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SAZETAK

Cilj istrazivanja

PredloZeno istrazivanje razmatra potencijal primjene mehanokemijske aktivacije mljevenjem
za modifikaciju nepovoljnih fizikalno-kemijskih karakteristika prazikvantela s ciljem
povecéanja topljivosti i oralne bioraspolozivosti lijeka. U fokusu istraZivanja je stabilnost
prazikvantela te razgradni produkti koji nastaju tijekom njegove mehanokemijske aktivacije
mljevenjem, sa ili bez aditiva. Razmatrani mehanizmi nastanka razgradnih produkata
prazikvantela dat ¢e uvid u kriticne tocke mehanokemijske aktivacije koje je moguce
modificirati u buduc¢im istrazivanjima, olaksati selekciju povoljnijih aditiva za mljevenje te
omoguciti procjenu potencijala primjene mehanokemije za povecanje topljivosti teSko topljivih
lijekova. Ova saznanja mogu biti od velike vaznosti u razvoju suvremenih formulacija s
kontroliranim i ciljanim oslobadanjem lijekova niske topljivosti te tako omoguéiti u€inkovitiju

terapiju kao 1 prosirenje terapijskih indikacija lijekova.

Materijali i metode

U istrazivanju su koriSteni podaci dostupni u publikacijama ostvarenim kroz vlastita
istrazivanja te pretrazivanjem literaturnih baza podataka prema tematici relevantnoj za izradu
specijalistiCkog rada od op¢ih prema specijaliziranim ¢lancima. Podaci su prouceni kriti¢ki
obzirom na problematiku kemijske i fotokemijske nestabilnosti prazikvantela prilikom

mehanokemijske aktivacije.

Rezultati

Mehanokemijska aktivacija pokazala se prikladnom metodom za pripremu produkata s
poboljsanim farmaceutsko-tehnoloskim i biofarmaceutskim svojstvima prazikvantela. Produkti
ukljucuju nove polimorfne oblike, polimerne disperzije, kokristale i inkluzijske komplekse
prazikvantela koji imaju potencijal unaprijediti terapiju shistosomijaze.

Prazikvantel pri odredenim uvjetima, pokazuje sklonost razgradnji te su identificirani odredeni
razgradni produkti nastali tijekom mljevenja uz razlicite aditive. Teorijski pretpostavljena

razgradnja reakcijom oksidacije dokazana je i eksperimentalno dobivenim transformacijskim
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produktima ¢iji najvjerojatniji mehanizmi nastanka ukljucuju reakcije oksidacije, katalizirane
svjetlom ili temperaturom.

Identificirani  razgradi  produkti u eksperimentima in silico ispitivani su na
mutageni/kancerogeni potencijal, §to je vrlo vazna informacija za sigurnost primjene produkata

prazikvantela pripremljenih mehanokemijskom aktivacijom.

Zakljucak

Obzirom na sklonost prazikvantela oksidativnoj razgradnji pri odredenim uvjetima, kod
planiranja i optimiranja daljnjih eksperimenata trebalo bi osigurati zastitu reakcijske smjese od
svjetla i temperature, s obzirom da eksperimentalni i teorijski podaci pokazuju da je oksidacija
prazikvantela katalizirana upravo tim ¢imbenicima.

Obzirom da se mljevenje provodi u metalnim, hermetic¢ki zatvorenim posudama te je tretirani
uzorak zasticen od svjetla, potrebno je osigurati ucinkovitije metode pracenja i odrzavanja
niskih temperatura tijekom mehanokemijske sinteze. Kriogeni uvjeti mozda nisu nuzni, ali
temperature ispod sobne ¢ine se pozeljnima.

Drugi kriti¢ni ¢imbenik je sam kisik. Obzirom da se veliki broj operacija usitnjavanja i u samoj
industriji provodi u inertnoj atmosferi, eksperimente mljevenja gdje je doslo do razgradnje,
trebalo bi ponoviti na nac¢in da se prethodno aparatura propuse argonom ili dusikom i hermeticki
zatvori. Ovakav put planiranja daljnjih istraZivanja mogao bi dati nove uvide u same
mehanizme razgradnje prazikvantela te omoguciti razvoj u¢inkovitih procesa mehanokemijske

aktivacije lijeka u vecem mjerilu.
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SUMMARY

Obijectives

Proposed research deals with the potential application of mechanochemical activation by
grinding in the improvement of unfavorable physico-chemical characteristics of Praziquantel,
namely in the enhancement of solubility and oral bioavailability of the drug. The focal point of
the research is to give detailed insights into degradation products formed during the
mechanochemical activation by grinding Praziquantel with and without additives. The studied
mechanisms of degradation of Praziquantel in these conditions will give insights into critical
parameters of the process. These critical parameters can then be further modified in future
research, the selection of additives can be made easier and the potential of mechanochemical
activation for enhancement of solubility of insoluble drugs can thus be better utilized. These
findings are of importance in the future development of formulations with controlled and
targeted release of drugs with low solubility. This can then make the therapeutic effects of

insoluble drugs better and therapeutic indications broader.

Materials and Methods

The data that was used in the research was compiled partially from personal collaborative
research on the topic and partly by searching the common databases by the theme that is relevant
to the thesis, grading the knowledge from more common to more specialized. All of the
gathered data was studied and critically evaluated based on the issues concerning the chemical
and photochemical instability of praziquantel during the mechanochemical activation by
grinding.

Results

Mechanochemical activation has been shown as an appropriate method for the preparation of
products with enhanced pharmaceutical and biopharmaceutical properties of Praziquantel.

Products that can be obtained by the method are new polymorphic forms, polymorphic
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dispersions, cocrystals and inclusion complexes. These new praziquantel products have the
potential to advance anthelmintic therapy.

Praziquantel has shown a tendency for degradation when placed under certain conditions. Some
of the degradation products that were formed in the conditions of mechanochemical grinding
of praziquantel with additives have been identified. The theoretically proposed mechanism of
oxidation has been experimentally proven to be catalyzed by light and temperature. The
identified degradation products have been tested in silico for their mutagenic/cancerogenic
potential, as this an important information when it comes to the safety of application of the

products of praziquantel that would be obtained by mechanochemical activation.

Conclusions

Considering the tendency for oxidative degradation of Praziquantel under certain conditions it
is important to take into account the exclusion of light and elevated temperatures when planning
future grinding experiments because light and temperature have been presumed theoretically
and shown experimentally as the major catalysts in such oxidative degradation pathways.

The grinding is done in closed metal, hermetically sealed containers, so the treated samples are
by default protected from light. Furthermore, it would be very important to provide some kind
of temperature tracking and regulation during the mechanochemical experiments. Cryogenic
conditions are probably necessary, but temperatures below room temperature should be
considered. The second critical factor is the oxygen itself. In the pharmaceutical industry, many
operations is done under the inert atmosphere of nitrogen, the experiments 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 hermetically sealing 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 development and scale-up of the process of

mechanochemical activation possible.
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1. UVOD I PREGLED PODRUCIJA ISTRAZIVANJA

1.1. Povijesni razvoj i znac¢aj prazikvantela

Prazikvantel (2-cikloheksanokarbonil-1H,2H,3H,4H,6H,7H,11bH-pirazino[2,1-a]izokinolin-
4-one, PZQ) je jedan od klju¢nih lijekova za lijeenje parazitoza. Ima Siroku primjenu u veterini
a kod ljudi se koristi za lije¢enje shistosomijaze (1), rasirene tropske bolesti uzrokovane s pet
razli¢itih vrsta parazita shitostoma. Prenosioci ovih parazita su puzevi koji se nalaze u izvorima
svjeze vode i endemska su vrsta u 74 zemlje. Shitostomijaza je skupni naziv za bolesti vezane
uz zarazu ovim parazitima, od kojih su najcesce lezije urinarnog trakta i jetre, a kod djece dolazi
do zastoja u rastu i razvoji.

PZQ je razvijen u suradnji odjela istrazivanja i razvoja dvije velike farmaceutske
kompanije (Mercka i Bayera). Istrazivanje je pocelo u Mercku na pirazino-izokinolinskoj
skupini spojeva koji su se prvotno trebali koristiti kao lijekovi za smirenje (2). Dio spojeva iz
ove skupine dogovorno je predan u Bayer na daljnje testiranje za veterinarske potrebe, te se
pokazalo da su ovi spojevi vrlo u¢inkoviti antihelmetici (3).

PZQ je tako prvo razvijen za veterinarsku primjenu, a tek kasnije je odobren i za humanu
upotrebu. Spoj je patentiran u Njemackoj 1973. godine, a u SAD 1977. godine (4,5). Bayer je
u dogovoru sa svjetskom zdravstvenom organizacijom (WHO) obavio niz multicentri¢nih
ispitivanja da dokaze ucinkovitost i sigurnost primjene PZQ na ljudima.

PZQ je tijekom 1980-ih prepoznat kao prvi izbor pri lije¢enju shitostomijaze kod ljudi,
zbog svoje ucinkovitosti, niske toksi¢nosti te jednostavnosti primjene u obliku jednokratne,
oralne doze (6). Korejska farmaceutska tvrtka Shin Poong takoder je prepoznala vaznost ove
djelatne tvari te je u suradnji s korejskom vladom razvila novi, jeftiniji proces sinteze za koji su
dobili i patentnu zaStitu. Niza cijena lijeka omogucila je 1993. godine smanjenje stope
zarazenosti shitostomama u Koreji s 41% (1981.9.) na 4% te je Shin Poong ubrzo prerastao u
najveceg proizvodaca PZQ.

PZQ se nalazi na listi esencijalnih lijekova WHO-a (7). U danas$nje vrijeme koristi se
unutar programa WHO-a za lijeCenje kao i profilaksu od zaraze S. mansoni and S. haematobium

parazitima na podrucju Afrike (8).



1.2. Metabolizam i farmakokinetika

Djelatna tvar PZQ je racemi¢na smjesa dva enantiomera, (R)-PZQ i (S)-PZQ (slika 1) (9).

Hr

(S)-2-(cyclohexanecarbonyl)-1,2,3,6,7,11 b-
hexahydro -4H-pyrazino[2,1- a]ISOQUInO“T‘ 4 hexahydro-4H-pyrazino[2,1-a]isoquinolin-4-
one one

Slika 1. Enantiomeri PZQ

Samo R-PZQ pokazuje antishitosomatsku aktivnost, dok S-PZQ nema farmakolosku
aktivnost ali pridonosi odredenom broju poznatih nuspojava te je odgovoran za gorak okus
lijeka (10). Bez obzira na to $to je samo R-PZQ bioloski aktivan, djelatna tvar se zbog
ekonomicnosti koristi kao smjesa enantiomera te se tako i formulira u lijek. Lijek za primjenu
kod odraslih ljudi i djece je filmom oblozena tableta koja sadrzi 600 mg smjese enantiomera
PZQ. Nakon apsorpcije otprilike 80% djelatne tvari vezano je na proteine plazme, a vrhunac
koncentracije djelatne tvari u plazmi je nakon 1-3 h nakon primjene. Medutim, PZQ je poznat
po varijabilnost u terapeutskoj ucinkovitosti i bioraspolozivosti i ova tema je meta brojnih
istrazivanja. Poznato je da na oslobadanje djelatne tvari iz lijeka i njegovu apsorpciju utjece
hrana (11), a da na razine djelatne tvari u plazmi utjecu interakcije s drugim lijekovima (12).
Uzimanje PZQ sa odredenom hranom, posebno ugljikohidratima najvjerojatnije mijenja pH
zeluane kiseline i povecava raspadljivost tablete te time pridonosi oslobadanju slabo topljive
djelatne tvari iz oblika. PZQ nije stabilan i intenzivno se metabolizira prilikom prvog prolaska
kroz jetru te mu je vrijeme poluzivota oko 1h, dok je vrijeme poluzivota metabolita 4-5 h. Vise
od 99% metabolita se uspjesno eliminira putem bubrega (13). Zbog tog znac¢ajnog metabolickog
raspada tijekom prvog prolaska kroz jetru i ¢injenice da je samo pola apsorbirane koli¢ine
djelatne tvari (jedan enetiomer) bioloski aktivno, koncentracije djelatne tvari u serumu/plazmi
su relativno niske, a da bi se postigla minimalna u¢inkovita koncentracija od 250 ng/mL nuzna
je primjena relativno visoke doze lijeka. Farmakokineticko djelovanje R-PZQ nije jo§ u
potpunosti razjasnjeno, ali pripisuje se pobudi nekontroliranih kontrakcija miSi¢a nametnika
preko disruptivnog djelovanja na metabolizam kalcija. Ovo najvise utjeCe na same hvataljke

nametnika te se oni prisilno moraju otpustiti s mjesta na koja su se uhvatili. Ovakav mehanizam



utjece na odrasle parazite, medutim ne djeluje na li¢inke (13). Brojne studije napravljene su na
ispitivanju farmakokinetickih svojstava PZQ te njegovih metabolita i njihove aktivnosti zbog
dokazane varijabilnost u uc¢inkovitosti lijeCenja. U jednom preglednom radu pobrojano je 17
metabolita oba enantiomera (slika 2) jer PZQ podlijeZe znatnoj metaboli¢koj razgradnji tijekom
prvog prolaza kroz jetru.

Utvrdeno je dakle da niz ¢imbenika moze dovesti do smanjene ucinkovitosti samog
lijeka. Kao iznimno vazan ¢imbenik istaknula se formulacija lijeka te prisutnost drugog
enantiomera, zdravlje jetre pacijenta, starost, koriStenje drugih lijekova itd.

Niska i varijabilna oralna bioraspoloZzivost te nepostojanje farmaceutskog oblika lijeka
prikladnog za primjenu u pedijatrijskoj populaciji glavni su problemi povezani s primjenom
ovog esencijalnog lijeka. Lijek se primjenjuje u dozi od 40-60 mg/kg, §to u praksi znaci da se
djeci tjelesne mase 5-7 kg daje V4 tablete (150 mg PZQ), 8-10 kg % tablete (450 mg PZQ), 11-
15 kg 1 tableta (600 mg PZQ), 16-21 kg 1 % tableta (900 mg PZQ) te 2 tablete (1200 mg PZQ)
za djecu od 22-25 Kkg. (14) No, lomljenjem tablete oSteCuje se zaStitna ovojnica ¢ija je uloga
maskiranje neugodnog okusa lijeka, pa suradljivost pedijatrijskih bolesnika smanjuje. Takoder,
ovdje je rije¢ o djeci uzrasta od 3-72 mjeseca starosti, kod kojih je primjena ¢vrstih oralnih
oblika neprikladna. Zbog toga su u fokusu brojnih istrazivanja razvoj tekucih oblika s
fleksibilnim doziranjem lijeka, koji bi bili prikladni za primjenu u pedijatriji. (45) Osim toga,
brojna istrazivanja bave se raznim aspektima poboljsanja bioraspoloZivosti PZQ u organizmu,
a obzirom da se losija oralna bioraspolozivost moze donekle povezivati i s niskom topljivosti
I) skupinu lijekova jedan od nacina kako se moze prevladati ova zapreka je i povecanju

topljivosti lijeka.
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Prazikvantel (PZQ) je lijek izbora za shistosomijazu, zanemarenu, ali Siroko rasprostranjenu
tropsku bolest koju uzrokuju paraziti Shistoma vrste. Procjenjuje se da bolest pogada 2064
milijuna ljudi diljem svijeta. Obi¢no se dozira kao jedna, oralna doza od 20-40 mg/kg. Zbog
svoje ucéinkovitosti i jeftine proizvodnje, WHO ga je uvrstila na listu esencijalnih lijekova za
lijeCenje djece i odraslih. Djelatna tvar je racemat, pri ¢emu je samo R-PZQ terapeutski aktivan,
dok je S-PZQ neaktivan te doprinosi gorkom okusu i nuspojavama lijeka. Primjena u obliku
racemic¢ne smjese doprinosi vecoj koncentraciji terapijski aktivnog oblika u organizmu. Glavni
problem s primjenom PZQ je u niskoj i varijabilnoj oralnoj bioraspoloZzivosti te nedostupnosti
farmaceutskog oblika lijeka prikladnog za primjenu u pedijatrijskoj populaciji, narocito za
djecu mladu od 6 godina. LoSija oralna bioraspolozivost je donekle poveziva s niskom

u Il. skupinu lijekova.

Mehanokemijska aktivacija mljevenjem uz odgovarajuce aditive je jedan od inovativnih
pristupa koji se primjenjuju za poboljsanje fizikalno-kemijskih i biofarmaceutskih svojstva
PZQ. Postupak je moguce provesti u suhom stanju (engl. neat grinding, NG) ili uz dodatak
minimalne koli¢ine otapala (engl. liquid assisted grinding, LAG). Na ovaj nac¢in moguce je
prirediti Siroki spektar produkata, §to je pokazano u brojnim publikacijama(25-33,35). Tako su
uspjesno pripremljene polimerne disperzije s povidonom i krospovidonom, novi polimorfni
oblici lijeka, ciklodekstrinski inkluzijski kompleksi te kokristali s razliCitim organskim
kiselinama. No, s obzirom da je mehanokemijska aktivacija mljevenjem u vibracijskim
mlinovima visokoenergetski proces, posebnu paznju je potrebno posvetiti kemijskoj stabilnost

lijeka tijekom procesa mljevenja.

Cilj predlozenog istrazivanja je na temelju dostupnih literaturnih podataka razmotriti
prednosti i nedostatke mehanokemijske aktivacije PZQ mljevenjem. Biti ¢e prikazani svi
pripremljeni produkti PZQ od kojih neki pokazuju vecu topljivost te su po svojim
karakteristikama prikladni za razvoj suvremenih ljekovitih oblika i terapijskih sustava tog
lijeka. Hipoteza je da PZQ ima smanjenu kemijsku stabilnosti tijekom procesa mljevenja te ¢e
se iz dostupnih podataka pobrojati i istraziti moguci razgradni putevi i produkti i mehanizmi
njihova nastanka. Aditivi koriSteni u procesu mljevenja, kao i koriSteni procesni parametri

mogu doprinijeti razgradnji PZQ. Strukture razgradnih produkata usporedit ¢e se s poznatim
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metabolitima, a mehanizmi nastanka razgradnih produkata bit ¢e razmotreni i usporedeni s

nekim teorijski moguéim generiranim primjenom programa Lhasa Zeneth (15).

Razmatrani mehanizmi nastanka razgradnih produkata dat ¢e uvid u kriti¢ne toCke
mehanokemijske aktivacije koje je moguée modificirati u budu¢im istrazivanjima s ciljem
ocuvanja kemijske stabilnosti lijeka, a olaksat ¢e se i selekcija aditiva u budu¢im procesima
mljevenja. Takoder ¢e se procijeniti potencijal primjene mehanokemijske aktivacije u
suvremenoj farmaceutici. Ova saznanja mogu biti od velike vaznosti u razvoju suvremenih
formulacija s kontroliranim i ciljanim oslobadanjem lijekova niske topljivosti te tako omoguciti

uspjesniju terapiju kao i proSirenje terapijskih indikacija lijekova.



3. MATERIJALI | METODE - SUSTAVNI PREGLED
SAZNANJA O TEMI

Farmaceutska industrija spada u velike svjetske zagadivace vode, zraka i tla te znacajno
pridonosi ubrzanju efekata globalnog zatopljenja (16). Obzirom da se industrija sinteze
djelatnih tvari i pomo¢nih tvari dominanto oslanja na organsku sintezu, negativni u¢inci na
okoli$ nisu neo¢ekivani niti zanemarivi. Organska sintetska kemija se tijekom druge polovine

20. stoljeca znacajno pokusava okrenuti u¢inkovitijim procesima te su na tim nacelima razvijeni

X
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principi ,,zelene kemije* (slika 3.).
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Slika 3. Preuzeto iz Chem. Rev. 2022, 122, 3, 3637-3710 (16) uz suglasnost izdavaca.

Na slici 3 prikazani su neki od trenutno razvijanih segmenata na polju zelene kemije, a
koji su implementirani u procese sinteze i proizvodnje djelatnih tvari i lijekova. Jedan od
znacajnijih pomaka u razvoju zelene kemije svakako je smanjivanje silnih koli¢ina otapala koja
se koriste u procesima sinteze. Uporaba organskih otapala svodi se na minimalne koli¢ine, a
otapalom, koje nece biti Stetno za okolis§ (17). Pristup reakcijama, kao uzastopnom slijedu po
dva reaktanta, koji ¢e dati produkt kao ulaz u sljedeé¢i korak zamjenjuju se multikomponentim
reakcijama (MCR) i ,,one-pot™ slijednim reakcijama, a biokataliza prikladnim enzimima sve
viSe zamjenjuje organsku katalizu koja koristi skupe i toksicne komplekse sa metalnim

katalizatorima.



Mehanokemija kao kemija koja se provodi u krutom stanju, bez upotrebe otapala ili sa
upotrebom katalitickih koli¢ina otapala, svakako spada u smjer u kojem ide razvoj procesa

unutar ,,zelene kemije® i u farmaceutskoj industriji.

3.1. Mehanokemijska aktivacija mljevenjem

Mehanokemija je grana kemije u kojoj se kemijske reakcije provode dovodenjem mehanicke,
a ne termicke energije, §to je uobicajeni klasi¢an nacin dovodenja energije. Proces se provodi
u mlinovima razli¢ite izvedbe, a ukljucuje mljevenje samog lijeka ili mljevenje lijeka uz
odgovarajuce aditive (18).

Prednost mehanokemijske sinteze u farmaceutskoj industriji je u moguénosti provodenja
kemijske sinteze u Cvrstom stanju, ¢ime se iskljucuje uporaba organskih otapala, Cije je
uklanjanje iz konacnog produkta komplicirano, a moze rezultirati i toksi¢nim uc¢incima. Daljnja
je prednost da mehanokemija omogucuje jednostavno modificiranje fizikalno-kemijskih
svojstava djelatnih tvari u svrhu povecanja bioraspolozivosti, u prvom redu uslijed povecanja
topljivosti produkata pripremljenih mehanokemijskom sintezom.

U jednokomponentnom sustavu mehanokemijska aktivacija miljevenjem prevodi
tretirani materijal u metastabilnu zonu, gdje on, da bi se vratio u osnovno energetsko stanje,
otpusta viSak energije u vidu topline ili dolazi do smanjenja veli¢ine Cestica. Vremena
relaksacije su vrlo brza (10*-107 s). Kao produkti nastaju nanokristalne &estice, novi polimorfni
oblici ili amorfni materijal, koji je fizicki nestabilan te kao takav nije prikladan za primjenu u
farmaceutici.

Fizi¢ka nestabilnost produkta moze se modificirati dodatkom odredenih komponenti
(stabilizatora) u smjesu prije mljevenja koje ¢e se s djelatnom tvari povezati slabim vezama
(Van de Waalsove veze, vodikove veze, itd.) i na taj nafin dugoro¢no stabilizirati
mehanokemijski aktivirane oblike djelatne tvari (19). Ovakvi viSekomponentni sustavi su
kompleksniji, jer se u njima mehanic¢ka energija prenosi i na djelatnu tvar i na dodane aditive
0dnosno pomoc¢ne tvari.

Vrlo zanimljiv primjer je dodatak ciklodekstrina, ciklickih oligosaharida, gdje dolazi do
ugradnje amorfnog materijala ili nanokristala djelatne tvari u meduprostore ciklodekstrinske
strukture (slika 4). Do stabilizacije dolazi zbog fizikalnih interakcija izmedu djelatne tvari i

povrsine ciklodekstrina, a u kontaktu s vodom dolazi do ciklodekstrinima posredovanog



otapanja djelatne tvari 1 nastajanja inkluzijskih kompleksa, ¢ime se moze znacajno unaprijediti
topljivost tesko topljivih lijekova.

Tehnike koje se koriste za potvrdu nastanka ovakvih kompleksa i njihovu analizu su
difrakcija rendgenskih zraka (XRPD, eng. X-Ray Powder Diffraction), IR i Raman
spektroskopija, NMR spektroskopija, diferencijalna kalorimetrija (DSC, eng. Differential

Scanning Calorimetry), termalna gravimetrija (TGA) te optic¢ka mikroskopija.

Amorphous drug

Macro— Nano

Cyclodextrin

drug crystals

Slika 4. Struktura ciklodekstrinskih kompleksa lijeka pripremljenih mehanokemijskom

aktivacijom mljevenjem (Preuzeto iz Boldyrev 2004 (19) uz suglasnost izdavaca).

3.1.1. Mlinovi

Mlinovi u procesnoj industriji se dijele u razli¢ite kategorije, zavisno o mehanizmu koji dovodi
do usitnjavanja tretirane sirovine. U mehanokemijskoj sintezi najznacajniji su kugli¢ni mlinovi.
U kuglicnom mlinu mehanicka energija se prenosi na tretiranu tvar preko tijela mlina i/ili
kuglica koje su radni elementi mlina. Usitnjavanje i mehanicka aktivacija sirovine dogada se
uslijed udara i smicanja do kojih dolazi tijekom medusobnih sudara kuglica te sudara kuglica i
stjenki mlina. S obzirom na nacin izvedbe kugli¢nih mlinova te prijenos mehanicke energije
razlikujemo rotacijski, planetarni i vibracijski kugli¢ni mlin. Visoko energijski vibracijski

kugli¢ni mlinovi su najznacajnija vrsta koja se koristi za mehanokemijsku aktivaciju.



3.2. Modifikacija bioraspolozivosti PZQ

Varijabilna oralna bioraspolozivost PZQ povezuje se s njegovom niskom topljivosti u vodi te
intenzivnom metaboli¢kom razgradnjom tijekom prvog prolaska kroz jetru (20). S obzirom da
se PZQ ubraja u Il. skupinu prema BCS klasifikaciji (eng. Biopharmaceutical Classification
System), povecanjem topljivosti, primjenom odgovaraju¢ih tehnoloSkih mjera, moguce je
povecati oralnu bioraspolozivost. U tu svrhu istrazuje se prikladnost razli¢itih principa.
Najranija istrazivanja na povecanju topljivosti ovog lijeka ukljucuju klasi¢ne pristupe t].
pripremu ¢vrstih disperzija (21) (SD, eng. Solid Dispersions) s polimerima te ciklodekstrinskih
inkluzijskih kompleksa (22).

Posljednjih desetljeca velik dio istrazivanja u podrucju farmaceutske tehnologije
usmjeren je na razvoj novih strategija za poboljSanje bioraspolozivosti oralno primijenjenih
lijekova. U tom smislu, mehanokemija je relativno nova tehnika i u posljednja 3 desetljeca raste
interes za njenu primjenu. Nekoliko neovisnih studija pokazalo da je tehnika u¢inkovita i ¢esto
bolja od drugih pristupa tijekom probira novih ¢vrstih oblika lijeka (23). Kao posljedica
eksperimentalne jednostavnosti metode (u usporedbi s tradicionalnijim protokolima, npr.
metodama temeljenim na otapalu), visoke ucinkovitosti 1 raspona uvjeta dostupnih u
mehanokemijskom probiru, ovu tehnologiju ne treba smatrati samo alternativnom metodom
kada se drugi pristupi nisu pokazali uéinkovitim ve¢ ona ima mnogo vece znacenje.
Mehanokemija se namece kao kljucna strategija u razvoju novih ¢vrstih oblika lijekova s
niskom oralnom bioraspolozivosti jer omogucuje relativno jednostavnu pripravu produkata
Sirokog spektra Cvrstih oblika lijekova u kratkom vremenu, zahtijevaju¢i male koli¢ine
materijala te je prikladna i za rane faze razvoja novog lijeka (24). Ova metodologija je uspjesno

primijenjena u razvoju novih ¢vrstih oblika PZQ.

3.2.1. Mehanokemijska aktivacija mljevenjem bez dodatka aditiva

Najstabilniji polimorfni oblik PZQ racemata je bezvodna forma A. Mljevenjem bez dodatka
otapala (NG) dobivena je i bezvodna forma B (25). Identifikacija kristalne forme provedena je
DSC, TG, SEM analizom u kombinaciju s NMR spektroskopijom u ¢vrstom stanju (eng. solid
state NMR) i ATR-FTIR analizom. Kristalna struktura rijeSena je na temelju XRPD analize.

Nova forma B takoder je okarakterizirana na temelju svojih biofarmaceutskih svojstava.
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Ispitana je topljivost PZQ, i intrinzi¢no oslobadanje (tablica 1). HPLC analiza koriStena je za
otkrivanje razgradnih produkata prisutnih u novom polimorfnom obliku te je pokazano da je
udio razgradnih produkata svega 0,42%, bez obzira na dugotrajno mljevenje (4 h) koje je
potrebno za pripremu novog oblika. Obzirom na malu koli¢inu transformacijskih produkata

nisu radene dodatne analize u svrhu njihove identifikacije.

Tablica 1. Topljivost i intrinzi¢na brzina oslobadanja polimorfnih oblika A i B PZQ u vodi
(preuzeto iz Zanolla i suradnici (25) uz suglasnost izdavaca).

Topljivost (Cs) i intrinzi¢no oslobadanje djelatne tvari u vodi (srednja vrijednost + S.D., n=3)
uzorak Cs (20°C; mg/L) IDR (37°C; ug cm?mint
PZQ 140,30+9,26 31,2+0,6
Forma B 281,31+8,32 62,2+1,3

Forma B ima dvostruko vecu topljivost u vodi i IDR. Ispitana je i in vitro aktivnost na
S. mansoni nematodama, a vrijednost 1Csg pokazala se slicnom (ICsoformaz = 0,135 pug/mL,
ICs0pzqg = 0,165 pg/mL). Napravljena je i pilotna studija na 4 zarazena misa (in Vvivo),
jednokratnom oralnom primjenom doze od 400 mg. Nakon 90 dana doslo je do 100% smanjenja
zaraze u sluc¢aju forme B i do 98% u sluéaju PZQ. Radene su i stabilitetne studije, gdje se
pokazalo da je forma B stabilna najmanje 12 mjeseci, ako se ¢uva uz uvjete niske vlaznosti.
Tijekom daljnjih detaljnih studija u svrhu optimizacije sinteze forme B, suhim mljevenjem, isti
autori otkrili su dodatnu formu, formu C (26).

Forma C takoder je bezvodna forma PZQ, moguce ju je dobiti samo suhim mljevenjem
PZQ, dok je konvencionalnim tehnikama kristalizacije nemoguce do nje do¢i, topljivost joj je
veca od forme B (329 mg/L), medutim nije stabilna 1 u roku od 2 mjeseca, stajanjem,
rekristalizira u formu A. U drugacijim uvjetima suhog mljevenja jo§ je dobivena i Cetvrta
bezvodna forma, forma D (26). Na slici 5 je usporedni prikaz XRPD spektara forme A, B, C i
D.
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Slika 5. Usporedni prikaz XRPD spektara polimorfnih oblika A, B, C i D PZQ (Preuzeto iz
Saika i suradnici (27) uz suglasnost izdavaca).

Da bi dodatno istrazili prijelaz djelatne tvari iz jedne polimorfne forme u drugu, tijekom
mehanokemijske aktivacije mljevenjem, Saikia i suradnici proveli su i mljevenje uz dodatke
razli¢itih koli¢ina otapala, VALAG (Variable Amount Liquid Assisted Grinding). Kao otapalo
koristene su male koli¢ine (5-30uL) tetrahidrofurana (THF), a shematski prikaz provedenih
protokola mljevenja i ishodnih produkata prikazan je na slici 6. U ovom procesu otkriven je

novi polimorfni oblik, forma E koja produljenim mljevenjem daje amorfni oblik F (slika 6).

No Change

L 3
1 h LAG 30 pL
THF
1hLAG 5 uL I h LAG 20 uL
THF THF
Crystallization from 1 hLAG 10 uL
THF THF

v
22 —-re
—_—

Slika 6. Rezultati dobiveni mljevenjem PZQ koju su proveli Saikia i suradnici (27) (Preuzeto

uz suglasnost izdavaca).
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3.2.2. Primjena mehanokemijske aktivacije mljevenjem u pripremi kokristala PZQ

PZQ, obzirom na svoju strukturu (slika 7), ne stvara soli s kiselinama te uobi¢ajena kemijska

opcija povecéanja topljivosti prevodenjem baze u neku od topljivih soli nije primjenjiva.

Slika 7. Kemijska struktura PZQ (izradeno primjenom Marvin Sketch programskog alata)

Priprema kokristala jedan je od modernijih principa koji se intenzivno primjenjuju u
poboljSavanju topljivosti 1 oralne bioraspolozivosti lijekova. Stvaranjem kokristala ne dolazi do
prijelaza elektrona s molekule lijeka na koformer, ve¢ on stupa u interakciju s prikladnim
koformerom slabim kemijskim vezama. Najces¢i supramolekularni sintoni koji se koriste u
farmaceutskim kokristalima su -C=0- -HO-, -C=0- --H- i -C=0- - -H-N vodikove veze, do
kojih dolazi interakcijom funkcionalnih skupina lijeka sa spojevima poput alkohola,
karboksilnih kiselina, ugljikohidrata, aminokiselina i amida (28).

Kokristali PZQ i razli¢itih organskih kiselina ve¢ su ranije opisani u literaturi.
Pripremljeni su klasi¢nim kristalizacijskim metodama iz otopina, medutim njihov farmaceutski
potencijal nije dalje istrazivan (29, 30).

Primjenom mehanokemijske aktivacije mljevenjem pripremljeni su kokristali PZQ s
limunskom, jabuénom, salicilnom i vinskom kiselinom (31) te fenolnim kiselinama (32).
Koristene su tehnike suhog mljevenja (NG) i mljevenja uz kataliticke koli¢ine otapala (LAG),
uz ekvimolarni omjer lijeka i ispitivanih kiselina. LAG tijekom 30 minuta i 25 Hz s dodatkom
kataliticke koli¢ine etanola rezultirao je polikristalnim produktima, dok se NG nije pokazao
uspjesnih. Pripremljeni kokristali pokazuju pH ovisnu topljivost (tablica 2) obzirom da
upotrijebljene kiseline sadrze ionizabilne skupine u svojoj strukturi, a najveéu topljivost

pokazuju u mediju pH vrijednosti 6.8.
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Tablica 2. Sastav i fizikalno-kemijska karakterizacija kokristala koje su u svom istrazivanju
priredili Cugov¢an i suradnici (31) (preuzeto i prilagodeno uz suglasnost izdavaca)

uzorak aditiv PZQ/ Metod Tonset AH+z (PZQ) | RDC/ so/mg mL-1
aditiv a (PZQ) Jgt % pH1,2 | pH45 | pH6,8
pripre °C
me
PZQ - - - 142,28 92,33 100,00 0,219
PZQ GR - - NG 136,34 74,33 80,94 0,220
PZQICA citratna kiselina 1:1 LAG - - nova 0,296 0,325 0,300
PZQ/MA | jabu¢nakiselina | (molarni - - forma | 0,390 | 0,464 | 0,405
PZQISA | salicilatna udio) - - 0,142 | 0,375 | 0,337
kiselina
PZQITA tartaratna - - 0,307 0,346 0,316
kiselina

Najizrazenije povecanje topljivosti uoceno je kod kokristala s jabu¢nom kiselinom, za
koju su provedena istrazivanja in vitro otapanja u simuliranom zelu¢anom (pH 1,2) i crijevnom
mediju (pH 6,8). Kao pokazatelji brzine i opsega oslobadanja koriSteni parametri koli¢ine
otopljenog lijeka nakon 15 minuta (Qismin) te ucinkovitost oslobadanja nakon 60 minuta

(DEsomin) (tablica 3) te je uoceno znacajno povecanje brzine i opsega otapanja kod kokristala.

Tablica 3. Postotak oslobodene djelatne tvari nakon 15 min (Q1smin) i ué¢inkovitost oslobadanja
nakon 60 minuta (DEsomin) za PZQ i kokristal s jabuénom kiselinom te binarne i ternarne
komplekse PZQ s ciklodekstrinima (preuzeto iz Cugov¢an i suradnici (31) uz suglasnost

izdavaca).
uzorak pH 1,2 pH 6,8
Q15min/% DEGOmin/% QlSmin/% DEGOmin/%

PZQ 9,89+0,71 15,49+2.47 9,86+0,58 15,62+2,39
PZQ/MA 24,63+3,06 29,35+4,10 37,65+3,02 42,42+3,13
PZQ/HPBCD 95,094+2,23 92,18+1,09 97,78+1,88 93,224+0,74
PZQ/MEBCD 93,524+0,39 92,48+0,45 95,15+0,45 91,11+0,11
PZQ/SBEBCD 51,80+3,61 56,93+3,11 67,00+1,52 68,97+1,67
PZQ/HPBCD/MA | 94,61+1,91 92.97+1,77 95,574+2,89 95,1140,55
PZQ/MEBCD/MA | 96,44+1,45 90,26+1,59 98.81+1,33 92,16+1,35

Kokristali PZQ s fenolnim kiselinama (32) pripremljeni su primjenom LAG, a koriStene
su katehuinska kiselina (PA), galna kiselina (GA) i ferulinska kiselina (FA). Provedena je
detaljna fizikalno-kemijska i strukturna karakterizacija produkata. Kokristali s ferulinskom
kiselinom pokazuju najizrazenije povecanje topljivosti pa je ispitana i bioraspolozivost in vivo
na modelu Stakora (31). Ovisnost koncentracije lijeka u plazmi Stakora u ovisnosti o0 vremenu,
usporedno za PZQ i kokristal s ferulinskom kiselinom prikazana je na slici 8. U usporedbi s
PZQ, oralna primjena Kkokristala rezultira ve¢om bioraspolozivosti (AUC-24 n)) 1 brzim

postizanjem maksimalne plazmatske koncentracije (Tmax), $to je u pozitivnoj korelaciji s
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poveéanom topljivosti i brzinom otapanja opazenom in vitro. Medutim, srednje vrijeme
zadrzavanja (MRT0-«)), maksimalna plazmatska koncentracija (Cmax) 1 vrijeme polueliminacije
(tu2) su istovjetni za oba ispitana produkta. Toéne vrijednosti farmakokinetickih podataka za

oralnu primjenu PZQ i kokristala s ferulinskom kiselinom autori u publikaciji nisu odredili.

~8—-PRA ~#-PRA-FA

Concentration (pg/L)

12 16 20 24
Time (h)

Slika 8. Ovisnost koncentracije PZQ u plazmi o vremenu nakon oralne primjene PZQ i
kokristala s ferulinskom kiselinom $takorima u dozi od 100 mg/kg (preuzeto iz Yang i
suradnici (32) uz suglasnost izdavaca).

3.2.3. Priprema ciklodekstrinskih inkluzijskih kompleksa PZQ mehanokemijskom
aktivacijom mljevenjem

Ranija istrazivanja pokazuju da pripremom inkluzijskih kompleksa lijekova s ciklodekstrinima
(CD) moze, izmedu ostalog, povecati brzinu oslobadanja lijeka in vitro i in vivo te u nekim
slu¢ajevima maskirati neugodan okus lijeka (33, 34), sto je pozeljno kod PZQ. Oralna primjena
PZQ je narocito problemati¢na kod djece, s obzirom na neugodan i intenzivno gorak okus lijeka.
U tom smislu, 2010. godine pripremljeni su inkluzijski kompleksi PZQ s BCD metodom
liofilizacije (35). Ovi kompleksi pokazali su povecanje antihelminti¢ko djelovanje kod miSeva
zarazenih Schitosoma mansoni nametnicima.

U istrazivanjima CugovCan i suradnika koriStena je mehanokemijska aktivacija
mljevenjem u vibracijskim mlinovima i pripremljeni su binarni i ternarni inkluzijski kompleksi
PZQ s CD te su ispitana njihova farmaceutsko-tehnoloska i biofarmaceutska svojstva. Od niza
pripremljenih produkata najvece povecanje topljivosti i in vitro brzine otapanja pokazali su
binarni kompleksi PZQ s HPBCD (hidroksipropil-f-ciklodekstrin) i MEBCD (metilirani-4-
ciklodekstrin) te ternarni kompleksi PZQ, jabué¢ne kiseline i ovih CD (tablica 3).
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Za te produkte provedeni su testovi stabilnosti pri ubrzanim uvjetima (40+2 °C/75+5%
RH) i ispitivanje fotokemijske stabilnosti koji su pokazali razli¢iti stupanj razgradnje u
binarnim i ternarnim produktima, dok se ¢isti PZQ pokazao stabilnim pod istim uvjetima (slika
9).

1104 - FZQ = PZAMA = PZOHPRCD (A) 1104 [ Control 3 UV treated (B)
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Slika 9. Stabilnost pri ubrzanim uvjetima raspada (A) i fotokemijska stabilnost (B) binarnih i
ternarnih kompleksa PZQ (preuzeto iz Cugovéan i suradnici (31) uz suglasnost izdavaca).

Utvrdeno je da raspad analiziranih uzoraka PZQ na ubrzanim uvjetima prati pseudo-
kinetiku prvog reda, s r>= 0,918-0,986, a fotodegradacija lijeka u kompleksima je takoder
znacajna (Slika 9B). Ovakvi rezultati za inkluzijske komplekse s CD nisu oc¢ekivani, obzirom
da se CD cesto koriste i za kemijsku i fotokemijsku stabilizaciju djelatnih tvari (33). Smatra se
da CD djeluju na nacin da Stite molekulu koja je uklopljena u centralnu Supljinu od razgradnje.
Medutim, to ovisi o dijelu molekule koji je uklopljen u centralnu Supljinu molekule CD. Ako
je cijela molekula ili reaktivni dio molekule ugraden, bit ¢e 1 zaSticen te ¢e razgradnja izostati.
Medutim ako se reaktivni dio molekule nalazi izvan centralne Supljine CD, tada nece biti
zasti¢en, a CD mogu i katalizirati reakciju razgradnje, prijenosom elektrona na -OH skupine
glukopiranoznih jedinica. Znacajan je i ucinak interakcije reaktivnih funkcijskih skupina
djelatne tvari sa suptituentima na CD jezgri, $to dovodi do daljnje destabilizacije molekule i
katalizira sam raspad i degradaciju.

Rendgenskom analizom monokristala je pokazano da PZQ stvara inkluzijske komplekse
na nacin da se aromatski dio izokinolinskog prstena uklapa u centralnu Supljinu (36). Dostupni
podaci o termic¢kim i fotokemijskim putovima razgradnje PZQ-a pokazuju da je u tu reakciju
ukljucen dio molekule (37, 38) koji nije zasticen kompleksacijom s CD.

Nadalje, binarni kompleks s HPBCD pokazuje prihvatljivi stupanj razgradnje, dok je
razgradnja kod kompleksa s MEBCD znacajna (slika 8). Ove razlike u stabilnosti mogu se
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pripisati veCem afinitetu aktivirane molekule lijeka za interakciju s lipofilnom metilnom
skupinom, $to rezultira izraZenijim katalitickim u¢inkom MEBCD na razgradnju PZQ.

Uvodenjem jabuc¢ne kiseline i pripremom ternarnih smjesa dolazi do znacajne
destabilizacije sustava i opsezne razgradnje PZQ te takvi produkti nisu prikladni za
farmaceutsku primjenu.

U svrhu objasnjenja mehanizama destabilizacije PZQ utjecajem CD, isti autori prosirili
su studije na dodatne ciklodekstrine, uklju¢uju¢i BCD, HPBCD, SBEBCD (natrijev
sulfobutileter——ciklodekstrin) te su primjenom NMR spektrokopije i docking studijama
ispitivali mehanizme inkluzije (39). Kompleksi su pripremljeni mehanokemijskom aktivacijom
u omjerima 1:1 i 1:4 (PZQ/CD) te analizirani NMR spektroskopijom, a solubilizacijskim

ispitivanjima su odredene stabilnosti nastalih kompleksa (K11, tablica 5).

Tablica 5. Konstante stabilnosti (Ki:1), efikasnost kompleksiranja (CE, eng. Complexation
Efficiency) i povecanje topljivosti (Smax/So) za binarne komplekse PZQ s CD, dobivene
razli¢itim analitickim metodama (preuzeto iz Spehar i suradnici (39) uz suglasnost izdavaca).

S-CD HPACD RMSCD SBESCD
HPLC 456,77+19,68 | 282,184+5,90 | 543,02+1,70 487,55+34,61
Ki/M? UV-Vis 422,63+87,49 | 230,08+43,05 | 483,64+67,88 | 378,70+47,40
fluorescencija | 441,67+15,86 | 281,30+16,60 | 517,24+45,07 | 517,68+55,06
HPLC 0,33+0,03 0,21+0,01 0,37+0,01 0,34+0,01
CE UV-Vis 0,33+0,05 0,21+0,01 0,34+0,04 0,33+0,03
fluorescencija | 0,33+0,03 0,23+0,01 0,39+0,01 0,35+0,03
HPLC 5,26 10,63 16,58 15,44
SmaxiSo UV-Vis 4,73 8,44 15,17 12,19
fluorescencija | 5,09 9,51 15,79 16,37

Iz tablice 5 se moze isCitati da stvaranje inkluzijskih kompleksa PZQ s RMBCD i
SBEBCD rezultira najizrazenijim povecanje topljivosti. Vrijednost konstanti stabilnosti
pokazuje da su interakcije izmedu PZQ i CD dovoljno jake da se kompleksi smatraju
stabilnima, a opet dovoljno slabe da ne ogranicavaju oslobadanje lijeka te njegovu apsorpciju
u organizmu (40).

Analizom naprednim 2D NMR tehnikama pokazano je kako uz aromatski dio koji se
ugraduje u centralnu Supljinu molekule CD, i cikloheksanski i pirazinski prsten takoder
sudjeluju u interakciji s CD.

Svi pripremljeni kompleksi podvrgnuti su uvjetima ubrzane razgradnje gdje je uocena
razgradnja do 38% kod PZQ kompleksa s HPBCD. Proizlazi da se razina degradacije moze

povezati s konstantom stabilnosti kompleksa. Sto je niza vrijednost konstante stabilnosti
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kompleksa, dolazi do znacajnije razgradnje PZQ pri ispitivanim uvjetima. Jahro et al. (41) su
pokazali na kompleksima CD sa spironolaktonom da kriti¢nu ulogu u kataliziranoj razgradnji
lijeka imaju hidroksilne skupine na CD (slika 10). U inkluzijskim kompleksima s PZQ isto se
pokazalo to¢nim, jer je najveta degradacija uofena S HPBCD ciklodekstrinom, dok su
kompleksi a RMBCD i SBEBCD bili kemijski stabilniji, obzirom na reducirani broj slobodnih

A OR
RQ o 0,
(0}
OR RO
OR
o B
OR
d RO RO
= Methyl-B-cyclodextrin
o o R=-Hor-CH,

o (2-hydroxypropyl)-B-cyclodextrin
OR

OR
CHj
2 R=-TITor /\(
OR
OR OH
0 o) OR 0OR 2
O or
RO
o

;;F@ﬁ

ONa
NEG’ ,,_,\\
\_\_\ % % do

OH skupina.

O

0
OH
0 OH on&h
H
HO a
H

a mixture of beta CD with different numaber of Sulfobutyl side chains

Slika 10. Struktura ciklodekstrina koristenih u pripremi inkluzijskin kompleksa PZQ
primjenom mehanokemijske aktivacije (preuzeto uz suglasnost izdavaca (42)).

Primjenom LC-HRMS i MS/MS tehnika identificirani su neki od razgradnih produkata
PZQ i usporedbom s poznatim produktima zapazeno je da stvaranjem kompleksa s CD nastaju
i novi, nikad identificirani razgradni produkti (tablica 6).
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Tablica 6. Popis poznatih i pretpostavljenih razgradnih produkata PZQ i PZQ/CD kompleksa
koji se formiraju pri uvjetima ubrzane razgradnje (40 °C i 75% RH, 3 mjeseca)® (Preuzeto iz
Spehar i suradnici (39) uz suglasnost izdavaca).

Observed
ymbol RRT sz Formula Product ions, m/z Proposed structure
130 (148-18), 105,
1 0.57 148.0751 CsHyNO

91,79

197 (215-18),187,
I 0.57 2150812 CpH N0,
144, 127

199 (217-18), 189,
I 0.60  217.0966  C,,H,N,0, N

146, 129 ) NY
327 (345-18), 235, SN I
v 0.77 3451804  CysHpN,O4 ¥
217, 160, 83 ﬁ)

283 (301-18), 273
v 0.86 3011804  C;HoeN,0, (301-28), 256, ELO
.

191.174, 146, 83

Qs
VI 090 3781812 CouHaN:Os 257,229,201, 158 /\l/T T I:J

2 \v»\”/
o

=

| |
Y11 0.90 273.1959 C7H24N:0 256, 163, 146, 83 o .
N
VIII 110 329.1864  CHaN,O5 219,201, 188, 83 %@Jb

N
IX  L14 3270785  CiHaNaOs 271, 83 %:\HJLO
283,201, 173, 132,
X L17 3111729 CgHypN,0, =y
83 N\H)

325 (343-18), 233, y
X1 123 343.1688  CjHyNy04
202, 174,130,834 &
CH o]

®RRT = RT (degradation product)/RT(PZQ)
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3.2.4. Priprema polimernih disperzija PZQ s povidonom i krospovidonom

mehanokemijskom aktivacijom

B. Perissutti i suradnici (43) proveli su mljevenje PZQ u vibracijskim mlinovima uz dodatak
polimera: povidona (PVP); kopovidona (1-vinilpirolidone-co-vinil acetat, PVPVA); natrijevog
Skrob glikolata (SSG) i mironiziranog krospovidona (CROSPVP). Pripravljene su binarne
smjese u masenom omjeru PZQ/polimer 1:1 i 1:2. Eksperimenti mljevenja radeni su u
vibracijskom mlinu s posudama od cirkonijevog oksida uz dodatak jedne velike ili tri manje
kuglice primjenom statistickog planiranja eksperimenata prema protokolu prikazanom u tablici
1.

Tablica 7. Protokol istrazivanja pri mljvenju PZQ s polimerima kojeg su proveli Perissutti i
suradnici (B. Perissutti i suradnici (43) preuzeto uz suglasnost izdavaca).

eksperiment | Xy(wt) | X Xs/h | XalHz | X5 Yi/% | Yo/% | Ys/mgL-1
1 1:1 3s” 4 20 CROSPVP | 9,61 87,22 | 436,77
2 1:1 3s 4 20 CROSPVP | 1199 |89,93 | 448,26
3 1:1 lls* | 4 30 PVPA 21,36 | 94,94 | 282,08
4 1.1 1ls 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 1ls 1 20 PVP 42,54 | 94,60 | 229,49
8 1:1 1ls 1 20 PVP 25,66 |96,51 | 290,68
9 1:2 1ls 1 30 CROSPVP |0 88,63 | 210,71
10 1:2 1ls 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 1ls 4 20 SSG 0 90,32 | 127,48
14 1:2 1ls 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

X1 = maseni odnos djelatne tvari i polimera; Y1 = ostatna kristaini¢nost PZQ (%)
X2 = postavke mlina; Y2 = sadrzaj PZQ nakon mljevenja

X3 = vrijeme mljevenja (h); Y3 = povecanje toljivosti (mg/L)

X4 = frekvencija mlina

X5 = vrsta polimera

3s* =3 sfere od 15 mm

1ls* = jedna velika sfera od 20 mm

Rezultati pokazuju da uklapanjem u polimerne disperzije raste topljivost PZQ porasla,
a osim o vrsti polimera koji je koriSten kao aditiv u procesu mljevenja, topljivost je
proporcionalna s vremenom mljevenja. Najveée povecanje topljivosti primijeceno je za Smjesu
PZQ:CROSPVP (1:1), koja je mljevena 4 sata. U svim uzorcima doslo je do visokog stupanj

amorfizacije (slika 11).
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Slika 11. PXRD spektri ¢istog PZQ, ¢istog CROSPVPa, 1:1 fizicke smjese (PM), mljevenog
produkta odmah nakon pripreme (COGROUND) te nakon 6 mjeseci (B. Perissutti i suradnici
(43) preuzeto uz suglasnost izdavaca).

Obzirom na utvrdenu sklonost PZQ razgradnji tijekom mljevenja, proveden je niz
eksperimenata gdje su uzorci mljeveni pri sobnoj temperaturi i u kriogenim uvjetima (tablica
8).2

@ For cryo-grinding (CC) experiments, prior to milling, the jars containing the samples were immersed in liquid
nitrogen for 1 min; re-cooling of the milling jars with liquid nitrogen for 1 min was performed every 15 min of
milling.
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Tablica 8. Utjecaj tehnoloskih parametara mljevenja na mjereni sadrzaj i kristalini¢nost PZG
nakon mehanokemijske aktivacije (B. Perissutti i suradnici (43) preuzeto uz suglasnost

izdavaca).
eksperiment | Slucajni Varijable eksperimenta Eksperimentalni odgovori
red T/min | Frekvencija/Hz | Temperatura | formulacija Sadrzaj | Ostatna

PZQ/% | kristalini¢nost/%

1 6 30 15 RT? 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 cch PZQ 100,00; | 72,31; 75,52
100,00

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

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

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

17 1 30 15 RT PZQ:CROSPVP | 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:CROSPVP | 94,35; | 12,31;18,58
95,18

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

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

23 13 30 25 CcC PZQ:CROSPVP | 96,32; | 0,00; 0,00
95,81

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

aRT = room temperature

bCC = criogenic conditions (kriogeni uvjeti)

€50:50 (w/w)
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Prilikom odredivanja sadrzaja lijeka u pripremljenim uzorcima HPLC metodom, u
kromatogramima je uocen novi pik na 4.0-4.2 min kojeg nije bilo moguce povezati S opisanim
oneci$¢enjima opisanim za PZQ u monografijama djelatne tvari u Ph. Eur. i USP. Ovaj rezultat
potaknuo je nastavak istrazivanja (44) s ciljem identifikacije nastalih razgradnih produkata te
je mehanokemijska sinteza provedena kori$tenjem polimera i pri uvjetima koji su u prethodnim
studijama rezultirali najve¢im stupnjem razgradnje lijeka (tablica 9).

Tablica 9. Sastav smjesa i procesni parametri mehanokemijske sinteze u studiji Sagud i
suradnici koja je za cilj imala otkrivanje strukture razgradnih produkata nastalih tijekom
mljevenja PZQ s PVP i CROSPVP (Sagud i suradnici (44) preuzeto uz suglasnost izdavaca).

uzorak Sastav (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 Koristene su spektroskopske metode HPLC/MS, GC/MS i NMR.
Vec usporedbom GC kromatograma mljevenih smjesa s uzorkom PZQ vidljivo je bilo da dolazi

do znacajne razgradnje lijeka (slika 12).
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Slika 12. Usporedba GC-MS kromatograma PZQ (najvisi), PZQ1 i PZQ2 uzorka dobivenih
mehanokemijskom obradom PZQ. (Sagud i suradnici (44) preuzeto uz suglasnost izdavaca)
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Rezultati pokazuju da ovisno o koriStenom polimeru u procesu mljevenja PZQ dolazi
do razli¢itih putova razgradnje. U uzorcima PZQ1 i PZQ3 postoji veliki pik molekularne mase
m/z 147 te mno$tvo manjih pikova masa m/z 311, 313 i 327 dok u uzorcima PZQ2 i PZQ4 pik
m/z 147 je manjinski produkt dok je pik m/z 311 veéinski produkt.

Da bi se dobile dodatne informacije o strukturi razgradnih produkata snimljeni su i *H NMR

spektri. Na temelju svih informacija identificirane su najvjerojatnije strukture razgradnih

produkata (slika 13).
SR P4
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products et Het
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Slika 13. Glavni razradni produkti DEG1 (m/z 147) i DEG2 (m/z 311) nakon mljevenja PZQ
u vibracijskom mlinu. (Sagud i suradnici (44) preuzeto uz suglasnost izdavaca)

Razgradni produkt DEGL1 je varijacija strukture koja je identificirana prilikom studije
fotokataliticke oksidacije PZQ (36). Struktura je pretpostavljena na temelju studije NMR

spektra PZQ1 uzorka (slika 14) u kojem se vide signali specifi¢ni za ovu molekulu.
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Slika 14. Dio *H NMR spektra uzorka PZQ1. (Sagud i suradnici (44) preuzeto uz suglasnost

izdavaca)

Struktura DEG1 ima specifican signal za NH skupinu te se razlikuje od prije
pretpostavljene strukture dobivene fotolizom.

Postoji sprega NH i Ha protona (5,5 ppm) ¢ija je konstanta JnH,Ha = 14,6 Hz. Proton na 8,1 ppm
po pomaku spada u protone na aromatskom prstenu, a ostatak aromatskih protona nalazi se u
multipletu na 7,5-7,6 ppm. Sve ovo dalo je ¢vrstu potvrdu strukture DEG1.

Vedinski razgradni produkt DEG2 koji nastaje tijekom mljevenja s CROSPVP
polimerom, mase m/z 311, takoder je strukturno potvrden *H NMR spektroskopijom (slika 15).
Ovdje su u NMR spektru vidljivi etenski protoni s konstantom sprege od 17,3 Hz, §to znaci da
su u trans orijentaciji jedan s drugim. Ovi protoni pomaknuti su daleko u nize polje, §to govori
o tome da se nalaze u kemijskog okolini koja ih otklanja. U ovom slucaju efekt otklanjanja
uzrokuje atom dusika te benzenska jezgra. Kemijske transformacije koje bi dovele do ovakvog
degradacijskog produkta ukljucuju cijepanje jednostruke veze izmedu C atoma i N atoma te

formiranje dvije nove konjugirane veze.
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Slika 15. Dio *H NMR spektra uzorka PZQ2. (Sagud i suradnici (44) preuzeto uz suglasnost

izdavaca)

Polimerne disperzije PZQ s PVP te novi polimorfni oblik B pripremljeni
mehanokemijskom aktivacijom uklopljene su u daljnjim su istrazivanjima u mikrocéestice
pripremljene tehnologijom sprej-kogeliranja koriste¢i Gelucir 50/13, neionski surfaktant, kao
nosac (45). Cilj je bio razviti farmaceutski oblik lijeka prikladan za primjenu u pedijatrijskoj
populaciji. Provedena je detaljna fizikalno-kemijska i farmaceutsko-tehnoloska karakterizacija
pripremljenih uzoraka. Usporedbom in vitro profila oslobadanja djelatne tvari, vidljivo je da
pripremljene mikrocestice pokazuju znacajnije povecanje brzine oslobadanja lijeka u odnosu
na ¢vrste forme PZQ (slika 16), $to se moze pripisati dodatnom ucinku koriStenog surfaktanta.
U takvom sustavu mehanokemijski aktivirani oblici lijeka tvore ¢vrste disperzije (nanokristalne
ili amorfne) te ¢vrste otopine (u potpunosti amorfne). In vitro ispitivanja uéinkovitosti PZQ
protiv Schistosoma mansoni parazita su pokazala da se uklapanjem aktiviranih oblika PZQ ne
mijenja njegov terapijski u¢inak. Od razvijenih sustava, mikrocestice s uklopljenom B formom

PZQ pokazuju najveéi potencijal za daljnji razvoj pedijatrijske formulacije ovog lijeka.
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Slika 16. In vitro profili oslobadanja PZQ za razli¢ite polimorfne oblike PZQ i polimerne
disperzije s PVP pripremljene mehanokemijskom aktivacijom, same ili uklopljene u
mikrocestice s Gelucirom 50/13 (preuzeto iz Albertini i suradnici (45)).

3.2.5. Mljevenje PZQ s mezoporoznim silicijevim dioksidom

Mezoporozni materijali zanimljivi su za upotrebu u farmaceutici zbog toga $to mogu
stabilizirati nestabilne amorfne oblike te povecati topljivost kao i brzinu oslobadanja djelatne
tvari u organizmu (46). Deponiranje molekula djelatne tvari u otvore mezoporoznih materijala
obi¢no ukljucuje upotrebu prikladnih organskih otapala u kojima je sama djelatna tvar topljiva
(47). Obzirom da je izbjegavanje velikih koli¢ina organskih otapala pozeljno, razvijaju se i
ekoloski prihvatljivije tehnologije za deponiranje djelatnih tvari, bez upotrebe otapala, ,,solvent-
free.

U nedavnom istrazivanju Sagud i suradnika (48), PZQ je podvrgnut suhom mljevenju
uz dodataka Syloid 244 FP® sintetickog silicijevog dioksida. Uzorci su pripremljeni pri
masenom omjeru lijeka i Syloid 244 FP 1:1, uz mehani¢ku aktivaciju mljevenjem u
vibracijskom mlinu, koriste¢i posude i radna tijela od cirkonijevog oksida, uz frekvenciju
mljevenja od 25 Hz. Promjene u fizikalnim karakteristikama pra¢ene su DCS i XRPD

metodama, a sadrzaj lijeka u mljevenim uzorcima odreden je HPLC-UV metodom. Pokazalo

 SYLOID® 244 FP material is a synthetic amorphous silica
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se da mljevenje sa silikatom promovira nastajanje amorfne krutine u vrlo kratkom roku, ve¢
nakon 15 minuta (slika 17).

Slika 17. SEM slike (5000x povecanje): a) PZQ; b) Syloid 244 FP; c) COG 2 (30 min); COG

1 (15 min). (Sagud i suradnici (48) preuzeto uz suglasnost izdavaca)

Obzirom na brzi prelazak lijeka u amorfni oblik bilo je vrlo vazno ispitati kemijsku
stabilnost lijeka u sustavu. HPLC analiza mljevenih uzoraka pokazala je da mljevenjem pri
sobnoj temperaturi dolazi do parcijalne razgradnje djelatne tvari i smanjenja njenog sadrzaja u
mljevenim produktima. Smjese COG 1 karakterizira sadrzaj PZQ od 96.12% + 0.35, a smjesa
COG 2 96.08% + 0.51. U slucaju Syloida, cak i fizicka smjesa pripremljena mijeSanjem u
tarioniku pokazuje smanjenje u sadrzaju lijeka na 98.48% +0.48. Ovakvo ponasanje povezivo

je s ¢injenicom da Cestice silikata imaju visoko abrazivno djelovanje i intrinzi¢nu tvrdocu.
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Analiza razgradnih produkata provedena je primjenom HPLC-MS i NMR analiza. U
kromatogramima uzoraka mljevenih sa Syloidom 244 FP utvrdeno je da postoji novi pik pri
m/z 345 (slika 18).
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Slika 18. Kromatogram COG 1 uzorka s masenim spektrom novog pika na 0,998 min. (Sagud

i suradnici (48) preuzeto uz suglasnost izdavaca)

Fragmenti koji su dobiveni u masenom spketru (m/z 329) ukazuju na gubitak kisika, dok
fragment m/z 311 ukazuje na moguci gubitak vode. Ove informacije iskoriStene su da se
pretpostavi najvjerojatnija struktura razgradnog produkta DP 1 (shema 1).

0 0

N/\l// grinding with Syloid II\I/Y
N OHC _N._OH

ring opening and
oxidation reactions

PzQ DP

only detectable
degradation product

Shema 1. Razgradni produkt PZQ nastao prilikom mljevenja uz dodatak Syloida 244 FP .

(Sagud i suradnici (48) preuzeto uz suglasnost izdavada)

Detaljna analiza *H NMR spektara potvrdila je strukturu pretpostavljenu za DP 1 kao

najizgledniju (slika 19).
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Slika 19. Usporedba *H NMR spektara a) PZQ, b) MIX 1, ¢) COG 1, d) COG 2. (Sagud i

suradnici (48) preuzeto uz suglasnost izdavaca)

Vide se karakteristi¢ni signali CHO skupine u nizem polju na 10.1 ppm, te signali na
5.5.1 2.5 ppm sa sli¢nim konstantama sprege kao protoni u samom PZQ (slika 20). Ova dva
protona pokazuju da je dio cikloheksanskog kostura ostao isti.
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Slika 20. Alifatski i aromatski dijelovi *H NMR spektra COG 1. (Sagud i suradnici (48)

preuzeto uz suglasnost izdavaca)
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Obzirom da razgradni produkt ima CHO i OH skupine, Kemijske transformacije koje bi
mogle biti ukljucene u njegovo formiranje su otvaranje prstena te oksidacija. Ovakva struktura
ne pripada ranije karakteriziranim razgradnim produktima, $to ukazuje na nove mehanizme

raspada.

3.2.6. Mljevenje PZQ s povrSinski aktivnim tvarima

Mljevenje uz dodatak povrsinski aktivnih tvari novi je pristup za unapredenje topljivosti i brzine
otapanja PZQ. Gaggero i suradnici (49) proveli su mehanokemijsku aktivaciju PZQ uz dodatak
poloksamera F-127 (Pluronic) i saharoze stearata (Surfhope). U tablici 10 prikazani su

tehnoloski parametri tijekom pripreme uzoraka mljevenjem u vibracijskim mlinovima.

Tablica 10. Pregled pripremljenih uzoraka i tehnoloskih parametara mljevenja uz prikaz
temperature uzorka i analitickog povrata sadrzaja lijeka nakon mljevenja (preuzeto iz Gaggero

i suradnici (49) uz suglasnost izdavaca).

Oznaka Pomo¢na tvar Omijer (wt) Vrijeme Temperatura Sadrzaj
uzorka mljevenja/min | uzorka nakon PZQ"/%
mljevenja

P-G-1A - - 30 29,31+0,28 98,91+0,11
P-G-1B - - 90 29,27+0,14 98,47+0,06
P-G-2A F-127 20:1 30 29,85+0,64 99,39+0,15
P-G-2B 90 30,34+0,00 99,51+0,01
P-G-3A C 1816 20:1 30 29,42+0,14 99,23+0,08
P-G-3B 90 27,57+0,14 99,40+0,03
P-G-4A F-127 10:1 30 29,30+0,28 98,98+0,11
P-G-4B 10:2 29,25+0,07 101,39+0,12
P-G-4C 10:3 29,41+0,14 99,95+0,03
P-G-5A C 1816 10:1 30 28,10+0,28 100,79+0,13
P-G-5B 10:2 28,15+0,07 101,00+0,18
P-G-5C 10:3 28,15+0,49 101,00+0,13

“odnos izmedu sadrzaja PZQ u uzorku odredenog pomocu kromatografije (HPLC) i teorijske koli¢ine PZQ u
uzorku odredene vaganjem tijekom pripreme uzorka za mljevenje.

Provedena je detaljna fizikalno-kemijska karakterizacija uzoraka, s posebnim osvrtom
na sadrzaj lijeka u uzorcima (Tablice 10 i 11). Takoder, provedena su ispitivanja topljivosti i in
vitro brzine otapanja lijeka, a in vitro permeabilnost iz razvijenih sustava ispitana je na

monosloju Caco-2 stanica.
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Tablica 11. Pregled fizikalno-kemijskih karakteristika (taliste, entalpija taljenja i relativna
kristalini¢nost lijeka u uzorku) i parametara in vitro oslobadanja lijeka iz analiziranih uzoraka.
Postotak oslobodene djelatne tvari nakon 15 min (Q1smin) sluzi za procjenu brzine otapanja, a
ucinkovitost oslobadanja nakon 60 minuta (DEsomin) omogucuje procjenu opsega procesa.
(preuzeto iz Gaggero i suradnici (49), uz suglasnost izdavaca)

uzorak Tonset /°C AHfuz/Jg'l RDC/% Q15min/% DEgomin/%
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 48,59+3,52
P-GR-1B 134,32 70,21 73,51 15,53+1,45 31,19+2,29
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 41,05+1,27 49,42+1,95
P-GR-2B 133,06 72,79 76,20 46,68+6,35 58,563+1,72
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 43,33+1,34 52,37+1,98
P-GR-3B 130,38 62,63 65,57 10,72+0,78 43,68+4,06
P-GR-4A 136,47 80,26 84,02 62,27+1,71 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 79,39+3,15
P-GR-5C 128,11 65,37 68,43 77,62+1,28 81,69+2,06

P-PM1 i P-PM2 su fizi¢ke mjesavine PZQ sa F-127 i C 1816, u oba slu¢aja omjer je 20:1.

Rezultati pokazuju da mljevenje PZQ s povrsinski aktivnim tvarima pridonosi topljivost
i oslobadanju lijeka in vitro (Tablica 10), §to se moze pripisati djelomi¢noj amorfizaciji PZQ
tijekom mljevenja te lokalnom uéinku povrSinski aktivne tvari tijekom otapanja. Prisutnost
povrsinski aktivnih tvari nije utjecala na intrinzi¢ki dobru permeabilnost lijeka. Naime,
koeficijent permeabilnost (Papp) za PZQ iznosio je (4.04 £0.72) x 10°cm s, dok je za produkte
pripremljene mljevenjem s poloksamerom i sukroza stearatom (4.44 + 0.33) x 107°cm s},
odnosno (4.00 = 0.17) x 10~°cm s™L. lako je vrijednost Papp za produkt s poloksamerom nesto
veca u odnosu na onaj za Cisti lijek 1 produkt sa sukroza stearatom, ta razlika nije statisticki
znacajna (p > 0.05). Dobra topljivost i permeabilnost lijeka preduvjeti su za uspjesnu apsorpciju
lijeka oralnom primjenom.

Primjenom UPLC-MS i H NMR spektroskopijom praéena je i kemijska stabilnost PZQ
u uvjetima mljevenja, obzirom na prethodne primjere pokazane nestabilnosti. Pokazalo se kako
mljevenje s povrsinski aktivnim tvarima nije uzrokovalo pad u sadrzaju lijeka u ispitivanim
uzorcima, a u spektrima nisu uoceni signali koji bi upucivali na prisustvo novih ili poznatih
razgradnih produkata. Ovo bi indiciralo da su dvije ispitivane povrSinske tvari prikladni aditivi
za proces mljevenja, omogucujuci unapredenje biofarmaceutskih karakteristika lijeka uz

izbjegavanje njegove kemijske razgradnje u samom procesu.
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4. RASPRAVA
4.1. Teorijski putevi razgradnje PZQ

PZQ je mala molekula koja u svojoj strukturi sadrzi Seteroclani heksanski prsten te pirazino-
izokinolinski prsten. Dobro su opisani njegovi putovi razgradnje u razne metabolite unutar
organizma. Opisano je 17 metabolita koji nastaju iz oba enantiomera tijekom prvog prolaza
kroz jetru (slika 2, poglavlje 1.2.). Ovako visok stupanj metabolickog raspada pokazuje
povisenu biokemijsku reaktivnost PZQ sto je indikativno i za odredenu kemijsku nestabilnost

same molekule, odnosno sklonost kemijskim transformacijama.

Tijekom pregleda literaturnih podataka o produktima PZQ pripremljenih
mehanokemijskom aktivacijom uocen je, izoliran i identificiran vec¢i broj razgradnih produkta.
Da bi se mljevenje, kao proces optimizacije biofarmaceutskih svojstava lijekova, moglo
ukljuciti u industrijsku proizvodnju PZQ, potrebno je dobro rasélaniti sve moguée putove
razgradnje i objasniti njihove mehanizme u svrhu otklanjanja nestabilnosti djelatne tvari

tijekom mljevenja i kontrole procesa formulacije lijeka u buduénosti.

Primjenom SAR programa Lhasa Zeneth®, moguce je lakSe objasniti neke razgradne
puteve PZQ ¢iji su produkti eksperimentalno dokazani, a mozda i predvidjeti, te izbjec¢i nove.
Zeneth je software koji omoguéava predvidanje moguéih puteva razgradnje u odredenim
uvjetima temperature, tlaka, pH, termicke i fotokemijske katalize. PZQ je u programu prepoznat
po specificnim strukturnim dijelovima molekule koji su vise ili manje reaktivni. Racunalni
program je na postavkama, gotovo sigurnih transformacija (89,2% vjerojatnost) u relativno
blagim uvjetima (prisutno svjetlo, zrak i/ili kisik, temperatura 20°C, po potrebi radikalski

inicijatori ili peroksidi) predvidio puteve na slici 22, tablica 11.

Za PZQ su predvidena tri tipa reakcija koje se s visokom vjerojatnoséu mogu dogoditi
na molekuli. Sve ove reakcije spadaju u podrucje su foto ili termo katalizirane oksidacije (slika
21).

¢ Zeneth program 8.1.1., Zeneth Knowledge Base 2020.1.0.
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Slika 21. Putevi razgradnje PZQ predvideni primjenom programa Lhasa Zeneth.
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Tablica 12. Putevi razgradnje PZQ predvideni primjenom programa Lhasa Zeneth
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Transformation
Name

Condition

Transforme 2t~
- = |Triggers

Oxidation of N-alkyl
amide to
hemiamidal

Oxygen; Radical

Oxidations or Light

Oxidation of alpha-
carbonyl amine,
amide, alcohol,
ether or ester

Oxidations Oxygen; Radical

Oxidative cleavage
of alpha-
functionalised
carboxylic acid
derivative

Oxidations Oxygen; Radical

Oxidation of alpha-
carbonyl amine,
amide, alcohol,
ether or ester

Oxidations Oxygen; Radical

Oxidative cleavage
of alpha-
functionalised
carboxylic acid
derivative

Oxidations Oxygen; Radical

Oxidation of primary
or secondary amine Oxidations
to imine

Metal or Light or
Radical; Oxygen;
pH

N-Acylation of
amine,
hydroxylamine or
hydrazine

Condensations

N-Acylation of
amine,
hydroxylamine or
hydrazine

Condensations

N-Acylation of
amine,
hydroxylamine or
hydrazine

Condensations

N-Acylation of
amine,
hydroxylamine or
hydrazine

Condensations

- |Exact M7 Mass Dif%

328,1787 15,9949

326,163 13,9792
300,1838 -12

342,158 29,9742
316,1787 3,9949
298,1681 -14,0157
328,1787 15,9949
272,1889  -39,9949
410,2569 98,0731

190,1106 -122,0732
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Slika 22. Mogu¢i produkt oksidacije PZQ u hemiamidal.

Jedan od mogucih puteva oksidacije N-alkil-amida koji sadrze vodikove atome na o-
polozaju je oksidacija molekularnim kisikom, ako postoje odredeni katalizatori kao §to su
radikali ili svjetlo (50). Pri tome bi mogao nastati hemiamidal kakav je prikazan na slici 22.
Oksidacija se u teoriji moze dogoditi i na a-karbonilnom ugljikovom atomu i s druge strane
amida (slika 23).

Slika 23. Mogu¢i produkt oksidacije a-karbonilne amidne skupine na molekuli PZQ

Teorijska reakcija oksidacije kakvu je programski software koristio za predvidanje

ovakvog ponasanja molekule PZQ prikazan je na shemi 2.

(@] (0]
X —_—— X
R»]/ R2 R1/ \[HJ\RZ
H H 0
X =0ili N-R3

R1-R3 = bilo koji atom

veza R1-N-R3 moze biti dio aromatskog sustava

Shema 2. Reakcija oksidacije a-karbonilnih amida
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Opisani moguc¢i mehanizam zapo€inje ekstrakcijom vodika od strane metilenskog
ugljikova atoma, a rezultirajuci radikal tada reagira s kisikom i nastaje hidroperoksi-radikal koji
moze uzeti vodik od bilo kojeg dostupnog donora pri ¢emu nastaje hidroperoksid. Obzirom da
hidroperoksidi nisu stabilni dolazi to eliminacije i nastaje a-karbonil-karboksilna kiselina ili
neki njezin derivat (51).

Tredi tip oksidacije koji je moguée zamisliti na molekuli PZQ je oksidativno cijepanje,

moguci produkt ovakve reakcije prikazan je na slici 24.

[@ — [¢]

—

Slika 24. Moguc¢i degradacijski produkt oksidativnog cijepanja PZQ

Do oksidativnog cijepanja teoretski moze do¢i na strukturama koje imaju o-

funkcionalizirane karboksilne kiseline ili derivate (shema 3).

(0]
X O X__0O
% —_—
R{” Rs Ry \|¢ "R
RZH R2
X =0li N-R4

R1, R4 = bilo koji atom (osim vodika)

R2 =vodik ili ugljik

R3 bilo koji heteroatom (bez vodika na sebi)
*ovaj C atom ne moze biti u prstenu

Shema 3. Oksidativno cijepanje funkcionalizirane karboksilne kiseline.

Razlika izmedu mehanizma i puta koji vodi u oksidativno cijepanje ili druge opisane
derivate oksidacije je samo u tome kako ¢e se ponaSati primarno stvoreni nestabilni
meduprodukt, hidroperoksid. Ovakva tri moguc¢a razgradna produkta, primarno nastala
oksidacijom uz neki pogodni inicijator (najéesce svjetlo), mogu u istim uvjetima reagirati dalje

Sto je prikazano i na slici 25.
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Slika 25. Reakcije oksidacije na primarno dobivenom hemidialu.

Hemiamidal se moze i dalje oksidirati ili oksidativno cijepati, pri ¢emu mogu nastati

produkti prikazani na slici 25 sa 90% vjerojatnosc¢u koju program pretpostavlja. Produkt D9

dobiven oksidativnim cijepanjem, obzirom na svoju strukturu i ve¢i broj funkcionalnih skupina,

ima vise na¢ina na koje moze reagirati, obzirom na prisutne uvjete (slika 26).

38



237 - Ouidative cleavage of alpha-
functionalised carboxylic acid derivative

D3 [1

060 - Oxidation of primary
or secondary amine to imine
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Slika 26. Moguce reakcije produkta oksidativnog cijepanja.
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Ovakav niz reakcija oksidacije moze se dalje teorijski zamisljati kroz veliki broj koraka, u
kojem stupnju ¢e razgradnja stati, ovisiti ¢e o dostupnim reagensima, uvjetima i vremenu.
Vazno je naglasiti da su na otvorenim produktima razgradnje, koji imaju NH skupine vrlo
izgledne i reakcije N-aciliranja, gdje ¢e slobodni sekundarni amin reagirati s acilnim halidima,

anhidridima, imidima, itd.

4.2. Usporedba mehanizama nastanka teorijski i literaturno opisanih
razgradnih produkata PZQ

Razgradni produkti nastali tijekom procesa mljevenja PZQ c¢ije su strukture uzete u obzir u
daljnjim usporedbama su one koje su pretpostavljene koriste¢i dvije metode analiza (MS i
NMR) i oni su pobrojani na slici 27. Obzirom da je ostatak struktura identificiran samo na
temelju HPLC/MS i MS/MS fragmentacije bez potvrde NMR analize, te strukture nemaju

dovoljnu potvrdu da bi bile korisne za mehanisti¢ko razmatranje razgradnih procesa.

DEG1 DEG 2 DP

Slika 27. Tri poznate i opisane razgradne strukture PZQ nastale u procesu mehanokemijske
aktivacije

Prilikom pretpostavki reakcija koje su mogle do¢i u obzir tijekom nastanka ovih
opisanih razgradnih produkata, sami autori su u obzir uzeli odredene primarne reakcije
oksidacija koje su se mogle dogoditi, §to je u skladu s teorijskim pretpostavkama SAR programa
Zeneth. U radu gdje je PZQ mljeven sa silikatima kao aditivima, glavni razgradni produkt bio
je DP (48). Autori pretpostavljaju da dolazi do otvaranja jednostruke C-C veze na Seteroclanom
prstenu, nakon koje slijedi daljnja oksidacija, obzirom da molekula u sebi ima vrlo
karakteristicne CHO i OH skupine. Obzirom na Zenethova teorijska predvidanja,
najvjerojatnije je doSlo do oksidativnog cijepanja, medutim, ne nuzno na teorijski

pretpostavljeni nacin, obzirom da je struktura D9, vrlo sli¢na strukturi DP koja je u realnosti
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identificirana, samo $to je u stvarnosti doslo oksidacijskog otvaranja prstena na drugom mjestu

(slika 28).

SRS T o
N HO N._OH
NH
PzQ D9 DP

Slika 28. Usporedba struktura PZQ, D9 i DP.

Razgradni produkti koji su identificirani prilikom mljevenja PZQ s polimerima PVP i
CROSPVP su u potpunosti drugacijih struktura, medutim moguce je usporediti DEG2 i DP i
pretpostaviti da je DEG 2 produkt sekundarnih reakcija na DP (shema 4).

O
N_ _O Ox N _O O)J\N/YO
\,f — \I\T OH— X Ny

P7Q DP DEG 2

Shema 4. Mogu¢i put nastanka DEG 2.

Kod DEG 2 dolazi do otvaranja jednostruke C-C veze na Setero¢lanom prstenu, te de to
intramolekulske reciklizacije. Prilikom ovog otvaranja dolazi do naknadne eliminacije koja
vodi u krajnji produkt. Moguce je mehanisti¢ki pretpostaviti da je primarna reakcija ponovno
oksidacija na samom prstenu , sto je dovodi do poremecaja u elektronskoj gustoci, pucanja C-
C veze i eliminacije vode. Software na temelju dostupnih podataka ne moze pretpostaviti sa
dovoljnom sigurnoséu reakcije koje se mogu dogoditi nakon pocetne reakcije oksidacije tako
da nastanak razgradnog produkta DEG2 nije in silico detektiran, ali se uklapa u pretpostavljeni

tip reakcija kojima PZQ podlijeze.
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Razgradni produkt DEG1 koji je takoder uocen tijekom mljevenja s polimerima je
fragment produkta DEG2 koji u daljnjem slijedu reakcija nastaje cijepanjem iz istih
meduprodukata. Molekula meduprodukta ne stabilizira se u tom slucaju eliminacijom vode, ve¢
dolazi do cijepanja molekule u dva stabilnija fragmenta, najsli¢niji pretpostavljeni fragment bio
bi D27 (slika 29).

/=0

NH

H
N HN
D27 DEG 1

Slika 29. Usporedba strukture D27 i DEG 1.

4.3. Teorijski putevi optimizacije kemijske stabilnosti PZQ tijekom
mehanokemijske aktivacije

Mehanokemijska aktivacija mljevenjem sa ili bez dodatka odgovarajué¢ih aditiva pokazala je
veliki potencijal za modifikaciju nepovoljnih biofarmaceutskih svojstava PZQ, u provom redu
topljivosti i brzine oslobadanje djelatne tvari. Novi polimorfni oblici kao i inkluzijski kompleksi
pripremljeni mehanokemijskom aktivacijom pokazuju prikladnu stabilnost.

Obzirom na sklonost PZQ razgradnji odredenim uvjetima, kod planiranja i optimiranja
daljnjih eksperimenata, trebalo bi uzeti u obzir da eksperimentalno i teorijski dokazane reakcije
razgradnje PZQ uglavnom reakcije oksidacije, katalizirane svjetlom ili temperaturom. Obzirom
da je tijekom procesa mljevenja uzorak zasti¢en od svjetla u neprozirnim metalnim posudama
za mljevenje, potrebno je usmjeriti napore za ucinkovitije pracenje i odrzavanje niske
temperature tijekom procesa mljevenja. Mljevenje je naime visokoenergetski proces Kkoji
generira znacajno zagrijavanje uzorka s obzirom da se svega 2% primijenjene mehanicke
energije trosi za usitnjavanje. Kriogeni uvjeti mozda nisu nuznu, ali temperature ispod sobne
bile bi prihvatljive. Za sada su na trzistu dostupni vibracijski mlinovi koji osiguravaju kontrolu
temperature tijekom procesa mljevenja (https://www.retsch.com/products/milling/ball-
mills/mm-500-control/), ali oni su veli¢inom prikladni samo za laboratorijsku primjenu, dok ¢e

razvoj termostatiranih mlinova za proizvodnju u industrijskom mjerilu biti izazovan.
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Drugi nepovoljni ¢imbenik je sam kisik, obzirom da se velik broj reakcija i u samoj
farmaceutskoj industriji provodi pod inerthnom atmosferom dusika, eksperimente mljevenja
gdje je doslo do razgradnje, trebalo bi ponoviti uz nacin da se prethodno aparatura propuse
argonom ili dusikom 1 hermeticki zatvori. Ovakav put planiranja daljnjih istrazivanja u podrucju
mogao bi dati nove uvide u same mehanizme razgradnje te omoguditi razvoj procesa

mehanokemijske aktivacije u ve¢em mjerilu.

4.4, Mutageni potencijal identificiranih razgradnih produkata

Kad se onecis¢enja promatraju u kontekstu sigurnosti primjene djelatne tvari i lijeka, dopustene
granice regulirane su ICH Q3A/3B i M7 smjernicama obzirom na dozu i na sama svojstva
oneciS¢enja. Iz tog razloga iznimno je vazno da su oneciSéenja u djelatnim tvarima i
farmaceutskim oblicima lijekova dobro poznata i da je njihova struktura identificirana tako da
se mozZe istraZiti njihov mutageni potencijal. OneciS¢enja koja se pokazu da imaju poznata ili
pretpostavljena mutagena i/ili kancerogena svojstva kontrolirat ¢e se u lijeku na puno nizim
granicama od onih koja nisu PMI po smjernicama opisanim u ICH M7.

Ako su oneci$¢enja nova i dosad neopisana te ne postoje toksikoloske in vivo studije, za
procjenu mutagenog potencijala koriste se in silico softwerski alati koji rade na principu SAR
analiza. Najpoznatiji je Lhasin M7 software® koji kombinira Lhasa Derek i Lhasa Sarah bazu
podataka i daje predvidanje mutagenog/kancerogenog potencijala za nove molekule temeljem
statistiCkih predvidanja i odnosa strukture i aktivnosti pojedinih klju¢nih dijelova molekule.

Identificirani produkti degradacije PZQ tijekom procesa mehanokemijske aktivacije
obradeni su primjenom Lhasin M7 software. StatistiCka analiza na temelju veze izmedu
mutagenog/kancerogenog potencijala i strukturnih elemenata u molekuli (SAR) pokazala je
kako molekule DEGL1 i DP nemaju u svojoj strukturi alarmirajuce funkcionalne skupine (slika

30).

Derek: @8@80 Inactive

o
Sarah: 00 Negative
N ) o
\ Derek: @80 Inactive N Smiles: C12=CC=CC=C1CC(N(C2)C(CN(C(=0)C3CCCCC3)C=0)=0)0
Sarah: B Negative
Smiles: C1{=CC=CC=C1CC{[H])=N)CC N o]
/ Average Mol Mass: 344.41

o Exact Mol Mass: 344.1736
Average Mol Mass: 147.22 Lng M: -2.85
Exact Mol Mass: 147.1048
Log Kp: 1.98 Log P: 2.78

Log P: 2.31

Slika 30. Lhasa Derak i Sarah predikcije mutagenosti za DEGL1 i DP.

9 Nexus v.2.5.2 (Build 5, Jul 2022); Derek Nexus v.6.2.1; Sarah Nexus v.3.2.1
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Ovakav negativan rezultat signalizira kako ove strukture i njihovi funkcionalni dijelovi teorijski
i statisticki gledano nemaju mutageni/kancerogeni potencijal te da se mogu pratiti u djelatnoj

Struktura DEG2 nije dala niti pozitivan, niti negativan rezultat, obzirom da klju¢an
strukturni dio (slika 31) nije poznat u bazama podataka za daljnju usporedbu. Obzirom da se
uzima konzervativni pristup, ova molekula smatrala bi se pozitivnom i na nju bi se primijenila
najniza moguca granica dopustene dnevne koli¢ine, od Al 1.5 pg/danu.

Unclassified featyres

Slika 31. Funkcionalno neklasificirani dio molekule DEG2.

Ova molekula moze se sintetizirati neovisnom sintezom ili radikalnijom primjenom
uvjeta u kojima je i nastala, procistiti te dati na AMES analizu. AMES test je in vitro bakterijska
analiza kojom je moguée procijeniti mutageni potencijal neke molekule (52). Najcesce se
koriste specifi¢no mutirane bakterije iz sojeva Salmonella i E. Coli. Spojevi koje zelimo testirati
moraju biti iznimno kemijski procisceni i bez oneciS¢enja organskog i anorganskog podrijetla
da bi rezultati koji su dobiveni imali smisla. Ako se neka molekula pokaze negativnom na in

moze promatrati na granicama svih ostalih oneciS¢enja.
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5. ZAKLJUCAK

PZQ je djelatna tvar koja se koristiti u lijeCenju rasirene tropske bolesti uzrokovane s pet
razli¢itih vrsta parazita Shitostoma vrste. Obzirom da bolest pogada najranjiviju populaciju u
nerazvijenim drzavama ovaj lijek se s razlogom na listi esencijalnih lijekova svjetske
zdravstvene organizacije. Istrazivanja posvecena poboljsanju njegovih farmakoloskih
karakteristika od jednake su vaznosti kao 1 istrazivanja posvecena njegovoj Sto ekonomicnijoj

sintezi i formulaciji.

Farmakodinamicka i1 farmakokineticka svojstva PZQ jos se uvijek istrazuju i vazna su
za daljnje poboljsanje svojstava lijeka, obzirom da njegova terapijska ucinkovitost varira pod
utjecajem je brojnih faktora (duzina zaraze, konzumacija hrane, drugi lijekovi, itd). Prilikom
razvoja novih formulacija takoder je bitno obratiti paznju na C¢injenicu da je lijek smjesa
enantiomera od kojih je samo jedan bioloski aktivan te kako sama djelatna tvar kao racemi¢na

smjesa spada u BCS klasu 1.

Poboljsanje topljivosti, unapredenje oslobadanja djelatne tvari iz lijeka, apsorpcije te
same stabilnosti prilikom prvog prolaska kroz jetru su prioritetni u daljnjim istrazivanjima, a
obzirom na sintezu znanja skupljenu tijekom ovog rada prilikom planiranja i optimiranja
daljnjih eksperimenata svakako treba uzeti u obzir i sklonost razgradnji PZQ pri odredenim
uvjetima. Mehanokemija, kao jedan od alata ,,zelene kemije* sigurno ¢e i dalje biti u fokusu i
u istrazivanjima vezanima na poboljSanje svojstava PZQa. Pri budu¢im mehanokemijskim
aktivacijama vazno je imati na umu da su reakcije koje su eksperimentalno i teorijski pokazano

moguce na ovoj molekuli uglavnom reakcije oksidacije, katalizirane svjetlom ili temperaturom.

Obzirom da se mehanokemijske reakcije odvijaju u mlinovima gdje svjetlo nije
prisutno, potrebno je pratiti temperaturu. Ono §to je vidljivo kako kriogeni uvjeti nisu nuznu,
ali temperature ispod sobne bile bi pozeljne u svrhu uklanjanja rizika od razgradnje djelatne

tvari.

Drugi vazan ¢imbenik u reakcijama oksidacije je sam Kkisik. U farmaceutskoj
proizvodnji djelatne tvari i lijeka velik tehnoloskih operacija se provodi pod atmosferom dusika
te bi eksperimente mljevenja u kojima je doslo do razgradnje, trebalo ponoviti U inertnoj
atmosferi. Inertnu atmosferu u laboratorijskom mjerilu najlakse je posti¢i na nain da se

prethodno aparatura propuSe argonom ili dusikom 1 hermeticki zatvori te ostane zatvorena
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tijekom cijelog eksperimenta mljevenja. Kod uveéanja procesa mogu se uvesti kontinuirana
uvodenja dusika ili argona u mlinove tijekom cijelog trajanja procesa mljevenja, prikladnim

nad¢inima.

Planiranje daljnjih eksperimenata uzimajuéi u obzir ova saznanja mogao bi dati nove uvide
u same mehanizme razgradnje PZQa te omoguciti razvoj procesa mehanokemijske aktivacije u
vec¢em mjerilu. Odredena svojstva i nestabilnosti same djelatne tvari takoder se mogu dodatno
modificirati dodatkom pogodnih novih aditiva, koji ¢e uz poboljsanje farmakoloskih svojstava
i stabilizirati samu djelatnu tvar i zastiti je od reakcije oksidacije tijekom procesa

mehanokemijske aktivacije.
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ABECEDNI POPIS SKRACENICA

kratica
Al
ATR-FTIR
AUC
BCD
BCS-II
CD

CE
CROSPVP
DSC

FA

GA
GC-MS

HPBCD
HPLC

IDR

IR

LAG
LC-HRMS
MCR
MEBCD
MRT
NMR
PA

Ph. Eur.
PMI
PXRD
RMBCD
R-PZQ

SAD
SAR
SBEBCD
S-PZQ

w2

TGA
THF
USP
VALAG

WHO
XRPD

znacenje

acceptable intake (dozvoljeni unos)

Attenuated total reflectance-Fourier transform infrared spectroscopy

Area under the ROC Curve

B-ciklodekstrin

Biopharmaceutics Classification System (Biofarmaceutski sustav klasifikacije)
ciklodekstrin

Complexation Efficiency (u¢inkovistost kompleksiranja)

Crospovidone

Differential Scanning Calorimetry (Diferencijalna pretrazna kalorimetrija)
ferulinska kiselina

galna Kkiselina

Gas chromatography—mass spectrometry (plinska kromatrografija-masena
spektrometrija)

2-hidrokspropil-B-ciklodekstrin

High Performance Liquid Chromatography (Tekuc¢inska kromatografija visoke

djelotvornosti)
Intrinsic Dissolution Rate (intrinzi¢na brzina oslobadanja djelatne tvari iz lijeka)

infrared (infracrveno)

Liquid Assisted Grinding (mljevenje uz dodatak otapala)

teku¢inska kromatogracija-spektrometrija masa

Multi-component Reactions (viSekomponentne reakcije)

Metil-p-ciklodekstrin

srednje vrijeme zadrzavanja

nuklearna magnetska rezonacija

protokatehuinska kiselina

European Pharmacopoeia (Europska farmakopeja)

potential mutagenic impurity (potencijalno mutageno/kancerogeno onecis¢enje)
Powder X-ray diffraction (rentgenska difrakcija na prahu)

randomly methylated B-ciklodekstrin

R-Prazikvantel; (11bR)-2-(cyclohexanecarbonyl)-3,6,7,11b-tetrahydro-1H-pyrazino[2,1-
aJisoquinolin-4-one

Sjedinjene Americke drzave

Structure-Activity Relationship (odnos strukture i aktivnosti)

natrijev sulfobutilete-B-ciklodekstrin

S-Prazikvantel; (11bS)-2-(cyclohexanecarbonyl)-3,6,7,11b-tetrahydro-1H-pyrazino[2,1-
alisoquinolin-4-one)

vrijeme polueliminacije

termalna gravimeterija
tetrahidrofuran
United States Pharmacopeia (Farmakopeja Sjedinjenih Americ¢kih drzava)

Variable Amount Liquid Assisted Grinding (mljevenje uz dodatak razlicitih koli¢ina
otapala)
World Health Organization (Svjetska zdravstvena organizacija)

X-Ray Powder Diffraction (difrakcija rendgenskih zraka)
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