaju samo otopljene mokkahi/atomi lijeka.

Prema IUPAC-u pojam otapanja (endissolution definiran je kao mijeSanje dviju
faza pricemu se stvara jedna nova homogena faza (tj. otpldRAC, 1997). Ovaj je proces
shematski prikazan na slici 1a. U¢etku su dvije faze odvojene, s jasnom granicondume
njima. Zatim dolazi do mijeSanja dviju faza i staaja nove homogene faze, otopine (granica

izmedu dviju polaznih faza nestaje).

(a) IUPAC-ova definicija otapanja

i it
+téa’+++¢ ) 4T

Slika 1. Shematski prikaz (a) IUPAC-ove definiaj@panja, (b) otapanjarstecestice lijeka
u vodenom mediju (Siepmann i Siepmann, 2013).



U sluitaju ¢vrstecestice lijeka koja se otapa u vodenom mediju, jgdnfaza lijek (u

obliku kristala ili amorfnecestice), a druga je faza vodeni medij. Otapanjgekdi takaer

nestaje granica iznde dviju faza i nastaje jedna homogena faza (vodeogina lijeka) (slika

1b). Ovaj se proces moze podijeliti u 5 glavnihakar (slika 2):

1)
2)

3)
4)

5)

Mocenje povrSingestice lijeka vodom

Pucanje vezavrstog stanja westici lijeka (npr. priviane elektrostatske sile u
kristalu koji se sastoji od kationa i aniona)

Pojedingne molekule/ioni/atomi lijeka bivaju okruzeni slojenolekula vode
Pojedingne molekule/ioni/atomi lijeka difundiraju s povreitestice lijeka kroz
povrsSinski stacionarni sloj medija do mase mijegantedija. Tanki povrsinski
stacionarni sloj medija postojtak i pri snaznom mijeSanju medija (zbog
adhezivnih sila), a njegova debljina ovisi o stupmjjeSanja

Prijenos (konvekcija) molekula/iona/atoma lijekaoxr tekitinu, uzrokovan

mijeSanjem tekéine (Siepmann i Siepmann, 2013)



(a) mocenje povrsine cestice vodom

(b) pucanje veza t':vrstog stanja, npr. u kristalu

(c) solvatizacija pojedinaénih molekula/iona/atoma

&

(d) difuzija kroz stacionarni povrsinski sloj medija

(e) prijenos tvari (konvekcija) u dobro mijeSanom mediju

Slika 2. Shematski prikaz pet glavnih koraka uidjoih u proces otapanjarstecestice lijeka
u dobro mijeSanom vodenom mediju: (a) deigje cestice lijeka vodom, (b) pucanje veza
¢vrstog stanja, (c) okruzivanje pojedéméh molekula/iona/atoma slojem molekula vode, (d)
difuzija pojedingnih molekula/iona/atoma lijeka kroz stacionarni gavski sloj medija, (e)

prijenos tvari (konvekcija) u dobro mijeSanom medpiepmann i Siepmann, 2013).



2.1.1.Matemati¢ki modeli otapanja lijeka

Otapanje lijeka nd@g&e se matematki opisuje Noyes-Whitney jednadZzbom, Nernst-

Brunner jednadZzbom ili Hixson-Crowell jednadzbom.

Noyes-Whitney jednadzba

Arthur A. Noyes i Willis R. Whitney krenuli su odgipostavke da je difuzija lijeka
kroz povrsinski stacionarni sloj medija (slika 2d)jsporiji korak u otapanju lijeka, te da stoga
taj korak odrduje brzinu otapanja (englate determining stgp Ispitivanjem brzine otapanja
benzojeve kiseline i olovnog klorida u vodi pokazal da je brzina otapanja lijeka
proporcionalna razlici koncentracije z&sie otopine i trenutne koncentracije u otopini, Sto

opisuje poznata Noyes-Whitney jednadzba:

dc
E =K (¢cs —ct)

gdje jedc/dtbrzina otapanjak konstantags topljivost tvari, ac; koncentracija otopljene tvari

u vremenu (Noyes i Whitney, 1897; Siepmann i Siepmann, 2013)

Nernst-Brunner jednadzba
Znaenje konstantK iz Noyes-Whitney jednadzbe dodatno je razjasSnjseonst-

Brunner jednadzbom:

dM _S+D
dt 6

(Cs - Ct)

gdje jedM koli¢ina tvari koja se otopi u vremenskom intervdtuS je povrSina dostupna za
difuziju/otapanje D difuzijski koeficijent lijeka u povrSinskom staciarnom sloju medija)
debljina tog slojagcs topljivost lijeka, ac: koncentracija lijeka u masi mijeSanog medija u
vremenut. Usporedbom Noyes-Whitney jednadzbe i Nernst-BeanjednadZzbe moze se
zakljwiti da za konstantK vrijedi K = S*D/(6*V), gdje jeV volumen medija.

Iz Nernst-Brunner jednadzbe slijede mégustrategije povanja brzine otapanja
lijeka (npr. kako bi se povala bioraspolozivost u slaju slabo topljivog lijeka):

1) Pove&anje povrSine dostupne za otapanje, primjerice gmpem veltine ¢estica



2) Poveanje prividne topljivosti lijeka, npr. dodatkom gaktanta ili ciklodekstrina ili
uklapanjem u polimerne micele ili liposome

3) Odrzavanje niske koncentracije lijeka u mediju,. fgpzim odvaenjem lijeka s mjesta
otapanja

4) Smanjenje debljine stacionarnog povrsinskog slogdija, npr. povéanjem brzine
mijeSanja

5) Pove&anje difuzijskog koeficijenta lijeka u stacionarnguvrsinskom sloju medija,
npr. smanjenjem viskoznosti medija

(Valja napomenuti da posljednje dvije strategijegyalno nije mogée primijenitiin vivo.)

Hixson-Crowell jednadzba

| kod Noyes-Whitney jednadzbe i kod Nernst-Brunpednadzbe namjerno je
zanemaren utjecaj promjene povrSine tvari kojatapap UzevSi u obzitinjenicu da se u
stvarnosti povrSina tvari koja se otapasto mijenja s vremenom (npr. pri otapanju kugle
polumijer kugle se kontinuirano smanjuje, pa se \ur§ioa cestice smanjuje s vremenom),

Hixson i Crowell doSli su do sljede jednadzbe:

i/ﬁt:3M0_kt

gdje jeMp masacestice u vrement=0, M; masatestice u vremeny ak je konstanta. Valja
istaknuti da je Hixson-Crowell jednadzba razvijgya pretpostavkama da su pri otapanju
ispunjeni uvjeti osigurane topljivosti, da ¢estica sfetinog oblika, da se geometrijski oblik
cestice ne mijenja s vremenom, te da se sgshca pri otapanju ne raspada u manje dijelove

(Siepmann i Siepmann, 2013).

2.2. Oslobadanje lijeka

Pojmovi ,otapanje lijeka“ (engldrug dissolutioh i ,oslobatanje lijeka“ (engl.drug
releas@ nisu nuzno sinonimi, iako se u literatdesto moze néi na naizmjenino koristenje
ovih pojmova. Otapanje lijeka obuhbaa pet prethodno opisanih koraka (slika 2), dok je

oslobatanje lijeka znatno kompleksniji pojam (koji uldjuje i otapanje lijeka).



Ovisno o tipu lijeka, dozi, vrstama i k&lhama poménih tvari, uvjetima pri

oslobatanju lijeka, tehnici pripreme, te obliku i geomgtierapijskog sustava, u oslatanje

lijeka mogu primjerice biti ukljteni sljedéi fenomeni:

mocenje terapijskog sustava vodom

penetracija vode u terapijski sustav

fazni prijelaz polimernih ekscipijensa (npr. izldéstog u gumasto stanje)

otapanje lijeka i ekscipijensa

oteZano otapanje lijeka i ekscipijensa zbog ogeare topljivosti i/ili brzine otapanja
pri zadanim uvjetima

razgradnja lijeka i ekscipijensa

otapanje i/ili talozenje razgradnih produkata

nastanak pora ispunjenih vodom

zatvaranje pora zbog bubrenja polimera

stvaranje zn&jnog hidrostatskog tlaka unutar terapijskog swstav

konvekcijsko oslobdanje lijeka uzrokovano hidrostatskim tlakom unutapijskog
sustava

nastanak kisele ili luznate mikrookoline unutarkgeitog oblika zbog prisutnosti
razgradnih produkata

promjena brzine razgradnje lijeka i/ili ekscipijangbog promjene u pH vrijednosti
mikrookoline

promjena topljivosti lijeka i/ili ekscipijensa zb@gomjene uvjeta u mikrookolini (npr.
pH, ionska jakost itd.)

otezano osloktanje lijeka i/ili ekscipijensa zbog zfgne koncentracije
lijeka/ekscipijensa u mediju (nisu ispunjeni uvg@sigurane topljivosti)

promjene u dimenzijama i/ili geometriji terapijska@yistava uzrokovane stnim

naprezanjem (Siepmann i Siepmann, 2008).

2.2.1.Matematic¢ki modeli oslobaianja lijeka

Takeru Higuchi je 1961. godine objavio danas slayednadzbu kojom se na

iznenaiuju¢e jednostavan @ moze opisati osloldanje lijeka iz tankog sloja masti koja

sadrzi

dispergirani neotopljeni lijek. Higuchijevgednadzba predstavlja @etak

kvantitativnog pristupa oslobanju lijeka iz ljekovitih pripravaka, pa se Higucbmatra
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,ocem“ matematikog modeliranja oslold@anja lijeka. Brojni matematki modeli oslobdanja
lijeka koji su otad predlozeni mogu se podijeliti mehanistike realisttne modele i
empirijske modele.

Mehanistéki se modeli temelje na stvarnim fenomenima, kacsstdifuzija, otapanije,
bubrenje, taloZenje i razgradnja. Oslddaje lijeka u pravilu se sastoji od niza procesa
(koraka). Ukoliko je jedan od koraka puno sporgi astalih, brzi se procesi mogu zanemariti
kod kvantifikacije kon&ne brzine osloktanja. Drugim rij€ima, matematki model
oslobatanja u tom sléaju moze biti ograden samo na najsporiji korak u niz&ime se
smanjuje kompleksnost matengith jednadzbi. Mehanistki se modeli mogu podijeliti
prema procesu koji dirigira brzinu oslalamja (difuzija, bubrenje ili erozija). KoriStenjem
mehanistikih modela moze se kvantitativno predvidjeti utjefmmulacijskih i procesnih
parametara na profile oslatanja. U pravilu Sto je model blizi stvarnosti, &ovj&a i njegova
slozenost.

S druge strane, empirijski modeli dege su predstavljeni jednostavnim
jednadzbama, a njihov je cilj samo da opiSu porjaSsmstava na makroskopskom nivou,
neovisno o pozadini tog ponaSanja na mikroskopskvou. Drugim rij&€ima, empirijski se
modeli ne temelje na stvarnim #&im, kemijskim ili bioloSkim fenomenima. Stoga se
koristenjem empirijskih modela ne moze dobiti uuidnehanizam osloldanja (Grassi i sur.,
2007; Siepmann i Siepmann, 2008).

2.2.2.0slobadanje kontrolirano difuzijom

Terapijski sustavi kod kojih je oslof@nje primarno kontrolirano difuzijom mogu se
podijeliti na sljedéi natin:
1) Spremisni sustavi, okruzeni membranom koja komtxddrzinu oslobdanja
2) Monolitni (matriksni) sustavi, kod kojih je lijeke@noliéno uklopljen/rasprsen u
nos&u
3) MjesSoviti sustavi
Svaki od ovih sustava moze se dalje podijeliti ngi® tome je li péetna koncentracija lijeka
veca ili manja od topljivosti lijeka u terapijskom gagu (slika 3) (Siepmann i Siepmann,
2008; Siepmann i Siepmann, 2012).
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Koncentracija lijeka Oslobadanje prvog reda
nije konstantna
Spremisni
sustavi
Konstantna Oslobadanje nultog reda
\ koncentracija lijeka
\

Membrana koja
kontrolira oslobadanje —

R L
gk Oslobadanje ovisno o
+

B Monolitna otopina Wy :j +*.|  geometrijskom obliku
+4+4
Monolitni \) w
sustavi Ok
\ / K.*N je ovi
A Monolitna disperzija e R er) Oslobad_z_mje mobliku
\ perzij \*+9+%° %/  geometrijskom obliku

ey
+0 0o+
Lijek i nosac =

Mjesoviti
sustavi

Slika 3. Klasifikacija terapijskih sustava kod Kkojje oslobdanje primarno kontrolirano
difuzijom. Krizi¢i predstavljaju pojedinae molekule lijeka, a crni krudikristale lijeka ili
amorfne agregate. Na slici su prikazani samo @feablici, ali klasifikacija je primjenjiva i
na ostale geometrijske oblike (Siepmann i Siepma@ag).

U slweaju spremisnih sustava sqgdnom koncentracijom lijeka nizom od topljivosti u
sustavu, oslolianje lijeka iz sustava dovodi do pada koncentrdiggka unutar membrane.
Oslobatanje lijeka u ovom skaju slijedi kinetiku prvog reda, odnosno brzinaobsittanja je

proporcionalna preostaloj kéini lijeka u sustavu:

dc
E == k1C

gdje jec koncentracija lijekat, vrijeme, ak; konstanta prvog reda.

Ukoliko je paetna koncentracija lijeka ¥a od topljivosti u terapijskom sustavu,
oslobaiene molekule lijeka bivaju zamijenjene otapanjergkd iz kristala ili amorfnih
agregata. Na taj se ¢im unutar membrane odrZzava konstantna koncentrdgg&a

(koncentracija zaéene otopine), a osloianje lijeka slijedi kinetiku nultog reda:
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dc
dt

gdje jeky konstanta nultog reda.

U slwaju monolitnih (matriksnih) sustava kinetika osld@aja lijeka ovisi o
geometriji terapijskog sustava. Ukoliko jedetna koncentracija lijeka manja od topljivosti
lijeka, molekule lijeka su otopljene u matriksu ats (monolitne otopine). U literaturi su
opisani kompleksni matemaki modeli za pojedine geometrijske oblike monolitmtopina
(tanki film, kugla, cilindar) (Siepmann i Siepmar2®08).

Matematéki modeli za monolitne disperzije joS su sloZerdp najjednostavniji stiaj
monolitne disperzije u obliku tankog filma korisse Higuchijeva jednadzba, opisana u
poglavlju 2.2.5.

2.2.3.0slobadanje kontrolirano bubrenjem

Fizicki fenomeni prisutni kod terapijskih sustava kajiboe shematski su prikazani na
slici 4. U dodiru s medijem voda difundira u sustgokretljivost polimernih lanaca
ekscipijensa se povava i dolazi do prijelaza polimera iz staklastoggumasto stanje.
Poveana pokretljivost polimernih lanaca ekscipijensaath i do povéane pokretljivosti
lijeka. Zbog koncentracijskog gradijenta i péare pokretljivosti, otopljene molekule lijeka
difundiraju kroz izbubreni matriks u medij. Ukolikoostoji suviSak neotopljenog lijeka u
terapijskom sustavu (pgetna koncentracija ¥a od topljivosti), koncentracija otopljenog
lijeka u polimernom matriksu bitte konstantna (koncentracija zssie otopine). Uslijed
hidratacije polimera te otapanja i difuzije lijelsavaraju se tri ponmine fronte: fronta

bubrenja, difuzijska fronta i erozijska fronta (@ann i Siepmann, 2008; Grassi i sur, 2007).
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izbubreni matriks neizbubreni matriks

medij samo otopljeni lijek otopljeni i dispergirani lijek

,
*

I
I
I
I
I
KA
I
I
I
I

erozijska fronta difuzijska fronta fronta bubrenja

Slika 4. Shematski prikaz terapijskog sustava kajek je oslobdanje kontrolirano
bubrenjem. Na lijevoj je strani dio terapijskog tsws izloZen mediju, a na desnoj suha
staklasta jezgra terapijskog sustava. Prisutné gwinicne fronte: (1) fronta bubrenja odvaja
izbubreni i neizbubreni matriks, (2) difuzijska fta odvaja izbubreni matriks koji sadrzi
samo otopljeni lijek i izbubreni matriks koji sadotopljeni i dispergirani lijek, (3) erozijska
fronta odvaja medij od terapijskog sustava. Kiripredstavljaju otopljeni lijek, a crni krui

dispergirani lijek (Siepmann i Siepmann, 2008).

U najjednostavnijem séaju kada homogeni terapijski sustav ima oblik tankbna,
te ukoliko je relaksacija polimera najsporiji koralkoslobdanju lijeka (ostali fenomeni, npr.
difuzija i otapanje su mnogo brzi), oslaaaje lijekace se odvijati kinetikom nultog reda jer
je brzina pomicanja fronte bubrenja konstantnapi@enn i Siepmann, 2008).

Cesto koristen jednostavni poluempirijski model bsitanja lijeka je takozvani

eksponencijalni zakon (englower law ili Peppasova jednadzba:

e
M

[oe)

gdje je M; ukupna koléina lijeka oslobdena u vremenu, M., ukupna kolina lijeka
oslobaiena u beskoraom vremenuk konstanta koja ukliuje strukturna i geometrijska

svojstva sustava, teeksponent osloldanja koji moze uptivati na mehanizam oslotanja
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(Siepmann i Peppas, 2001).

Eksponencijalni zakon temelji se na opazanju da sslobd@anje lijeka iz polimernog
matriksa koji bubricesto ukljgena dva fenomena: relaksacija polimernih lanac&ckdva
difuzija. U sl&aju geometrije tankog filma vrijednost eksponenta= 0,5 ukazuje na
oslobatanje lijeka kontrolirano difuzijom, dok vrijednost = 1,0 ukazuje na oslobanje
kontrolirano relaksacijom polimera (transport tipa Vrijednosti eksponenta izmaiu 0,5 i
1,0 ukazuju na superpoziciju dvaju fenomena, odmdssmbinaciju relaksacije i difuzije
(anomalni transport). Vrijednost eksponemtaovisna je o0 geometriji sustava, kao Sto je

prikazano u tablici 1 (Arifin i sur., 2006; SiepnmanPeppas, 2001).

Tablica 1. Vrijednost eksponentai mehanizam osloldanja lijeka iz polimernih terapijskih

sustava raziitih geometrija

Eksponentn Mehanizam oslobalanja
Tanki film Cilindar Kugla
0,5 0,45 0,43 Fickova difuzija
0,5<n<1,0 0,45<n<0,89 0,43<n<0,85 Anomalni transport
1,0 0,89 0,85 Relaksacija polimera

2.2.4.0slobadanje kontrolirano erozijom

Erozija je proces gubitka materijala (monomeragastiera ili véih jedinica mase) iz
mase polimera. Erozija je kompleksan proces kojizenakljwivati brojne fenomene
prijenosa mase i kemijske reakcije kao Sto su majer:

- ulazak vode u sustav

- otapanje lijeka

- razgradnja polimera

- stvaranje vodenih pora

- difuzija lijeka ili produkata razgradnje polimereok polimerni matriks

- kristalizacija lijeka ili produkata razgradnje pukra

- promjene pH u mikrookolini unutar polimernog masak uzrokovane razgradnim
produktima

- difuzija lijeka ili produkata razgradnje polimereok vodene pore

15



promjena pH mikrookoline unutar sustava uzrokowaaaom medija
autokataliteki efekti pri razgradnji polimera

osmotski efekti

bubrenje polimera

konvekcijski procesi

adsorpcijski/desorpcijski procesi

S obzirom da iz praktnih razloga pri izradi matem#&kiog modela nije mogie uzeti u obzir

sve ove fenomene, potrebno je identificirati domina fizicke i kemijske procese za pojedini

promatrani sustav (Siepmann i Gopferich, 2001).

Razlikuju se dva osnovna mehanizma erozije: pposksi erozija i erozija u masi (engl.

bulk erosion (slika 5). U pravilu se povrSinska erozigeuje kod polimera s viSe reaktivnim

funkcionalnim skupinama (npr. polianhidridi), do& grozija u masi tigha za polimere s

manje reaktivnim funkcionalnim skupinama (npr. psteri) (Arifin i sur., 2006; Siepmann i
Gopferich, 2001).

Povrsinska erozija

Erozija u masi

Slika 5. Shematski prikaz povrSinske erozije i geoz masi (Siepmann i Gopferich, 2001)
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U literaturi su opisani empirijski i mehanigti matemaitki modeli za oslobdanje
kontrolirano erozijom. Empirijski modeli se uglawoodnose na sustave koji erodiraju
povrSinski, te pretpostavljaju da se lijek oskdd&inetikom nultog reda (npr. Hopfenberg i
Cooney modeli). Mehanigki modeli uzimaju u obzir fizko-kemijske fenomene kao Sto su
difuzijski prijenos mase i kemijske reakcije u swst. Neki mehanistki modeli erozije
koriste Monte Carlo tehniku za simulaciju razgradmgolimera kao skajnog dogdaja
(Siepmann i Gopferich, 2001).

2.2.5.Higuchijeva jednadzba

Brzinu oslobdanja lijeka dispergiranog u tankom sloju (filmu) staopisao je
Higuchi (1961). Pritom je u obzir uzeo sljéderetpostavke:

a) Pctetna koncentracija lijeka u pripravku zZago je véa od topljivosti lijeka u
nos&u (podlozi) pripravka.

b) PovrSina tankog sloja masti je punotaeod njegove debljine pa je utjecaj rubova
zanemariv (tanki sloj masti ima geometriju filma).

c) Lijek je fino dispergiran u podlozi (veéina cestica lijeka je mnogo manja od debljine
filma).

d) Lijek je inicijalno homogeno dispergiran u pripravk

e) Nosa pripravka (podloga) se ne otapa i ne bubri tijeleksperimenta.

f) Otapanj&estica lijeka u podlozi je brzo u usporedbi s djtun lijeka.

g) Difuzijski koeficijent lijeka u pripravku je konstéan (ne ovisi 0 vremenu i poziciji).

h) Uvjeti osigurane topljivosti su odrzani tijekom alipg eksperimenta (koncentracija

lijeka u receptorskom odjeljku je zanemariva).

U doticaju pripravka s medijem dolazi do difuzijeopljenog lijeka iz pripravka u
medij. Na pdéetku u medij difundiraju molekule lijeka koje sujlmige povrSini pripravka
koja je izlozena mediju. Osloiene molekule bivaju brzo zamijenjene otapanjem theda
kolicine lijeka iz dispergiranikiestica lijeka. Koncentracija lijeka u tom slojugavka ostaje
konstantna (koncentracija zésne otopine) dokle god u njemu postoji suviSak o@{Enog
lijeka. Tek kad se iscrpi sav neotopljeni lijek ppvrSinskog sloja pripravka, koncentracija
lijeka u tom sloju pada ispod koncentracije ¢ase otopine. Zbog koncentracijskog

gradijenta tada i molekule lijeka iz slj@dg sloja masti pdnju difundirati prema
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receptorskom odjeljku. | u ovom sljegn sloju odrzava se konstantna koncentracija lijeka
sve dok u njemu postoji suviSak neotopljenog lijeka

Nakon odrédenog vremenat koncentracijski profil lijeka u pripravku moze se
shematski prikazati kako je prikazano na slici &.Wdaljenosth od povrSine pripravka nalazi
se takozvana difuzijska fronta, koja odjeljuje giopravka u kojem joS postoji neotopljeni
lijek u suvisku i dio pripravka u kojem viSe nemeotopljenog lijeka. Na toj udaljenosti od
povrSine pripravka koncentracija lijeka naglo rastiekoncentracije zasene otopine@s) do
pocetne koncentracije lijekaAj. Nakon dodatnog intervala vremedadifuzijska fronta se
pomie dalje od povrSine pripravka i dobiva se konceijski profil prikazan iscrtkanom

linijom na slici 6.

I dh h
— -
A T
;
1 n N
i uvjeti
' osigurane
, topljivosti
CS ......................... o - -

smjer oslobadanija lijeka ———

Slika 6. Shematski prikaz koncentracijskog profitel oslobdanja lijeka iz masti u vremenu
t (puna linija) te u vrementtdt (iscrtkana linija). Pripravak je u doticaju s rptmskim

medijem u kojem su ispunjeni uvjeti osigurane tophti (Siepmann i Peppas, 2011).

Pod navedenim se uvjetima osldbaje lijeka iz masti moZe opisati sljéden

jednadzbom:

Q: \/Z*A*D*Cs*t

gdje jeA ukupna kokina lijeka u otopini i u suspenzij) difuzijski koeficijent lijeka kroz

matriks pripravka,Cs topljivost lijeka u pripravku, & vrijeme. Moze se zaklfiti da je
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koli¢ina oslobdenog lijeka Q proporcionalna korijenu iz vremendt (Higuchi, 1961;

Siepmann i Peppas, 2011; Siepmann i Siepmann, 2013)

2.3. Ispitivanje brzine oslobadanja djelatne tvari

Ispitivanje brzine osloktanja djelatne tvari danas je nezaobilazan alat zwoja
formulacije, préenju proizvodnog procesa i kontroli kvalitete ljgkog pripravka, a pod
odreienim se uvjetima moze koristiti i kao surogat zeekvivalencijska ispitivanja. Stoga je
zanimljivo istaknuti da su se prvi regulatorni pgdza ispitivanje brzine oslolianja pojavili
tek 1970. godine. Naime, te je godine u Ardani farmakopeju po prvi put ukien test
brzine oslobdanja u monografije za 12 oralnih ljekovitih pripeka. Kod tih je prvih
farmakopejskih testova koriStena aparatura s kosari Nakon toga, uslijedio je razvoj
dodatnih aparatura za ispitivanje oslddaja djelatne tvari (danas najrasprostranjenija
aparatura s lopaticom prvi je puta ukfma u Amekiku farmakopeju 1978. godine), te
njihovo usavrsSavanje i standardizacija (Kramermri,22005; Shah, 2005).

Danas su metode i u@&i za ispitivanje osloltanja iz pojedinih ljekovitih
(prvenstveno oralnih) oblika standardizirani gotava globalnoj razini, u okviru tekaeg

procesa harmonizacije farmaceutskih regulatorniittjeaa.

2.3.1.Farmakopejske metode za ispitivanje oslob#anja iz évrstih
oralnih ljekovitih oblika

U Europskoj i Amexikoj farmakopeji opisane sdetiri aparature za ispitivanje

oslobatanja djelatne tvari izvrstih oralnih pripravaka (slika 7):

1) Aparatura 1 (aparatura s koSaricom)
Aparatura 1 sastoji se od cilinéine posude s hemisfénim dnom, izrdene od stakla ili
nekog drugog inertnog i prozirnog materijala, tgeSala s cilinddnom koSaricom izidenog
od nehdajuceg celika. Pripravak se unosi u koSaricu prije pokrgtatesta. Rotacijom
mijeSala oko svoje osi postiZze se mijeSanje medpasudi.

2) Aparatura 2 (aparatura s lopaticom)
Aparatura 2 sastoji se od cilintine posude s hemisfénim dnom, izrdene od stakla ili
nekog drugog inertnog i prozirnog materijala, tejeSala s lopaticom izdg@nog od
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nehdajuceg celika. Pripravak se unosi u posudu s medijem. RotaanijeSala oko svoje osi
postize se mijeSanje medija u posudi.

3) Aparatura 3 (aparatura s urangi cilindrom)
Aparatura 3 sastoji se od cilindéine staklene posude ravnog dna i staklenog ciliredra
poklopcima. Pripravak se unosi u stakleni cilind@iindar se pontie po vertikalnoj osi,
uranja u posudu s medijem i na tafinase postize mijeSanje medija.

4) Aparatura 4 (prottnacelija)
Aparatura 4 sastoji se od prote celije od inertnog i prozirnog materijala i pumpga&medij
tiera kroz¢eliju odozdo prema gore. Pripravak se unosieliju. Pulsiraj¢éim pumpanjem

medija krozéeliju postize se mijeSanje medija (Ph.Eur., 20158P, 2015c).

Slika 7. Shematski prikaz aparatura za ispitivarg@baanja djelatne tvari izvrstih oralnih
pripravaka: (a) aparatura s koSaricom; (b) apasasulopaticom; (c) aparatura s urangau

cilindrom; (d) proténacelija.

Farmakopejom su propisane ¢me dimenzije i dopuStena odstupanja za sve
komponente opisanih aparatura (posude, mijeSdiadc c¢elije). Naime, hidrodinamika
unutar posude i sama geometrija aparature mogu amatjan utjecaj na brzinu oslofanja.
Stalna temperatura (37+0,5°C) u posudameéelijama odrzava se poréw vodene kupelji (ili
drugog prikladnog tipa grif@g ureaja). Dodatno, detaljno je opisan sam postupak
provaienja testa (priprema aparature i medija&imanoSenja pripravka, mjesto uzorkovanja
itd.) jer male razlike u postupku analize td&p mogu dovesti do razlika u rezultatima
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ispitivanja brzine oslolianja. Stoga je standardizacija aparatura i met@aspgitivanje

oslobalanja od presudne vaznosti.

2.3.2.Farmakopejske metode za ispitivanje osloh#anja iz

transdermalnih sustava

U Americkoj su farmakopeji opisane i tri aparature za iggitje oslobdanja iz
transdermalnih sustava (,flastera®):
1) Aparatura 5 (lopatica iznad diska)
2) Aparatura 6 (cilindar)
3) Aparatura 7 (uranjaji drzas)
Pripravak se fiksira na disk, cilindar ili d&a na taj ndin se izbjegava njegovo plutanje
tijekom analize (Ph.Eur., 2015c; USP, 2015d).

2.3.3.Farmakopejske metode za ispitivanje osloldanja iz évrstih
lipofilnih ljekovitih oblika
Europska farmakopeja predui i specijalno dizajniranu pratou ¢eliju za ispitivanje
oslobatanja iz ¢vrstih lipofilnih ljekovitin oblika, kao Sto su sopitoriji i uljne kapsule.

Modificirana prot@na ¢elija sastoji se od dvije komore i dodatnog progaeu kojem se

skupljaju lipofilni ekscipijensi koji plutaju iznahedija (Ph.Eur., 2015d).

2.3.4.Farmakopejske metode za ispitivanje oslolh#anja iz ljekovitih
guma za zvakanje
Aparatura za ispitivanje oslof@nja iz ljekovitih guma za Zvakanje opisana je u
Europskoj farmakopeji. Aparatura se sastoji od kaeoeoza uzorak te klipova ili osovina
pomciu kojih se na gumu za zvakanje primjenjuje metianisila,cime se simulira proces
zvakanja (Ph.Eur., 2015e).
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2.3.5.Farmakopejske metode za ispitivanje osloldanja iz poluévrstin

topikalnih pripravaka

U polwvrste ljekovite oblike ubrajaju se kreme, mastipgei losioni. Polw@vrsti se
pripravci mogu smatrati pripravcima s produljenistobvaianjem, a oslohktanje djelatne tvari
iz takvih pripravaka zrjno¢e ovisiti o formulaciji i proizvodnom procesu.

Farmakopeja sugerira da je test osftaivga iz poldvrstin oblika najprikladniji za
procjenu utjecaja manjih promjena u procesu ilnfolaciji, promjena u mjestu proizvodnje
ili za ispitivanje stabilnosti (USP, 2015a). U sklias tim propisana je upotrebavitro testa
oslobatanja kod procjene prihvatljivosti manjih izmjenapuocesu ili formulaciji za we
odobrene polivrste pripravke (FDA, 1997).

Za ispitivanje brzine osloldanja iz poldvrstih topikalnih pripravaka koriste se tri tipa
difuzijskinh c¢elija: vertikalna difuzijskacelija, imerzijskacelija i modificirana aparatura s

protacnom¢elijom.

1) Vertikalna difuzijskatelija (slika 8)

Tijelo difuzijske ¢elije izraieno je najeXe od stakla. Medij u receptorskom odjeljku
mijeSa se pomi teflonskog magnetskog mjé&da Vanjski plastcelije ima funkciju
cirkulirajuce vodene kupelji pontol koje se odrzava zadana temperatlge (32 £+ 1°C u
slucaju pripravaka za primjenu na kozu). U farmakopmj)i opisani modeli A, B i C
vertikalnih difuzijskihéelija, meiu kojima postoje male varijacije u dizajbelije.

Slika 8. Shematski prikaz vertikalne difuzijstadije

2) Imerzijskacelija
Imerzijska celija izraiena je od teflona, a koristi se u kombinaciji srapaom s
lopaticom (aparatura 2). Rotacijom mijeSala s lgoat oko svoje osi postize se mijeSanje
medija u receptorskom odjeljku. U farmakopeji susapi modeli A i B imerzijskircelija,
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medu kojima postoje male varijacije u dizajdalije. Imerzijskacelija detaljnije je opisana i

shematski prikazana u poglavlju 5.13.1.

3) Protatnacelija (slika 9)
Protana celija (aparatura 4) se koristi za ispitivanje osltdnja iz poldvrstih
pripravaka u kombinaciji s adapterom za guolste pripravke, koji sluzi kao donorski
odjeljak unutar protine¢elije (USP, 2015a).

medij
pumpa

Slika 9. Shematski prikaz pratoe celije s adapterom za pdahrste pripravke

Kod svih tipova difuzijskirtelija dolazi do difuzije lijeka iz donorskog odjedj s pripravkom
u receptorski odjeljak s receptorskim medijem prelsmko propusne membrane koja sluzi
kao inertni nos& Nakon kratkog zastojnog vremena Kwla oslobdenog lijeka postaje
proporcionalna korijenu iz vremena, neovisno o tojaei ispitani pol@vrsti pripravak

otopina, suspenzija ili emulzija (USP, 2015a).

2.3.6.Ispitivanje oslobadanja iz novih/posebnih oblika

Osim zacvrste oralne oblike, za koje su razvijene prve meto aparature za
ispitivanje oslobdanja djelatne tvari, danas se test oslalpga koristi i za karakterizaciju
brojnih drugih ljekovitih oblika. Méutim, dok su za neke ljekovite oblike metode idaje
standardizirani i propisani farmakopejom, za druge joS uvijek potreban razvoj i
standardizacija testa za osldhaje djelatne tvari. U takve ,nove" ili ,posebneblike
ubrajaju se:

- PraSci, granulgvrste otopine &vrste disperzije.
- Tanki topljivi filmovi za primjenu na sluznicu.

- O¢ni pripravci.
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- Implantati i stentovi.
- Parenteralni mikrégestini, nan@estini i liposomski pripravci.
- Aerosoli.

Kod odabira aparature, sastava medija, temperatimzine mijeSanja/protoka za
odreleni novi ljekoviti oblik valja voditi réduna o njegovim fiziko-kemijskim
karakteristikama te o specifiom mjestu i n&nu primjene. S obzirom na raaliosti meiu
ljiekovitim oblicima nije mogte osmisliti jedinstvenu aparaturu i metodu koja bia
primjenjiva za sve ljekovite oblike. Matim, kao prvi izbor kod razvoja metoda za nove
oblike preporda se koriStenje postdjd farmakopejskih aparatura kako bi se izbjeglo
nepotrebno pov@nje broja aparatura i metoda za ispitivanje oslabg djelatne tvari.
Upotrebu alternativnih aparatura treba razmothi wkoliko se pokaze da post&geaparature

nisu prikladne za oddeni novi ljekoviti oblik (Brown i sur., 2011).

2.3.7.1spitivanje oslobadanja iz praSaka

Kod prasSkastih oblika na brzinu osldaaja zndajno utj€u mcljivost, raspodjela
velicine ¢estica i povrSin&estica. U medij za ispitivanje oslatamja iz praSaka ponekad je
(pogotovo kod praSaka s loSom ¢hiwosti) potrebno dodati povrSinski aktivhu tvar
(surfaktant) kako bi se dobili ponovljivi rezultatPritom treba voditi una da dodatak
povrSinski aktivne tvari ne ugrozi diskriminatorhasetode(Brown i sur., 2011). Plutanje
praska na povrSini medija problem je koji &sto javlja kod ispitivanja osloianja iz
praskastih pripravaka, ponek&ak i usprkos dodatku povrSinski aktivne tvari u p@deng i
sur., 2008). U pojedinim stajevima mogte je maljivost poboljSati mijeSanjem praska
staklenim kuglicama.

U Europskoj i Ameikoj farmakopeji opisan je test intrikkie brzine oslohdanja
(Ph.Eur., 2015f; USP, 2015e). Kod ovog se testpré&ka izrduje komprimat, te se prati
brzina oslobdanja s definirane povrSine komprimata (Azarmi i.s@007). Pritom se gubi
utjecaj velEine i povrSinecestica na brzinu oslobianja, a osim toga test nije prikladan za
praske koji se ne daju komprimirati ili kod kojiloySina komprimata nije konstantna (npr.
prasci koji bubre). Dodatno je u Europskoj farmaioppisan i test osloldanja zaciste
supstancije na modificiranoj prataoj ¢eliji (engl. apparent dissolution(Ph.Eur., 2015g).

Kod ispitivanja brzine osloldanja iz praSaka za oralnu primjenudedfe se koriste
aparatura s lopaticom (aparatura 2) i ptotxelija (aparatura 4) (Azarmi i sur., 2007; Brown

i sur., 2011; Heng i sur., 2008). W&im, kod pojedinih je praskastih smjesa@mo da se
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dispergiranjem praska u velikom volumenu medijar.(tqpd aparature s lopaticom) gubi
kontakt izméu djelatne tvari i polimera, te se na tagimaumanjuje utjecaj polimera na
otapanje lijeka. Stoga je za praskaste smjesejeazvi metoda s modificiranom aparaturom s
koSaricom (aparatura 1) kod koje se praSak unésiSaricu kojoj je dno prethodnd@injeno
nepropusnim umakanjem u rastaljeni vosak. Na tagsie postiZze dulji kontakt djelatne tvari
I polimera, a samim tim i bolja interakcija djelattvari i polimera (Shaw i sur., 2002). S
druge strane, kod nekih je prasaka pridgje da kod ispitivanja u koSaricama dolazi do
stvaranja agregata unutar koSarice, loSegemja i lijepljenja agregata na stijenke koSarice
(Nicklasson i sur., 1991).
Metode za ispitivanje oslobianja iz parenteralnibesticnih sustava mogu se svrstati u

tri kategorije:

1) Metode uzorkovanja i odvajanja (enghmple and separdte
Pripravak se unosi u spremnik s medijem za ispijgzaoslobdanja. MijeSanje se postize
rotacijom lopatica (ukoliko se test provodi u starmthim posudama za ispitivanje
oslobaanja) ili pom@&u magnetske mijeSalice, tresilice i¢sld (kad se test provodi u
tikvicama, bocama ili vialima). U odtenim vremenskim intervalima odvaja se supernatant
od mikratestica filtriranjem ili centrifugiranjem, te se graslobatanje lijeka kroz vrijeme
(D'Souza i DelLuca, 2006).

2) Metode kontinuiranog protoka
U literaturi su opisane razne prilagodbe péatb celija za potrebe ispitivanja parenteralnih
cestenih sustava. Na primjer, Bhardwaj i Burgess (20B0) koristili standardizirane
komercijalno dostupne pratoe ¢elije (aparatura 4) uz dodatak adaptera s membrazeom
dijalizu, dok su Rawat i sur. (2011) za analizeobatanja iz mikr@estica koristili proténe
¢elije ispunjene staklenim kuglicama.

3) Metode dijalize
Kod metoda dijalize cesténi pripravak je odvojen od receptorskog medija
membranom/vi@com za dijalizu. Na ovaj se &ia simulira imobilizacija uzorka u staju
intramuskularne ili supkutane primjene. UzorkovasgevrSi iz receptorskog medija i pritom
nije potrebno dodatno filtriranje/centrifugiranjearka (D'Souza i DeLuca, 2006).

Parenteralni mikr@estiéni sustavi namijenjeni su za produljeno oslidige lijeka u

periodu od nekoliko tjedana, mjeseci dak godina. S obzirom na vrlo dugo trajanje
oslobatanja ,u stvarnom vremenu®, za ovakve su proizvodeepno interesantne ubrzane

metode. Ubrzano oslolanje moZe se postipri povisenoj temperaturi, promjenom pH i
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slicno. Pritom je cilj da se ne promijeni mehanizamobatanja vé samo ubrza proces

oslobatanja (Brown i sur., 2011).

2.3.8.Ispitivanje oslobadanja iz ¢estiénih topikalnih pripravaka

Zacestine topikalne pripravke (npr. polimerne mikestice namijenjene za primjenu
na kozu ili sluznicu) ne postoje propisane ili starine metode i aparature. U literaturi je
opisana upotreba vrlo raznolikih metoda za ispijgaove vrste pripravaka — npr. metoda s
koSaricom ili lopaticom i stine jednostavne aparature kod kojih se ispitivaas@k dodaje u
spremnik s medijem, zatim metoda s ptotmm ¢elijom, metoda s vigcom za dijalizu i
metoda s Franzovom difuzijskoéelijom ili njenim modifikacijama (tablica 2).

U nekoliko je radova zabiljezeno kako se koriStenjetandardnih aparatura za
ispitivanje oslobdanja (npr. aparatura s lopaticom ili koSaricom)postize zadovoljavaja
diskriminatornost m&u uzorcima, na primjer s obzirom na udio lijekangeudio, sastav (baza
ili sol) i molekulsku masu polimera (Alhalaweh irst2009; Gavini i sur., 2006, Gavini i sur.,
2008, Salama i sur., 2008). Izlaganjem topikalnitkratestica velikom volumenu medija
dolazi do naglog osloldanja lijeka Sto ne odgovara situadgiji vivo. Upotrebom difuzijskih
¢elija za ovaj tip pripravka postize se bolja disknatornost u odnosu na ostale metode, a
dodatno difuzijski model bolje simulina vivo uvjete zbog male kaline tekiine koja je u
direktnom dodiru s pripravkom (Moebus i sur., 200Qebus i sur., 2012, Salama i sur.,
2008).
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Tablica 2. Metode koriStene za ispitivanje osti#hga iz mikr@estica za topikalnu primjenu

Lijek Nosa¢ Primjena Metoda Komentar Literatura
Albumin Smjesa kitozana i Mukozna 1) Vrecica za dijalizu u Metoda s difuzijskongelijom pokazala je Moebus i sur.,
Terbutalin sulfat  poloksamera (bukalna, staklenom spremniku, 10 bolju diskriminatornost s obzirom na 2009.
nazalna, ml medija, tresilica sadrzaj lijeka u mikréesticama. Moebus i sur.,
pulmonarna) 2) Madificirana Franzova Metoda s difuzijskongelijom bolje 2012.
difuzijskacelija, 10 ml simulira uvjete na sluznici (ogramna
medija, tresilica koli¢ina tekifine).
Dinatrij PVA Mukozna 1) Rotirajuta lopatica, 1000 Samo je metoda s difuzijskoéelijom Salama i sur.,
kromoglikat (sluznica ml medija razlikovala uzorke s razitim udjelom 2008..
diSnog 2) Protainacelija, 1000 ml PVA.
sustava) medija Difuzijski model je prikladniji za
3) Modificirana (prot@na) respiratorne pripravke zbog male Katie
Franzova difuzijsk&elija, tekuine koja je u direktnom dodiru s
1000 ml medija pripravkom.
Ekonazol nitrat Kombinacija lipidno-  Vaginalna Rotirajoa koSarica, 900 ml  Metoda razlikuje uzorke izdzne od Albertini i sur.,

Gentamicin sulfat

Karbamazepin

hidrofilnog matriksa
(Gelucire) i
mukoadhezivnog
polimera (kitozan, Na
CMC ili poloksamer)

Smjesa alginata i
pektina

Kitozan HCI, kitozan
glutamat

KoZna (rane)

Nazalna

medija

Franzova difuzijskalija

Rotirajéa koSarica, 1000 ml

razlicitih polimera.

Medu pripremljenim uzorcima postoje
odreiene razlike u profilima osloldanja,
ali u¢lanku mogui razlozi navedenih
razlika nisu komentirani.

Metodom se dobivajdrslprofili
oslobatanja neovisno o koristenoj soli
kitozana i udjelu lijeka u mikrgesticama.

2009.

Aquino i sur., 2013.

Gawvini i sur., 2006.
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Tablica 2 - nastavak

Lijek Nosa¢ Primjena Metoda Komentar Literatura
Kvercetin Lipidi KoZna Spremnik s medijem i Metoda je koriStena samo za usporedbu Scalia i sur., 2009.
mijeSalica, 100 ml medija brzine oslobdanja iz lipidnih mikr@estica
s brzinom otapanja samog lijeka.
Loratadin Smijesa kitozana i Nazalna Franzova difuzijskaelija Metoda razlikuje uzorke s ragiim Martinac i sur.,
etilceluloze udjelom lijeka, razliitim omjerima 2005.
polimera te razéitim metodama pripreme.
Metoklopramid 5-metilpirolidinon Nazalna Rotirajéa koSarica, 400 ml  Metoda je pokazala brzo oslatzmje i Gavini i sur., 2008.
hidroklorid kitozan, kitozan medija slabu diskriminatornost nde uzorcima (s
obzirom na vrstu i udio polimera), za
razliku odex vivotesta na nazalnoj
sluznici ovce.
Minoksidil sulfat  Kitozan KozZna Modificirana Franza Metoda je koriStena samo za usporedbu Gelfuso i sur.,
difuzijskacelija brzine oslobdanja iz mikré@estica s 2011.
brzinom difuzije iz otopine lijeka.
Mupirocin kalcij  Eudragit RS Kozna, Rotirajuta lopatica, 500 ml Metoda razlikuje uzorke s raziiim Darrigl i sur.,
nazalna medija udjelom lijeka te uzorke izd@ne uz 2011a.
razlicite procesne parametre.
Mupirocin Silicij dioksid Kozna (rane) Vigca za dijalizu, 200 ml Rezultati oslobdanja iz mikr@estica Perumal i sur.,
medija (metoda dijalize) uspodeni su s 2014.
rezultatima osloh#anja iz kolagenske
mreze s uklopljenim mikiesticama
(metoda s Franzovom difuzijskom
¢elijom). Uspordivanje rezultata
dobivenih raziitim metodama oteZava
evaluaciju i interpretaciju rezultata.
Verapamil Eudragit L, Eudragit Kozna Erlenmeyer tikvica i tresilica, Metoda razlikuje uzorke s ragiiim Labouta i El-
hidroklorid RS 20 ml medija sastavom polimera (razii omjer Khordagui, 2010.

Eudragita L i Eudragita RS).
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Tablica 2 - nastavak

Lijek Nosa¢ Primjena Metoda Komentar Literatura
Verapamil Kitozan Nazalna Spremnik s medijem i Metoda razlikuje uzorke s ragiim Abdel Mouez i sur.,
hidroklorid mijeSalica, 300 ml medija udjelom polimera i uzorke izdgne 2013.
razli¢citim metodama pripreme.
Zolmitriptan Kitozan, kitozan Nazalna Rotirajéa koSarica, 900 ml  Metoda razlikuje uzorke s ragiiim Alhalaweh i sur.,
glutamat medija udjelom kitozana, ali pokazuje slabu 2009.

diskriminatornost za raziite molekulske
mase polimera.

PVA — polivinil alkohol, Na CMC — natrij karboksirtieceluloza
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Pregledom literature nije proéen primjer istrazivanja kod kojeg bi se za ispitipa
oslobatanja iz cesténih pripravaka za topikalnu primjenu Kkoristila imgska celija.
Imerzijska ¢elija do sada je uglavnom korisStena za ispitivangdobalanja iz poldvrstih
pripravaka (krema, gelova, masti) za Sto je origioa dizajnirana, iako je zabiljezena i njena
upotreba za ispitivanje osladenja iz drugih vrsta pripravaka: npr. mikroemulzija
supozitorija i parenteralnih otopina (tablica 3).

U odnosu na metode kod kojih se pripravak unosipteranik s medijem (uz
mijeSanje), metoda s imerzijskafalijom bolje simulira fizioloSke uvjete kojima jeipravak
za topikalnu primjenu izlozen. S druge strane, nost na ostale tipove difuzijskitelija
prednosti imerzijsketelije su sljedée: sveprisutnost aparature s lopaticom (uz koju se
imerzijskacelija koristi), niza novana ulaganja, jednostavnija upotrebaavéieksibilnost u
odabiru volumena donorskog i receptorskog odjeljlkkSe postizanje uvjeta osigurane
topljivosti (zbog véeg volumena receptorskog odjeljka) te izrada odmog i neslomljivog
materijala (Olejnik i sur., 2012; Rege i sur., 1998
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Tablica 3. Upotreba imerzijskitelija za ispitivanje oslolaanja

Lijek

Tip pripravka

Metoda Membrana

Literatura

Deksametazon
Deksametazon acetat
Hidrokortizon
Hidrokortizon acetat
Prednizolon acetat

Diklofenak dietilamin

Diklofenak dietilamin

Diklofenak dietilamin

2-fenilbenzimidazol-5-
sulfonska kiselina

Supozitorij

Mikroemulzija

Emulzija (krema)

ViSestruka emulzija

Emulzija (krema)

Medij: fizioloSka otopina (200 ml) Membrana od poliviniliden fluorida
Temperatura: 37°C
Lopatica, 100 o/min
Visina lopatice 1 cm

Volumen donorskog odjelika 1 ml

Medij: pH 7,4
Temperatura: 32°C
Lopatica, 100 o/min

2 g uzorka

Povrsina membrane 4,9 ém

Membrana od regenerirane celuloze

Medij: pH47 (300 ml)
Temperatura: 32°C
Mini lopatica, 50 o/min
Povrina membrane 4 ém

Membrana od celuloznog acetata

Medij: pH4 (500 ml)
Temperatura: 32°C
Lopatica, 100 o/min
2 g uzorka
Povrsina membrane 4,9 ém

Membrana od regenerirane celuloze

Medij: pH 7,2 (200 ml)
Temperatura: 32°C
Mini lopatica, 100 o/min
Visina lopatice 1 cm
3 g uzorka
Povrsina membrane 3,46 tm

Membrana od celuloznog acetata

Usayapant i lyer, 1999.

Djordjevic i sur., 2005.

Pantelic i sur.4201

Vasiljevic i,2006.

Rapedius i Bladghar
2001.
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Tablica 3 — nastavak

Lijek

Tip pripravka

Metoda

Membrana

Literatura

Fentanil

Hidrokortizon

Ibuprofen

Lidokain hidroklorid

Nifedipin

Paracetamol

Parenteralna otopina za
epiduralnu primjenu

Mast

Mikroemulzija, gel

Liposomski gel

Gel

Gel

Medij: pH 8,0 (150 ml)
Temperatura: 25°C

Volumen donorskog odjelika 7 ml
Povrsina membrane 10,75 tm

Medij: voda (200 ml)
Mini lopatica, 100 o/min
0,5 g uzorka
Promjer membrane 3 cm

Medij: pH 7,4 (750 ml)
Temperatura: 32°C
Lopatica, 100 o/min

2 g uzorka

Povrsina 4 cfh

Medij: voda
Temperatura: 32°C

Medij: 50% EtOH (500 ml)
Temperatura: 37°C

Lopatica, 100 o/min

0,5 g uzorka

Promjer donorskog odjeljka 2 cm

Medij: voda, pH 6,8 ili 0,2M HCI (900
ml)

Temperatura: 37°C

Lopatica, 50 o/min

Visina lopatice 1,5 cm

Volumen donorskog odjeljka 4 ml
Povrsina 4 cih

Polupropusna membrana

Celulozna membrana ili koza Stakora

Membrana od regenerirane celuloze

Membrana od regenerirane celuloze

Membrana od celuloznog nitrata

Membrana nije koriStena

Holvoet i sur., 2003.

Sanghvi i G8)liL993.

Djekic i sur., 2012.

Glavas-Dodo.,i su
2002.

Devarakonda i sur.,
2005.

Bonacucina i Palmieri,
2006.
Bonacucina i sur., 2006.
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Tablica 3 — nastavak

Lijek Tip pripravka Metoda Membrana Literatura

Placebo pripravak Gel Medij: pH 6,8 (500 ml) Membrana od regenerirane celuloze Murphy i sur., 2012.
(prateno je Temperatura: 37°C

oslobalanje 4 g uzorka

ekscipijensa)

Teofilin Gel
(hidrofilna disperzija)

Triamcinolon acetonid  Krema, mast

Medij: pH 6,8 (900 ml)
Temperatura: 37°C
Lopatica, 100 o/min

Visina lopatice 3 cm

1,5 g uzorka

Povr§ina membrane 1,77 €m

Medij: 38% EtQiFF6% EtOH (200
ml)
Temperatura: 32°C, 37°C ili 50°C
Mini lopatica, 50 o/min, 100 o/min ili
200 o/min
Visina lopatice 1 cm
1,5 g uzorka

Membrana od celuloznog nitrata Lucero i sur., 2013

Membrana od regenerirane celuloze, Rege i sur., 1998.
polietilenska membrana ili koZa
Stakora
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2.3.9.Validacija metode za ispitivanje oslobdanja

Cilj validacije analittkog postupka je dokazati da je on prikladan zatswajmjenu. U
okviru validacije metode za ispitivanje osldbaja djelatne tvari evaluiraju se sljéde
parametri: speciénost, linearnost, raspon ¢tmst, preciznost, stabilnost i robusnost.

Specifénost je sposobnost metode da jednémpaodredi analit od interesa u
prisutnosti drugih &ekivanih komponenti (npr. placeba, razgradnih pkadi i slEno).
Placebctine svi sastojci pripravka bez djelathe komponedtgcaj placeba moze se ispitati
otapanjem placebo smjese u koncentra¢gkovanoj kod testa oslotianja. Rezultat mjerenja
tako dobivene otopine placeba uspinje se s rezultatom mjerenja za 100%-tni standard,
pritom utjecaj placeba ne smije biti &veod 2%. Ukoliko je utjecaj placeba &ieod 2%
potrebno je modificirati metodu kako bi se inteeigcija placeba umanijila, primjerice
promjenom valne duljine ili korisStenjem teknske kromatografije umjesto
spektrofotometrije.

Linearnost je sposobnost metode da (u @éelnem koncentracijskom podiu) daje
rezultate koji su direktno proporcionalni konceanijiaanalita u uzorku. U svrhu ispitivanja
linearnosti pripremaju se otopine lijeka u raspaauispod najniZze &kivane koncentracije
do iznad najviSe @&kivane koncentracije. Ukoliko je mogr otopine za ispitivanje
linearnosti se pripremaju iz zajedke ishodne otopine. Ualajeno je da se kao dokaz
linearnosti uzima koeficijent determinacije® (> 0,98) odrden regresijskom analizom.
Dodatno, odsjgak nay osi ne smije se zgajno razlikovati od nule.

Raspon metode je podia izmeiu najnize i najviSe koncentracije analita za kae |
pokazana odgovaraja linearnost, nost i preciznost metode.

Toc¢nost analittke metode definira se kao stupanj podudaranjan(sdt) izmjerene
vrijednosti s pravom ili prihnk@nom vrijednosti. Ispitivanje tmosti se uoldiajeno provodi
dodavanjem analita u otopinu placeba. Wajani zahtjev za tmost je iskoriStenje
(izmjerena koliina analita u odnosu na dodanu kmlu analita) od 95-105%.

Preciznost analitkog postupka pokazuje stupanj podudaranja rezultzaniz
mjerenja istog homogenog uzorka pri propisanim timg. Preciznost se moze ispitati na tri
nivoa: ponovljivost, intermedijska preciznost (warukaboratorija) i reproducibilnost (iziae
laboratorija). Ponovljivost se utiije ponovljenim mjerenjem otopine standarda i uadek
racunanjem relativnog standardnog odstupanja za neremja. Ispitivanjem intermedijske
preciznosti ututuje se utjecaj skajnih atekivanih promjena (drugi dan, drugi anahi,

drugi set otopina, drugi instrument i kolona) nauteate ispitivanja. Uoldajeni je kriterij
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prihvatljivosti za intermedijsku preciznost da ikalmeiu srednjim vrijednostima za postotak
oslobaienog lijeka ne prelazi 10% u vremenskinik@ma u kojima je osloli@no manje od
85% lijeka, odnosno 5% u vremenskintkama u kojima je osloki@no viSe od 85% lijeka,
ali mogu biti prikladni i drugi zahtjevi ovisno gecificnim karakteristikama ispitivanog
pripravka.

Stabilnost otopina standarda i uzorka diye se uzastopnim analizama otopina kroz
odraieni vremenski period uz svjeze pripremljene otopst@ndarda. Uobajeni kriterij
prihvatljivosti za stabilnost otopina je 98-102%adnosu na p&etnu vrijednost.

Robusnost metode je mjera otpornosti arélity postupka na male, namjerne
promjene parametara metode. Odabir parametarackoge varirati u okviru ispitivanja
robusnosti ovisi 0 samom postupku analize, a mddgidivati volumen i sastav medija,
brzinu mijeSanja, sastav mobilne faze, brzinu patosalnu duljinu, temperaturu kolone i
slicno (ICH Q2(R1), 2005; USP, 2015f).

2.4. Polimerne mikrodestice

2.4.1.Primjena mikro ¢estica

Uklapanjem lijeka u polimerne mik¥estice mogu se ostvariti brojne prednosti u
terapiji. Mikroinkapsulacijom lijeka stvara se fika barijera koja osjetljive lijekove Stiti od
temperature, vlage, svjetla, oksidacije, hidrolizésparavanja. Na taj se tia postiZze bolja
stabilnost lijeka. Lijekovi neugodnih organole&ih svojstava uklapaju se u mikstice
kako bi se maskirao njihov okus i miris.

Uklapanjem u mikréestice moze se poé&tii kontrolirano oslobdanje lijeka. Do
Zeljenog profila osloh#anja dolazi se pravilnim odabirom polimera, otapialprocesnih
parametara. Kod mikiestica s produljenim osloianjem smanjuje secastalost doziranja,
¢ime se povéava suradljivost pacijenata. Mikiestice s ciljanim djelovanjem dostavljaju
lijek na cillano mjesto u organizmu, uz minimalnistemsku izlozenost lijeku. Ciljano
djelovanije, kontrolirano osloldanje i fizicka barijera koju polimerne miktestice pruzaju
dodatno mogu dovesti do smanjene lokalne iritgaipe. u gastrointestinalnom sustavu), te do

smanjenih nuspojava i toksiosti lijeka (Lam i Gambari, 2014).

35



2.4.2.Metode pripreme mikro¢estica

U literaturi su opisane brojne tehnike za pripregpalimernih mikr@estica. Najeke

koriStene tehnike opisane su u nastavku.

1) Polimerizacija monomera
Kod tehnike polimerizacije koristi se emulzija sluispenzija monomera, tage uz dodatak
inicijatora (koji se prevode u slobodne radikalempéu topline, fotolize ili elektrolize).
Djelovanjem slobodnih radikala datgmse polimerizacija i rast polimernih lanaca tetajas
mikrocestice (Freiberg i Zhu, 2004; Lam i Gambari, 2014).

2) Otparavanje/ekstrakcija otapala
Kod tehnike otparavanja otapala iduge se emulzija s lijekom i polimerom (tip emulkipg
sustava odabire se ovisno o svojstvima lijeka inpeta). Otparavanjem organskog otapala iz
unutarnje faze (koja sadrzi lijek i polimer) naatajikrocestice. Alternativni n&n uklanjanja
organskog otapala i dobivanja mikestica je putem dodatka drugog otapala kége
ekstrahirati otapalo polimera u vanjsku fazu (Feegpi Zhu, 2004; Lam i Gambari, 2014;
Vasir i sur., 2003).

3) SusSenje rasprSivanjem
Tehnika suSenja rasprSivanjem detaljnije je opisapaglaviju 2.4.3.

4) Koacervacija i precipitacija
Kod tehnike koacervacije (odvajanja faza) lijek &0 dispergira u otopini polimera.
Dodatkom kiseline ili luzine (promjena pH), solimleotapala ili uslijed promjene temperature
dolazi do precipitacije polimera. Nastale misgstice mogu se dodatn@wstiti dodatkom
sredstva za umrezavanje (ergbss linking (Agnihotri i sur., 2004; Lam i Gambari, 2014).

5) lonotropno geliranje
Kod ove tehnike dolazi do elektrostatske interakcdzmeiu nabijene makromolekule
(polimera) i iona suprotnog naboja. Zbog kompleksazmeiu suprotno nabijenih iona
dolazi do precipitacije polimera odnosno nastankaavestica (Agnihotri i sur., 2004; Lam i
Gambari, 2014).

2.4.3.Susenje rasprsivanjem kao tehnika pripreme polimerih

mikro ¢estica

SuSenje rasprSivanjem je tehnika koja se u indsistiin mjerilu koristi vé preko

stotinu godina, te danas nalazi primjenu u raznmangma industrije. U farmaceutskoj
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industriji suSenje rasprSivanjem primjenjuje sesame djelatne tvari (prestenje u amorfni
oblik), ekscipijense (postizanje Zeljenih tehnolb&kvojstava) ili smjese djelatnih i pokroh
tvari (priprema terapijskih sustava). de¢ za suSenje rasprSivanjem shematski je prikaaan n

slici 10.
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Slika 10. Shematski prikaz uiga za suSenje rasprSivanjem (A — ulaz telel za
rasprSivanje, B — ulaz plina za atomizaciju, 1 azuplina za suSenje, 2 — gtijplina za
susenje, 3 — sapnica, 4 — komora za susenje, bj-kemore za suSenje i ciklona, 6 — ciklon,

7 —izlaz plina za suSenje, 8 — posuda za skupljargdukta)

Proces suSenja rasprSivanjem ulljje sljedée faze:
1. atomizacija (rasprSivanje tekine),
2. kontakt rasprsenih kapljica i plina za suSenje,
3. susSenje kapljica i stvaranjestica,
4. odvajanje osuSenitestica od plina (Masters, 1985; Miller i Gil, 2012)
Tekuwina za rasprSivanje atomizira se pd@ma@apnice. Sapnice se klasificiraju prema
tipu energije koju koriste za atomizaciju. Pneurkatédvofluidne) sapnice za rasprSivanje

koriste kinettku energiju komprimiranog plina. Rotacijske sapni@sprsuju tekéinu
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pomciu centrifugalne sile. Dodatno postoje i sapnice Kaijih se tekdina rasprSuje
primjenom tlaka ili ultrazvuka.

Rasprsene kapljice dolaze u kontakt s plinom zarga§zrak ili dusik). Zbog velike
specifine povrSine rasprsenih kapljica dolazi do brzogsjas S obzirom na smjer kretanja
tekwine i plina za suSenje razlikuju se istosmjernirotpsmjerni tipovi uréaja. Kod
istosmjernih uréaja uzorak i plin kréu se u istom smjeru te rasprsene kapljice doladedir
s vrieim plinom za suSenje u trenutku kada sadrze naptidpala. NajviSa temperatura kojoj
su izloZzen&estice u ovom je séiaju znatno niza od ulazne temperature plina zange|Sea je
ovakav dizajn urdaja pogodan i za suSenje termolabilnih supstancija.

OsuSengestice se od plina za suSenjec¢egdje odvajaju poméu ciklona ili vre&a za
filtriranje. U ciklonu secestice odvajaju od plina na temelju razlike u géisiomedu dviju
faza. Vée i guge cestice lakSée se odvoijiti od plinovite faze dale manjetestice zaostati u
plinu za suSenje. U odnosu na ciklonéaea filtriranje mogu bolje odvojiti vrlo sitnestice,
neovisno o njihovoj gusto (Miller i Gil, 2012; Paudel i sur., 2013; Waltarsur., 2014).

Ukoliko je otapalo u tekiini za rasprSivanje voda, kao plin za suSenj€éa®g se
koristi zrak. U tom sléaju plin za suSenje se koristi samo jednom, a nakagenja (i
filtriranja) se otpuSta u atmosferu. Kod upotrelsgaoskih otapala za suSenje se umjesto
zraka koristi inertni plin (n@p&e dusik) koji recirkulira u tzv. zatvorenom sustalangl.
closed-loop systemU zatvorenom je sustavu potrebno ukloniti patapala iz plina za
suSenje prije nego plin opetie&l u komoru za susSenje, Sto secedje postize upotrebom
kondenzatora (Miller i Gil, 2012; Ré, 2006).

U produktu suSenja rasprSivanjem moze zaostatidedee koltina otapala. Ostatna
otapala mogu dovesti do féke ili kemijske nestabilnosti. U tom se &ju udio otapala u
produktu moze smanjiti sekundarnim susSenjem u sagém ili zr&no-vrtloznim uréajima za
susenje (engfluid bed (Miller i Gil, 2012).

Susenje rasprSivanjetesto je metoda odabira za izradu polimernih ndigstica zbog
svoje jednostavnosti i brzine, te Siroke primjeogil. Naime, susenje rasprSivanjem moze se
primijeniti i za lijekove topljive u vodi i za ondopljive u organskim otapalima, za
termostabilne i termolabilne lijekove, te za hidred i hidrofobne polimere.

Velicina, struktura i morfologija mikkaestica pripremljenih tehnikom suSenja
rasprsivanjem ovise o ravnotezi izinebrzine otparavanja otapala i brzine difuzije ¢eaph
komponenti tijekom suSenja rasprsenih kapljica ¢eles Ta se ravnoteza moze kvantificirati
pomaiu Pecletovog broja. Visoka vrijednost Pecletovogj®rPe > 1) znd&i da otopljene

komponente difundiraju sporije od pomja povrSine kapljice, te dolazi do

38



ukoncentriravanja komponente s visokim Pecletovimjdm na povrSini (nastaje ljuska ili
ovojnica). S druge strane, niska vrijednost Peetjobroja Pe < 1) govori da otopljene
komponente difundiraju brze od poitanja povrSine kapljice, te nastajestice s jednolikom

radijalnom raspodjelom tvari (Vehring, 2008).

2.4.4.Karakterizacija polimernih mikro cestica

Karakterizacija mikrdestica naje¥e obuhvéa sliedg&e parametre: iskoriStenje
procesa, tinkovitost uklapanja lijeka, morfologiju i vélnu ¢estica, povrsinski nabdgstica,
termicka svojstva, spektralna svojstva, kristalno stamigroskopnost, sadrzaj vode i ostatnih

otapala te brzinu oslobanja lijeka.

IskoriStenje procesa idinkovitost uklapanja lijeka

IskoriStenje procesa predstavlja omjer mase midstica i ukupne mase suhe tvari
(polimera i lijeka) koriStene za pripravu mikestica.

Ucinkovitost uklapanja lijeka odnosi se na omjer stog sadrzaja lijeka i teoretskog
sadrzaja lijeka u miki@esticama. Sadrzaj lijeka kage se odréuje kromatografskim ili

spektrofotometrijskim metodama.

Morfologija cestica

Morfologija mikrocestica odréuje se mikroskopskim tehnikama (npr. ¢ktm
mikroskopijom ili pretraznom elektronskom mikroskom). Kombinacijom mikroskopskih
tehnika i kompjuterske obrade slike mogu se doBddatne informacije o morfologiji
mikrocestica. Kao rezultat ovakve analize dobivaju se enke vrijednosti za razne

parametre oblik&estica (npr. cirkularnost, konveksnost, izduljejpost

Veli¢ina cestica

Za odr@ivanje veltine mikraiestica i raspodjele veélne mikraiestica najeke se
koriste metoda rasprSenja laserske svjetlosti patimmkutom (engl.low angle laser light
scattering LALLS) ili mikroskopske metode (u kombinaciji sompjuterskom obradom
slike).

Kod LALLS metode laserska zraka se pri prolaskw kinorak ogiba (nakon sudara s
¢esticom), a kut ogiba ovisi o véiini ¢estice. 1z izmjerenih se kutova ogiba matetikaimn

transformacijom dobiva raspodijela e cestica za uzorak.
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PovrSinski nabojestica

Uz povrSinu koloidnihtestica nalazi se sloj slabo pokretnih iona (Stersloy) te sloj
pokretnih iona suprotnog naboja iz otapala (difkiijsloj). Nabijene dispergirangestice
putuju u elekt@nom polju prema suprotno nabijenoj elektrodi (alekiretska pokretljivost).
Skupa stesticom giba se i Sternov sloj i dio vezanih moleketapala, odijeljen od ostalih
molekula otapala plohom smicanja. Potencijal na ljedasti plohe smicanja je
elektrokinetéki zeta potencijal 4). Zeta potencijal se odigje tehnikom laserske dopler

mikroelektroforeze.

Termika svojstva
Diferencijalna pretrazna kalorimetrija (endifferential scanning calorimetyyDSC)
je tehnika koja mjeri razliku topline potrebne zasfizanje iste temperature kod posudice s
uzorkom i referentne posudice. Kad u tijeku zadatesgperaturnog programa kod uzorka
dode do odrdene fiztke ili kemijske promjene, bite potreban visi ili nizi protok topline za
posudicu s uzorkom kako bi se odrzala ista tempexdao kod referentne posudice. Rezultat
DSC mijerenja je termogram na kojem se razlikujuoseranni procesi kod kojih se toplina
prima (npr. taljenje) i egzotermni procesi kod kofe toplina otpusta (npr. kristalizacija).
PovrSina ispod pika na termogramu proporcionalnaijaljenoj ili otpustenoj toplini.
Termogravimetrijskom analizom (TGA) mjeri se pronge mase kao funkcija

temperature (npr. pri gubitku otapala ili tetkoj razgradniji).

Spektralna svojstva

Fourier-transformirana infracrvena spektroskopij&TIR) je tip vibracijske
spektroskopije koji se koristi za identifikacijuatv, s obzirom da svaka tvar ima speg@ifi IR
spektar (,otisak prsta“). Osim toga, FTIR se karisza utvidivanje interakcija izméu
komponenti smjese (npr. lijeka i polimera). Poméknestanak pojedinih vrpci u FTIR
spektru ili pak nastanak novih vrpci ukazuju natfakciju komponenti.

Medu vibracijske spektroskopske tehnike ubraja se m&a spektroskopija. Raman
spektroskopija i infracrvena spektroskopija su ktampentarne tehnike jer vrpce koje slabo

apsorbiraju u IR podgiju u pravilu jako apsorbiraju u Raman pagjwi obratno.

Kristalno stanje
Kristalno stanje uzorka odtaje se rendgenskom difrakcijom na praskastom uzorku

(engl. X-ray powder diffraction XRPD). Monokromatska rendgenska zraka nakon auslar
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praskastim uzorkom ogiba se u raznim smjerovimaist&r pritom djeluje kao
trodimenzionalna difrakcijska reSetka. Na detekt®eusnima intenzitet izlaznog Zemja za
odreieni raspon difrakcijskih kutova. OStri difrakcijskpikovi® ukazuju na urdenost
kristalne reSetke, odnosno na postojanje kristéze. Svaka kristalna forma (polimorf)
odreiene tvari pokazuje karakterigtie difrakcijske maksimume. S druge strane, odstitnos
difrakcijskih maksimuma u difraktogramu uzorka ukj@zna nered u molekularnom poretku,
odnosno na nekristaliénost (amorfnost) uzorka.

Higroskopnost
Higroskopnost uzorka odigje se tehnikom dinatke sorpcije pare (engtlynamic
vapour sorption DVS). Pritom se gravimetrijski mjeri kdélna primljene (sorpcija) ili

otpustene (desorpcija) vodene pare pri izlaganjukazodréenoj relativnoj vlazi.

Sadrzaj vode i ostatnih organskih otapala

Ovisno o postupku priprave mikiestica, u uzorku se odige sadrzaj vode i ostatnih
organskih otapala. Sadrzaj vode u uzorku spewfse moze odrediti Karl-Fischer titracijom,
a sadrzaj organskih otapala plinskom kromatognafij@ermogravimetrijskom analizom ili

analizom gubitka suSenjem moze se odrediti saslodg | organskih otapala u uzorku.

Brzina oslobdanja lijeka
In vitro metode ispitivanja brzine oslatanja lijeka detaljno su opisane u poglavlju
2.3.

2.4.5 . Kitozanske mikroéestice

Kitozan je kationski polisaharid, kopolimer N-atglukozamina i glukozamina (slika
11), koji se proizvodi alkalnom deacetilacijom héi Hitin je drugi najzastupljeniji polimer u
prirodi (nakon celuloze), a dobiva se iz oklopaonaki Skampa.
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Slika 11. Struktura kitozana

Komercijalno dostupni kitozani razlikuju se po malskoj masi, viskoznosti i
stupnju deacetilacije. Pri neutralnom i kaxm pH kitozan sadrzi slobodne amino skupine i
netopljiv je u vodi. U kiselom pH podju dolazi do protonacije amino skupina i kitozan
postaje topljiv (Agnihotri i sur., 2004; Singla h@wla, 2001).

Kitozan posjeduje brojna bioloSka svojstva kojacoee interesantnim kandidatom za
izradu terapijskin sustava. Kitozan je biorazgradiMokompatibilan, bioadhezivan i
mukoadhezivan polimer koji ubrzava zacjeljivanjenaate pokazuje antimikrobno i
hipokolesterolemijsko djelovanje (Dash i sur., 208Ingla i Chawla, 2001; Sinha i sur.,
2004).

Oslobatanje lijeka iz kitozanskih mike@stica uklj@uje tri mehanizma: osloldanje s
povrSinecestica, difuziju kroz izbubreni matriks i oslalaamje zbog erozije polimera (slika
12). U ve&ini slucajeva, oslobdanije lijeka odvija se kombinacijom viSe mehanizama.

Lijek adsorbiran na povrSiniestica u dodiru s medijem trenutno se otapa. Nakon
izlaganja mediju brzo se oslatami lijek uklopljen u povrSinski slogestica. Posljedica
oslobatanja s povrSinéestica je naglo g@tno oslobdanje lijeka (englburst effedt

Oslobatanje lijeka mehanizmom difuzije odvija se kroz faze. U prvoj fazi voda
prodire ucestice. Polimer zatim prelazi iz staklastog u gumasanje (polimerni lanci se
relaksiraju), Sto dovodi do bubrenja matriksa.carge faza difuzija lijeka kroz izbubreni
gumasti matriks (Agnihotri i sur., 2004; Dash i.s@011).
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Slika 12. Mehanizmi osloldanja lijeka iz kitozanskih mikg@stica (Agnihotri i sur., 2004)

Brzina oslobdanja iz kitozanskih mikr&estica ovisi 0 molekulskoj masi i stupnju
umrezenosti kitozana, morfologiji, vé&ini i gustai cestica, fizéko-kemijskim svojstvima
lijeka i prisutnosti poménih tvari. Dodatno na brzinu oslatenja utj€u i pH i polarnost
medija te prisutnost enzima u mediju (Agnihotrur.52004).

Brzina oslobdanja u pravilu se smanjuje s poaejem molekulske mase kitozana. To
se moZe pripisati manjoj topljivosti kitozana visokiolekulske mase, te é@g viskoznosti
gela stvorenog pri doticaju s vodenim medijem (Agii i sur., 2004; lllum, 1998; Sinha i
sur., 2004).

Reaktivne amino skupine kitozana omégju umrezavanje (englcrosslinking
kitozana s aldehidnim skupinama sredstva za umaedav (npr. formaldehida ili
glutaraldehida). Osim kemijskog umrezavanja, néegje i reverzibilno fiztko umrezavanje
putem elektrostatskih interakcija s anionom (npipotifosfat, TPP). Na ovaj se &ia
izbjegava upotreba toksiih reagensa potrebnih za kemijsko umrezavanje.padju
umrezenosti kitozanskih lanaca ima &gan utjecaj na brzinu oslotenja iz kitozanskih
mikrocestica. Kod vée umreZenosti kitozana postize se sporije ogiah@ (Agnihotri i sur.,
2004; Anal i sur., 2006; Shu i Zhu, 2000; Sinhari,s2004).

Brzina oslobdanja smanjuje se i s paianjem koncentracije kitozana. Kod c¢ee
koncentracije kitozana, kao i kodéeemolekulske mase kitozana, postize seawdskoznost

gela Sto dovodi do sporijeg oslalzaja lijeka (Ko i sur., 2002).
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2.4.6.Metakrilatne mikro éestice

Polimetakrilati se dobivaju polimerizacijom akrilnemetakrilne kiseline i njihovih
estera, a komercijalno su dostupni pod trgkira nazivima Eudragit, Acryl-EZE®,
Eastacny? i Kollicoat®. Ovisno o strukturi i udjelu monomernih jedinieiikuje se nekoliko
podtipova metakrilatnih polimera (Crowe i sur., 200

Eudragif® RS je kopolimer estera akrilne i metakrilne kiselikoji sadrZi oko 5%

monomernih jedinica s kvaternim amonijevim skupiaglika 13).

R' R® R’ R®
——l—CHZ—C—CHz—C—CHZ—C—CH2—— R'= H, CHs

| | R? = CHs, CH

C—0 c=—0 - —— s C=—=0 3, LoMs

| | | | R®= CH,

<|> c|> o 0 R* = CH,CH,N(CHa)s'Cl

Rz R4 R2 Rc

L _in

Slika 13. Struktura Eudragita RS. Odnos monomgedimica etil akrilata, metil metakrilata i
trimetilamonijetil metakrilat klorida u EudragituRe 1.2:0,1.

Eudragit RS je inertni i biokompatibilni polimer.iddofoban je i netopljiv u vodi.
Medutim, zbog prisutnosti hidrofilnih amonijevih gruaidragit RS je blago permeabilan za
vodu i bubri. Bubrenje Eudragita odvija se u triddaa: (1) difuzija vode u polimerni matriks,
(2) relaksacija polimernih lanaca uslijed hidrg&ci(3) Sirenje polimerne mreze. Otopljeni
ljek moze difundirati kroz izbubreni polimerni mikis ili kroz pore ispunjene vodom.
Kvaterne amonijeve skupine ionizirane su kroz cijetiolosSko podrdje pH (pH 1-8), pa je
permeabilnost Eudragita RS neovisna o pH.

Zbog svoje hidrofobnosti i niske permeabilnostivieoe o pH, Eudragit RS sesto
koristi za izradu matriksnih sustava s produljewsiobaanjem ili funkcionalnih ovojnica za
cvrste dozirne oblike s produljenim oslaiaajem (Abu-Diak i sur., 2012; Dittgen i sur.,
1997).

Eudragit RS koristi se i za izradu polimernih moteastica. Kim i sur. (2002) koristili

su tehniku otparavanja otapala za pripremu metdhiii mikraiestica s felodipinom.
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Oslobatanje lijeka bilo je sporije iz mik&®stica izrdenih od Eudragita RS nego iz onih od
Eudragita RL. Eudragit RL je polimetakrilat &gn Eudragitu RS, ali sadrzi oko 10%
monomera s kvaternom amonijevom skupinom i stodapge véu permeabilnost. Autori
su dodatno pokazali da je kombinacijom Eudragitai RE unutar istog terapijskog sustava
mogute podeSavati brzinu oslodenja lijeka. Hombreiro-Perez i sur. (2003) izradsli
mikrocestice od smjese Eudragita RS i Eudragita RL tefmiktparavanja otapala. U njih su
uklopili propranolol hidroklorid kao primjer hidribfiog lijeka i nifedipin kao primjer
lipofilnog lijeka. lzratene mikr@estice su pokazale sposobnost kontroliranog odéoha
lijeka u periodu od najmanje 8 sati. Palmieri i.@001) su tehnikom suSenja rasprSivanjem
uklopili paracetamol u mikkestice od Eudragita RS, Eudragita RL ili etilcehdo
Uklapanjem lijeka u mikr@estice nije postignuto produljeno osldaaje u odnosu na sam
ljek. Medutim, tablete dobivene komprimiranjem mikestica od Eudragita RS ili
etilceluloze pokazale su dobru kontrolu oslidiga lijeka. Kristmundsdéttir i sur. (1996)
izradili su mikr@estice s Eudragitom RS ili Eudragitom RL i diltiaz@m tehnikom suSenja
rasprSivanjem. Ovisno o koriStenom otapalu (dikboetan ili toluen) dobivene su mikrosfere
(matriksni sustavi) ili mikrokapsule (spremisni &ws). Durrigl i sur. (2011) izradili su
mikro¢estice od Eudragita RS i mupirocina tehnikom swusergsprSivanjem. Brzina

oslobatanja lijeka ovisila je 0 omjeru lijeka i polimem® procesnim parametrima susenja.

2.5. Mupirocin

Mupirocin (slika 14) je antibiotik Sirokog spektreamijenjen za topikalnu terapiju.
Izoliran je iz kulture Pseudomonas fluorescente otuda potjge i njegov drugi naziv,

pseudomordina kiselina A.

Slika 14.Struktura mupirocina
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Mupirocin je djelotvoran protivStaphylococcus aureugukljucujuci sojeve koji
stvaraju betalaktamazu i sojeve rezistentne naciliieti MRSA), koagulaza negativne
stafilokoke,Streptococcusrste,Haemophilus influenzaeNeisseria gonorrhoeae

Nakon lokalne primjene mupirocin dobro prodire wvigSinske slojeve koze.
Sistemska apsorpcija mupirocina je minimalna, aodpsana kokina lijeka se brzo
metabolizira u inaktivni metabolit mamu kiselinu (HALMED, 2010).

Mupirocin se koristi za liggenje primarnih bakterijskih infekcija koze (impetjg
folikulitis, furunkuloza), te sekundarnih infekcikmze (inficirane dermatoze, inficirana koZzna
oSteenja) (HALMED, 2010). Osim toga, mupirocin se ktrisza priviemenu eliminacijs.
aureusiz nosa bolnikih pacijenata, kako bi se smanjila mégast samoinfekcije (Wertheim
i sur., 2005).

Mehanizam djelovanja mupirocina zasniva se na e@viétom i specifénom vezanju
za bakterijski enzim izoleucil-transportnu RNK sitaizu, 5to uzrokuje inhibiciju sinteze RNK
i bjelartevina. Ovaj mehanizam djelovanja jedinstven je zapinocin, Sto umanjuje
moguenost unakrsne rezistencije s ostalim topikalnimbaoticima (HALMED, 2010; Parenti
i sur., 1987).
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3. CILJ RADA
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Cilj ovog rada je razvitin vitro metodu za ispitivanje oslofanja djelatne tvari iz
cestinih terapijskih sustava za topikalnu primjenu kigmgem standardizirane, komercijalno
dostupne aparature za ispitivanje osttarga, te uzimajéi u obzir fizioloSke uvjete na mjestu
primjene ovakvih terapijskih sustava.

In vitro metoda za ispitivanje oslofenja izcestinih terapijskih sustava za topikalnu
primjenu bitée razvijena koriStenjem polimernih mikestica kao modelnih pripravaka. Za
izradu polimernih mikréestica odabrani su:

0 mupirocin, antibiotik Sirokog spektra koji se u rfeakoterapiji koristi iskljdgivo za
lokalnu primjenu,
o kitozan i Eudragit RS, kao polimeri koji sesto koriste za izradu mik¥estnih
sustava,
0 suSenje rasprSivanjem kao tehnologija izrade nidstica.
Kod mikratestica ¢e biti ispitane sljeds karakteristike: &inkovitost uklapanja lijeka
(HPLC), morfologija (SEM), raspodjela véle cestica (mikroskopska analiza slike),
povrSinski nabojcestica (laserska dopler mikroelektroforeza), khsiastanje (XRPD),
termicka svojstva (DSC, TGA), interakcije whe komponentama (FTIR), sadrzaj vode i
higroskopnost (TGA, DVS), sadrzaj metanola (GQJxira oslobdanja lijeka.

Metodu za ispitivanje osloldanja lijeka iz ljekovitog pripravkaéine aparatura, medij i
eksperimentalni uvjeti. Metoda za ispitivanje osttdmja mora biti diskriminatorna, ali s
druge strane i dovoljno robusna i reproducibiln&dkdi davala ponovljive i pouzdane
rezultate (USP, 2015f).

Ispitivanje brzine osloltanja djelatne tvari proveée se koriStenjem imerzijsiéelije
u kombinaciji s aparaturom s lopaticom. Uzingaju obzir veliki broj uzoraka koje je
potrebno analizirati kod ispitivanja profila osldaaja, poZeljno je razviti HPLC metodu s
kratkim vremenom analize, kako bi se postigla \&efkot@&nost uzoraka.

pH i temperatura medija za ispitivanje osldédaja lijeka iz topikalnih pripravaka bit
¢e odabrani u skladu s fizioloSkim uvjetima na ka&Ziokviru razvoja metode bée odabrana
membrana koja predstavlja prikladan inertni koza pripravak (ne adsorbira djelatnu tvar i
pruza Sto maniji otpor njenoj difuziji), tee biti ispitan utjecaj instrumentalnih parametaaa n
brzinu oslobdanja lijeka (broj okretaja lopatica, visina lopaticvolumen receptorskog
medija). Primjenjivost metode kie evaluirana na dva nivoa:

o diskriminatornost prema ragitim formulacijama i prema ragitim

koncentracijama lijeka,

o slicnost méu serijama istog sastava i proizvodnog procesa.
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Prikladnost metode za njenu namjenuébidokazana kroz validaciju metode.

Ocekivani znanstveni doprinos predlozenog istraziagaj dvostruk Razvojin vitro
metode za ispitivanje oslot@nja djelatne tvari iz polimernih miktestica za koznu ili
mukoznu primjenu predstavlja zZi@an doprinos razvoju i karakterizagigsticnih sustava za
topikalnu primjenu. Propisane ili standardne metiticeparature za ispitivanje oslodenja iz
cestenih topikalnih pripravaka za sada ne postoje. Stagaistrazivanje predstavlja ztegan

doprinos podrdju ispitivanja oslobdanja lijeka.
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3.1. Specifieni ciljevi

Glavni cilj ovog istrazivanja je razvdn vitro metode za ispitivanje oslodenja
djelatne tvari iz polimernih mikkestica za topikalnu primjenu. Speé¢ifi ciljevi istrazivanja
su sljedéi:

o lzraditi kitozanske i metakrilathe mikfestice s mupirocinom, primjenom tehnike
susenja rasprsivanjem

o Ispitati karakteristike mikrgestenih sustava s potencijalnim utjecajem na brzinu
oslobatanja djelatne tvari: morfologija i vélna ¢estica, interakcije lijeka i polimera,
termicka svojstva te ostale karakteristikgstog stanja (amorfnost/kristalémost)

o Istraziti moguénosti primjene imerzijskecelije za in vitro ispitivanje brzine
oslobatanja djelatne tvari iz polimernih mik¢estica za topikalnu primjenu

o |Ispitati utjecaj odabira membrane i instrumentajpéinametara metode na osldhaje
djelatne tvari

o lIstraziti diskriminatornost metode, odnosno njepas®bnost da detektira promjene u
formulaciji i/ili procesu koje mogu biti povezaneirs vivo izvedbom terapijskog
sustava

o Validirati razvijenu analitku metodu (putem ispitivanja njene spewibsti,

linearnosti, tdnosti, preciznosti, stabilnosti i robusnosti)
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4. MATERIJALI | METODE
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4.1. Materijali

U ovom radu koriSteni su mupirocin kalcij dihidrdPLIVA Hrvatska d.o.o.,
Hrvatska), EudraditRS 100 (amonij metakrilat kopolimer tip B, Evonijematka), kitozan
niske molekulske mase i kitozan srednje molekulsiese (stupanj deacetilacije 75-85%,
Sigma-Aldrich, SAD).

Ledena octena kiselina i natrij hidroksid anélitig stupnjaistoce, te kalij bromid za
IR spektroskopiju nabavljeni su od Mercka (Njeke). Natrij acetat trihidrat i natrij
dihidrogen fosfat dihidrat analkkog stupnjacistote nabavljeni su od Kemike (Hrvatska).
Acetonitril (ACN) i metanol kromatografskog stupn§estoce nabavljeni su od Mercka.
Dimetilsulfoksid (DMSO) kromatografskéistoce nabavljen je od Sigma Aldricha. Radni
standard mupirocin litija nabavljen je od PLIVA Hitgka d.o.o0.

Sastav i veliina pora koristenih membrana prikazani su u TabliciMembrane
HNWP od najlona, HVLP Durapore od poliviniliden diida i HAWP od smjese celuloznih
estera nabavljene su od Millipore (Irska). Membradeceluloznog nitrata nabavljene su od
GE Healthcare Life Sciences (Njetha). Polipropilenske GH Polypro membrane i
polisulfonske HT Tuffryn membrane nabavljene suPadl Corporation (SAD). Membrane od
regenerirane celuloze, polietersulfona i celulozaogtata nabavljene su od Sartorius Stedim
Biotech (Njemaka).

Tablica 4. Sastav i veina pora koriStenih membrana

Membrana Materijal Veli¢ina pora (um)
NA 0,45 najlon 0,45
PVDF 0,45 poliviniliden fluorid 0,45
CE 0,45 smjesa celuloznih estera 0,45
CN 0,2 celulozni nitrat 0,2
CN 0,45 celulozni nitrat 0,45
PP 0,45 polipropilen 0,45
PSU 0,45 polisulfon 0,45
RC 0,2 regenerirana celuloza 0,2
RC 0,45 regenerirana celuloza 0,45
PESU 0,45 polietersulfon 0,45
CA 0,45 celulozni acetat 0,45
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4.2. Metode

4.2.1.1zrada mikro éestica

Mikrocestice su pripremljene tehnikom suSenja raspr&anfSusenje rasprsivanjem
provedeno je na udeju Mini Spray Dryer B-290 s ukapljitam otapala Inert Loop B-295
(Biichi, Svicarska), koji omoguije siguran rad s organskim otapalima u zatvoresestavu.
Otopine za rasprSivanje su pofnoperistalttke pumpe dovedene do sapnice te rasprSene u
sitne kapljice (atomizirane) por&ww komprimiranog duSika. Rasprsene fine kapljiceatim
suSene u cilindru, te odvojene od struje plina kloau. KoriSteni su dvofluidna sapnica
promjera 0,7 mm i mali visok@inkoviti ciklon.

Uzorci polimernih mikrgestica s mupirocinom pripremljeni su u triplikaodatno
su za usporedbu iztane i jednokomponentne mikstice. Uzorci swuvani u dobro

zatvorenim staklenim spremnicima pri ambijentalfamoratorijskim uvjetima.

a) Kitozanske mikréestice s mupirocinom (Mupi—Kit N, Mupi—Kit S)

Odgovarajda kolicina kitozana niske ili srednje molekulske mase kj¢op je u 0,5%
(v/v) octenoj kiselini kako bi se postigla konceaija kitozana 1,6% (m/m). Mupirocin kalcij
dihidrat je otopljen u metanolu u koncentraciji %,Am/m). Otopina kitozana i otopina
mupirocin kalcij dihidrata pomijeSane su u omjenl 3m/m), kako bi se u otopini za
rasprSivanje postigao omjer polimera i lijeka 4mi/rq). Ukupna koncentracija suhe tvari u
otopini za rasprSivanje bila je 1,5% (m/m). Procegsarametri suSenja bili su sljetle
aspirator 100%, pumpa 20%, brzina protoka kompanmog duSika 414 Nl/h, ulazna

temperatura 130°C, izlazna temperatura 73-80°C.

b) Metakrilatne mikrdgestice s mupirocinom (Mupi—Eud)

Eudragit je otopljen u metanolu u koncentraciji%a,4m/m). Odgovarajta kolicina
mupirocin kalcij dihidrata otopljena je u metanglotopini Eudragita kako bi se u otopini za
rasprSivanje postigao omjer polimera i lijeka 4mi/rf). Ukupna koncentracija suhe tvari u
otopini za rasprSivanje bila je 3% (m/m). Procgsmametri suSenja bili su sljefileaspirator
100%, pumpa 40%, brzina protoka komprimiranog dus#4 NI/h, ulazna temperatura
110°C, izlazna temperatura 60-66°C.
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c) Jednokomponentne mikiestice (Mupi, Kit N, Kit S, Eud)

Mikrocestice mupirocina (Mupi) pripremljene su suSenjesprsivanjem iz 2%-tne
metanolne otopine. Procesni parametri suSenjasbibljedéi: aspirator 100%, pumpa 40%,
brzina protoka komprimiranog dusika 414 NI/h, uazemperatura 90°C, izlazna temperatura
47-52°C.

Mikrocestice kitozana niske i srednje molekulske maseNKKit S) pripremljene su
susSenjem rasprSivanjem iz otopine pripremljene prpostupku za kitozanske mikestice s
mupirocinom, ali bez dodatka mupirocin@rocesni parametri suSenja bili su isti kao za
uzorke Mupi—Kit N i Mupi—Kit S.

Mikrocestice Eudragita (Eud) pripremljene su suSenjenpr$a@njem iz otopine
pripremljene prema postupku za metakrilatne né&stice s mupirocinom, ali bez dodatka

mupirocina. Procesni parametri suSenja bili sukisti za uzorak Mupi-Eud.

4.2.2.1skoriStenje, sadrzaj lijeka i uéinkovitost uklapanja lijeka

IskoriStenje procesa (%) iznanato je kao omjer mase mikestica i ukupne mase
suhe tvari (polimera i lijeka) pomnoZen sa 100.

SadrZaj lijeka u mikrgesticama odien je kao postotni udio (m/m %) mupirocina
prisutnog u mikréesticama. Kako bi se odredio sadrzaj lijeka u métkim
mikro¢esticama izvagano jedono oko 5 mg uzorka, otopljeno u 5 ml metanola zij@ieno
do 50 ml s acetatnim puferom pH 5,5. Kod kitozahskikrotestica izvagano je oo oko 5
mg uzorka, otopljeno u 5 ml metanola i 5 ml 1%-{w&) octene kiseline, te razrgeno do
50 ml s acetatnim puferom pH 5,5. Otopine uzorakargpremljene u duplikatu i analizirane
HPLC metodom.

Ucinkovitost uklapanja izkunata je kao omjer (m/m %) stvarnog sadrzaja lijeka

teoretskog sadrzaja lijeka u mikesticama.

4.2.3.0dredivanje raspodjele veltina ¢estica

Raspodjela vetina cestica odréena je poméu ureiaja za mikroskopsku analizu slike
Morphologi G3-ID (Malvern Instruments, Velika Bnitiga). Suhi uzorci su rasprSeni na
staklenu pléu na automatiziranom postolju za uzorke koriStenjet®egrirane automatizirane
jedinice za rasprSivanje uzorka. Pri mjerenju jeidtena |éa s povéanjem od 50 puta.

Izmjereno je najmanje 100@@stica po uzorku.
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4.2.4.Diferencijalna pretrazna kalorimetrija (DSC)

Diferencijalna pretrazna kalorimetrija provedenakg@istenjem uréaja Q2000 (TA
Instruments, SAD) u atmosferi duSika (50 ml/minkod®,5 — 3,0 mg uzorka je odvagano u
aluminijsku hermetiku posudicu s probusenim poklopcem (koji omage izlaz otapala pri
zagrijavanju). Uzorci su zagrijavani brzinom 5°Gsmod 0°C do 250°C. Analize su

provedene u duplikatu.

4.2.5. Termogravimetrijska analiza (TGA)

Termogravimetrijske analize provedene su korigtenjureiaja Q5000 IR (TA
Instruments). Uzorci (2-10 mg) su zagrijavani wijstduSika (25 ml/min) u platinastim

posudicama brzinom 5°C/min, od ambijentalne tentpezado 300°C.

4.2.6.Rendgenska difrakcija na prahu (XRPD)

Difraktogrami praha snimani su potho Philips X'Pert PRO difraktometra (PAN
Analytical, Njem&ka) opremljenog X'Celerator detektorom (2,02%) 2z Cuka zralenje
pri 45 kV i 40 mV. Kut snimanja @ bio je 3-40°, korak @) 0,017°, a vrijeme po koraku
100 sekundi. Uzorak je homogeniziran u tarionike, fanesen na originalni Philipsov
silikonski nos& (promjera 32 mm). Difraktogrami su analizirani i§benjem r&unalnog

programa X'Pert Data Viewer.

4.2.7.Dinamicka sorpcija pare (DVS)

Dinamicka sorpcija pare oddena je na uaju DVS Intrinsic (Surface Measurement
Systems, Velika Britanija) pri temperaturi 25°C.ddak (5-30 mg) je uravnotezen pri 0%
relativne vlage (RV) kako bi se odredila suha mamarka. Nakon toga uzorak je postupno
izlagan sve visSoj relativnoj vlazi (u koracima od%4 RV do konanih 90% RV), a razlika u
masi je mjerena preciznom vagom u sklopu instruemela svakoj zadanoj relativnoj vlazi
uzorak je bio do postizanja konstantne mase (pneanjease najvise 0,002 %/min). Kaha

adsorbirane vode izrazena je kao postotak suhe nzaska.
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4.2.8.Fourier-transformirana infracrvena spektroskopija ( FTIR)

Infracrveni spektri snimljeni su na digu Spectrum GX (Perkin Elmer, SAD), uz
poma: ratunalnog programa Spectrum. KoriStena je metoda pdtile (s priblizno 0,7%
uzorka) u rasponu valnih brojeva od 4000-370’cmizrezoluciju 4 cm*te sa 16 snimaka po
spektru.

4.2.9.Pretrazna elektronska mikroskopija (SEM)

Morfologija mikrocestica analizirana je poréio elektronskog mikroskopa JSM-5800
(JEOL, Japan) pri naponu od 20 kV. Uzorci su fiésirna aluminijsku pléicu pomcu
vodljive dvostrano ljepljive trake i napareni zlatgpomdau ureiaja Edwards S150.

Na isti je ndin analizirana i morfologija membrana koriStenih igpitivanje brzine

oslobatanja.

4.2.10. Odredivanje zeta potencijala

Zeta potencijal odaden je laserskom dopler mikroelektroforezom natape Zetasizer
Nano (Malvern Instruments). Zeta potencijal miastica odréen je nakon dispergiranja 1
mg uzorka u 10 ml HPLC vode. Za svaki su uzorakradgna po tri mjerenja u

automatskom modu (10-100 snimanja po mjerenjulepnperaturi 25°C.

4.2.11. Odredivanje sadrzaja visokotla&nom kromatografijom

Kao ishodiste za razvoj HPLC metode za dok@nje mupirocina koriStena je metoda
iz monografije za mupirocin, opisana u Antkdj farmakopeji (USP, 2015¢g). Farmakopejska
metoda je modificirana kako je opisano u nastavku.

Mobilna se faza sastojala od acetonitrila i natifjidrogenfosfatnog pufera (pH 6,3;
0,05M) u omjeru 25:75 (v/v). Za pripremu puferamzabilnu fazu koristena je ulissta voda
(Ultra Clear UV Plus water system, SG Wasserauituerg und Regenerierstation,
Njemaika). Pufer za mobilnu fazu je filtriran kroz Quéh filter.

Analize su provedene poro ureiaja Agilent 1100/1200 Series (Agilent
Technologies, Njemika), opremljenih detektorom s nizom dioda (DAD).riktena je kolona
Kinetex C18 (50 x 4,6 mm, vélna cestica 2,6um) s predfilterom KrudKatcher Ultra,
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proizvaiata Phenomenex (SAD). Temperatura kolone bila je 3@t@ina protoka mobilne
faze 1 ml/min, volumen injektiranja 28, valna duljina 229 nm, a vrijeme analize (engh
time) 2,5 min.

Za potrebe HPLC analiza pripremljene su otopin@dsieda u koncentraciji unutar
linearnog podrgja metode. Tigino je za otopinu standarda odvagano 3 mg mupinigin
radnog standarda, preneseno u 100 ml volumetrijgkicu, otopljeno s 5 ml metanola te
dopunjeno do 100 ml s acetatnim puferom pH 5,5.pfD® standarda pripremljene su u
duplikatu i injektirane naizmje&mo kroz sekvencu s uzorcima. U svakoj su sekvenci s
uzorcima otopine standarda injektirane najmanjeptd.

Prikladnost sustava je provjerena prema sfgdezahtjevima: relativno standardno
odstupanje (RSD) odgovora detektora za sva inpakjfirotopina standarda kroz sekvencu ne

smije biti v&e od 2,0%; faktor razvéanja pika mupirocina ne smije bitidieod 2,0.

4.2.12. Odredivanje metanola plinskom kromatografijom

Analize su provedene porfwo plinskog kromatografa Agilent 6890 Series
opremljenog plameno-ionizacijskim detektorom (FID) kombinaciji s headspace (HS)
automatskim sustavom za uzorkovanje G1888 (Agileetthnologies). KoriStena je kolona
DB-624 (30 m x 0,53 mm x @m), proizvaiaca Agilent. Kromatografski parametri prikazani

su u Tablici 5.
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Tablica 5. Parametri kromatografske metode zadighiaje metanola

Parametar Zadana vrijednost
Plin nositel] He
Brzina protoka 4,9 ml/min

Temperatura kolone

5 min izotermno pri 40C
20°C/min od 40°C do 200°C

Vrijeme analize (engkun timé 13 min
Temperatura injektora 140°C
Temperatura detektora 250°C
Omijer injektiranja (englsplit ratio) 10:1
Temperatura HS gaice 80°C
Temperatura lupe 90°C
Temperatura prijenosnika 100°C
Termostatiranje uzorka 20 min
Izjedn&avanje tlaka 0,2 min
Punjenje lupe 0,2 min
Izjedn&avanije tlaka u lupi 0,02 min
Vrijeme injektiranja 1,0 min

Za otopinu slijepe probe 5 ml dimetilsulfoksida (SK) je dodano u HS vial od 20 ml
i odmah zatvoreno.

Za otopinu standarda 1QQ. (oko 79 mg) metanola je dodano u odmjernu tikwvacl
25 ml, te razrijgeno i dopunjeno s DMSO. 0,1 ml ove otopine prenegenu odmjernu
tikvicu od 10 ml, te razrig@eno i dopunjeno s DMSO. 5 ml ove otopine dodano S vial
od 20 ml i odmah zatvoreno.

Za otopinu uzorka odvagano je 50 mg uzorka u H60da20 ml. Zatim je u isti HS
vial dodano 5 ml DMSO i odmah zatvoreno.

4.2.13. Odredivanje topljivosti

Topljivost lijeka u mediju za ispitivanje brzineslobatanja (acetatni pufer pH 5,5)
ispitana je u triplikatu metodom prez&sne otopine. Mupirocin kalcij dihidrat je dodan u
suvisSku u staklene cilindre s 10 ml medija. Zatwor@lindri su potresivani 48 sati brzinom

50 min' na termostatiranoj orbitalnoj tresilici pri 32°Glakon 24 i 48 sati supernatant je
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uzorkovan, filtriran, razrijgen s medijem i analiziran HPLC metodom. pH medgabjo

unutar raspona 5,5+0,2 kroz cijelo ispitivanje.

4.2.14. Ispitivanje brzine oslobadanja lijeka bez imerzijske ¢elije

4.2.14.1. Aparatura s lopaticom

Ispitivanje brzine oslold@nja na aparaturi s lopaticom provedeno je konétan
uredaja VK 7010 s 200 ml posudama ravnog dna i minatmama (Agilent) (slika 15a). U
svaku je posudu dodano 100 ml medija za ispitivasjebaanja (degazirani acetatni pufer
pH 5,5) te odgovarafia kolicina uzorka mikréestica, koja sadrzi 5 mg mupirocina.
Analizirane swetiri posude po uzorku. Temperatura medija je otida u rasponu 32,0 +
0,5°C pomdu termostatirane vodene kupelji. Visina lopaticpgeleSena na 2,5 cm od dna
posude. Brzina okretanja lopatica bila je 50 o/rhirvremenskim tekama 3, 6, 9, 12, 15, 20,
30, 45, 60, 90, 120, 180 i 240 minuta uzorkovanpge2 ml otopine. Oduzeti volumen je
nadoknden istim volumenom termostatiranog medija. Uzonai fdtrirani pomaiu GHP
Acrodisc GF 0,45 um filtera (Pall Corporation, SADanalizirani HPLC metodom. Kod
izracuna koltine oslobdenog lijeka primijenjena je korekcija za kumulatvrazrjeienje

uzrokovano zamjenom uzorka sa svjezim medijem.

a b c

Slika 15. Shematski prikaz (a) aparature s lopatidkonfiguracija s posudom malog
volumena s ravnim dnom te mini-lopaticom); (b) a@bare s rotirajtim diskom; (c)

imerzijskecelije u kombinaciji s aparaturom s lopaticom

59



4.2.14.2. Aparatura s rotiraju ¢im diskom

Aparatura s rotirajtim diskom (poznata i kao Woodova aparatura) kamstge u
kombinaciji s VK 7010 urdajem i 1000 ml posudama (Agilent) (slika 15b). Zeadu svakog
komprimata koriStena je odgovarégu kolicina uzorka koja sadrzi 10 mg mupirocina.
Komprimati su pripremljeni na hidradkoj preSi koriStenjentelicnog kalupa, pritiskivéa i
donje pl@e. Kako bi se izradili komprimati primijenjen jeifsak od 1,5 t u periodu od jedne
minute. Analizirana su tri komprimata po uzorku.afima je provedena u 500 ml degaziranog
acetatnog pufera pH 5,5 pri temperaturi 32°C irbrakretanja diskova 100 o/min. IzloZzena
povrsina komprimata bila je 0,5 énlJ vremenskim ttkama 5, 10, 15, 20, 30, 45, 60, 90 i
120 minuta uzorkovano je po 5 ml otopine. Uzorcfikdrani i analizirani HPLC metodom.
Oduzeti volumen je nadokéen istim volumenom termostatiranog medija. Kod HPLC
analize uzoraka iz testa s rotiréju diskom koriSten je volumen injektiranja od 1jl0kako
bi se postigao odgovaragjuodgovor (povrSina pika). Kod iztana koltine oslobdenog
lijeka primijenjena je korekcija za kumulativno rgdenje uzrokovano zamjenom uzorka sa

svjezim medijem.

4.2.15. Ispitivanje brzine oslobadanja lijeka s imerzijskom éelijom

Imerzijskecelije (Enhancer Cel¥', Agilent) povrsine 4 cikoristene su u kombinaciji
S uretajem za ispitivanje osloldanja VK 7010, te 200 ml posudama ravnog dna i mini-
lopaticama (Agilent) (slika 15c).

U svaku je posudu dodano 100 ml medija za ispijevavslobdanja (degazirani
acetatni pufer pH 5,5). Temperatura medija je othma u rasponu 32,0 + 0,5°C potuo
termostatirane vodene kupelji. Visina lopatica @& je na 1 cm od povrSine membrane.
KoriStene su membrane od smjese celuloznih estekiine pora 0,45 pum (HAWP,
Millipore). Membrane su namakane u mediju 30 minptge paetka analize. Volumen
donorskog odjeljkaelije podeSen je na 2 ml. U donorski odjeljak dal@ odgovarajta
kolicina uzorka koja sadrzi 5 mg mupirocina. Preostalumen donorskog odjeljka ispunjen
je medijem, te je sadrzaj donorskog odjeljka njeiznauijeSan poméu Spatule. Zatim je preko
vrhacelije postavljena membrana, te je membrana zabnalj gvrs¢ena brtvenim prstenom
I prstenom za d&vr&Civanje. Sastavljenéelija je unesena u posudu za ispitivanje ostabga,

S membranom prema gore.
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Brzina okretanja lopatica bila je 50 o/min. U vrerslim tatkama 5, 15, 30, 60, 90,
120, 180, 240, 300 i 360 minuta uzorkovano je ponl2otopine. Oduzeti volumen je
nadoknden istim volumenom termostatiranog medija. Uzoucaralizirani HPLC metodom.
Kod izra&una koltine oslobdenog lijeka primijenjena je korekcija za kumulatvn

razrjeienje uzrokovano zamjenom uzorka sa svjezim medijem.

4.2.15.1. Ispitivanje brzine oslobadanja lijeka s imerzijskom ¢elijom — obrada
rezultata

Raun i evaluacija rezultata ispitivanja brzine oslidiga provedeni su prema
Americkoj farmakopeji (USP, 2015a). Za iZztm 90%-tnog intervala pouzdanosti za omjer
nagiba izméu testnog (T) i referentnog (R) uzorka koriStenMann-Whitney U test. Za
evaluaciju rezultata koristi se neparametrijskiistigki test jercesti artefakti testa, kao Sto su
mjehurii zraka i nesavrSenosti membrane, daju rezultateremja koji nisu normalno
distribuirani.

Kako bi se usporedila dva uzorka, analizira seefija po uzorku (prvi nivo
ispitivanja). Za svakueliju odredi se kotiina oslobdenog lijeka (pg/ctf) za svako vrijeme
uzorkovanja, te se ukupna kofia oslobdenog lijeka grafiki prikaze u ovisnosti o korijenu
iz vremena. Nagib dobivene linije je mjera brzinglobaianja lijeka. Svaki T nagib se
usporedi sa svakim R nagibontuaanjem T/R omjera (tablica 6). Svih 36 pojedimiha T/R
omjera nagiba se poreda od najmanjeg do tageOsmi i dvadeset deveti T/R omjeri
predstavljaju 90%-tni interval pouzdanosti za omjerzina oslobd#anja testnog i referentnog
uzorka. Kako bi zahtjev za &tiost uzoraka bio zadovoljen na prvom nivou, ti omje
(pretvoreni u postotke mnozenjem sa 100) morajwhittar raspona 75%-133,33%.

Ukoliko rezultati ne zadovoljavaju ovaj kriterijpaliziraju se dva dodatna seta od Sest
¢elija za svaki uzoraliime se dobiva dodatnih 12 nagiba po uzorku (drixgd rspitivanja).
Zatim se raunaju T/R omjeri nagiba za svih 18 nagiba po uzo8aa 324 pojedirma T/R
omjera nagiba se poreda od najmanjeg do KafyeKako bi zahtjev za ghost uzoraka bio
zadovoljen na dugom nivou, 110. i 215. omjer nagh@i predstavljaju 90%-tni interval
pouzdanosti, moraju biti unutar raspona 75%-133,33%

Zadovoljavanje zahtjeva na prvom ili drugom nivaatvypduje slicnost T i R uzoraka
(USP, 2015a). Za potrebe ovog istrazivanja z&klw je da uzorci nisu 8hi ukoliko njihovi

omjeri nagiba nisu zadovoljili zahtjev za¢slost na prvom ni ha drugom nivou.
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Tablica 6. Usporedba nagiba osléanja testnog (T) i referentnog (R) uzorka putem

ratunanja T/R omjera nagiba

R1 R2 R3 R4 R5 R6
T1 T1/R1 T1/R2 T1/R3 T1/R4 T1/R5 T1/R6
T2 T2/R1 T2/R2 T2/R3 T2/R4 T2/R5 T2/R6
T3 T3/R1 T3/R2 T3/R3 T3/R4 T3/R5 T3/R6
T4 T4/R1 T4/R2 T4/R3 T4/R4 T4/R5 T4/R6
T5 T5/R1 T5/R2 T5/R3 T5/R4 T5/R5 T5/R6
T5 T6/R1 T6/R2 T6/R3 T6/R4 T6/R5 T6/R6

4.2.15.2. Razvoj i optimizacija metode

Kako bi se odabrala prikladna membranairzavitro ispitivanje brzine oslokianja
lijeka ispitana je adsorpcija lijeka na 11 membraxa 0,45, PVDF 0,45, CE 0,45, CN 0,2,
CN 0,45, PP 0,45, PSU 0,45, RC 0,2, RC 0,45, PE8YIACA 0,45 (detaljan opis membrana
nalazi se u poglavlju 4.1). Kroz membrane su fdime otopine mupirocina koncentracija
0,001 mg/ml i 0,06 mg/ml. Nefiltrirane i filtrirangtopine su analizirane HPLC metodom, te
je izratunato iskoriStenje za svaku membranu kao omjer §o@r pika mupirocina u
filtriranoj i nefiltriranoj otopini.

U sljede€em koraku je za membrane koje su pokazale niskarpdgu lijeka ispitan
otpor difuziji. U tu svrhu provedena ja vitro analiza brzine osloldanja na tricelije po
uzorku. Ispitivanje je provedeno za kitozanske itakelatne mikr@estice s mupirocinom
(uzorci Mupi-Kit N i Mupi-Eud).

Kako bi se odabrala prikladna vremena uzorkovanpegaena je produljena analiza
uzoraka Mupi-Kit N i Mupi-Eud. Analizirane su tréelije po uzorku, s vremenima
uzorkovanja 5, 15, 30, 60, 90, 120, 180, 240, 380, 540, 720, 1200, 1440 i 1800 min.
Ostali parametri metode bili su isti kao Sto jesapio u poglavlju 4.2.15.

U okviru optimizacije metode varirani su slj@dparametri: broj okretaja lopatica (25
o/min, 50 o/min ili 200 o/min), visina lopatica ¢ ili 2,5 cm iznad membrane) i volumen
receptorskog medija (100 ml ili 200 ml). Istovreroge variran samo po jedan parametar, a
ostali parametri su pritom bili isti kao Sto je sgmo u poglavlju 4.2.15 (standardni uvjeti).
Ispitivanje je provedeno za kitozanske i metakmgamikra@estice s mupirocinom (Mupi-Kit

N i Mupi-Eud). Pri svakoj varijaciji parametara roéé analizirano je Seselija. Utjecaj
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varijacija evaluiran je usporedbom nagiba ositavga dobivenih pod modificiranim uvjetima
s nagibima oslolilanja dobivenim pod standardnim uvjetima. Ukoliko9@%o-tni interval
pouzdanosti za omjere nagiba unutar raspona 75%33%3zakljdeno je da modifikacija

nema zné&ajan utjecaj na brzinu oslodenja.

4.2.16. Validacija metode

Metoda je validirana u skladu sa smjernicama I@eionalne konferencije za
harmonizaciju (International Conference on Harmatn®, ICH) (ICH Q2(R1), 2005). U
okviru validacije ispitane su slje¢ke karakteristike metode: speéiipst, linearnost, tmost,
ponovljivost, intermedijska preciznost, stabilnogipina i robusnost.

Specifénost je evaluirana kroz usporedbu kromatogramaimmoptandarda, uzorka,
placeba i medija za ispitivanje osldlaaja. Otopine uzoraka (Mupi-Kit N, Mupi-Kit S, Mupi
Eud) pripremljene su prema metodi za ispitivanjgir® oslobdanja. Za potrebe ispitivanja
specifiénosti i stabilnosti koriStena je otopina uzorkaigteha nakon 6 sati testa osldbaja.
Otopina placeba za svaki tip uzorka pripremljengpjema metodi za ispitivanje brzine
oslobatanja, s razlikom da je u imerzijskteliju, umjesto mikréestica s mupirocinom,
unesena odgovardja kolicina polimera (u skladu s kélhnom polimera prisutnom geliji u
tijeku analize uzorka). Za potrebe ispitivanja spp&costi i tanosti koriStene su otopine
placeba dobivene nakon 6 sati testa ostabg.

Linearnost odgovora detektora ispitana je péummtopina analita pripremljenih
razriglivanjem iste ishodne otopine medijem za ispitivargsloba@anja. Teoretska
koncentracija mupirocina u otopini uzorka (pod postavkom potpunog oslotenja djelatne
tvari) je 0,05 mg/ml. Za potrebe ispitivanja lineasti pripremljene su otopine na sedam
koncentracijskih nivoa (0,001 mg/ml, 0,002 mg/mR@ mg/ml, 0,01 mg/ml, 0,02 mg/ml,
0,05 mg/ml, 0,06 mg/ml), kako bi se pokrio raspah -120% u odnosu na teoretsku
koncentraciju. Napravljene su po dvije pripremeweaki koncentracijski nivo.

Tocnost metode ispitana je koriStenjem ranije opisamtibpina placeba. Otopine
placeba su cijepljene otopinom standarda. Pripesraljsu otopine na istim koncentracijskim
nivoima kao za ispitivanje linearnosti. Napravljesie po dvije pripreme za svaku otopinu
placeba i svaki koncentracijski nivo.

U svrhu ispitivanja ponovljivosti metode provedea fest oslob#anja na Sest
imerzijskih¢elija. Dobiveno je Sest pojedigr@h nagiba po uzorku (uzorci Mupi-Kit N, Mupi-

Kit S, Mupi-Eud) te je izréunato relativno standardno odstupanje (RSD) nagébavaki
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uzorak. U svrhu ispitivanja intermedijske precizndsugi je analittar drugog dana ponovio
test oslobdanja koriStenjem drugog ufaja za ispitivanje osloldanja, te je izréunato
relativno standardno odstupanje za svih 12 nagibazprku.

Kako bi se ispitala stabilnost otopina, otopinendtada i otopine uzorakaivane su
pri ambijentalnim laboratorijskim uvjetima te prfDZ (u automatskom uzorkita HPLC
uredaja) i analizirane narednih dana u odnosu na sygapeemljene otopine standarda.

Robusnost metode ispitana je putem namjernih efgjau parametrima metode.
Sljede&i parametri metode su varirani kako bi se potvrdiausnost metode: sastav mobilne
faze (£2% ACN), pH pufera za mobilnu fazu (0,2 pkgmperatura termostata kolone
(x2°C), brzina protoka (£0,2 ml/min) i valna duBinz2 nm). Pri svakoj kombinaciji uvjeta
prateni su retencijsko vrijeme, faktor razétanja i relativno standardno odstupanje odgovora

detektora.

64



5. REZULTATI | RASPRAVA
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5.1. Priprava mikro ¢estica

Kitozanske i metakrilatne mikéestice s mupirocinom pripremlijene su tehnikom
susenja rasprSivanjem uz visoko iskoriStenje (tabf). Winkovitost uklapanja bila je blizu
teoretske vrijednosti za metakrilatéestice, te nesSto niza za kitozanske mikstice (tablica
7). Dobivene vrijednosti su u skladu sa ranije oligaim podacima za sine sustave (Durrigl
i sur., 2011b; Filipovi-Grei¢ i sur., 2003; Rizi i sur., 2011).

Tablica 7. Karakteristike mike@stica s mupirocinom: iskoriStenje procesa, sadijzip i

ucinkovitost uklapanja (n=3).

_ _ Sadrzaj U¢inkovitost
IskoriStenje o _
Uzorak mupirocina uklapanja
(%xSD)

(%xSD) (%xSD)
Mupi—Kit N 78+4 16,7+0,2 89,9+0,8
Mupi—Kit S 63+11 15,0+£0,3 80,4+1,6
Mupi—-Eud 738 18,2+0,2 97,9+1,2

5.2. Morfologija mikro ¢estica

Morfologija polimernih mikr@estica s mupirocinom analizirana je pretraznom
elektronskom mikroskopijom. Za usporedbu je anaiza i morfologija jednokomponentnih
mikrocestica. Na povrSini analiziranih miktestica nisu primijéene pore.

SuSenjem otopine mupirocina dobivene su pravilreicsfe mikra@estice (uzorak
Mupi, slika 16a). SuSenjem otopine kitozana dobavén smjesa sfemih cestica icestica
naborane povrsSine, nalik golf lopticama (uzorci Kii Kit S, slika 16b-c), dok su iz otopine

Eudragita dobivene izrazito naborafestice, nalik graficama (uzorak Eud, slika 16d).
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Slika 16. SEM slike mikreestica pripremljenih tehnikom suSenja rasprSivanj@j uzorak
Mupi; (b) uzorak Kit N; (c) uzorak Kit S; (c) uzde&ud, povéanje 5000x.

Kitozanskecestice s mupirocinom bile su sk@rog oblika. Primijéeno je da se dio
kitozanskih mikr@estica s mupirocinom nije osusio u obliku pojedima kuglica, vé su
spojene sa susjedniesticama (uzorci Mupi-Kit N i Mupi-Kit S, slika 1#&. Metakrilatne
mikroc¢estice s mupirocinom bile su substeng oblika (uzorak Mupi-Eud, slika 17c).
Opc¢enito se moze primijetiti da je uklapanjem mupinaciu kitozanske i metakrilatne
mikroc¢estice smanjena naboranost mdastica.
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Slika 17. SEM slike mikrgestica pripremljenih tehnikom suSenja rasprSivanj@j uzorak
Mupi-Kit N; (b) uzorak Mupi-Kit S; (c) uzorak Mugeud, povéanje 5000x

5.3. Veli¢ina mikro ¢estica

Kao rezultat brajane raspodjele veine cestica iskazan je srednji CE promjer (engl.
circle equivalent diametempromjer kruga ekvivalentne povrsine). Srednji @®Bmjeri za
kitozanske i metakrilatne uzorke bili su dasobno skni. Kod kitozanskih mikrgestica
izmjereni su srednji CE promjeri od 3,2 um (MupitKl) i 2,4 um (Mupi—Kit S), dok je kod
metakrilatnih mikr@estica (Mupi-Eud) srednji CE promjer bio 1,9 um.
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S druge strane, volumna razdioba diek cestica (slika 18) ukazuje na neSt@ivadio
krupnijih ¢estica kod kitozanskih uzoraka (Mupi-Kit N, Mupitk8) u odnosu na metakrilatni
uzorak (Mupi-Eud).

I RTROT TR USR-S | T8 OSSO USROS e eeeeneeeneaen :

P 2 B , ....... ....... ~ Mupi-KitN
Y .......... /./,; ...... lr ‘; ....... _ MUpl-KltS ........

0.1 1 10 100 1000 10000
CE Diameter (pm)

Slika 18. Volumna raspodijela véhe ¢estica za uzorke Mupi-Kit N, Mupi-Kit S i Mupi-Eud

5.4. XRPD analiza

Difraktogrami mupirocin kalcij dihidrata i mike@stica s mupirocinom prikazani su na
slici 19. Mupirocin kalcij dihidrat ima difraktogna tipican za kristalnu supstanciju. S druge
strane, za mikiestice pripremljene tehnikom suSenja rasprSivangwbiveni su halo

difraktogrami karakteristni za amorfne materijale.
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Slika 19. Difraktogrami uzoraka Mupi-Kit N, Mupi-KiS, Mupi-Eud, te mupirocin kalcij
dihidrata (od vrha prema dnu)

5.5. DSC analiza

Amorfnost mikr@estica pripremljenih tehnikom suSenja rasprSivanpatvidena je
diferencijalnom pretraznom kalorimetrijom (slika)20ermogram mupirocin kalcij dihidrata
sadrzi endotermni pik pri oko 130°C koji se pripesualjenju kristalnog lijeka (drugi
endotermni dogtaj oko 60°C odgovara izlazu molekula vode). S drsiyane, termogrami
mikroc¢estica s mupirocinom ne sadrze pik taljenja mupiac Sto uptuje na gubitak
kristalinicnosti kod uzoraka pripremljenih tehnikom suSengpraivanjem.

Pri suSenju kitozana otopljenog u raztgeoj octenoj kiselini nastaje kitozan acetat.
Endotermni dogdaji u termogramima kitozanskih mikiestica odgovaraju gubitku vode te
gubitku acetatne skupine iz kitozan acetata (Fel@AiCervera i sur., 2011; Nunthanid i sur.,
2004).
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Slika 20. Termogrami uzoraka Mupi-Kit N, Mupi-Kit, Mupi-Eud, te mupirocin Kkalcij

dihidrata (od vrha prema dnu)

5.6. IR analiza

Snimljeni su IR spektri dvokomponentnih mikestica (Mupi-Kit N, Mupi-Kit S i
Mupi-Eud), jednokomponentnih miktestica (Mupi, Kit N, Kit S i Eud), te fizkih smjesa
lijeka i polimera (Mupi + Kit N, Mupi + Kit S i Mpi + Eud). Fizéke smjese iziene su od
jednokomponentnih  mike@stica prema  teoretskim  udjelima  komponenti u
dvokomponentnim mikr@esticama.

IR spektri dvokomponentnih mikéestica sadrze vrpce obiju udgemih komponenti
(lijek i polimer). Dodatno IR spektri dvokomponeittimikroc¢estica odgovaraju IR spektrima
odgovarajdih fizickih smjesa. Nisu primiggeni pomaci vrpci ili nastanak/nestanak vrpci koji

bi ukazivali na interakcije ni& komponentama mikgestica (slika 21-23).
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Slika 21. Infracrveni spektri uzoraka Mupi, Kit Nlupi + Kit N (fizicka smjesa) i Mupi-Kit

N (od vrha prema dnu)
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Slika 22. Infracrveni spektri uzoraka Mupi, Kit Mupi + Kit S (fizicka smjesa) i Mupi-Kit S

(od vrha prema dnu)
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Slika 23. Infracrveni spektri uzoraka Mupi, Eud, pa- Eud (fiztka smjesa) i Mupi-Eud (od
vrha prema dnu)

5.7. Zeta potencijal

Mikrocestice samog lijeka (uzorak Mupi) imale su negatizata potencijal (tablica
8). S druge strane, zeta potencijal polimernih pdi&stica bez mupirocina (uzorci Kit N, Kit
S, Eud) bio je pozitivan. Nakon uklapanja mupiracin polimerne mikréestice (uzorci
Mupi-Kit N, Mupi-Kit S, Mupi-Eud) postignut je potivan povrSinski nabogestica, Sto
ukazuje da je povrSin&estica uglavnom prekrivena polimerom. @pito se smatra da je
pozitivan naboj kitozana zasluzan za njegova aktwmbina i bioadhezivna svojstva (Dai i
sur., 2011).
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Tablica 8. Zeta potencijal kitozanskih i metaknit mikrotestica s mupirocinom, te zeta

potencijal jednokomponentnih uzoraka (n=3)

Uzorak Zeta potencijal
(mV£SD)

Mupi -21+6

Kit N 28+13

Kit S 35+12

Eud 22+1

Mupi-Kit N 60+1

Mupi-Kit S 58+12

Mupi-Eud 43+5

5.8. Sadrzaj vode i higroskopnost uzoraka

SadrZaj vode u mikgesticama odiden je termogravimetrijskom analizom. Udio vode
u kitozanskim mikréesticama s mupirocinom bio je denego u metakrilatnim
mikro¢esticama s mupirocinom (tablica 9). Kitozan je afidlan i higroskopan polimer dok je
Eudragit hidrofoban, pa je stoga¢veudio vlage u kitozanskim uzorcima u skladu s
ocekivanjima.

SadrZzaj vode analiziran je i u jednokomponentnirkragdiesticama (tablica 9). | kod
jednokomponentnih mikegestica od kitozana izmjeren je visok sadrzaj valik je sadrzaj
vode u metakrilatnim i mupirocinskim miktesticama bio nizak.

Za usporedbu, sadrzaj vode u dvokomponentnim uparcdodatno je rtanski
odreien iz teoretskog udjela komponenti i izmjerenogrdad vode u jednokomponentnim
uzorcima (tablica 9). Ranski odréden sadrzaj vode u uzorcima dobro se poklapa s

izmjerenim vrijednostima, Sto potiuje utjecaj sastava miktestica na sadrzaj vode.
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Tablica 9. Sadrzaj vode u jednokomponentnim i dwaBonentnim uzorcima odien
termogravimetrijskom analizom, te teoretski sadrzafle u dvokomponentnim uzorcima

izracunat iz udjela komponenti i izmjerenog sadrzajaevogednokomponentnim uzorcima

Uzorak Izmjeren Racunski odreden
sadrzaj vode sadrzaj vode

(%) (%)

Mupi 1,3 -

Kit N 7,9 -

Kit S 7,4 -

Eud 0,6 -

Mupi-Kit N 6,7 6,6

Mupi-Kit S 6,5 6,2

Mupi-Eud 0,6 0,7

Na sadrzaj vode u mikéesticama osim njihovog sastava &gan utjecaj mogu imati
I parametri suSenja. Kitozanske mikestice pripravljaju se suSenjem iz smjese vode |
metanola, te je moge da zbog neprikladnih uvjeta suSenja dolazi deghilog zaostajanja
vode u kondnom produktu.

U fazi optimizacije procesa suSenja za kitozansk&ratestice s mupirocinom
proveden je niz pokusa s cillem smanjenja sadnagie u mikrgesticama. Variranje ulazne
temperature u rasponu od 110-140°C, te variranjapeuu rasponu od 20-30% nije imalo

zn&ajnog utjecaja na sadrzaj vode u miasticama (tablica 10).

Tablica 10. Sadrzaj vode u kitozanskim miasticama s mupirocinom (Mupi-Kit N) pri

razlicitim parametrima susenja

Temperatura Pumpa Sadrzaj vode
°C) (%) (%)

110 30 6,6

130 20 6,7

130 30 6,1

140 20 6,4

140 30 6,9
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Kod zatvorenih konfiguracija udaja za suSenje rasprSivanjem dolazi do recirkacij
plina za suSenje nakon uklanjanja (kondenzacijgpadt. Plin za suSenje koji ponovo ulazi u
proces suSenja ipak sadrzi aikeu koltinu zaostalog otapala, pa je Z&siost plina za
suSenje otapalom ¥a kod zatvorenih nego kod otvorenih konfiguracifadaja za suSenje
rasprSivanjem. Stoga je u pravilu i sadrzaj ostattapala vé kod produkata izidenih na
uredajima zatvorene konfiguracije (Miller i Gil, 20123uviSak otapala iz produkta se moze
ukloniti sekundarnim suSenjem.

U fazi optimizacije procesa za kitozanske mdastice s mupirocinom ispitan je
utjecaj sekundarnog susenja na sadrzaj vode. Wrw snikraiestice su nakon izrade dodatno
suSene 24 sata u vakuum susSnici pri temperatu® 3@faku od 10 mbar. Miitim, sadrzaj
vode u mikr@esticama izmjeren termogravimetrijskom analizomomagekundarnog susenja
bio je sltan sadrzaju vode prije sekundarnog suSenja. S dstrgme, kod izotermne
termogravimetrijske analize provedene pri 30°Cajatrju od 24 sata, uklonjena je gotovo sva
voda iz uzorka. Stoga se moze pretpostaviti daosia wklanja iz uzorka i pri sekundarnom
suSenju mikroestica pri istoj temperaturi, m@etim nakon ponovnog izlaganja uzorka
ambijentalnim uvjetima izvan vakuum susnice doldai readsorpcije vode iz okoliSa na
uzorak. Do slinih su zakljgaka doSli i Maa i sur. (1998) u shju proteinskih praskastih
pripravaka za inhalaciju. Na osnovi provedenihtispnja moze se zaklfiti da visoki sadrzaj
vode u kitozanskim mikgesticama nije posljedica neprikladnih uvjeta sugen;

Analiza dinamike sorpcije vode potvrdila je da pri istim uvjetimalativhe vlage
kitozanski uzorci adsorbiraju %e kolicinu vode od metakrilatnin uzoraka (slika 24).
Ambijentalna vlaga u laboratorijima u kojima su wzcskladiSteni i analizirani kée se u
rasponu od oko 20-40% RV. Izmjereni sadrzaj vodezorcima polimernih mikrgestica s
mupirocinom (tablica 9) preklapa se s ravnotezniijednostima sadrzaja vode pri uvjetima

skladiStenja uzoraka (slika 24).
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Slika 24. Krivulja sorpcije vodene pare za uzorkegAEud, Mupi-Kit N i Mupi-Kit S

Iz prikupljenih se rezultata moze zakiju da sadrzaj vode u pripremljenim
mikrocesticama ovisi 0 sastavu mikestica, higroskopnosti ugtanih komponenti i
uvjetima skladiStenja uzoraka.

5.9. Sadrzaj metanola

SadrZzaj ostatnog organskog otapala (metanola) imewlim mikra@esticama s
mupirocinom odréen je plinskom kromatografijom. Prema ICH smjermea(ICH Q3C(R5),
2011) metanol je svrstan u otapala klase Il (otmpalja treba ograditi), te je za njega
postavljena granica od 3000 ppm. Kod svih je amahih polimernih mikréestica s
mupirocinom (Mupi-Kit N, Mupi-Kit S, Mupi-Eud) sadaj metanola bio ispod 300 ppm,
odnosno manje od 10% limita propisanog ICH smjemia.
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5.10.Topljivost

Topljivost mupirocina odidena je u mediju za ispitivanje osldaaja (acetatni pufer
pH 5,5) pri 32°C. Razlika iznd@ koncentracija izmjerenih nakon 24 i 48 sati glananja od
3%, stoga je zaklgeno da je postignuta ravnoteza. Topljivost mupivadznosi 7,7 mg/ml.

Koncentracija u skaju potpunog oslold@nja djelatne tvari kod analize s imerzijskom
¢elijom je 0,05 mg/ml. Rezultati ispitivanja toplgisti potvduju da su tijekom analize s
imerzijskim celijom zadovoljeni uvjeti osigurane topljivosti. Ggnito su uvjeti osigurane
topljivosti postignuti u volumenu medija koji jejnreaanje 3 puta (USP, 2015f) ili najmanje 3-
10 puta véi od volumena zaéenja (Ph.Eur., 2015h).

5.11.Razvoj HPLC metode

HPLC metoda za ispitivanje brzine osldbaja razvijena je iz metode za odike@nje
sadrZzaja opisane u monografiji Amde farmakopeje za mupirocin (USP, 2015g). Kod
analize provedene prema propisu iz monografijekaritenje kolone Waters Symmetry C18
(250 x 4,6 mm, velina ¢estica 5 pum) te uz protok 2 ml/min dobiven je krtmgaam s
retencijskim vremenom mupirocina od 7,5 min. Uzew3bzir velik broj uzoraka koje je
potrebno analizirati kod ispitivanja profila oslalaaja, bilo je pozeljno razviti HPLC metodu
s kratim vremenom analize, kako bi se postiglgas@rot@nost uzoraka i smanjila potroSnja
mobilne faze. Stoga je odabrana daaolona, Phenomenex Kinetex C18 (50 x 4,6 mm,
velicina cestica 2,6 um). Pri protoku mobilne faze od 1 ml/min mupirocatuira pri
retencijskom vremenu od 1,9 min. Na taj j€inanaajno skrgeno vrijeme analize (duljina
analize po injektiranju 2,5 min umjesto 9 min)steanjena potroSnja mobilne faze (2,5 ml po
injektiranju umjesto 18 ml po injektiranju).

U monografiji za mupirocin nije specificirana tema®ra kolone, pa se moze
pretpostaviti da se kolona koristi pri ambijentgltemperaturi. S obzirom da je na ovagima
odabir temperature kolone podloZan interpretaaialiéicara i varijacijama ambijentalnih
uvjeta, te da je temperature nize od 30°C teSkaaw@ti u toplim klimatskim podgjima, u
okviru provedenog istrazivanja primijenjena je temgiura kolone od 30°C.

Za analizu su koriStene mobilna faza (smjesa adeta i natrij dihidrogenfosfatnog
pufera (25:75, v/v)) i analitka valna duljina (229 nm) specificirane u monogr#fmericke

farmakopeje. Medij za ispitivanje oslatzmja (acetatni pufer pH 5,5) koriSten je kao dituen
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za otopinu standarda, kako bi sastav otopine stdadzalikovao sastavu uzoraka iz analize
brzine oslobdanja. Uzevsi u obzirdkivani raspon metode (0,001-0,06 mg/ml), priklaani
se pokazao volumen injektiranja od 25 pl. Metodagkdirana kako je opisano u poglavlju
5.15.

5.12.Ispitivanje brzine oslobadanja lijeka bez imerzijske éelije

5.12.1. Aparatura s lopaticom

Kitozanski i metakrilatni uzorci raziito su se ponasali tijekom testa na aparaturi s
lopaticom. U poetku testa uzorak Mupi-Kit N je plutao na povrdimedija zbog svoje niske
gusta@e. U kontaktu uzorka s medijem postepeno se stvgeh®&oji se lijepio na mijeSala i
stijenke posuda a zatim polako otapao. S drugaestrazorak Mupi-Eud tonuo je na dno
posude i bio u potpunosti izlozen mediju.

Tijekom ispitivanja osloh#anja lijeka iz mikrgestica na aparaturi s lopaticom
uzorkovanje je otezano zbog lijepljenja neotophenestica na kanule za uzorkovanje i
zna&ajnog tlaka koji se javlja tijekom filtriranja. Kakbi se smanijio tlak pri filtriranju
koristeni su filteri sa staklenim predfiltrom. Nd@a kanule su bile trajno uronjene u medij
kako bi se izbjegao gubitak neotopljenih mil@stica iz medija pri \denju kanula.

Oblik profila oslobdanja za dva analizirana uzorka bio j&ah, méutim u paetku
je oslobdanje lijeka iz uzorka Mupi-Kit N bilo sporije negp uzorka Mupi-Eud (slika 25).
Pri ispitivanju brzine oslold@nja iz mikr@estica kokina oslobdenog lijeka u prvoj teki
uzorkovanjacesto se smatra indikatorom naglog osttsrga lijeka (engl.burst releasg
Medutim, sporo podetno oslobdanje lijeka iz uzorka Mupi-Kit N u odnosu na uzomdkipi-
Eud (24% odnosno 42% oslatemo u 3 min) je bar djelogno posljedica neprikladnog
polozaja uzorka Mupi-Kit N unutar posude za ispitije oslobdanja i njegove ograéene

izlozenosti mediju.
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Slika 25. Profili oslobdanja iz mikr@estica s mupirocinom na aparaturi s lopaticom (bez
imerzijskecelije): uzorci Mupi-Kit N i Mupi-Eud (% = SE, n=4)

Valja naglasiti da se plutanje uzorka na povrSiredija kod ispitivanja brzine
oslobaanja smatra neprikladnim jer zZf@no utj€e na izlozenost uzorka mediju i
posljedtno na brzinu oslol@anja. Stoga je zakligno da ovakva aparatura nije prikladna za

ispitivanje brzine oslolianja iz uzorka Mupi-Kit N.

5.12.2. Aparatura s rotiraju éim diskom

Kako bi se izbjegli plutanje i lijepljenje uzorka tproblemi s uzorkovanjem i
filtriranjem (koji su primije&eni kod analize mikr&@estica na aparaturi s lopaticom), dodatno je
provedena analiza uzoraka Mupi-Kit N i Mupi-Eud Baparaturi s rotirajgim diskom.
Tijekom testa s rotirajim diskom prati se brzina oslofenja s konstantne povrSine
komprimiranog praha. Stoga je svaka promjena pogr&omprimata (npr. zbog erozije,
ljuStenja, bubrenja) tijekom testa nepozeljna.

Medutim, u sl¢aju uzorka Mupi-Kit N komprimati su @eli bubriti odmah nakon
uranjanja u medij. S druge strane, komprimati uadviupi-Eud su bili krhki i lako su pucali
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tijekom pripreme. lako su za analizu koriSteni sakomprimati s glatkom povrSinom i bez
vidljivih pukotina, primijg&eno je ljustenje Mupi-Eud komprimata nakon pokrgtdesta.
S obzirom da povrSina komprimata Mupi-Kit N i Mupud nije bila konstantna

tijekom testa zakljeeno je da dobiveni rezultati (slika 26) nisu prddaza r&unanje brzine

oslobatanja.
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Slika 26. Profili oslob&anja iz mikr@estica s mupirocinom na aparaturi s rotiéajudiskom:
uzorci Mupi-Kit N i Mupi-Eud (mg + SE, n=3)

5.13.Ispitivanje brzine oslobadanja lijeka s imerzijskom ¢elijom
— razvoj metode

5.13.1. Aparatura i medij

Imerzijska ¢elija koristi se u kombinaciji s aparaturom s lopatn (USP/Ph.Eur.
aparatura 2). Volumen posuda moze varirati od 1080 |, ali nafeXe se koriste posude
volumena 150 ml ili 200 ml. Uz posude malog volua@motrebno je provesti odgovarégu
prilagodbe na udaju za ispitivanje osloldanja (drzai za posude malog volumena i mini-
lopatice) (USP, 2015a). Kako bi se izbjegao ,mrtgrbstor ispodcelije mogu se Koristiti
posude ravnog dna. U okviru ovog istrazivanja kené su imerzijskéelije u kombinaciji s

posudama ravnog dna volumena 200 ml.
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Imerzijskacelija (Enhancer Ceil) sastoji se od sljedih dijelova: tijelo¢elije, ploha
za podeSavanje volumena, brtveni prsten i prstemceescivanje (slika 27). Pomicanjem
plohe za podeSavanje unutar tijékdije moze se varirati volumen odjeljka za uzorakitar
¢elije. Brtveni prsten i prsten zacwr&ivanje privrsuju membranu za tijel@elije te

osiguravaju njen potpuni kontakt s uzorkom.
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Slika 27. Shematski prikaz dijelova imerzijsiadije

Kod analize polévrstih pripravaka donorski odjeljak imerzijskelije treba napuniti
uzorkom do vrha kako bi se smanjila mégost stvaranja mjehuia zraka izméu uzorka i
membrane. Mjehuéi zraka smanjuju povrSinu dostupnu za difuziju slpedicno utjg€u na
brzinu oslobdanja. Melutim, kod analize praskastih uzoraka (kao Sto skro®estice) nije
mogue izbj&i zaostajanje zraka u odjeljku za uzorak. Prelimnngokusi provedeni u
okviru ovog istrazivanja s imerzijskigelijama i mikr@esténim uzorcima bili su neuspjesni
jer je zrak u donorskom odjeljku uzrokovao velilarijabilnost u brzini osloltanja (rezultati
nisu prikazani). Kako bi se uklonio ovaj problemegstali volumen donorskog odjeljka
ispunjen je medijem za ispitivanje osldbaja. S obzirom da je nakon primjene pripravka na
kozu ili sluznicu dostupna mala k&iha tekiine, za analizu je odabran najmanji volumen
medija koji je potreban za reproducibilnu pripremmorka. Utvdeno je da je potreban
volumen donorskog odijelika od 2 ml kako bi se ugajdez pritiskanja mogla smijestiti
kolicina uzorka s 5 mg mupirocina, te kako bi se saditdaprskog odjeljka mogao njezno
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izmijeSati Spatulom bez prelijevanja. Za sve jeliaaaorisSten volumen donorskog odjeljka
od 2 ml.

pH i temperatura medija (pH 5,5, 32°C) odabrani sliladu s fizioloSkim uvjetima na
kozi (Olejnik i sur., 2012; Schmid-Wendtner i Koigi, 2006; USP, 2015a). Ispitivanjem
topljivosti mupirocina u mediju za ispitivanje osbkdanja potvdeno je da su ispunjeni uvjeti
osigurane topljivosti (poglavlje 5.10).

Dodatno je ispitan utjecaj varijacija u brzini etanja lopatica, visini lopatica i

volumenu medija za ispitivanje oslalzenja (poglavlje 5.14).

5.13.2. Odabir membrane

Membrana koja se koristi za analizu brzine osfabga u kombinaciji s difuzijskom
¢elijom sluzi kao nosaza uzorak te fizki odvaja uzorak od receptorskog medija. Membrana
ne smije adsorbirati djelatnu tvar, te mora bigrina i visoko permeabilna. Permeabilnost
membrane definira se ka® = D*k, / h, pri ¢emu je D koeficijent difuzije lijeka kroz
membranu,k, je particijski koeficijent izméu membrane i prianjaje tek«ine, ah je
debljina membrane (Grassi i sur., 2007). Membrasmajom povezani stacionarni sloj pruzaju
odreieni otpor difuziji djelatne tvari te stoga ufjena brzinu oslokltanja. Membrana mora
biti tanka i visoko porozna kako bi pruzala Sto fnatpor difuziji (odnosno kako bi bila
visoko permeabilna) (USP, 2015a; Zatz, 1995).

Opc¢enito su za ispitivanje brzine oslalzenja u kombinaciji s difuzijskint€elijama
koriStene membrane od raznih materijala: npr. ogkyl celuloznih estera, polipropilena,
najlona, polisulfona, polietersulfona, polikarbanagpoliviniliden difluorida, teflona, silikona
itd. (Olejnik i sur., 2012; Thakker i Chern, 2003)

U okviru ovog istrazivanja ispitano je jedanaestmbeana (detaljan opis koristenih
membrana naveden je u poglavlju 4.1, tablica 4jitdee membrane se desobno razlikuju

po sastavu, valini pora i morfologiji (slika 28).

83



84



Slika 28. SEM slike membrana raziog sastava i veline pora pri povéanju 5000x: (a) NA
0,45; (b) PVDF 0,45; (c) CE 0,45; (d) CN 0,2; (a) 0,45; (f) PP 0,45; (g) PSU 0,45; (h) RC
0,2; (i) RC 0,45; (j) PESU 0,45; (k) CA 0,45. Dé¢aal opis koriStenih membrana naveden je u
poglavlju 4.1.
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Odabir membrane za ispitivanje brzine oslt#ga proveden je u dva stupnja. U
prvom stupnju ispitana je adsorpcija djelatne tvaai membranu. Otopine mupirocina
koncentracija 0,001 mg/ml i 0,06 mg/ml filtrirane leroz jedanaest membrana. Koncentracije
su odabrane u skladu &ekivanim rasponom metode za ispitivanje brzinelwslanja.

IskoriStenje nakon filtriranja otopine mupirocinancentracije 0,06 mg/ml bilo je
uglavhom visoko (uz iznimku membrane NA 0,45). ddém, za velik broj membrana
dobiveno je nisko iskoriStenje nakon filtriranjeopine koncentracije 0,001 mg/ml (tablica
11). Za daljnje ispitivanje odabrane su samo men&iRVDF 0,45, CE 0,45, RC 0,2 i RC
0,45, kod kojih je iskoriStenje nakon filtriranja obje koncentracije bilo u rasponu 98,0-
102,0%.

Tablica 11. IskoriStenje nakon filtriranja 0,06 mmg)i 0,001 mg/ml otopina mupirocina kroz

razne membrane

Membrana Iskoristenje (%)
0,06 mg/ml 0,001 mg/ml

NA 0,45 94,9 88,9
PVDF 0,45 100,4 98,7
CE 0,45 98,4 98,3
CNO0,2 100,6 88,1
CN 0,45 100,0 89,9
PP 0,45 98,9 95,9
PSU 0,45 97,9 89,9
RC 0,2 99,1 99,3
RC 0,45 99,5 98,5
PESU 0,45 99,5 94,7
CA 0,45 98,0 96,7

Otpor difuziji djelatne tvari kod odabranih membaaspitan je provéenjem analize
brzine oslobdanja na tricelije po membrani. Zatz (1995) je pokazao da prinjma
vrijednostima permeabilnosti membrane (odnosno yp$em otporu membrane) nagib
oslobalanja postaje manji, a odsgk na apscisi .

Profili oslobatanja za kitozanski uzorak (Mupi-Kit N) kod analiba odabranim

membranama pokazali su dusobno skine nagibe osloldanja, méutim primijecene su
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odreiene razlike u odspgu na apscisi (odnosno u zastojnom vremenu) (@hblig). Za
ispitivanje brzine oslold@anja iz kitozanskih uzoraka odabrana je membranaO@B (s
najnizim odsjékom).

U slwaju metakrilatnog uzorka (Mupi-Eud) dobiveni suovslicni profili za sve
ispitane membrane (tablica 12). Za potrebe ovagistanja za ispitivanje brzine oslatzaja
iz metakrilatnih uzoraka odabrana je membrana @5 (sta membrana kao za kitozanske
uzorke).

U ispitivanju koje su proveli Shah i suradnici (998akater su dobivene sihe brzine
oslobatanja u sldaju kreme analizirane poré raznih sintetskih membrana, pod uvjetom da

su membrane tanke i visoko porozne.

Tablica 12. Nagibi i ods{ei na apscisi profila oslokdanja iz kitozanskog (Mupi-Kit N) i
metakrilatnog uzorka (Mupi-Eud), uz koriStenje odetth membrana (RC 0,45, RC 0,2,
PVDF 0,45, CE 0,45) (n=3).

Membrana Mupi-Kit N Mupi-Eud
Nagib (xSD) Odsjetak (xSD) Nagib (xSD)  Odsjecak (xSD)

RC 0,45 37,7£1,3 4,8+0,6 22,6+0,4 6,6+0,4
RC 0,2 37,1+0,6 3,6+£0,4 23,1+0,7 6,8+0,3
PVDF 0,45 36,5+2,3 2,2+0,2 24,7+1,0 7,1+0,2
CE 0,45 38,6+2,6 2,0+0,3 24,2+1,1 6,7+0,3

5.13.3. Uzorkovanje

Kako bi se odabrale odgovarégu talke uzorkovanja zain vitro test brzine
oslobatanja, potrebno je poznavati oblik krivulje osldbaaja kao i openito ponasanje uzorka
tijekom testa.

PonaSanje uzorka i oblik krivulje oslal@mja kod analize topikalnih pdiarstih
oblika koriStenjem difuzijskiktelija je dobro poznato. Nakon §&inog zastojnog vremena
difuzija lijeka kroz poldvrsti pripravak postaje ogratvajti korak u oslobdanju lijeka
(Flynn i sur., 1999; Zatz i Segers, 1998). Possiégoseudo-ravnoteza (engbeudo steady
statg te kolkina oslobdenog lijeka postaje proporcionalna korijenu iz vesa (Higuchi,
1961). Kona&no, nakon produljenog vremena analize oslabge lijeka iz poldvrstog

pripravka moZze odstupati od linearnosti. Zabiljezgnda do odstupanja od linearnosti dolazi
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nakon Sto je oslol@no vise od oko 35-45% lijeka. Posljga, postoji speciian vremenski
interval tijekom kojeg je potrebno provesti uzorkoje kod analize brzine oslatamja.
Podatke za oddévanje brzine osloktanja treba prikupiti nakon zastojnog vremena djepr
opseznog gubitka lijeka iz palurstog pripravka (Olejnik i sur., 2012; Zatz i Sexye1 998).

Kako bi se prikupilo viSe podataka o ponaSanjuaiza mikr@estica tijekomn vitro
testa oslobdanja provedena je produljena analiza (do 1800 omonyaka Mupi-Kit N i Mupi-
Eud. Kod uzorka Mupi-Kit N postignuto je potpundaisdanje, dok je kod uzorka Mupi-
Eud oslobdeno oko 75% mupirocina (slika 29).
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Slika 29. Profili oslob&anja iz mikr@estica s mupirocinom na aparaturi s imerzijskom
¢elijom: uzorci Mupi-Kit N i Mupi-Eud (% + SE, n=3)

S obzirom da imerzijskéelije prethodno nisu bile koriStene za ispitivamjeine
oslobalanja iz topikalnih mikrdestica, ne postoje smjernice ni preporuke za evglua
usporedbu dobivenih rezultata. 8gim, poznate su i dostupne metode za cimai
usporedbu brzina oslof@nja za poltvrste pripravke analizirane koriStenjem imerzijskih
celija (USP, 2015a). Kako bi se provjerilo jesu & metode primjenjive za topikalne
mikrocestice, grafiki je prikazana ovisnost rezultata ispitivanja osttanja iz mikr@estica o

korijenu iz vremena. Krivulje oslodanja iz mikr@estica (slika 30) sine su krivuljama
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oslobaanja tiptnim za poldvrste oblike (iako nedvojbeno postoje atbee razlike u

procesima unutar imerzijskelije meiu ova dva tipa uzoraka).
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Slika 30. Profili oslobdanja iz mikr@estica s mupirocinom na aparaturi s imerzijskom
¢elijom, prikazani u ovisnosti o korijenu iz vremenaorci Mupi-Kit N i Mupi-Eud (pg/crh
*+ SE, n=3)

Na krivulji oslobaanja uzorka Mupi-Eud vidljiva je pgetna zastojna faza,
karakterizirana vrlo sporim oslod@njem lijeka. Mdutim, nakon otprilike jednog sata brzina
oslobatanja raste, te kalina oslobdenog lijeka postaje proporcionalna korijenu iz vesz
(slika 30). Zastojno vrijeme u krivulji oslobanja uzorka Mupi-Kit N nije tako daito, ali
nakon jednog sata analize tdko dolazi do promjene u nagibu. Osldaaje je tada
proporcionalno korijenu iz vremena sve dok se rebaosli oko 80% lijeka (odnosno 1 mg/
cn?), kada dolazi do odstupanja od linearnosti (sB@x

U slitaju analize mikrdestica donorski odjeljak imerzijskéelije sadrzi smjesu
mikrocestica i medija (za razliku od homogenog uzorkdudagu polivrstih pripravaka).
Posljedéno, kod analize mikrestica unutar donorskog odjeljka dolazi do dodapribcesa
koji mogu imati utjecaja na brzinu oslal@mja. T@nije, dolazi do interakcije uzorka i medija
ovisno o hidrofilnosti, mdjivosti i topljivosti uzorka.

Tijekom in vitro testa oslohdanja kitozanski uzorci stvarali su homogeni viskazel
unutar donorskog odjeljka, dok su metakrilatni gzastali neotopljeni. Kitozan je hidrofilni

polimer topljiv pri pH vrijednostima <6,5 (Singla Chawla, 2001). Zbog hidrofilnosti
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kitozana mupirocin u kitozanskim mikresticama biva izlozen mediju na samonteqiku
analize brzine osloldanja. Lijek prisutan na povrsini kitozanskih mikestica moze se brzo
otopiti i difundirati kroz podr&ja niske viskoznosti unutar donorskog odjeljka (#akzanski
gel joS nije u potpunosti formiran). S druge straBedragit RS je hidrofobni polimer
netopljiv u vodenim medijima. Eudragit RS odgapenetraciju medija u matriks i usporava
oslobatanje lijeka (Abu-Diak i sur., 2012).

Prethodno je istaknuto dia vitro test oslobd&anja nije prikladan za usporedbu uzoraka
sa zndajnim razlikama u formulaciji (npr. masti i kremég, da bi usporedba uzoraka s tako
velikim meiusobnim razlikama u formulaciji mogla dati lazneuitate (Flynn i sur., 1999;
USP, 2015a). Na slan n&in, moglo bi biti neprikladnoin vitro testom oslobdanja
usporgivati mikroc¢estice bazirane na hidrofilnim i hidrofobnim polinmea. U okviru ovog
istrazivanjain vitro test oslobdanja nije koriSten za mdesobnu usporedbu kitozanskih i
metakrilatnih mikr@estica.

Kod oba tipa ispitanih mik&@stica s mupirocinom nakon ¢®ine zastojne faze
postize se linearan odnos izioe kolicine oslobdenog lijeka i korijena iz vremena.
Proporcionalnost kaline oslobdenog lijeka i korijena iz vremena &hb se smatra
indikatorom difuzijski kontroliranog osloldanja lijeka. Méutim, kod donoSenja zakljla o
mehanizmu oslolianja valja biti oprezan. Superponiranje viSe metama (npr. difuzije,
bubrenja, otapanja polimera) talay moze dovesti do prividne kinetike korijena izmena
(Siepmann i Peppas, 2001). lako je difuzijski mébeam zasigurno ukligen u proces
oslobatanja lijeka iz ispitanih mikr@estinih sustava, na temelju postéje podataka ne
moze se iskljiti moguwéi doprinos i ostalih mehanizama osldbaja.

Ispitivanje brzine oslolinja s imerzijskong¢elijom optenito se provodi u periodu od
4-6 sati, s najmanje petdaka u linearnom dijelu profila oslot@nja (USP, 2015a). Pri
odabiru t@éaka uzorkovanja za analizu brzine osltdiga iz mupirocinskih mikrgestica
uzete su u obzir navedene smjernice, kao i karakier dobivenih krivulja oslohtanja. Za
odreiivanje i usporedbu brzina oslatanja u okviru ovog istrazivanja odabrana su sliade
vremena uzorkovanja: 90, 120, 180, 240, 300 i 360 m
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5.14.Utjecaj varijacija parametara metode na brzinu

oslobalanja

Sljede&i parametri metode za ispitivanje osldbaja su varirani kako bi se ispitao
njihov utjecaj na brzinu oslobianja: brzina okretanja lopatica (25 o/min, 50 o/nhirL00
o/min), visina lopatica (1 cm ili 2,5 cm) i volumegceptorskog medija (100 ml ili 200 ml).

Brzina okretanja lopatica moze utjecati na brzasibbaanja jer utjée na debljinu
stacionarnog difuzijskog sloja iznad membrane¢édgio povéanje brzine okretanja lopatica
dovodi do smanjenja debljine stacionarnog slojash¢an n&in, udaljenost od membrane do
lopatice takder moze utjecati na debljinu stacionarnog sloj&rkerickoj farmakopeji (USP,
2015a) specificirana je visina lopatica od 1 cmatzmembrane. ZabiljeZene su i druge visine
lopatica (Bonacucina i sur., 2006). Rege i surad(l®98) ispitivali su utjecaj brzine
okretanja lopatica na brzinu osldamja iz poldvrstin pripravaka i utvrdili da brzina
okretanja nije zn@mjno utjecala na brzinu oslatanja. U okviru ovog istrazivanja brzine
oslobatanja pri razkitim brzinama okretanja lopatica i ragdtim visinama lopatica bile su
medusobno skine (slika 31)¢ime je pokazano da stacionarni sloj ima minimalijeaaj na
rezultate pri navedenim uvjetima. Za daljnje arebziabrani su brzina okretanja lopatica od
50 o/min, kao uoltajena polazna vrijednost kod razvoja metoda s icgaia (USP, 2015f),
te farmakopejom propisana visina lopatica od 1 cm.

Razlike u volumenu medija tafter nisu imale utjecaja na brzinu osldbaja (slika
31). To je bilo u skladu sc¢ekivanjima, s obzirom da su uvjeti osigurane tepkii bili
ispunjeni i u 100 ml i u 200 ml medija. Za daljgealize odabran je volumen medija od 100

ml kako bi se osigurala dovoljno visoka koncenjeaazoraka u ranim t&kama uzorkovanja.
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Slika 31. Profili oslobdanja iz uzoraka Mupi-Kit N (a) i Mupi-Eud (b), padandardnim

uvjetima i pod modificiranim uvjetima. Standardnijeti su: brzina okretanja lopatica 50

o/min, visina lopatica 1 cm, volumen medija 100 tdl.zagradama su prikazani 90%-tni

intervali pouzdanosti (Cl) za omjere nagiba u odnoa standardne uvjete (ugfcm SE,

n=6)
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5.15.Validacija metode

U svrhu procjene spedaifiosti metode uspadeni su kromatogrami otopine standarda,
uzoraka, placeba i medija. U kromatogramima medijatopine placeba nije bilo
interferirajutin pikova na retencijskom vremenu mupirocina (ok® iin). Na slici 32
prikazan je set kromatograma za uzorak Mupi-KitSN¢ni kromatogrami uzoraka i placebo
otopina dobiveni su i za uzorke Mupi-Kit S i Mupi+E (rezultati nisu prikazani).
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Slika 32. Kromatogrami medija, otopine uzorka (M#ji N), otopine standarda i otopine

placeba (odozgo prema dolje)

Linearnost odgovora detektora ispitana je u kotraeijskom rasponu od 0,001 — 0,06
mg/ml (slika 33). Dobivena je jednadzba regregije 32799018 + 2861, s koeficijentom
determinacijer? > 0,999. 95%-tni interval pouzdanosti za odaiena osiy (-110 do 5833)
ukljucuje nulu, iz¢ega se moze zakljili da odsjeak nije statistiki znatajan. Prikladnost

koriStenja modela linearne regresije provjerenarjalizom rezidualnih vrijednosti. Analiza
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reziduala nije pokazala nikakav trend. Rezultadaiju da postoji linearna ovisnost izine

odgovora detektora i koncentracije analita u ismita rasponu koncentracija.
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Slika 33. Rezultati ispitivanja linearnosti metode

Toénost metode oddena je kao postotak iskoristenja poznate dodarniéikelanalita
u otopini placeba. Srednje iskoriStenje za mupiragi otopini placeba s kitozanom niske
molekulske mase bilo je 100,2% (RSD=1,1%, n=149tapini placeba s kitozanom srednje
molekulske mase 99,7% (RSD=1,1%, n=14), a u otopilaceba s Eudragitom 100,1%
(RSD=0,9%, n=14). Pojeditai rezultati ispitivanja ténosti za primjer uzorka Mupi-Kit N
prikazani su u tablici 13. Shi rezultati t&nosti dobiveni su i za uzorke Mupi-Kit S i Mupi-

Eud (pojedinani rezultati nisu prikazani).
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Tablica 13. Rezultati ispitivanjadnosti metode za uzorak Mupi-Kit N

Koncentracija ~ Koncentracija Srednje

Koncentracijski ] Iskoristenje ] ] RSD
] Otopina dodano nadeno iskoriStenje
nivo (%) (%)
(mg/ml) (mg/ml) (%)
T T1/1 0,0009 0,0009 99,2
T1/2 0,0010 0,0011 100,8
T2/1 0,0018 0,0018 101,9
T2 T2/2 0,0021 0,0021 101,0
T3/1 0,0035 0,0036 101,6
3 T3/2 0,0042 0,0042 101,2
T4/1 0,0088 0,0088 100,0
I T4/2 0,0105 0,0106 101,21
T5/1 0,0176 0,0175 100,0
™ T5/2 0,0209 0,0208 99,2
T6/1 0,0439 0,0437 99,6
Te T6/2 0,0523 0,0518 99,0
T7/1 0,0527 0,0521 98,9
v T712 0,0628 0,0621 98,9 100,2 11
Preciznost metode evaluirana je kroz ispitivanjenqvljivosti i intermedijske

preciznosti. U tablici 14 prikazani su rezultatinpeljivosti i intermedijske preciznosti za
uzorke Mupi-Kit N, Mupi-Kit S i Mupi-Eud, izrazerkao relativnho standardno odstupanje
(RSD) nagiba krivulje osloldanja.

Tablica 14. Rezultati ispitivanja ponovljivosti @i intermedijske preciznosti (n=12) za
uzorke Mupi-Kit N, Mupi-Kit S i Mupi-Eud

Ponovljivost Intermedijska preciznost
RSD (%) RSD (%)
Mupi-Kit N 5,8 57
Mupi-Kit S 7,3 6,9
Mupi-Eud 3,7 4,5
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Stabilnost otopine standarda ispitana je kroz fadaStabilnost otopina uzoraka
ispitana je kroz 2 dana. Svi su rezultati iskorigggu usporedbi s getnim rezultatima) bili
unutar raspona 98-100%me je potvidena stabilnost otopina standarda i uzoraka u ramite
periodu.

Robusnost metode ispitana je putem namjernih ggjasljed€ih kromatografskih
uvjeta: sastav mobilne faze, pH pufera za mobiauw f temperatura termostata kolone, brzina
protoka i valna duljina. Parametri prikladnosti tews. (faktor razvigéenja i relativno
standardno odstupanje faktora odgovora) bili siladsi s postavljenim zahtjevima pri svim
ispitanim uvjetima. Méutim, zabiljeZeno je produljenje retencijskog vremenupirocina )
zbog kojeg je bilo potrebno produljiti vrijeme aizal kod smanjenog udjela acetonitrila u
mobilnoj fazi (23% ACN, ¢ 3,1 min, vrijeme analize 3,5 min) te kod smanjbrene protoka
(0,8 ml/min, & 2,5 min, vrijeme analize 3 min). Analize provedeme modifikacije u
parametrima metode za ispitivanje brzine osiaioga (poglavlje 5.14) dodatno poduju
robusnost razvijene metode.

Validacijom metode dokazano je da je razvijena wtspecifna, linearna, ttna,

precizna i robusna.

5.16.Primjena metode

5.16.1. Usporedba razl€itih formulacija i razli ¢itih koncentracija
lijeka

In vitro metoda za ispitivanje brzine oslaaaja mora biti diskriminatorna, odnosno
mora imati sposobnost razluanja promjena u formulaciji ili proizvodnom praeekoje bi
mogle imati utjecaja nacinak pripravkan vivo.

U svrhu provjere diskriminatornosti razvijene nuopripremljene su i analizirane
kitozanske mikréestice s kitozanima razitih molekulskih masa (uzorci Mupi-Kit N i Mupi-
Kit S). Analiza je provedena u dva stupnja (kak@pesano u poglavlju 4.2.15.1), s ukupno
18 analiziranih¢elija po uzorku. Nagibi osloldanja usporéeni su rgunanjem 90%-tnih
intervala pouzdanosti za omjere nagiba. Omjerilmagislobdanja nisu zadovoljili ni prvi ni
drugi stupanj zahtjeva za &tiost (90%-tni intervali pouzdanosti nisu bili unutaspona
75%-133,33%). Brzina oslobanja bila je véa za uzorak Mupi-Kit N nego za uzorak Mupi-
Kit S (slika 34). Brzina osloldanja lijeka iz kitozanskih mikkestica openito se smanjuje

pri poveanju molekulske mase kitozana. Porast molekulsksenikitozana dovodi do
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poveanja viskoznosti gela, Sto wie na brzinu difuzije lijeka kao i na brzinu erozije

mikrocestica (Sinha i sur., 2004).

800
A Mupi-Kit N

‘:‘E 0 Mupi-KitS  (Cl 64,8 - 69,2%)
o
5 600 -
=
o
c
)
E:
] 400 -
9
7]
o

200 1 1 1 1 1

8 10 12 14 16 18 20

t1/2 (min1/2)

Slika 34. Profili oslobdanja za uzorke s kitozanom niske (Mupi-Kit N) idimg molekulske
mase (Mupi-Kit S). U zagradi je prikazan 90%-trtenval pouzdanosti (Cl) za omjere nagiba
oslobatanja (ng/crh+ SE, n=18)

Provedene su i analize brzine oskidogja pri razkitim koncentracijama lijeka unutar
donorskog odjeljka. Prethodno je pokazano, na primja poldvrstih formulacija, da je test
brzine oslobdanja s difuzijskontelijom osjetljiv na koncentraciju uzorka (Rege r.s1998;
Thakker i Chern, 2003). Nagibi oslatzmja dobiveni koriStenjem kdlne uzorka koji sadrzi
2,5 mg ili 7,5 mg mupirocina uspaeni su s nagibima oslobanja za uzorak koji sadrzi 5
mg mupirocina. Utjecaj koncentracije lijeka unutdonorskog odjeljka ispitan je i za
kitozanske (uzorak Mupi-Kit N) i za metakrilatnez@uak Mupi-Eud) mikroéestice. Brzina

Omijeri nagiba osloltanja nisu zadovoljili ni prvi ni drugi stupanj zguta za sknost.
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Slika 35. Profili oslob&anja pri razkitim koncentracijama lijeka unutar donorskog odja);
za uzorke Mupi-Kit N (a) i Mupi-Eud (b). Imerzijskéelije su napunjene kd&inom
mikrocestica koja sadrzi 2,5 mg, 5,0 mg ili 7,5 mg mugima. U zagradama su prikazani
90%-tni intervali pouzdanosti (Cl) za omjere nagibsliobaanja (u odnosu na 5,0 mg
mupirocina) (ug/cth+ SE, n=18)
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Provedena ispitivanja pokazala su da je razvijeatbda sposobna detektirati razlike u

5.16.2. Usporedba serija istog sastava i proizvodnog procas

Uz provjeru diskriminatornosti metode provjerenai gicnost méu serijama istog
sastava, proizvedenim istim procesom. Kako bi dgrgita slicnost analizirane su po dvije
serije za svaku formulaciju (Mupi-Kit N, Mupi-Kit,SMupi-Eud), te su uspodeni nagibi
oslobatanja za dvije serije.

Prvi stupanj zahtjeva za &host bio je zadovoljen za sve ispitane formula@@f@%o-tni
intervali pouzdanosti bili su unutar raspona 759;33%),¢ime je potvidena sknost serija

istog sastava i proizvodnog procesa (slika 36a-c).
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Slika 36. Skénost méu serijama istog sastava, pripremljenim istim prodnim procesom:
uzorci Mupi-Kit N (a), Mupi-Kit S (b) i Mupi-Eud (c U zagradama su prikazani 90%-tni
intervali pouzdanosti (CI) za omjere nagiba osit#vga (Lg/cri + SE, n=6)
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6. ZAKLJU CCI
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Kitozanske i metakrilatne mikéestice s mupirocinom uspjeSno su pripremljene
tehnikom suSenja rasprSivanjem, uz visoko iskarjéte

Ucinkovitost uklapanja bila je blizu teoretske vripgdti (98%) za metakrilatne
cestice, te nesto niza za kitozangkstice (80-90%).

Kitozanske i metakrilatne mikéestice s mupirocinom bile su si&rog i subsfetinog
oblika. Na povrsSini mikrdestica nisu primijéene pore.

Srednji CE promjertestica (prema bréanoj raspodjeli vetine ¢estica) za kitozanske

I metakrilatneestice bili su méusobno skini i kretali su se u rasponu od 1,9-3,2 um.
Medutim, volumna razdioba velne cestica ukazuje na neSto éveudio krupnijih
cestica kod kitozanskih mikéestica nego kod metakrilatnih mikestica.

Rezultati XRPD i DSC analize pokazali su da je mupn kalcij dihidrat kristalinina
tvar, dok su sve mikg@stice pripremljene tehnikom suSenja rasprsSivagerarfne.
Rezultati IR analize ne ukazuju na interakcijekid polimera u dvokomponentnim
mikrocesticama.

Mikrocestice samog lijeka imale su negativan zeta pgencdiok je zeta potencijal
polimerninh mikr@estica bez lijeka bio pozitivan. Zeta potencijallipernih
mikrocestica s mupirocinom bio je pozitivan, Sto ukazigeje povrSina mikrgestica
uglavnom prekrivena polimerom.

Sadrzaj ostatnog metanola u kitozanskim | metakiita mikrocesticama s
mupirocinom bio je vrlo nizak (<300 ppm).

Sadrzaj vode u kitozanskim mikmsticama bio je @ nego u metakrilatnim
mikrocesticama. Sadrzaj vode u pripremljenim méasticama ovisi 0 sastavu
mikrocestica, higroskopnosti ugtanih komponenti i uvjetima skladiStenja uzoraka.
Za odrelivanje mupirocina u uzorcima iz testa oslddaja razvijena je HPLC metoda
s kratkim vremenom analizelime je povéana proténost uzoraka i smanjena
potroSnja mobilne faze.

Aparatura s lopaticom (bez imerzijskelije) nije prikladna za ispitivanje brzine
oslobatanja iz kitozanskih mikr@estica zbog plutanja uzorka na povrSini medija.
Aparatura s rotirajtim diskom nije prikladna za ispitivanje brzine dsidanja iz
kitozanskih i metakrilatnihn mikkaestica zbog toga Sto u tijeku testa dolazi do

promjene u povrsini komprimata.
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Razvijena je novan vitro metoda za ispitivanje oslo@nja iz mikr@estica za
topikalnu primjenu, koristenjem imerzijskéelije u kombinaciji s aparaturom s
lopaticom.

Kako pri analizi praskastog uzorka ne bi zaostagaak u odjeljku za uzorak
imerzijske ¢elije, bilo je potrebno ispuniti preostali volumatonorskog odjeljka
medijem za ispitivanje oslobianja.

Membrana izrdena od smjese celuloznih estera, &reé pora 0,45 um, pokazala je
nisku adsorpciju lijeka te nizak otpor difuzijidka.

Ispitivanjem topljivosti mupirocina potiteno je da su u tijeku ispitivanja brzine
oslobalanja ispunjeni uvjeti osigurane topljivosti u retmepkom mediju (acetatni
pufer pH 5,5 pri 32°C).

Nakon pdetnog zastojnog vremena kohia oslobdenog lijeka postaje
proporcionalna korijenu iz vremena. Nakon iscrgliija vée kolicine lijeka iz
donorskog odjeljka dolazi do odstupanja od linestinZa odrdivanje i usporedbu
brzina oslobdanja odabrane su sljegevremenske tike: 90, 120, 180, 240, 300 i
360 min.

Varijacije u brzini okretanja lopatica (25 o/mirQ &/min ili 100 o/min), visini lopatica
(2 cm ili 2,5 cm) i volumenu receptorskog medij@@Iml ili 200 ml) nisu imale
znatnog utjecaja na brzinu osldiaja lijeka. Za daljnje analize odabrani su slfgde
eksperimentalni parametri: brzina okretanja lo@a®® o/min, visina lopatice 1 cm
iznad membrane, te volumen receptorskog medijad6dl.

Validacijom metode dokazano je da je razvijena uh@tspeciitna, linearna, tna,
precizna i robusna.

odjeljka. Brzina oslob#anja bila je véa pri ve&oj koncentraciji lijeka unutar
donorskog odjeljka.

Metoda je diskriminatorna prema razlikama u formijilaBrzina oslobdanja bila je
veca kod kitozanskih mikrgestica s kitozanom niske molekulske mase nego kdd o
s kitozanom srednje molekulske mase.

Metodom je potutena slénost méu serijama istog sastava i proizvodnog procesa.
Metoda je uspjeSno primijenjena i kod kitozanskikod metakrilatnih mikrdestica s
mupirocinom, ¢ime je pokazana primjenjivost metode za razne gptopikalnih

cestenih terapijskih sustava.
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RAZVOJ IN VITRO METODE
ZA ISPITIVANJE OSLOBA DPANJA DJELATNE TVARI
|IZ POLIMERNIH MIKRO CESTICA ZA TOPI CKU PRIMJENU
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SaZetak

Trenutno ne postoje farmakopejske ili standardnetodee i aparature za ispitivanje
oslobatanja djelatne tvari iz topikalnih mikgestica. Cilj ovog rada bio je razviti i validirati
diskriminatornun vitro metodu za ispitivanje osloéianja djelatne tvari iz topikalnih mikéestica, uz
koristenje imerzijskéelije.

Za potrebe rada pripremljene su i karakteriziraitezinske i metakrilatne mik&estice s
mupirocinom. Za izradu mikeestica koriStena je tehnika suSenja rasprSivanigpitana su sljeda
svojstva mikr@estica: dinkovitost uklapanja lijeka, morfologija i vélna cestica, kristalno stanje,
termicka svojstva, spektralna svojstva, zeta potenchadyoskopnost te sadrzaj vode i ostatnih
organskih otapala.

Kitozanske i metakrilatne mikestice s mupirocinom koriStene su kao modelni t@pik
terapijski sustavi za razvaj vitro metode za ispitivanje osloi@nja djelatne tvari. Imerzijskeelija
koriStena je u kombinaciji s aparaturom s lopaticphhi temperatura medija (pH 5,5, 32°C) odabrani
su u skladu s fizioloSkim uvjetima na koZzi. Difuiljeka odvijala se preko membrane degae od
pocetnog zastojnog vremena koha oslobdenog lijeka postala je proporcionalna korijenu iz
vremena. Nagib u linearnom podju krivulje oslobaanja lijeka koriSten je kao mjera brzine
oslobatanja. Varijacije u brzini okretanja lopatica (2%nod, 50 o/min, 100 o/min), visini lopatica (1
cm, 2,5 cm) i volumenu medija za ispitivanje osltdoga (100 ml, 200 ml) nisu zéajno utjecale na
brzinu oslobdanja.

Analiza kitozanskih mikréestica izrdenih s kitozanima ragiitih molekulskih masa pokazala
je da se kod povane molekulske mase kitozana smanjuje brzina oddotjp@ S druge strane, brzina
pokazana diskriminatornost metode prema razlikam&ommulaciji, kao i prema razlikama u
koncentraciji uzorka unutar donorskog odjelgelije. Metodom je nadalje poitena sknost serija
istog sastava proizvedenih istim procesom.

Metoda je validirana u skladu s ICH smjernicamasKlbpu validacije metode potigna je
njena specitinost, linearnost, tmost, preciznost i robusnost. Metoda je uspjeSmoijenjena kod
kitozanskih i metakrilatniltestica,éime je pokazan njen potencijal za karakterizacganih tipova
topikalnih c¢estiénih terapijskih sustava. Razvijena metoda moZe kifistan alat u razvoju
formulacije kod takvih terapijskih sustava.

Rad je pohranjen u knjiznici Farmaceutsko-biokekoigs fakulteta, te u Nacionalnoj i su#lignoj
knjiznici u Zagrebu.
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Summary

Currently there are no compendial or standard nasttemd apparatuses fior vitro release
testing of topical microparticles. The aim of thtsdy was to develop and validate a discriminaitive
vitro release method for topical microparticles usirggithmersion cell.

For the purpose of this study chitosan-based anthaoeylate-based microparticles with
mupirocin were prepared by spray drying. The follgyvcharacteristics of the microparticles were
examined: encapsulation efficiency, particle simel anorphology, crystallinity, thermal properties,
spectral properties, surface charge, hygroscopi@sidual organic solvents and water content.

Chitosan-based and methacrylate-based micropartigith mupirocin were used as model
topical delivery systems fan vitro release method development. The immersion celle weed in
combination with paddle dissolution apparatus. Phieand temperature of the release medium (pH
5.5, 32°C) were selected to reflect the physiolaiggkin conditions. Diffusion of the drug occured
across a mixed cellulose ester membrane, which dstnraded low drug adsorption and low
diffusional resistance. After an initial lag phake amount of drug released became proportional to
the square root of time. The slope in the lineatipo of the release curve was used as a measure of
release rate. Variations in paddle rotation sp@&dgm, 50 rpm, 100 rpm), paddle height (1 cm, 2.5
cm) and volume of release medium (100 ml, 200 md)nedt significantly alter the release rates.

Appropriate discriminatory power of the method veasfirmed as the method was able to
detect differences in formulation, as well as ddfees in drug concentration inside the sample
compartment. The analysis of chitosan-based mictiofes prepared with chitosans of different
molecular weights has shown that the release rateedses with increasing molecular weight of
chitosan. On the other hand, the release rateasecewith increasing drug concentration inside the
sample compartment. The method was further usedrtirm sameness between batches of the same
composition prepared by the same process.

The method was validated for its specificity, linBa accuracy, precision and robustness in
line with International Conference on Harmonisat{t®H) guidelines. The method was successfully
applied both for chitosan-based and methacrylasedbamicroparticles, which demonstrates its
potential application for various types of topigalrticulate delivery systems. The developed method
can be a useful tool in formulation developmergwth delivery systems.

Thesis is deposited at the library of Faculty ofafdacy and Biochemistry and at National and
University Library in Zagreb.

(128 pages, 36 figures, 14 tables, 110 referemeiggnal in Croatian language)

Key words: in vitro drug release, microparticles, topical applicatiammersion cell, method
development
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