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&LOM LVWUDALYDQMD

3 UHG OR aH Q R rdzmatta) fipte hoyddrigh e mehanokemijs& aktivacijemljevenjem

za modifikaciju nepovoljnih fizikalnekemijskih karakteristika prazikvantela s ciljem
SRYHUDQME WRSEORDH ELRIjRa/ BRIRRBAWRMWWUDALYDQMD N
prazikvantela te razgradni produkti koji nastaju tijekom njegmetanokemijske aktivacije
mljevenjem sa ili bez aditiva Razmatrani mehanizmi nastanka razgradnih produkata
prazikvantela GDW XYHHG X NULWLpQH WRpPpNH PHKDQRNHPLMVNH
PRGLILFLUDWL X EXG XUQ B NADWUMDEIGiBIaXEaR S mljevenje te
RPRJIJXULWL SURFMHQX SRWH Q F|IDVMPRODHE B 5 RNHH GdRiAR LK DVGIRIN F
lijiekova 2YD VD]QDQMD PRJX ELWL RG YHOLNH YDAaQRVWL X
NRQWUROLUDQLP L FLIOWDNR YD RYIORED YWDRBNOHVR PORMWVRLY MNHL W .
WHUDSLMX NDR L SURALUHQMH WHUDSLMVNLK LQGLNDFLMD

Materijali i metode

8 LVWUDALYDQMX V XdoMuRpri LuépMblikérijams® Bse@dnlm kroz vlastita
LVWUDALYDQMD WertBnin-bazd ipddtakd @evhal e m@xicikelevantnoj za izradu
VSHFLMDOLVWLpPpNRJ UDGD RG RSULK SUHPD VSHFLMDOL]JLU
obzirom na problematikukemijske i fotokemijske nestabilnosti prazikvantela prilikom

mehanokemijske akiacije.

Rezultati

Mehanokemijska aktivacija pokazala seikladnom metodom za pripremprodukatas
SREROMADQL R WHKQ@RG R 8NN L Esidishinubpr & kbt eha VAxold Ekti

XN O M xopexXpdlhorfre oblike, polimerne disperzijekokristalei inkluzijske komplek®
prazikvantelgoji imaju potencijal unaprijediterapijushistosomijaze

SUDILNYDQWHO SUL PpokaduigkibapstPagradiid 8ULBEBIQWLILFLUDQL RC
razgradni produkti nastatijekom mljevenja uz ra® L p L W H T&oGjtki\pkeYpdstavljena

razgradnjareakcijomoksidacijedokazana je i eksperimentaldobivenm transformacijskim

\



produktiPD pLML QDMY MHUR M D WXNL O M ndddsiityDKSidajcie, kQdiaravie Q N D
svjetlom ili temperaturom.

Identificirani razgradi produkti u eksperimentimain silico ispitivani su na
PXWDJHQL NDQFHURJHQL SRWHQFL MiguthosiiphirRenptodikdt® R YD aQ

prazikvantela pripremljenih mehanokemijskom aktivacijom

=DNOMXpDN

Obzirom na skloost prazikvantelaoksidativnhoj razgradnjiSUL RGUHYHQLP XYMHW|
planiranja i optimiranja daljnjih eksperimenaft# UHED O R E L Rr¥adkdijxkg Brveke pB a W L W X
svjetla i temperature, s obziramaeksperimentalin teorijski palaci pokazuju da jeksidacija
prazikvantela katalizirana upraw LP pLPEHQLFLPD

Obzirom dase mljevenje provodi PHW D O QL P zaidddenibh\polsdirha te je tretirani

uzorak ] D & W adidv¥jéxla potrebno jeosigurati XpLQNRYLWLMH PHWRGH SUDUH
niskih temperatus tiiekom mehanokemijske sinteze. ULRJHQL XYMH@Xa®RAGD QL
temperature ispod sobfegLQH VH SRAHOMQLPD

Drugi NUL WL b Q lie pdnPkisid Qokitdm da se velikoroj operacija usitnjavanjeu samoj

industriji provodi u inertnoj ahosferi HNVSHULPHQWH POMHYHQMD JGMH N
trebalo bi ponovinaQDpLQ GD VH SUHWKRGQR DSDUDWXUD SURSXaH
]JDWYRUL 2YDNDY SXW SODQLUDQMD GDOMQMLK LVWUDAL
mehanizmeaazgadnje prazikvantelAVH R P R J X U X WILQUROCEMMmBhanokemijske
aktivacijelijeka X YHUHP PMHULOX

Vi



SUMMARY

Objectives

Proposed research deals with thetential application of mechanochemiaativation by
grinding inthe improvement ofunfavorablephysicechemical characteristics of Praziquantel
namelyin the enhancement of solubility and oral bioavailability of the dfing focal point of
the researchis to give detailed insights intodegradation product$ormed during the
mechanocheial activation by grindindg’raziquanteWith andwithout additivesThe studed
mechanisms of degradation Bfaziquantein these conditions will give insights into critical
parameters of the ptess These critical parameters can then be furthedified in future
researchthe selection of additives can be made easier and the potential of mechanochemical
activation for enhancement of solubility of insoluble drugs can thus be helised. These
findings are of importance in the future developmt of formulations with controlled and
targeted releasef drugs with low solubility. This can then make the therapeutic effects
insoluble drugdetter and therapeutic indications broader.

Materials andMethods

The datathat wasused in the researchias compiled partially from personalcollaborative
research on the topic and partly by searching the common databasethbynttibat is relevant
to the thesis grading the knowledge from more common to mspecialized All of the
gathered datwasstudied and criticallgvaluatetbased on thessues concerning the chemical
and photochemical instability gbraziquantelduring the mechanochemicactivation by
grinding.

Results

Mechanochemical activation has been shown as an appropriate rfattiosl preparation of
products with enhanced pharmaceutical and biopharmaceutical propdrtirsziquantel.

Products that can be obtained by the method are new polymorphic forms, polymorphic

vii



dispersions cocrystals and inclusion complexé&ghese newpraziquatel products havehe
potential to advancanthelmintictherapy.

Praziquantel has shown a tendency for degradation plaeadunder certain condition§ome
of thedegradation products that were formed in the conditions of amechemical grinding
of praziquantel with additivelsave been identifiedl he theoreticallyproposednechanisnof
oxidation has been experimentally proven to be catalyzed by light and tempefdtare.
identified degradation products have been testesilico for their mutageit/cancerogenic
potential asthis an important informationwvhen it comes to the safety of applicatioihthe

products of praziquantel that would be obtained by mechanochemical activation.

Conclusions

Considering the tendendgr oxidative degradation d¥raziquanteunder certain conditions

is important to take into account the exclusion of light and elevated temperatures when planning
future grinding experimentsbecausdight and temperaturbave been presumed theoretically

and shown experimentallsthe najor catalysts isuchoxidative degradation pathways.

The grinding is done in closed metal, hermetically sealed containers, so the treated samples are
by default protected from lighEurthermoreit would be very important tprovidesome kind

of temperature tracking and regulatidaring the mechanochemical experiments. Cryogenic
conditions areprobably necessary, but temperatures betoam temperature should be
consideredThe second critical factor is the oxygen itself. In the pharmaceutiagtiryginany
operations is done under the inert atmosphere of nitrtigeexperiments of mechanochemical
activations should be redone in an inert atmosphere as well, this can be done by purging the
vessels with either nitrogen or argon and then hermbticaaling them for the entire
experiment.This kind of future planning of the experiments will give new insights into the
mechanism of degradation and will make the developraadtscaleup of the process of

mechanochemical activation possible.
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1.1. Povijesni razvojL ] Q Prhadikvantela

Prazikvantel (2-cikloheksarokarbonl-1H,2H,3H,4H,6H,7H,11bH-pirazino[2,ta]izokinolin-

4-one PZQje MHGD Q R GjekioVaM B pQUNMHPpHQMADS BUDRNW RYSDLPMHQ X X
akod ljudise koristi]D OLMHpHQMH (M, KL iRWHHRP dlddiluy idkovare s pet

UD]O irptapraztaVKLWRVWRPD 3UHQRVLRFL RYLK SDUD]JLWD VX
V'Y M H & HendéhBKau vrstau 74 zemlje Shitostomijaza je skupni naziv za bolesti vezane

X] ]IDUD]X RYLP SDUD]JLWLPD ®igarhog tvbakt&i jetiéa oD djgedidiati OH]L M
do zastoja u rastu i razvoji.

PZQ je razvijen u suradniRGMHOD LV W U D alijé yéjiikéd DarrhadutBkeY R M D
kompanije (Mercka i Bayera) ,V W U D a LSYRDpQHNDHR M A IdithEiMdiXokinolinskoj
skupinispojeva kojisu seprvotnotrebalikoristiti kao lijekovi za smirenj€2). Dio spojeva iz
ove skupinedogovorno jepredan u Bayer na daije testiranjeza veterinarskepotrebe, te se
SRND]DOR GD VX RYL VSRMHYL(BYUOR XpLQNRYLWL DQWLKHC

PZQje tako prvo razvijen za veterinatsgrimjeny a tek kasnijge odobren za human
uparebu. Spoj je patentiranX 1MHPDpPpNRM |, auSADRLG/IZ. Qetindg4,5). Bayer je
u dogovoru & svjetskom zdravstvenom organizacijoM/O) obavioniz PXOWLHHQWUL p (
LVSLWLYDQMD GD GRND aptinjgneRZQRaYjudim& VW L VLIXUQRVW

PZQje tijiekom 1980LK SUHSR]QDW NDR SUYL L]ERWKodjudi, OLMHDpH
zbog svoje XpLQNRYQWRNVMW MWRNVLPpQRVWL WH MHGQRVWDYQRVW
oralne doz€6). KRUHMVND IDUPDFHXWVND WYUWND 6KLQ 3RRQJ W
djelatne tvari te je u suradnji s korejskom vladom razvila neftiniji proces sinteze za koji su
GRELOL L SDWHIQMQKL MIEQL VOX M H99B. gadiri’shdijer(eDstolgieH
]DUDAHQRVWL Weoief\sR1W\(FOBIP ba X% je Shin Poong ubrzo prerastao u
QDMYHUHJ SRERL]YRYDpD

PZQ se nalazi a listi esencijalnih lijekova WH@ (7). 8 GDQD&aQMH YBEL MHPH N
unutar programa WH@ zaO L M H p HipdillaksN difardzeS. mansorandS. haematobium
parazitimaQD SRGUXPEBLX $IULNH



1.2. Metabolizam i farmakokinetika

Djelatna tvaPZQje UDFHPLpPpQD VP MH VD RBPZRI (BPZQ(MKa B)PH U D

oY oty

(R)-2-(cyclohexanecarbonyl)-1,2,3,6,7,11 b- (S)-2-(cyclohexanecarbonyl)-1,2,3,6,7,11 b-
hexahydro-4H-pyrazino[2,1-a]isoquinolin-4- hexahydro-4H-pyrazino[2,1-alisoquinolin-4-
one one

Slika 1. EnantiomeriPZQ

SamoR-PZQ pokazujeantishitosomatsku aktivnost, d&kPZQ nema IDUPDNIROR&N
DNWLYQRVW DOL SULGRQRVL RGUtdyeHQdewrdh Zdddrdk SKR§ QD W L |
lijeka (10). % H] RE]JLUD QD WHRPZINER. RVOdR@/BDLPdelatna tvar se zbog
HNRQRPLPpQRVWL NRULVWL NDR VPMHVD HIQdh @aWwringegAHU D W H
kod odraslih ljudi i djecge flmom REORAaH QD WIDEBOEWI3mseMiantiomera
PZQ.Nakon apsorpcij@tprilike 80% djelatne tvari vezano je na proteine plaz@erhunac
koncentracijedjelatne tvaru plazmije nakon 13 h nalon primjene.0 Hy X WPE@® je poznat
po YDULMDELOQRVW X WHUDSHXWYV N RMa ¥xmh @NrietbiopMiR VWL L |
LV WU D 2o@QdMdaaRVOREDYDQMH GMHMRY\Q Hpsamciuk W M H OH. M H
hrana(11), a da na razindjelatne tvari u plani X W Nhk¢fakcijes drugim lijekovima(12).
8]LPDQMH 3=4 V Dhrénheny pdgethitd Rifljikohidratia najvjerojatnijemijenja pH
a H O X p D Q HL NSLRNHHAdiRNtivost tablete tiéme pridonosiR V O R [ Bigkd @pljive
djelane tvari izoblika. PZQ nije stabilan intenzivnosemetabolizira prilikom prvog prolaska
kroz jetrute mujeYULMHPH SROXALYRWD RNR K GRN 8 YUAWMHPH
od PHWDEROLWD VH XVSMHaQR)Hiwg t®d]QLDupD FBHRVR B P REDXEH BI R I
raspada tijekom prvog prolaska kroz jettu pLQMHQLFH GD MH VDPR SROD D
djelatnetvari (jedan enetiomerE L R O R & N, LkobcEntvacijedeRtne tvaru seumu/plazmi
su relativno niskea da bi se postiglminmD O QD XpLQNRY L @iR50NG/QIEGHQAQWD FL M
je primjenarelativno visoke doz lijeka. )DUPDNRNLQHWLRPRQ QUM B RM R & NKH
potpunostiUD]MD,2® MHRRLVXMH VH SREXGL QHNRQn&eRi®L UDQLK
preko disruptivnog djelovanja na metabolizéaicia 2YR QDMYLaAH XWMHpH QD V

nametnika te se oni prisilno moraju otpustiti s mjesta na koja su se uli»atikav mehanizam



XWMHpH Qdamée PHBIYRWLP QH G MHE3ID Brbjrie s@udje@dppaviemeldu na
ispitivanju 1D U P D N R N s\@QjseMalPEZ{ teknjegovih metabolita i njihove aktivriaghog
dokazaneYDULMDELOQRVW X X lie@rom greghednurivradiOpobdiapddj© M D
metabolita oba enantiomera (slikg&@)PZQ S R G O L M H &HH WQDDB|Ra@fRajolhitijekom
prvog prolaza kroz jetru
8WYUYyHIgkR G/LH QL] pLPEHQLND PR&aH GRYHVWL GR VPDQ
OLMHND .DR L]QLPQR YD &BeQorpuldiaHijekh e prigutmasN @ugayD
HQDQWLRPHUD ]GUDYOMH MHWUH SDFLMHQWD VWDURVW
1LVND L YDULMDELOQD RUDOQD ELRUDVSRORALYRVW W
prikladnog za primjenu u pedijatrijskoj populaciji glavni su peobi povezani s primjenom
ovog esencijalnog lijekd.ijek se primjenjuje u doziod 460 ng/kg &WR X SUDNVL ]QDpl
djecitjelesne masB-7 kg daje 6 tablete (150 mg PZQ)-80 kg 6 WddeE460 mg PZQ), 14
15 kg1l tablea (600 mg PZQ)1621 kg 0 WMER (900 mg PZQ}e 2 tabletg(1200 mg PZQ)
za djecu o2-25 kg (14 1R ORPOMHQMHP WDEOHWH RAWHUXMH VH ]
maskiranje neugodnog okusa ljeks§ D VXUDGOMLYRVW SHGLMDWULMVNLK
RYGMH MH iWkrkbtdfpdR GRMMWHEVHFD VWDURVWL NRG NRMLK MH
oblka QHSULNODGQD =ERJ WRJD VX X IRNMXAN>XILKMRER LINL
fleksibilnim doziranjem lijeka, koji bi bili prikladni za primjenu u pedijatr{§t5) Osim tog,
bURMQD LVWUDALY RpekimdSIREHR O M ADPDPELRUDVSRORALYRYV
aobziromdaseRAaLMD RUDOQD PIRRdBIEMSER/EZREIL & isWOM topljivosti
samog PZQ u vodi, koji se prema biofarmaceutskoj klasifikéjelkova klasificira u Il (BCS
1) skupinu lijekovajHGDQ R® D MNP NR VH PR aHzapreksig O DREDMWIID @M B

topljivosti lijeka.
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SUDILNYDQWHO 3=4 MH OLMHN L]JERUD ]D VKLVWRVRPLMD]
tropsku boleskoju uzrokuju parazitiShistomavrste. Procjenjuje se da boleSsRJD y D

PLOLMXQD OMXGL GLOMHP VYLMHWD 2ELp4DRgikét 2Bdy]LUD NI
VYRMH XpLQNRYLWRVWL L MHuwWstland liSWeRentlyalhiG @kkovia za: +2 JD N
OLMHpHQMH heldtRatvajeRa@dmbtpfiColHP X M HRR-RZD ReRpeutski aktivan,

dok je SPZQ neaktivarte doprinosi gorkom okusunuspojavama lijekaPrimjenau obliku

UDFHPLPpQH VPMHVH GRSULQRYV Lkitwhbg BillkaNuRIQdnEHQUWALAINF LML W
problem sprimjenomPZQ MH X QLVNRM L YDULMDELOt© RebbsRiphDsD QR M E|
IDUPDFHXWVNRJ REOLND OLMHND SULNODGQRJ ]D SULPMH
GMHFX PODYyX RG JRO®Q ELRRDWSIR GRRELY RVW MH GRQHN

u Il. skupinu lijekova.

OHKDQRNHPLMVND DNWLYDFLMD POMHYHQMHP X] RGJRY
pristupa koji seprimjenjuju |D S R ER O M a D-QamhiiskihLi Hidfein@c@irskih svojstva
PZQ 3RVWXSDN MH PRJXUH SURY HedWglindgWBEKIRIEZ doddBkQ M X HC
PLQLPDOQH NROLD liquid aBsistedybr@iny /$©JOLD RYDM QDpLQ PRJ.
SULUHGLWL a4LURNL VSHNWDU SURGXNDWZ-3338).RakbduSRND]D
XVSMHEGQR SULSUHPOMHQH SoRdmLi Kkiddpdyidon@rh,\hSvH pblimdafhi V- SRY
oblici ljeka FLNORGHNVWULQVNL LQNOX]LMVNL NRPSOHNVL W
kiselinama. No, s obzirom da je mehanokemijska aktivacija mljevenjem u vibracijskim
mlinovima visokoenergetski proces, pose®bD aQMX MH SRWUHEQR SRVYHWLW

lijeka tijekom procesa mljevenja.

&LOM SUHGORAHQRJ LVWahshenihYie@tiviibh pbehta@aymagtitiP H O M X
prednosti i nedoatke mehanokemijske aktivacij®ZQ mljevenjem % LWL UH @ULND]DC
pripremlieni SURGXNWL 3=4 RG NRMLK QHNL SRND]JXMX YHUX
karakteristikama prikladni za razvoj suvremenih ljekovitin oblika i terapijskih sustava tog
lijeka. Hipoteza je daZQ ima smanjenu kemijsku stabilnosti tijekom procesaHif HQMD WH GF
seiz dostupnih podatak§ REURMDWL L LVWUDALWL PR Jinebhadiz®i]JUDG QL
njihova nastankkA GLWLYL NRULAWHQL X SUNRUPH price®pdrdivettiQ MD N
mogu doprinijeti razgradnji PZ(Btrukture razgradnih produkatd VSRUHGLW U0H VH V S
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metabolitima a mehanizmi nastankazgradnin SUR G X N D YedZnokénW. XW SRUHYHQL
QHNLP WHRU L genNeNraniR iridhpeidniprogramaLhasa Zenetl(l5).

Razmatrani mehanizmi nastanka raBg QLK SURGXNDWD GDW UH XYLC
PHKDQRNHPLMVNH DNWLYDFLMH NRMH MH PRJXdGMPRGLILF
RpXYDQMD NHPLMVN H RONDINELDOAE dk & A dHtiZal UE M 8 Bipradesma
mljevenp. 7DNRYyHU U Hjen\fiHpot8ndiRlF primjene mehanokemijske aktivacije
suvremenoj farmaceuticlYD VD]QDQMD PRJX ELWL RG YHOLNH YDaQ
IRUPXODFLMD V NRQWUROLUDQLP L FLOMDQLP RVOREDYDQM
XVSMHAQGLMX WBRDL SURALUHQMH WHUDSLMVNLK LQGLNDFLN



3. MATERIJALI I METODE +SUSTAVNI PREGLED
SAZNANJA O TEMI

Farmaceutska industrjg/ SDGD X YHOLNH VYWRIGWHW/ NHUDDNDD {L WOIDCH W H
pridonosi ubrzanju efekata globalnog zatopljenj®). Obzirom da se industrija sinteze
GMHODWQLK WY D Uamibargdegtarja QadtgansKiDdintezQ HIDWLYQL XpLQF
RNROLA QLVX QHRpHN Ovwgaroka sinteiska Kehiga détekomydtuge polovine

VWROMHID ]QDpDMRRXPR PXRIN. DV RN UP QXCRoA@MijEhD WH VX
principi AJHO HQH (HikaB.)LMH 3
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Slika 3. Preuzeto iZZhem. Rev2022, 122, 3, 3638B710(16) uzsuglasnost. |GDYDp D

Na slici 3 prikazansu nek od trenutno razvgnih segmenataa poljuzelere kemije a
koji su implementiranu procese sinteze i proizvodnje djelatnih tvari i lijekova. Jedan od
]QDPDMQLMLK SRPDND X UD]YRMX ]HOHQ N R®ISAHDY Y DN DN R
se koriste u procesimsinteze. Uporaba oganskh otapalasvodi VH QD PLQLPD@QH NRO
gdiejePRIJX8RNXaADYDMX VH PDNVLPDOQR ]D Ripvdagjivivi. YRGRP
RWDSDORP NRMH QHUKL7E Pristup eexkeijarh®, Rad DzaRtbbRdnLséjedu
dvareakVD QWD NR MX{NWH NEDRN X C80J RGavhie hjullise rhialtik ddnRdnéntim
reakcijamaMCR) L ARSRW 3 V O L M lih@&)d. HoKatalizaNrikladnim enzimimasve
YLAH ]DPMHQMXMH RURNDD VN\RU INNDWLD UNXXSH L WRNVLpPpQH N

katalizatorima



Mehanokemija kao kemijkoja se provodu krutom stanju, bez upotrebe otapdilaa
XSRWUHERP NDWD O LW bjakbkdKsddd @rhjprLukDjemR WeDr&zvdp ipocesa
XQXWDU A]H OwH@rHaddisRadj Mddstriji.

3.1 Mehanokemijska aktivacija ljgvenjem

Mehanokemija je grana kemije u kogg kemijske reakcijprovode GRY ReyrHRHMK D QL p NH
D QH WHUPLDpNMW R QHU NEMHEINHIDIMDHQQQ D pL Q GRROCESeHWd HQHUJ
X POLQRYLPD UD]COL pANGHYj&pEVSdmd lijeka ili mljevenje lijeka uz
RGJRYDUDMX8L.H DGLWLYH

Prednost mehanokemijske sintez@armaceutskoj industriMH X PRIJXUQRVWL SUR"
NHPLMVNH VLQWH]H X pYUVWRP VWDQMX pLPH VH LVNOM
XNODQMDQMKURSRIWIPQRRPSOLFLUDQR D PRA&HAltg XOWLUL
MH SUHGQRVW GD PHKDQRNHPLMD R P RfizkélxoNkemijdkiH G Q RV W
VYRMVWDYD GMHODWQLK WYDUL X pvotd kedwsSlifed 5 R B BaVIIDQ BL R L
topljivosti produkata pripremljenih mehanokemijskom sintezom

U jednokomponentnom sustavu mehanokemijska aktivacijgevenjem prevodi
tretirani materijal u metastabilnu zonu, gdje,@a bi se vratio u osnovno energetsko stanje
RWSXaWD YLAaDN Hpire UliJddaH dXsnmyahjenja YM®LpLQH pHVWLFD 9
relaksacije su vrlo brza (3107 s). Kao produktnastajuQ D Q R N U L V Wrd\®lithdofid VW L FH
oblici ili amorfni materijal NRML MH |L]L phhd taRay Vi priklddarDz® phivhénu u
farmaceutici

) L] L nRsEabilnosprodukta PRaH VH PRGLILFLUDWL GRGDWNRP R(
(stabilizatora) u smjess ULMH POMHYHQMD NRMH UH VH V GMHODWRQF
(Van de Waalsve veze vodikove veze LWG L QD WDM dbipdrgi GXJRU
mehanokemijskiaktivirane oblike djelatne tvaril9). 2YDNYL YLAHNRPSRQHQWQL
NRPSOHNVQLML MHU VH X QMLPD PHKDQLpND Ha&itMd JLMD S
odnosnoSRPRUQH WYDUL

Vrlo zanimljiv primjer je dodatakiklodekstrina FLNOLpPpNLK R@ddoRx oK DUL GD
XJUDGQMH DPRUIQRJ PDWHULMDOD LOL QDQRNULVWDOD Gl
strukture(slika4). 'R VWDELOL]J]DFLMH GROD]L JERJ ILILNDOQLK LQV
S RY U dklagekstiing a u kontaktu s vodom dolazi do ciklodekstrinima posredovanog



RWDSDQMD GMHODWQH WYDUL L QDVWDMDQMD LQNOX]LMVN
WRSOMLYRVW WHANR WRSOMLYLK OLMHNRYD

Tehnike koje se koriste za potvrdu nastanka ovakvih kompiekglaovu analizusu
difrakcija rendgenskih zrakaXRPD, eng. X-Ray Powder Diffractiopy IR i Raman
spektroskopija, NMR spektroskopija, diferencijalna kalorimetrija (D$@g. Differential
Scanning Calorimetry, WHUPDOQD JUDYLPHWULMD 7*$ WH RSWLpPpND

Amorphous drug

Macro— Nano

Cyclodextrin

drug crystals

Slika 4. Struktura ciklodekstrinskih kompleksa lijeka pripremljenih mehanokemijskom
aktivacijom mljevenjemHFreuzeto iBoldyrev 2004(19) uz suglasnost. ]|GD)Y D p D

3.1.1. Mlinovi

Mlinovi u procesnoj industrige dijeleuUD]OLpLWH NDWHJRULMH ]JDYLVQR R
do usitnjavanjaretirane sirovine8 PHKDQRNHPLMVNRM V INJXW Gnilipd@ID M] QD p D
8 NXJOLpPpQRPHRKORaHKNIB se prenosi naetiranutvar prelo tijela mlinai/ili

kuglicakoje su radni elementi mlin&Jsitnjavanje imTHKD QLpND $rdovinwel &Y®FDL WD V H
XVOLMHG XGDUD L VPLFDQMD GR NdakLdglictR Ddajd kWICMiHNR P F
stienkimlina. 6 RE]JLURP QD QDp L@ LKYPQAEMHRMEIMHQRY PHKDQLpPN
razlikujemo rotacijski, planetarin i vibracijski N X J O L p QVisoRdanérgski vibracijski
NXJOLpQL POLQRYL VX QDM]QDpDMQLMD YUVWD NRMD VH NF



3.2. Modifikacija ELRUDV SRP@RALYRVWL

ODULMDELOQD RUD PQ@podzBe)dzs ViBFRDIR aikkom YopYjivosti u vote
LQWHQ]JLYQRP PHWDEROLpPNRP UD]JUDGQ K6).F5ohzirdhHIBN RP SUY
se PZQ ubraja u IskupinupremaBCS klasifikaciji (eng.Biopharmaceutical Classification

System SRYHUDQMHPSWRBMWMQRRVRVAIRYDUDM X IRKJ XWHHK MRIO R |
SRYHUDWL RUDOQX S8EMRU WVWWHIKARBY WRINDVEXMH VH SULNODG(
1DMUDQLMD L VSARLYHA&ILDYDMOXV RWRISOO KD L W R NKABLOKINVOLND RO (K. I8 M L V W X
priprenu pY UV W LK (@) (&B,kenyRolidl Dispersionss polimerima te ciklodekstrinskih
inkluzijskih kompleksd22).

SRVOMHGQMLK GHVHWOMHUD YHOLN ®&keRtehndldgigDaLY DQ
XVPMHUHQ MH QD UD]JYRM QRYLK VWUDWHJILMD ]D SREROM
lijekova.Utomsmislu PHKDQRNHPLMD MH UHODWLYQR QRM&eWHKQLN
interes za njenu primjen Nekoliko neovisnihst LMD SRND]J]DOR GD MH WHKQLNL
bolja od drugih pristupa tijekom proBirQRY LK pY U ViNgkaK23R KapLpddedica
eksperimentalne jednostavnosti metode (u usporedbi s tradicionalnijim protokolima, npr.
PHWRGDPD WHPHOMHQLP QD RWDSDOX YLVRNH XpLQNR
mehanokemijskom probirigvu tehnologijune treba smatrati samo altativnom metodom
kada se GUXJL SULVWXSL QLVX ®SRUDRDOL LRPLPORYRWYRAUH ]
OHKDQRNHPLMDNDR QDMEipH) D UDYWROWKH QIRWIDL. KX pYUVW LK REC
QLVNRP RUDOQRP EMR U DR/FEHRERIKNEHROSBMOU ripravu produkata
ALURNRJ pBUHWMikaKjekova X NUDWNRP YUHPHQX NROADbMEARHMND N
materijalate je prikladna i za rane faze razvoja novog lijggd. 2YD PHWRGRORJLMD MH
SULPLMHQMHQD X UD]YRMX QRYLK pYUVWLK REOLND 3=4

3.2.1. Mehanokemijska aktivacijaljevenjembez dodatka aditiva

Najstabilniji polinorfni oblik PZQ racemata jeezvodnaforma A. Mljevenjem bez dodatka

otapala (NGYobivena ja bezvodna forma B25). Identifikacijakristalne formegrovedenge

DSC, TG, SEManalizom u kombinaciju s NMRFSHNWURVNRSLMRE st UVWRP
stateNMR) i ATR-FTIR analizom .ULVWDOQD VWUXNWXUD UlaMktéHQD MH
1RYD IRUPD % WDNRYHU MH RNDUDNWHUL]JLUDQD QD WHP

10



IsptaQD MH WRSOMLYRVW 3=4 L LQWHRLQ phdligaRl RRY/LCARAEHDY D QUMHH
otkrivanje razgradnih produkagaisutnih u novom polimorfnom obliku te je pokazano da je

udio razgradnih produkata sve@a42%, bez obzira na dugotrajno mljevenje (4 h) koje je
potrebno za pripremu novog oblik E]LURP QD P D taXsfoiRa0ijskip@dtkata

QLVX UDYHQH GRGDWQH DQDOL]JH X VYUKX QMLKRYH LGHQW

Tablica 1. TopljivoVW L LQWUL Q]L py®@mpimgrint Dblka/ OIiRBEAZQ u vodi
(preuzeto iZanolla i suradnici 3 X] VXJODVQRVW L]GDYDpD

Topljiivost(G L LQWULQ]LPQR R WaiR Edi{(©«aNavri@dvidstS.D.\WEB)
uzorak Cs (26C; mg/L) IDR (37°C; Rycn?min’
PZQ 140,30* 31,2
Forma B 281,31¢ 62,2"

Forma B imadvostruko Y H toHljivost u vodi i IDR.Ispitana je iin vitro aktivhost na
S. mansonnematodamaa vrijednostiCso SRND]DOD MKsoW&kkd QEB Ry/mL,
ICs0pz0 = 0,165 RYmL). 1DSUDYOMHQD MH L SLORWQDInWWXGLMD Q
jednokratnom oralnom primjenodoz R G PJ 1DNRQ GDQD GR&AOR MH GR
]DUD]JH X MOJPPHD MbXL GR X. 8 0 XH Q MbabiBtetdestudije, gdje se
pokazalodaH IRUPD % VWDELOQD QDMPDQNKEKY MPIMHIVGEV N B NYRO |
Tijekom daljnjih detaljnih studija u svrhu optimizacije sinteze forme B, suhim mljevenjem, isti
autoriotkrili su dodatnu formu, formu (26).

JRUPD & WDNRYHU MH EH]Y RjGj®dbltRsbnfo3uBim 4nljevdhjgx i H
PZQ dok jekonvencionalnintehnikama kristalizacieQ HP RIJIGRHQMH GRUL WRSOML
YHUD RG IRUPH % PJ / PHyXWLP QLMH VWDELOQD L
rekristalizira u formu AU drugDp L MIYAM HWLPD VXKRJ RBGRMHYHQDDOL MWREV Y
bezvodna forma, forma [26). Na slici5 je usporednprikaz XRPD spektara forme A, BCi
D.

11
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Slika 5. Usporedni prikaz XRPD spebta polimorfnih oblikaA, B, C i DPZQ (Preuzeto iz
Saika i suradnicj27) uz suglasnost izdayaD

Da bidodatnoL V W pripéat @dlatne tvari iz jednaolimorfneforme u drugutijekom
mehanokemijske aktivacije mljevenjefaikia isuradniciproveli su i mljevenjeuz dodhatke
UD]JOLPpLWLK NRALAG I(\CabakRWhid&nD IGgDid Assisted Grindihgkao otapalo
NRUEAMHED OH (%R kdir@hitirofuraa (THF), a shematski prikaprovedenih
protokolamljevenja i ishodnih produkata prikazan je na siclJ ovom procesu tkriven je

novi polimorfni oblik forma Ekoja produljenim mljevenjem gmamorfn oblik F (slika6).

No Change

' Y
1 h LAG 30 uL

THF
1hLAG 5 uL I h LAG 20 uL
THF THF
Crystallization from 1 hLAG 10 uL
THF THF

m 1 h Grinding m
Slika 6. RezultatidobivenimljevenjemPZQ koju su provelsaikia i suradnici (2) (Preuzeto
X] VXJODVQRVW L]GDYDDpD
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3.2.2. Primjena nehanokemijs& aktivacije mljevenjem u pripremi kokristala PZQ

PZQ, obzirom na svoju struktur{slika 7), ne stvarasoli s kiselinamdae XRELpDMHQD NHPLI
RSFLMD SRYHUDQMD WRSOM L Y&topWiih SUerdimjergMd HP ED]H X G

Slika 7. Kemijskastruktura PZQ L JUDVYH QR S U L P I8kdtChRigabskdgla@ta)

Priprema kokristala jedan je adodernijih principakoji se intenzivno primjenjuju u
SREROMADYDQMX WRSOMLYRVWL L RUDOQH ELRUDVSRORAL)Y
prijelaza el&trona s molekule lijekana koformer, YHUG RQ VWXSD X LQWHUDNFLN
koformeromslabim kemijskim vezamalDMpH&UL VXSUDPROHNXODUQL VLQV
farmaceutskim kokristalima s«€=0O, HO-, -C=0,, ,H- i -C=0,,,, H &\ vodikove vezedo
kojih dolazi interakcijom funkcionalnih skupinalijeka sa spojevma poput alkohola,
karboksihih kiselina, ugljikohidra, aminokiselimi amida (28).

Kokristai 3=4 L UD]JOLpPpLWLK RUYHDQVXLKDRILWHHO R@GDVDQL
Pripremljeni VX N O DV L p Q lij§kirN tdetodsvhBr@topibeE P H y X W L Par@adéuksk Y
SRWHQFLMDO QL@*3GsDOMH LVWUDALYDQ

Primjenom mehanokemijske aktivacije mljevenjem pripremljenkakristali PZQ s
OLPXQVNRP MDEXpPpQRP \kBdnnomL(R)Q&REnolnmY Kisglividg (32).

. R U L & W kelnikesuhay mljevenpa (NG) i POMHYHQMD X] NDWD O(LAGL,pNH NRC
uz ekvimolarni omjer lijeka i ispitivanikiselina LAG tijekom 30 minuta i 25 H® dodatkom
NDWDOLWL p Nota idARI@aohjé QotkristahDnQroduktima, dok se NG nije pokazao

XV S M.Haigrénjeni kokristali pokazuju pH ovisnu topljivogtablica 2) obzirom da
XSRWULMHE OM H Qithizabilne dkDpir@ Hi svdjoz &frékturi D QDMYHUX WRSOI
pokazujuu mediju pH vrijednosti 6.8.
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Tablica 2. Sastav i fizikalnekemijska karakterizacijaokristda koje su u svomLVWUDALYDQM
SULUHGLOL &XJRE1pPréuzetol XVDICOPXIIRY KDARDVQRVW L]GDYDpD

uzorak aditiv PZQ/ Metod Tonset "Huz (PZQ) | RDC/ so/mg mL-1
aditiv a (PZQ) Jgt % pH12]| pH45] pH 6,8
pripre oC
me
PZQ - - - 142,28 92,33 100,00 0,219
PZQ GR - - NG 136,34 74,33 80,94 0,220
PZQ/CA | citratna kiselina 11 LAG - - nova | 0,296 | 0,325 | 0,300
PZQ/MA | MDEXpQD]| (molarni - - forma | 0,390 | 0,464 | 0,405
PZQISA | salicilaina udio) - - 0,142 | 0,375 | 0,337
kiselina
PZQITA tartaratna - - 0,307 0,346 0,316
kiselina

NajLJUDAHQLMH SRYHUDQMH WRSOMLYRVWL XRpHQR MH I
NRMX VX SURY H Giv@r®otapawa idhéulirsrio@ VHIDDXQ RHP 1,2)i crijevnom
mediju (pH 6,8). Kao pokazateljprzine L RSVHJD RVOREDYDQNMDHWR U LN R®IIC
otopljenog lijeka nakon 15 minut@Qismin) te XpL QNRR VYW R K BEkD(HM Dinuta
(DEsomin) (tablica3) WH MH XRpHQR ]QDpDMQR &tépariaikbokokiistaaU ] LQH L

Tablica3. 3BRVWRWDN RVORERYVYHQ5M® @154) D XpQ ) NVRROVGVAREWNOIREM
nakon 60 minutallEsomn) ]D 3=4 L NRNULVWDO V t&iraxe Qt&karméL VH O L (
komplekse PZQ s ciklodekstrinim@reuzeto iz& XJRY pDQ L (91X ukDsGolasnedt
LIGD)YDpD

uzorak pH 1,2 pH 6,8
Qismind% DEsomind/% Q1smid % DEsomid %
PZQ 9,89“0,71 “ “ )
PZQ/MA 24,63"
PZQ/HPECD “
PZQ/MEECD
PZQ/SBEECD
PZQ/HPECD/MA
PZQ/MEECD/MA

Kokristali PZQs fenolnim kiselinam&32) pripremljeni syprimjenomLAG, D NRUL&WHQH
su katehuinska kiselina (PA), galna kiselina (GA) i ferulinska kiselina (PAJvedena je
detaljna fizikalnekemijska i strukturna karakterizacigrodukata.Kokristal s ferulinskom
kiselinompokazuuQ DML]JUBBRMBUNMEBMH W RS/GMWDRMWIL BIDRMEYV SROR:
QD PRGH O 81a@wisneskioriaentracije lijeka u plazmé W D dévigiosti o vremenu,
usporedno z&®ZQ i kokristal s ferulinskom kiselinorprikazana je na slid. U usporedbi s
PZQ, oralna primiena RNULVWDOD UH]XOWLUD (AUCsRR) EEREGDR SROF
postizanjem maksimalne plazmatske koncentraijex AaWR MH X SR]JLWLYQRM

14



SRYHUDQRP WRSOMLYRVWL L EUWiltdQ RPH RANPESARE@iéMe RS D aH C
] D G U & DMRI:N),Dnaksimalnglazmatsk&oncentracijadmay) i vrijeme polueliminacije
(t2) su istovjetni za oba ispitana produkARpQH YULMHGQRVWL IDUPDNRNLQ

oralnu primjenPZQ i kokristala s ferulinskom kiselinomtau u publikaciji nisu odredili.

35 o
; ~e—PRA —#-PRA-FA
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0 /:\0
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Slika 8. Ovisnost koncentracijeZQu plazmi o vremennakon oralne primjene PZQ i
NRNULVWDOD V IHUXOLQ M NaiBd NAO\Wrggpf@uRd?o @aigiN R UL P D
suradnici(32) X] VXJODVQRVW L]GDYDDpD

3.2.3. Priprenaciklodekstrinskih inkluzijskih kompleksaZQ mehaakemijskom
aktivacijom mljevenjem

5DQLMD LVWUD &L priprénméi irkiRz\sRifh kdvhilelEsd lijekova s ciklodekstrinima
(CD) PRAH]PHYX R\BWDYaWm®inWR V O R & jgkA i@ Mtro i in vivo te u nekim
VOXpDMHYLPD PDVN Lijgkays3, 3Q H XWRGN I RRIXHN@AQRiMeRG 3 =4
3=4 MH RDYRREWHPDWLPQD NRG GMHFH V RE]JLURP QD QHXJI
U tom smislu,2010. godinepripremljeni suinkluzijski kompleksi PZQs ECD metodom
liofilizacije (35). Ovi kompleksiSRND]DOL V>anBKRHGIRIID@WILHp N R R3EV P IOSRHYYIDQ M
] D U D &3dlfitdskima mansonametnicima.

8 LVWUDAKYDE@NMhEPR L WRUWOLG Qihe@EDokdhtsk aktivacija
mljevenjem u vibracijskim mlinovimipripremjeni subinarni i ternarninkluzijski kompleksi
PZQ s CD te su ispitana njihova farmaceutdkoH K Q RiflbRdmdceutska svojstva. iza
SULSUHPOMHQLK SURGXNDWD QrDviirey hizirte ofapanjpdkbz@liivstd WR SO'!
binarni kompleksi PZQs HP ECD (hidroksipropit £ciklodekstrin) i ME EZD (metilirant -
ciklodekstrin)te ternarni kompleksPZQ, M D EeXipelinei ovih CD (tablica3).
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Za te produkte provedesu testovi stabilnosti ptibrzanimuvjetima( “ f& “
RH) i ispitivanje fotokemijsle stabilnost koji su pokaali UD]J]OLpLWL VWXSEDQM UL
binarnim i ternarnim produktima, dok $eL WXQlpokazao stabilnimod istimuvjetima(slika
9).

1104 & PZQ & PZOMA = PZYHPRCD (A} 1104 [ Control [ UV treated (B)
+ PZOMERCD - PZOHPECDIMA = PZOMERCDMA — = = - —
804 | || ) = 7] i
- 70
£ z "
= Gl
3 B sl
& g o
30
104
&0 : : : . : :
0 20 40 &0 80 100 - ' ' T ' T
t{day) A
5 o e &
Q K& g e
v v

Slika 9. Stabilnost pri ubrzanimvjetima raspada (A) i fotokemijska stabilnost @)arnih i
ternarnih kompleksa PZQQUHX]JHWR L] &XJRBHDXDP UXVRDVGRVML L]GDY

8 WY Uy H Q &patixhalizibanlhuzorakaPZQ na ubrzanimuvjetimaprati pseudoe
kinetiku prvog reda, s’ 0,9180,986 a fotodegradacijdijeka u kompleksimaMH WDNRYyHU
] Q D p Dshk® BB). Ovakvi rezultati za inkluzijske komplekseCd nisu R p H Ni LobZr@n
dase&' pHWonski za kemijsku i fotokemijsku stabilizaciju djelatnih tvé3B). Smatra se
daCDGMHOXMX QD QDpLQ GIXAWRWEO MHRIHNXFDQWRMD QX axXs
M H y X VibLoRisi o dijelu molekule kojMH XNORSOMHQ X FHQWUDAB® X aXSO
MH FLMHOD PROHNXOD LOL UHDNWD&W WIS LR RJIFDG HINDX®@®MXDJ U
MHYyXWLP DNR VH UHDNWLY @dn BH @ WRURDOOHNHX GrébSEMHOHD H L &/]L
]Daw aiCB @ogu i katalizirati reakciju razgradnje, prijenosom elektrong®iaskupine
glukopiranoznih jedinica = Q D p D M DX(p LNieNkcije reaktivnihfunkcijskih skupina
djelatne tvari sa suptituentima @ MH]JUL &dWR GRYRGL GRnm@REMQMH GF
katalizira sam raspad i degradaciju.

Rendgensém analizom monokristala pokazano dBZQ stvara inkluzijske komplekse
QD Qdalséat@matski dd izokinolinskog prsten&X NODSD X FH Q W868).Mas@phia XSOML
SRGDFL R WHUPLpPNLP L IRWRNHP L ¥ poKdzEu 828R redk&juU D]JUD
X' N O Ml jnidl€kule(37,38) NRML QLMH |DAWLUSHCD NRPSOHNVDFLMRP

IDGDOMH ELQDUQL NRPSOHNV V +3 gazgiaRrjeddkjstH SULK
razgradnja kod kompleksaME &' |QDpDM QD OweQazhkBu stabilnosti mogu se
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SULSLVDWL YHUHP DILQLWifekd %Xa Dhtenaktip LsUipofiain R&iadiN X O H
VNXSLQRP &4WR UH]XOWLUD LJUDAHQLMLP NDWDOLWLpPNLP X

8YRYHQMHP MDEXpPpQH NLVH ®ihGhijeda GRIQBLH SARP | QB o)
GHVWDELOL]DFLMH VXVWDYD L RiSpbotaky Hisw priklddid GQ MH 3=
farmaceutsku primjenu.

8 VYUKX R Erv:beaigai de@abibzacijeZQ utiecajem CD LVWL DXIWRUL SU
su studije na dodatne ciklodekstrine XN O M X[ERMBRECD, SBEECD (natrijev
sulfobutileter £ ciklodekstrin) te su primjenom NMR spektrokopi¢ i docking studiama
ispitivali mehanizme inkluzij€39). Kompleksi su pripremljermehanokemijskom aktivacijom
u omjerima 1:1 i 1:4 (PZQ/CDbe analizirani NMR spektroskopijorma solubilizacijskim
LVSLWLY DQ M L Btabilvoxtinastalinkioyripl€ksh (K1, tablicab).

Tablica 5. Konstante stabilnostiKi:1), efikasnost kompleksiranjeCE, eng. Complexation
Efficiency L SRYHUD QM Hn\W&R 380 biharvdr kovdleks®ZQ s CD, dobivene
UD]OLpPpLWLP DQ D O(préukdidyd Lasehar HSw&IGidD (8)iz suglasnost ]|GDYDp D

ECD HP £D RM £D SBE £D
HPLC 456,77"19,68 ! ! !
Kyy/M1 UV-Vis 422,63 ! “ “
fluorescencija !
HPLC
CE UV-Vis
fluorescencija ! ! i} “
HPLC 5,26 10,63 16,58 15,44
SnaxS UV-Vis 4,73 8,44 15,17 12,19
fluorescencija | 5,09 9,51 15,79 16,37

Iz tablice 5 se P R aHa p Lda/sdvrdnje inkluzijskin kompleksa PZQ 50 &' L
6%( & UH]XOWLUD QB R Y HUMD&Mt. Mrijgdnost lonstanit stabilnosti
SRND]XMH GD VX LQWHUCINdou¥ria jakpPddyse kdmgdleksi smatraju
VWDELOQLPD D RSHW GRYROMQR VODEH GD QH RJUDQLpPpDY
u organizmuy40).

Analizom naprednim 2D NMR tehnikama pokaage kako uz aromatski dio koji se
XJUDYyXAWHRWUDOQX aXSOMLRLNOCROHNXDEIVEBIL L SLUD]JLQVN
sudjeluju u interakciji €D.

SvipripremlieniNRPSOHNVL SRGYUJQXWL VX XYMHWLPD XEU]L
razgradnja do 38%od PZQ kompleksa HP ECD. ProizlazidaseP]LQD GHJUDGDFLMH
SRYH]DWL V NRQVWDQWRP VWDELO QR VRahstaidr stabiheshl VD aWw
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kompleksadolazido]QDpDMQLMH UD]JUDG Q WjdtiBe=Jah®eétal 4YSLWLYDOQL
pokazali n&kompleksima CD a&spironolaktoom G D N UL W L pkatXlizXandgdz2graxdniji

lijeka imaju hidroksilne skupinea CD (slika 10). U inkluzijskim konpleksima s PZQ isto se
SRND]DOR WRPQLP MHU NKHR b@HRB D iidikloGekstiddnG ok Lsi D
KRPSOHNVL D 50 &' L kérdgki&tebimljiOobziromna reducirani broj slobodnih

OH skupina.

A OR
RO o O,
0
OR " Ro
OR
o B
Ol
RO
d RO,
OR

R

Methyl-B-cyclodextrin
o 0 R=-Hor-CH,

OR
RO 3
o (2-hydroxypropyl)-B-cyclodextrin

OR

OR
CH,

2 R=-ITor /\(

OR

OR OH
o oR OR ooR 2
O or
RO
o
OR

Slika 10. 6WUXNWXUD FLNOR G H ptiprévid inlizijshifR kbm@lek$aQRZQ X
primjenom mehanokemijskaktivacie SUHX]J]HWR X] VXJOBRNVQRVW L]GDYDpD

Primjenom LCHRMS i MS/MS tehnikadentificirani su neki od razgradnih produkata
PZQi usporedbom s poznatim produktini® S D JeHdad®/aranjenmrkompleksas CD nastaju
i novi, nikad identificiranirazgradniprodukti (tablicab).
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Tablica 6. Pogs poznatih i pretpostavljenitazgradnihprodukata PZQ i PZQ/CD kompleksa
koji se formirajupri uvjetimaubrzanerazgradnjg f &75% RH, 3 mjesecdjPreuzeto iz
ASHKDU L 3 YXPEFRIBDVQRVW L]GDYDpPD

Observed
ymbol RRT e Formula Product ions, m/z Proposed structure
130 (148-18), 105,
I 0.57 148.0751 CyHgNO
91,79
S H
197 (215-18),187,
n 0.57 2150812  CpH N0, \
144, 127 /
199 (217-18), 189,
1 0.60  217.0966 CioH;pN O, "
146, 129 e NY
327 (345-18), 235, [\ ,IL N
v 0.77 3451804  CjoHuN,04 '
217, 160, 83 .;./I\FI\-T’J EVJ
283 (301-18), 273 = a
) ) ] \\Jx A J’Lv/
v 0.86  301.1804 C3H24N-04 (301-28), 256, ]’ ¥ T j
) »HV/”\\ T
191.174, 146, 83 |
VI 090 3781812 CubaNoO, 257220200058 | 1 T T ]
T
2N
, ‘ _ _ ] 1
V1T 0.90  273.1959 C7HuN:0 256, 163, 146, 83 NNy \,/\1
O
VIII 110 329.1864  CiHnN,05 219,201, 188, 83
IX 1.14 327.0785 CioH2N,04 271, 83

283,201, 173, 132,
X 117 3111729 CisHypN,0, =
e
325 (343-18), 233, y
XI 123 343.1688  CyoHy;N,04
202, 174,130,834 .

RRT = RT (degradatioproduct)/RT(PZQ)
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3.2.4. Priprema polimernih disperzija PZ&yovidonom krospovidonom

mehanokemijskom aktivacijom

B. Perissuttii suradnici(43) proveli sumljevenge PZQu vibracijskimmlinovima uz dodatak
polimera:povidona(PVP); kopovidona(1-vinilpirolidone-co-vinil acetat, PVPVA)natrijevog

a N UdRKblata (SSG) i mironiziranog krospovidoma (CROSPVP) Pripravljenesu binarne

smjeseu masenom omjeriPZQ/polimer1:1 i 1:2 (NVSHULPHQWL POMHYHQMEC
vibracijskom mlinu sposudama odirkonijevog oksida uz dodatg&dnevelike ili tri manje

kuglice SULPMHQRP VWDWLVWL p N RoderSapi@Kolu priRadabodtablicS H U L P H G
1.

Tablica7. 3SURWRNRO LV WhwRPAQDghmBrirBdkdjedPsD lgroveli Perissultti i
suradnici B. Perissutti suradnici(43) preuzetoX] VXJODVQRVW L]GDYDpD

eksperiment Xy(wt) | X» Xsh | X4Hz | X5 Y% | Yo% | Ya/mgL-1
1 1:1 3s 4 20 CROSPVP | 9,61 87,22 | 436,77
2 1:1 3s 4 20 CROSPVP | 11,99 | 89,93 | 448,26
3 1:1 lls* | 4 30 PVPA 21,36 | 94,94 | 282,08
4 1:1 lis |4 30 PVPA 37,39 | 94,12 | 220,01
5 1:1 3s 1 30 SSG 69,37 | 100,00 285,59
6 1:1 3s 1 30 SSG 73,45 | 100,00 282,05
7 1:1 lls |1 20 PVP 42,54 | 94,60 | 229,49
8 1:1 lis |1 20 PVP 25,66 | 96,51 | 290,68
9 1:2 lis |1 30 CROSPVP | 0 88,63 | 210,71
10 1:2 lis |1 30 CROSPVP | 0 91,65 | 200,71
11 1:2 3s 1 20 PVPA 0 90,47 | 113,35
12 1:2 3s 1 20 PVPA 1,49 92,09 | 93,56
13 1:2 lis |4 20 SSG 0 90,32 | 127,48
14 1:2 lis |4 20 SSG 0 91,24 | 135,51
15 1:2 3s 4 30 PVP 0 94,13 | 110,11
16 1:2 3s 4 30 PVP 10,85 | 94,84 | 140,29

PDVHQL RGQRVY GMHODWQH WYDUL L SROLPHUD < RVWDWQD NULV
SRVWDYNH POLQD < VDGU&DM 3=4 QDNRQ POMHYHQMD
YULMHPH POMHYHQMD K < SRYHUDQMH WROMLYRVWL PJ/

X4 = frekvencija mlina

X5 = vrstapolimera

3s* = 3 sfere od 15 mm

1lIs* = jedna velika sfera od 20 mm

Rezultati pokazuju da uklapanjem u polimerne disperzije taptgvost PZQ porasla,
a RVLP R YUVWL SROLPHUD NRML MH NRUL topijiMost NDR DGL
proporcionalna vremenom mljevenja. RMYHUH SRY H U DSQUM P LWV§EEQISMERY RV W L
PZQ:CROSPVP (1:1koja je mljevena 4 sat88 VYLP X]RUFLP DisGkBgs@panM H G R

anorfizacije (slikall).
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—PZQ ——CROSPVP COGROUND —PM —after 6 months

500

400 -

300

rel. intensity (a.u.)

g

100

0 S 10 15 20 25 30
2 theta angle

Slika1l. 3;5' VSHNWUL pLVW ROSRWP4, 111 VW Ridess(PM), mljeverog
produkta odmah nakon pripreme (COGROUNDh#&on 6 mjesedB. Perissutti suradnici
(43) preuzetoX] VXJODVQRVW L]GDYDpD

2EJLURP QD XWY UBZ9@eXgratNjiCtiRKkpRl}venja, provedenje niz
eksperimenatgdije su uzorci mljevenpri sobnoj temperaturiu kriogenim uvjetimatablica
8).2

aFor cryoegrinding (CC) experiments, prior to milling, the jars contairtimgsamples were immersed in liquid

nitrogen for 1 min; recooling of the milling jars with liquid nitrogen for 1 min was performagery 15 min of
milling.
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Tablica8. SWMHFDM WHKQRORANLK SWHJWDHPGIIW ¥ D G UFAD REGY B Q M D W
nakon mehanokemijske aktivacif@. Perissuttii suradnici (43) preuzetouz suglasnost
L]GDYDpD

eksperiment 6 O X p Varijable eksperimenta Eksperimentalni odgovori
red T/min | Frekvencija/Hz| Temperaturg formulacija 6 D G | Ostatna

PZQ/% | NULVWDO|

1 6 30 15 RT?2 PZQ 100,00;| 79,89; 86,89
100,00

2 10 90 15 RT PZQ 100,00;| 86,41; 71,34
100,00

3 11 30 25 RT PZQ 100,00;| 74,09; 72,69
100,00

4 15 90 25 RT PZQ 99,97; | 81,82; 80,84
100,00

5 18 30 15 ce PZQ 100,00;| 72,31; 75,52
100,00

6 22 90 15 CC PZQ 100,00;| 44,93; 47,97
100,00

7 3 30 25 CC PZQ 100,00;| 22,48;23,08
100,00

8 5 90 25 CcC PZQ 100,00;| 2,37; 2,52
100,00

9 12 30 15 RT PZQ:PVP 100,00;| 48,47; 45,20
100,00

10 24 90 15 RT PZQ:PVP 97,25; | 5,66; 5,26
96,84

11 2 30 25 RT PZQ:PVP 97,07; | 29,66; 12,85
95,88

12 23 90 25 RT PZQ:PVP 94,74; | 36,76; 44,47
95,35

13 21 30 15 CC PZQ:PVP 98,92; | 47,18; 48,02
98,79

14 16 90 15 CcC PZQ:PVP 98,03; | 10,29; 12,78
97,76

15 4 30 25 CC PZQ:PVP 97,00; | 7,29; 3,19
96,82

16 9 90 25 CC PZQ:PVP 95,19; | 0,00; 0,00
95,79

17 1 30 15 RT PZQ:CROSPVRA 100,00;| 45,89; 47,68
99,67

18 20 90 15 RT PZQ:CROSPVP 96,30; | 16,14; 11,15
96,48

19 17 30 25 RT PZQ:CROSPVP 96,32; | 24,25; 11,05
95,81

20 19 90 25 RT PZQ:CROSPVH 94,35; | 12,31; 18,58
95,18

21 14 30 15 CC PZQ:CROSPVH 98,91; | 55,79; 53,70
99,04

22 7 90 15 CC PZQ:CROSPVP 98,04; | 7,82; 11,46
97,76

23 13 30 25 CC PZQ:CROSPVPH 96,32; | 0,00; 0,00
95,81

24 8 90 25 CC PZQ:CROSPVP 94,28; | 4,05, 5,98
94,18

a8RT = room temperature
bCC = criogenic conditions (kriogeni uvjeti)
¢50:50 (w/w)
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Priikom RGUHYLYDQMD VDGUADMD OLMHND X SULSUHPOMI
kromatogramima jeXRpHQ QRY L42 kv QAOMHJ QLMH ELOR dpRahiiH SRYF
R Q H p L & iopisahinizRRPY Qu monografijamaljelatne tvaru Ph. Euri USP. Ovaj rezultat
potaknuo jenastaak LV W U D@4) ¥ Billemlidentifikacije nastalih razgradnih produkata te
je mehanokemijsi sinteza provedensl R UL a8 W H Q M IdrPuvRntakdi Ll Prethodnim
VWXGLMDPD UH]XOWLUDOL QDM@®bBligdoy VWXSQMHP UDJ]JUDGAQ

Tablica 9. Sastav smjesa i procesni parametehanokemijske sinteze studiji aDJXG L
suradnici koja je za cilj imalatkrivanje strukture razgradnih produkata nastalih tijekom
mljevenja PZQ s PVP i CROSPVRDJX G L V(#*4YJdpeGz@th BAsuglasnost]GD)Y D p D

uzorak Sasav (1:1 wt) Vrijeme/ h Frekvencija /Hz
PZQ1 PZQ:PVP 4 20
PZQ2 PZQ:CROSPVP 4 20
PZQ 3 PZQ:PVP 1,5 25
PZQ 4 PZQ:CROSPVP 1,5 25

Za analizu uzoraka R U L & Wdp&xtrbskbXiskenetode HPLC/MS, GC/MS i NMR
9HU XV SR GOCkd»EBE&IYrama mljevenih smjesa s uzorkom PZQ vidljivaleda dolazi
G R ] Q DrpZymddpjel lijekdslika 12).

MS ES+ :TIC Smooth (Mn, 1x1) ()] 1.0a+008
59%
1.00
1
PZQ {
11
|| m  ag G
n 9%
A ute Y4 FR
o T T T T T T T T Tima
0.25 0.50 0.75 1.00 1.35 1.50 1.75 2.00
M3 ES+ :TIC Smooth (Mn, 1x1) M 8. 104007
28%
1.00
{2) |||
- ol M/z147 &“’ o | ®
.'\ 4 0. u (13)
|'I \ 0.70 | 1 10 121‘:
. ! t VWA, e
r-—rrrrr-r-r-rrToo00T T T T T 1 T T T T e Tima
0.25 0.50 0.15 1 IHI 1.325 1.50 1.75 2.00
MS ES+ :TIC Smooth (Mn, 1x1) m 8.Ta+007

25%

15%

1.00
PZQ 2 m/z311 |
\ ( ()
)
@ o.sopl 1
: 13 (15
0.6z |'r|'. \ | I|| w on e
n, J \ ]_‘_:,; 1.64 1.78
- L] rimm

0.75 1.00 1.25 1.50 1.75 2.00

Slika 12. Usporedba&C-MS kromatogramd@®ZQ Q D M PZ@ll PZQ2 uzorka dobivenih
mehanokemijskomebradom PZQ(aDJXG L VXUDGQLFL SUHX]HWR X] VX
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Rezultati pokazujda RYLVQR R NRULAWHQRP SROLPHO& X SURFI
GR UD]OLPpLWLK SXwbrivhBPZ{D | PXZI3 GoQdf keliki pik molekularnenase
m/z WH PQRAWYR P DQWzBKL 313N RY dokruRortnaPZQ2 i PZQ4 pik
m/z147 je manjinski produkt dok je pik/z YHULQVNL SURGXNW
Da bi se dobile dodatne informaciestrukturi razgradnih produkagamimljenisu i*H NMR
spektri. Na temelju svih informacija identificirane su najvjerojatnije struktaegradnih

produkata(slika 13).
SR P4
N

PZ
grinding with PV Q wjding with CROSPVP
(0]
HN H 0]
a N/Y
major degradation H X N H

products et Het
DEG 1 DEG 2

Slika 13. Glavni razradni produkDEG1 (m/z147) iDEG2 (m/z311)nakon mljevenja PZQ
u vibracijskom mlinu(aDJXG L VXUDSGUHDAHWR X] VXJODVQRVW L]

RazgradnproduktDEGL1 je varijacija strukture koja je identificirana prilikom stuedij
IRWRNDWDOLWL p N36). Bikukture [@ Fpkeipbbta8ledaantemelju studije NMR
spektraPZQ1 uzorka (slikal4) u kojem sevidesignalL VSHFLILpQL ]D RYX PROHNX(
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Slika 14. Dio *H NMR spektra uzork®ZQ1. (ADJX G L V(X4 ebfeto kit suglasnost
L]GDYDpD

StrukturaDEG1 LPD VSHFLILpDQH SkugiqubD®© sg Dazlikuje od prije
pretpostavljene strukture dobivene fotolizom.
Postojisprega M i Ha protona(5,5 ppm) p LMD MH NN \L48 BORMDN na 8L ppm
po pomaku spada u protone na aromatskom prstenu, a ostatak aromatskihnaietzirese u
multipletu na B-76 ppm.6 YH RYR GDOR MH pYUDEBEBX SRWYUGX VWUXN\
9 H U L Qazbtradni produkt DEG2 koji nastaje tijekom mljevenja s CROSPVP
polimerom, masen/z WDNRYHU MH VWH XMWRpekiQIRoSjen@liKaUI5H Q
Ovdjesu u NMR spektru vidljivi etenski protoni s konstantom sprege od /] aWR ]QDpL GI
su u tranrijentacijijedansdrugim. 2YL SURWRQL SRPDNQXW Ltogovo66 DOHNR
R WRPH GD VH QDOD]H X NHPLMVNRJ RNR €efék(ptklaNj@dD LK RV
XJURNXMH DWRP G XaL N Rewjske Bah€fdrichgcieN@le bl Hovéld Bo ovakvog
GHIJUDGDFLMVNRJ SURGXNWD XNOMXpXMntali M dtEMmQEM H M H G

formiranje dvije nove konjugirane veze.
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Slika 15. Dio *H NMR spektra uzork®ZQ2. (ADJX G L V(X¥4) ebLto iz suglasnost
L]GDYDpD

Polimerne disperziie PZQs PVP te novi polimorfni oblik B pripremljen
mehanokemijskom aktivacijom uklopliegne S§ GDOMQMLP V Xu mkvdjesiceL YDQM L
pripremljenetehnologijom sprekogeliranja N R U L&aMdi 50/13 neionski surfaktantkao
Q R \(MB)p Cilj je bio razviti farmaceutski oblik lijeka prikladan za primjenu u pedijatrijskoj
populaciji Provedena je detaljna fizikald@mijska i farmaceutskWWHK QR ORA&ND NDUDNW
pripremljenih uzorakaUsporedbonin vitro SURILOD RVOREDYyDQMD GMHODWQ
pripremliene P L N U R ppokaxviju FRIDRPDMH SRYHUDQMH E EHdQddndsy ORED Yy
napYUVWH |IRdIKRHB)34AVR VH PRAH SULSLVDWL GRGDWQRP XpL
U takvom sustavu mehanokemijski aktivirani oblici lijeka tvgw UVWH GLVSHU]JLMH QD
LOL DPRUIQH WH pYUVWH R¥& RS/trQiH/ SX WBIRVDEIMIR XWLQNRRKR U
protiv Schistosoma mansoparazita su pokazala da se uklapangktiviranih oblika PZQ ne
PLMHQMD QMHJRY WHUDSLMVNL XpLQDN 2GouBFafmadmH QLK V X
3=4 SRND]XMX QD M Yddljinji. ra@\»jWddifatFjskd Dr@uldije ovog lijeka.
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Slika 16.In vitro pURILOL RVRZQ ED yDMMDpLWH SROLPRUIQH REOLN
disperzije s PVP pripremljene mehanokemijskom aktivacijssane ili uklopljene u
PLNURPHVWLFH V (pr@etdiz BIBeRIni i suradni¢ds)).

3.2.5. Mljevenje PZQ snezopooznim silicijevim dioksidom

Mezoporozni materijali zanimljivi su za upotrebu u farmaceutici zbog téaganidgu
stabilizirati nestabilne amorfreblike WH SRYHUDWL W#AS Q@ MQ R BOjame MR L
tvari u organizmy46). Deponiranje molekula djelatne tvari u otvore mezopoih materijala
RELPQR XNOMXpXMH XSRWUHEX S tha )¢ €& delakhaRvdrdiip® VN LK R\
(47). 2E]JLURP GD MH LJEMHJDYDQMH YHOLNLK NROLpPLQD RUJ
HNRORANL Stannslagierddpdhiranjé/tditlatnih tvari, bez upotrebe otapAlalvent
freed

U nedavnomLVW U D aDYRX G M.V ¥8),PEaQjd pddrgnutsuhan mljevenyu
uz dodataka Syloid 244 EPVLQWHWLPNRJ VL QUz6rtiMiHpriftemlj@ni RrN V L G D
masenom omijerdijeka i Syloid 244 FP1:1 X] PHKDQLpPNX DNWLYWYDFLMX |
vibracijskom mliny N R U L poduié# il tadna tijelaod cirkonijevogoksida, uzfrekvenciu
mljevenja od 25 Hz.Promjene u fizikalnimkarakteristkamaSUDUHQH VX '&6 L ;53
metodamaa sadJ alleka X POMHYHQLP X]RUFLP-DV&datbiy.PoRazildd +3 /&

b6</2,'S ) 3 P D WayhthBti® amdtphous silica
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se damljevenje sasilikatom promovira nastajangmorfnekrutine u vrlo kratkom roku Y H U
nakon 15 minuta (slika 17).

Slika 17.SEM slike [ SRY HIEDPRZE bl Syloid 244 FP; c) COG 2 (30 min); COG
1(15min).(aDJXG L V#3YMeBz8th Bdsuglasnokt]GD)Y D p D

Obzirom na brzi prelazakjeka u amorfni oblik ELOR MH Y UORkeWiB&QR LVSL
stabilnost lijeka u sustaviHPLC analiza mljevenih uzoraka pokazala jendgevenjem pri
sobnoj temperaturi dolazi do parcijalrezgradnjedjelatne tvari i smanjenjajenogVDGUaDMD X
mljevenimproduktima SmjeseCOG 1 karakteriziraV D G BZQDobB6.12% “ 0.35, a smjesa
COG 296.08% “0.51L. 8 VOXpDMX 6\ORLGD pPUWLEUHP.GNBQWP WHMB a
tarionikupokazuje VP D Q M H Q M Hijeka WaDo8.4BA&OMX 2YDNYR SRQD&ADQMH SR
MH YV pLQMHQLFRP GD pHVWLFH VLOLNDWD LPDMX YLVRNR D

28



Analiza razgradnih produkagarovedenge primjenomHPLC-MS i NMR analiza.U
kromatogramim uzorakamljevenih saSyloidom 244 FP W Y U y H Qdestiji khovd ik pri
m/z345(slika 18).

Slika 18.Kromatogram COG 1 uzorka s masenim spektrom novog piked88 thin.(aD J X G
isuradnici48 SUHX]J]HWR X] VXJODVQRVW L]GDYDDpPD

Fragmentkoji su dobiveni u masenom spketrm/£329) ukazuju na gubitak kisika, dok

fragmentm/z XND]XMH QdubikRwidiPYH LQIRUPDFLMH LVNRUL&W

pretpostavi najvjerojatnija strukturazgradnog produkt@P 1(shema 1

Shema 1RazgradnproduktPZQ nasta@rilikom mljevenjauz dodatalSyloida 244 FP.
(ADJXG L VXU DGOIXAHWR X] VXJODVQRVW L]GDYDD

Detaljna analizaH NMR spektara potvrdila je struktuprefpostavljenu za DP kao

najizgledniju (slika 19).
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Slika 19.UsporedbaH NMR spektaraa) PZQ, b)MIX 1,¢c)COG 1,d)COG 2. (aDJXG L
suradnici48 SUHX]HWR X] VXJODVQRVW L]GDYDpD

9LGH VH NDUDNWHULVWLPQL VLIQDOL &+2 VNXSLQH X (
55.i SSP VD VOLPpQLP NRQVWDQWDP PZY SIk#&l2H ON®RaSURWR
protona pokazuju da je dio cikloheksanskog kostura ostao isti.

Slika 20. Alifatski i aromatski dijelovitH NMR spektra COG1(ADJXG L V38U DGQLFL
preuzetouzVXJODVQRYW L]GDYDpD
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Obzirom da razgradni produkt ima CHO i OH skupkemmijske transformacije koje bi
PRJOH ELWL neboladibixnir&h{@ddl ofvaranje prstena te oksidacavakva struktura
ne pripadaranije karakteriziraninrazgradnim produktima a8WR XND]XMH QD QRYH P

raspada.

3.26. OOMHYHQMH 3=4 V SRYU&GLQVNL DNWLYQLP WYDULPD

Mljevenje uzdodatalS RY UAL QV NL DoNiVe priéi@d] &R WYDSUHYyHQMH WRSOML
otapanjaPZQ.Gaggero i suradni¢#9) provelisu mehanokemijskaktivacijuPZQuz dodatak
poloksamea F-127 (Pluronic) i saharezstearaa (Surfhope).U tablici 10 prikazani su
WHKQRORANL SDUDPHWUL WLMH NRiBra8ijskinsralirbRimaX ] RUDND PO

Tablica 10. Pregled SULSUHPOMHQLK X]RUDND mljgVanf@ROkRZANLK SLC
temperature uzorkaD Q D @dpaviamN/ D G U & D kbeRorOnljstenidireuzeto izZGaggero
i suradnici(49) X] VXJODVQRVW L]GDYDpD

Oznaka 3RPRUQL Omjer(wt) Vrijeme Temperatura 6DGUA

uzorka mljevenjadmin | uzorka nakon PZQ/%
mljevenja

P-G-1A - - 30 29,31"0,28

P-G-1B - - 90 29,27

P-G-2A F-127 20:1 30 29,85

P-G-2B 90 !

P-G-3A C 1816 20:1 30

P-G-3B 90

P-G-4A F-127 10:1 30

P-G-4B 10:2

P-G-4C 10:3

P-G-5A C 1816 10:1 30

P-G-5B 10:2

P-G-5C 10:3

*RGQRV LIPHyX VDGUADMD 3=4 X X]JRUNX RGUHYHQRJ SRPRUX NURPDWR
XJRUNX RGUHYHQH YDIJDQMHP WLMHNRP SULSUHPH X]J]RUND ]D POMHYHQI

Provedena je detaljna fizikald@mijska karakterizacija uzoraka, s posebnim osvrtom
naVDGUADM OLMHabizeX0 XIIR WBDLNPDYyHU SURYHGHQD VX1 LVSLWL
vitro brzine otapanjdijeka, ain vitro permeabilnostiz razvijenih sugva ispitana je na

monoslojuCace?2 stanica
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Tablica 11. Pregled fizikalnekemijskih karakteristka WDOL&aWH HQWDOSLMD WD
NULVWDOLQLDpQR Maraddidviaiimnm RV IO]RENYO QavidlizifhiiMuzdxaRka L |
Postotak RVORERYHQH GMHODW QshipVWDXJAL QD NRIRFMPHIQX EU]JLQF
XPpLQNRYLWRVW RVOREDIEQMDRPRPNRXMH PLODKXAMWIHQ X RSVH
(preuzeto iZGaggero i suradni¢d9) X] VXJODVQRVW L]GDYDpD

uzorak Tonset/OC ' Hfuz/ng RDC/% QlSmir/% DEsomid%
PZQ 140,23 95,52 100,00 8,05“1,60 26,72"3,40
P-GR-1A 135,70 75,57 79,11 26,01"1,44 48,593,52
P-GR-1B 134,32 70,21 73,51 15,531,45 31,192,29
P-PM1 139,29 89,96 99,01 70,45"3,06 77,73"2,34
P-GR-2A 136,46 90,83 95,09 41,051,27 49,421,95
P-GR-2B 133,06 72,79 76,20 46,68"6,35 58,531,72
P-PM2 137,21 88,71 97,62 56,49“2,14 46,52"3,88
P-GR-3A 132,89 76,23 79,80 43,331,34 52,37%1,98
P-GR-3B 130,38 62,63 65,57 10,72%0,78 43,684,06
P-GR-4A 136,47 80,26 84,02 62,271,71 69,22“0,74
P-GR-4B 135,97 76,08 79,64 68,79“3,45 73,67°5,52
P-GR-4C 134,13 73,03 76,45 71,46“1,07 91,52%1,09
P-GR-5A 133,77 72,29 75,68 59,36“1,15 71,96“3,99
P-GR-5B 130,02 69,12 72,36 66,45"5,19 79,393,15
P-GR-5C 128,11 65,37 68,43 77,62"1,28 81,692,06

P-PM1iR30 VX IL]JLPNH PMH&DYILQ& 3=4 ¥ RED VOXpDMD RPMHU MH

Rezultati pokazuju da ljevenjePZQs S R Y U aktynimitizarimapridonositopljivost
L RV O RiHiBka@itvo 7DEOLFD AWR VHCOCRRAIHD GRMSDRFRWIL |G H
WLMHNRP POMHYHQMD WH ORNDOQRP XpLQNXPrBlRMO&1aLQVNL
SRYUALQVNL DmigVtj¥o@la R DWYQWULQ]JLPpNL GREUXN&meUPHDELC

koeficijent permeabilnosPgpp) zaPZQiznosio je ®cm s'1, dok je zgrodukte
|’5cm Sil’
cm st lako je vrijednosPapp ]D SURGXNW V SRORNVDPF
YHUD X RGQRVX QD RQDM ]D pLVWL OLMHN L SURGXNW VD
] Q D b (pbM Q@) Dobra topljivost i permeabilnost lijeka preduvjetisux® SMHaQX DSVRUS
lijeka oralnom primjenom.

Primjenom UPLGMS i+ 105 VSHNWUR V N ReSikévhifsRa SabihaHtFYR
u uvjetima mljevenja, obzirom na prethodne primjere pokazane nestabilnosti. Pokazalo se kako
POMHYHQMH V SRYUA&ELQV Nzcck@vAIWS Y ® DP WIERA DD M H
uzorcima D X VSHNWULPD QLVX XRpHQL VLJQDOL NRML EL XSX
razgradnih produkat?2 YR EL LQGLFLUDOR GD VX GY Iphklddhi &08viWLY D QH
za proces mlievenja RPRJXUXMXUL XQDSU tdKkiH KaMkterigikeR lijekd RiD F H X

izbjegavang njegovekemijskerazgradnjes samom procesu.

pripremljene mljevenjens poloksamerom i sukroza stearatom “ 1

odnosno “ T
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4. RASPRAVA
4.1. Teorijski putevi razgradnjPZQ

PZQje mala molekula koja svojoj strukturiVD G U AL aHW H UiRis@mt@ pirakikbN VD Q V N
izokinolinski prsten Dobro su opisan njegov putovi razgradnjeu razne metabolite nutar

organizna. Opisaro je 17 metabolitakoji nastaju izoba enantiomerajékom prvog prolaza

kroz jetru (slika 2, poglavlje 1.2.)Ovalo YLVRN VWXSDQM PHWDREHOLPpNRJI
S RY L aibkénXijskureaktivnostrZzQ aWR MH L Q2@ RNGIUW Kevh(@RU nestabilnost

same molekule, odnosno sklonost kemijskim transformacijama.

Tijekom pregleda literaturnh podataka o produktima PZQ pripremljenih
mehanokemijskom aktivaciocX RpHQ MH L]J]ROLUDQ Lrazgeadrghpvoduki& L UDQ Y|
Da bi semljevenje kao proces optimizacijdiofarmaceutskihsvojstavalijekova, moglo
X N O M XrluswijskuXproizvodnjPZQ SRWUHEQR MH GREUR UD&pODQLWI
razgradnje i bjasniti njihove mehanizme u svrhu otklanjamastabilnostidjelatne tvari

tijekom mljevenja kontrole procesformulacije ljekaX EXGXUQRVWL

PrimjenomSAR program LhasaZenett PRJXUH MH ODN&H REMDVQLWL
putevePZQ pLML VX SURGXNWL HNYVYB HRAFGN W B0 g MHANVDPR Y HW
Zeneth je soWZDUH NRML RPRJXUDYD SUHGYLYDQMIG WPHYIKQLK S
uvjettimaWHPSHUDWXUH WODND S+ W HBgdbprogrampRpazZRaA HP L M V N
po V S H Filnldtjakurnimdijelovima PROHNXOH NRML Veaktivi 83D [ XQ DRODQQM +
programje na postavkama, gotovo sigurnih transforma¢§8,2% vjerojatnostl relativnho
blagim uvjetima grisutno svjetlo, zraki/ili kisik, temperatura2®’C, po potrebi radikalski

inicijatori ili peroksidj predvidio puteve na slici 22ablica 11

ZaPZQsupJHGY briyjtigayé&akcjaNRMH VH V YLVRNRP YMHURMDWQ|
na molekuli.Sve ove reakcije/ SD G D M X Xufta it terhp khatdlizirae oksidacije(slika
21).

¢ Zeneth program 8.1.1., Zeneth Knowledgase 2020.1.0.
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Slika 21 Putevirazgradnje PZQ5 U H G Yotimjem@raprograma Lhasa Zeneth.
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Tablical2 3IXWHYL UD]JUDGQMH 3=4 SUHGYLYHQL SULPMHQRP S
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@

Slika 22. 0 R J Xgiddukt &sidacig PZQ u hemiamidal.

JedanRG PRJXULK SXW N-¥lKl-d&ideVNB MELWIDHGUAH YR@GLNRYH D
S R O Rja bKdidacijamolekularnim kisikom, DNR SRVWRMH RGUMDR QAWRDWO C
radikali ili svjetlo (50). Pri tome bi mogamastati hemiamidal kakav je prikazan na sli2i 2
Oksidacija seau teoriji PRaH G R JR GkakdniHomQi§ljikovom atomu i s druge strane

amida(slika 23).

Slika23. ORJX UL S WKBdac{gNMarBonihe amiche skupinenamolekuliPZQ

Teorijska eakcijaoksidacie NDNYX MH SURJUDPVNL VRIWZDUH NR
RYDNYRJ SRQDAaD Q prikazaRj®nhNhe@H 3=4

Shema2. Reakcija oksidacije Skarbonilnih amida
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Opisani PRIJXMHKDQL]DP ]DSRpPpLQMH H N \$tvéine hétilehskog P YRGL
ugljikova atomaar H] X O W L U D MdaiehgitalB KBdikhi@Qastaje hidropkssradikal koji
PRaH X]HWL YR G Ld¥stRpBodal FORRN R MHUL p H Peroksid. \ObzbavhidaK L G U R
hidroperoksidi nisu stabilni dolazi to eliminacije i nastaiarbonilkarboksilna kiselina ili
neki njezin deriva(s1).

7UHUbdkswWdcEENRML MH PRJX unhblgddIPRZE @ lokidatiyrid cijepanje
PRJIJXUL SURGXNW RYDNYHslRPONFLMH SULND]DQ MH QD

Slika 24. 0 R J X igra@acijski produkt oksidativnog cijepaifdQ

'R RNVLGDWLYQRJ FLMHSDQMD WHRUHWVNL PRAaH GR

funkcionaliziranekarboksilne kiseline ili derivate (sher8a

Shemad. Oksidativno cijepanje funkcionalizirane karboksilne kiseline

Razlika L ] P Hméhanizma putakoji vodi u oksidatvno cijepanjeili druge opisane
derivate oksidacijeje samo u WRPH N D N RS RIQHD @ithrno stvoren nestabilni
P HY XS U R@Epedksid. Ovakva tri P R J X tagradnaprodukta, primarno nastala
oksidacijom uz nekpogodniLQLFLMDWRU Q D M p idténinjeimyaMagvéaiodalie PRJI X X
AWR MH SULNRIJDQR L QD VOLFL
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Slika 25. Reakcijeoksidacije na primarno dobivendmemdialu.

Hemiamidal VH P R aH oksi@r&idiMksidativno cijepéi S UL imébBxasta
produkti prikazani na slici2 V D YMHURMDWOQRAaAUX NR MXodakil®JUDP SU
dobiven okgdativnimcijepanjemobzirom na svojstrukturul YHUL EURM IXQNFLRQDO¢
LPD YL4H QDpLQD Q D, dbRrghtin®PpRisubhe W jeslikalaap W L
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Slika26. ORJXUH UHD N F LRedati$0gre@panjsv D R
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Ovakav niz reakcijaksidacie PRaH VHWGHROWMMVNL ]JDPLAOMDWL NUR] Y
NRMHP VWXSQMX UuH UD]JJUDGQMD VWDWL RYLVLWL UH R C
9DAaQR MH QDJO awterinhpredDktimX ra@dpadnje, koji imaju NH skupine vrlo
izgledne ireakcijeN-aciliranp. JGMH UH VO R E RiGiIQreadirbtiNeXilQi@ Balidria,

anhidridima imidima, itd.

4.2. Usporedbanehanizamaastankaeorijskii literaturno opisanih
razgradnilprodukataPZQ

Razgradniprodukti nastalitijekom procesamljevenjaPZQ p L M Ktroktureuzete u obzir u

daljnjim usporedbamau onekoje suprefpostavlijene N R U L 8¢ ihgétode analiza (MS i

NMR) i oni supobrojanina slici Z. Obzirom da je ostatak struktura identificiran samo na

temelju HPLC/MS i MS/MS fragmentacije bentprde NMR analize te strukture nemaju
GRYROMQX SRWYUGX GD EL ELOH N Riptadrgptodd3aPHKDQLVWLp!|

DEG 1 DEG 2 DP
Slika 27. Tri poznate i opisane razgradne strukture PZQ nastale u procesu mehanokemijske
aktivacije

Prilikom pretpostavkireakcia NRMH VX PRJOH GRUL X RE]JLU WLMH
RSLVDQLK UD]JJUDGQLK SURGXNDWD VDPL DXWRUL VX X
oksidacija koje su se mogle dogod@éiWR MH X VNODGX V WHRULMVNLP SUHW
Zeneth U radu gdje j°ZQ mljeven sa silikatima kao aditivima, glavni razgradni produkt bio
je DP (48). Autori pretpostavljaju da dolazi do otvaranja jednostruk& CY HIH QD aHWHURDPC
prstenu, nakon koje slijeddaljnja oksidacija, obzirom da mekula u sebi ima vrlo
karakteist pQH &+2 L 2+ VNXSLQH 2E]JLURP QD =HQHWKRYD
QDMYMHURMDWQLMH MH GR&EOR GR @NVREAQRYQRJ WHRIU
SUHWSRVWDYOMHQL QDpID® REDR RP LGP R j&/INEHKM KLU D
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identfLFLUDQD VDPR @&WR MH Xskog/otvardmaRrgtévia ng dRuganiRmfestiV L G D F
(slika 28).

Slika 28. Usporedba strukturdzQ, D9 i DP.

Razgradniprodukti koji su identificirani prilikom mljevenj®@ZQ s polimerima PVP i
CROSPVPsuu potpunostiG U X ihspukMa PHYXWLP PRJIXUHDBGHI BFISRUHGL)\
pretpostavitida jeDEG 2 produkt sekundarnieakcijana DP (shema).

Shema4. ORJIXuL SXW QDVWDQND '(*

Kod DEG 2 dolazi do otvaranja jednostruke & YH]H QD aHWHUR@OMDQRP SU
intramolekulsle reciklizacije Prilikom ovog otvaranja dolazi do naknadne eliminacije koja
vodi u krajnji produkt ORJXUH MH PHKDQLVWLpPNL SUHWSRAWW® YLWL G
oksidacija na samom prstenu &8 Wlkved-tG R SRUHPHUDMD X HOHNWURQVNRM
C veze i eliminacije vodeSoftware na temelju dostupnih podataka P& ketpostaiti sa
GRYROM QR P rédakdljxkdj@de ariou dogoditQDNRQ SRpHWQH UEKDNFLMH |
da nastanak rgradnogproduktaDEG2 nije in silico detektiran, ali se uklapa u pretpostavljeni
tip reakcipkojima 3=4 SRGOLMHAH
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Razgradniprodukt DEG1 koji je WDNRKWRHPHQ WLMHNRP POMEYHQMD \
fragment produkta DEG2 koji u daljnjem slijedu reakcijanastaje cijepagm iz istih
PHYXSURGROBWRODEPHYWDBUWH VWDELOL]JLUD VH X WRP VOX}p
dolazi do cijepanja mokeile u dva stabilnija fragmentaQ DMVOLpPpQLML SUHWSRVWDY
bi D27 (slika 29).

Slika 29. UsporedbastruktureD27i DEG 1.

4.3. Teorijski putevi optimizacij&emijske stabilnosti PZQ tijekom
mehanokemijske aktivacije

Mehanokemijska aktivacijmljevenjem sa ili bez dodatkR GJR Y D U D M YdkaxaldggG LW LY D
veliki potencijal zamodifikaciju nepovoljnih biofarmaceutskih svojstava PZQ, u provom redu
topljivost i brzine RV O R E D y D Q M HNG/Mblid @MW apliti RA&OYidkluzijski kompleksi
pripremljeni mehanokemijskom aktivacijom pokazuju prikladnu stabilnost

Obzirom na sklono2ZQ UD]JUDGQML RGUHYHQLP XYMHWLPD NRC
daljnjih eksperimenata, trebalo bi uzeti u obzielaperimentalno i tegski dokazaneeakcije
razgradnje PZ@glavnomreakcijeoksidacije, katalizirane svjetlom ili temperaturddbzirom
daje tijekom procesa mljevenja uzordkd a Wddisk&la u neprozirnimmetalnimposudama
za mljevenje potrebno je usmijeriti napor¢d D XPNRYLWLMH SUDUHQMH L RG
temperature tijekom procesa mljevenja. Mljevenje je naime visokoenergetski ajces
JHQHULUD ]QDpDMQR ]DJULMDYDQMH X]RUND V RE]JLURP G
HQHUJLM tkitdjavaRj@ Krigdeni uvieti PRaGD QLVX QXaQX DOL WHPSHUI
bile bi prihvatljive. =D VDGD VX QD WUALdWX GRVWXSQL YLEUDFLMVN
temperature tijekom procesa mljevenjéttps://www.retsch.com/products/milling/ball
mills/mm-500controf) DOL RQL VX YHOLpPLQRP SULNODGQL VDPR ]D ¢

razvoj termostiranih mlinova za proizvodnju u industrijskom mjeriiti izazovan.
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Drugi QHSRY RO M Qé ségmnh. KidikiHapzifdm da se velik bragakcijai u samoj
farmaceutskpindustriji provodi pod inertnom DWPRVIHURP GikéteNmljevéhjdV S H
JGMH MH GR&4OR GR UD]JJUDGQMH WUHEDOR EL SRQRYLWL
DUJRQRP LOL GXALNRP2AYRNDK HIAXMW IO PO YR QIVEIR G D X MMM L |
mogao bi dati nove uvide u same mehanizraegradne WH RPRJXULWL UD]YRM
PHKDQRNHPLMVNH DNWLYDFLMH X YHUHP PMHULOX

4.4. Mutageni potencijal identificiranih razgradnih produkata

.DG VH RQHPpLaluH GQontekssusidgrindstiptinjevieéfelxtne tvariljeka GRSXaWHQH
granice regulirane silCH Q3A/3B i M7 smjernicamabzirom na dozu i na sama svojstva
RQHpLAUHQMD ,] WRJ UD]JORJD L]QLPQR MH YD&QR GD V:
farmaceutskinoblicima lijekovadobro poznatadaje njihova struktura identificirana tako da
VH PRAH LVWUDALWL QM LXRHDp PHIWWHINHD IN BRIV WOIFE RDDAaX GL
SUHWSRVWDYOMHQD PXWDJHQD L LOL NDQFHURJHQD VYRM
granicama od onih kojasu PMIpo smjernicama opisanim u ICH M7.
$NR VX RQHpL alida@edisadd® QB ISRV W R M HinWikstiwlijezB8 O R & N H
procjenu mutagenog potencijdtaristesein silico softwerskialati koji rade na principu SAR
analiza.Najpoznatiji je LhasirVi7 softwaré koji kombinira Lhasa Derek i Lhasa Saradizu
podatakd daje S U H G Y mytBg@ridddancerogenogotencijala za nove molekule tensst)
VWDWLVWL p N bdaoSastidkauneli §itiv@dostpojedinh NOMXpQLK GLMHORYD PF
Identificirani produkti degradacij®ZQ tijekom procesa mehanokemijske aktivacije
REUDVHQL VX Lissin RIM sbRR.6 WDWLVWLPpND DQDOL]JPH@DO WHF
mutagenog/kancerogenog potencijalstrukturnihelemenata u moleku(iSAR) pokazala je
kako molekuledDEGL1 i DP nemaju u svojoj strukturD O D U RefudkaibvhXli@ skupire (slika
30).

Slika 30. LhasaDerak i Sarah predikcijmutagenosttaDEG1 i DP.

9Nexus v.2.5.2 (Build 5, Jul 2022perek Nexus v.6.2;1Sarah Nexus v.3.2.1
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Ovakav regativan rezultagignalizirakako ove strukturenjihovi funkcionalni dijeloviteorijski

L VWDW LV WeérpdjuLmutageri@bcéréyenpotencijal te da se mogu pratitidjelatnoj

tvariifili OLMHNX QD UD]JLQL VYLK RVWDOLK RQHpLAUHQMD
StrukturaDEG2 QLMH GDOD QLWL SR]JLWLYDQ QLWL QHJDWL®

strukturnidio (slika 3L) nije poznat tbazama podatakea daljnjuusporedbuObzirom da se

uzima konzervavni pristup, ova molekula smatrala bi se pozitivnom i na nju bi sejenita

QDMQLADBRAIRRBXAWHQH G Qod XIQ.BE RMR@LpLQH

Slika 31. Funkcionalno eklasificirani dio molekul®EG2.

2YD PROHNXOD PRA&H VH V&ieabkhW tafikaiom Lpri@jene LV Q R P
XYMHWD X NRMLPD MH L QDVWD O DAMESD Re4i Jek Wirb bekteljskh GDW L Q
analiza NR MR P M HprBdigehiti inlitageni potencijal neke moleky&2). 1DMp K& uH
koriste V SHF L I L b Q RalReXigizsvje&gaimonelldE.Coli 6SRMHYL NRMH &HOLPHF
PRUDMX ELWL L]QLPQR NHPLMVNL SUR [ahdrgeidsRdgddrietth] RQHpL
GD EL UH]XOWDWL NRML VX GRELYHQL LPDeQdtvidfabaOD $NR
vitro Ames testu ovaj rezultat je tadavoljan daseW R RQHpLAUHQMH X GMHODWAQ
PR4AH SURPDWUDWL QD JUDQLEDPD VYLK RVWDOLK RQHpLAD

44



5. =%$./-8y8$.

PZQ je djelatna tvar koja deoristiti X O L M H p H @tkbpskd bbIé&dti UarbQovane s pet

UD]OLpPpLWLK SHitdsuwhiavrSt® DBJLWROP GD EROHVW SRJDYyD QDMUD
QHUD]YLMHQLP GUADYDPD RYDM @©deitiNihjekovd/ sWeBRO RIR P (
zdravstvene organizacije., VWUDALYDQMD SRVYHUHQD SREROMaDQM:
NDUDNWHULVWLNDRR& MNOGRIONHVWUIFBOHEAVYDQMD SRVYHUHQD

sintezi i formulaciji.

J)DUPDNRGLQDPLpPpND L IDUPDNRNLQHWLPND VYRMVWYD
zadaljnje SRER OMG@MHMHND REJLURP GD QMHJRAMBAPMHUDS LM
utjecajem je brojnih faktoraGXaLQD ]J]DUD]JH NRQ]XPDFLMDPHKikbBIQH GU X
UD]J]YRMD QRYLK IRUPXODFLMD WDNRYHU MH ELWQR REUDYV
erenWLRPHUD RG NRMLK MH iwWADte Ral\saiha Dj€atia R REA NLDBNWL p QD
smjesaspada u BCS klasu.ll

SRERO M@EDRIVMMQDSUHHRNHORBDYDQMD GMHODWQH WYDUL
VDPH VWDELOQRVWL SULOLNRP SUYRJ SURODVND ,HUR] MH\
obzirom na sintezu znanja skupljentijekom ovog rada prilikom planiranja i optimiranja
daljnjih eksperimenata svakako treba uzeti u obsklonost razgradnpZQ SUL RGUHYHQLP
uvietima. OHKDQRNHPLMD NDR MHGDQVRGXN@ERWIMH AfpkBEDHDQ/HH NEHL M\
X LVWUD&e2anieMPIDP BREROMAD QMH 3WYL.R MIXGVOIMLP PFHUODQRNHP
aktivacijama D & Q Rnaltil ivh umuda su reakcije koje su eksperimentalno i teorjjghkiazano

P R J Xndbl/g molekuliuglavnom reakcije oksidacije, katalizirassgetlom ili temperaturom.

Obzirom dase mehanokenske reakcije odvijaju u mlinovima gdje svjetlo nije
prisutnqg potrebno jepratiti temperatws. 2QR aWR MH YULGEAR®VHYR XDMRWL QLV
ali temperature ispod sobne bile BRAHOMQH X VYUKX Xadgoaldr(edfei@eM D UL]|L

tvari.

Drugi YDADQ pPLPEHQLN X UHD& BdnMBsikDU fRhsde@dRdf L M H
proizvodnjidjelatnetvari i lijeka velik WHK Q R O R & NSepto8iISBGFDWPBPRVIHURP GX
te bi eksperimentamljevenja u kojmaMH GR&OR GR UD]JUDGWIiMHNO)WUHEDC
atmosferi ,QHUWQX DWPRVIHUX X ODERUDWRULMVNRP PMHULC(
SUHWKRGQR DSDUDWXUD SURSXaH DUJR 6sRnd eatvol@naaLNR P
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tijekom cijelog eksperimenta mljevenjaRG XYHUDQMD SURFHVD PRJX VH XY
XYRYHQMD GXaLND LOL DUJRQD X POLQRYH WLMHNRP FLMH

QDPLQLPD

SODQLUDQMH GDOMQMLK HNVSHULP iHagap\i Datknjdv® visleX U L X R
u same mehaniznrazgradnje PZQAWH RPRJXULWL UD]JYRM SURFHVD PHKDC
YHUHP PMBUHQMHQD VYRMVWYD L QHVWDELOQRVWL VDPH GM
modificirati dodatkom pogodnih novih aditiva, KojiH X] SREROMAaDQMH IDUPDNR
L VWDELOL]JLUDWL VDPX GMHODWQX WYDU L |DAWLWL M

mehanokemijske aktivacije.
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kratica
Al
ATR-FTIR
AUC

ED
BCSI

CD

CE
CROSPVP
DSC

FA

GA
GC-MS

HP EED
HPLC

IDR

IR

LAG
LC-HRMS
MCR
ME EED
MRT
NMR
PA

Ph. Eur.
PMI
PXRD
50 &'
R-PZQ

SAD
SAR
SBEEED
SPZQ

t1r2
TGA
THF
USP
VALAG

WHO
XRPD

]QDpHQMH

acceptable intake (dozvoljeni unos)

Attenuated total reflectandeourier transform infrared spectroscopy

Area under the ROC Curve

Eciklodekstrin

Biopharmaceutics Classification System (Biofarmaceutski sustav klasifikacije)
ciklodekstrin

&RPSOH[DWLRQ (IILFLHQF\
Crospovidone

'LITHUHQWLDO 6FDQQLQJ &DORULPHWU\
ferulinska kiselina

galna kiselina

Gas chromatographynass spectrometry (plinska kromatrografijasena
spektrometrija)
2-hidrokspropit -ciklodekstrin

+LJK 3HUIRUPDQFH /LTXLG &KURPDWRJUDSK\
djelotvornosti)
,QWULQVLF 'LVVROXWLRQ 5DWH

infrared (infracrveno)

Liquid Assisted Grinding (mljevenje uz dodatak otapala)

WHNXULQVND NdgdktromettianiagarF L M D

Multi-FRPSRQHQW 5HDFWLRQV YLAHNRPSRQHQWQH
Metil- -ciklodekstrin

VUHGQMH YULMHPH ]DGUADYDQMD

nuklearna magnetska rezonacija

protokatehuinska kiselina

European Pharmacopoeia (Europska farmakopeja)

potental PXWDJHQLF LPSXULW\ SRWHQFLMDOQR PXWI
Powder Xray diffraction (rentgenska difrakcija na prahu)

XpPLOQNRYLVWRVW NRP¢

'LIHUHQF

7THN

LQWULQ]LpQD EU

randomly methylatedeciklodekstrin

R-Prazikvantel(11bR}2-(cyclohexanecarbonw},6,7,11bktetrahydrelH-pyrazino[2,1
alisoquinolin4-one
6MHGLQMHQH $PHULpNH GUAaDYH

StructureActivity Relationship (odnos strukture i aktivnosti)

natrijev sulfobutilete Eciklodekstrin

S-Prazikvantel; (1hS-2-(cyclohexanecarbony},6,7,1b-tetrahydrelH-pyrazino[2,1
alisoquinolin-4-one)
vrijeme polueliminacije

termalna gravimeterija
tetrahidrofuran
United States Pharmacopeia (Farm&kHMD 6MHGLQMBOQARYSPHULD

9DULDEOH $PRXQW /LTXLG $VVLVWHG *ULQGLQJ F
otapala)
World Health Organization (Svjetska zdravstvena organizacija)

X-Ray Powder Diffraction (difrakcija rendgenskih zraka)
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