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SAZETAK

Cilj istrazivanja

Cilj ovog specijalistickog rada jest sustavnim pregledom dostupne literature
sistematizirati dosadasnje spoznaje u razvoju modela in vitro-in vivo korelacije (IVIVC)
terapijskih sustava za parenteralnu primjenu s modificiranim oslobadanjem. U radu je dan
osvrt na razliCite vrste parenteralnih pripravaka s modificiranim prvenstveno
produljenim/kontroliranim oslobadanjem na trzi§tu, in vitro metode Kkojima se prati
oslobadanje djelatne tvari iz takvih ljekovitih pripravaka, te parametre razvoja uspjes$nih in

vitro in vivo korelacija koje se mogu koristiti kao zamjena za bioekvivalencijske studije.

Materijali i metode

Istrazivanja u okviru specijalistiCkog rada su teorijskog karaktera. PretraZivanjem
odgovarajuce stru¢ne i znanstvene literature skupljeni su podaci o in vitro metodama koje se
koriste za pracenje oslobadanja lijeka iz parenteralnih pripravaka s modificiranim
oslobadanjem, te je dan osvrt na parametre razvoja uspjesnih in vitro in vivo Kkorelacija.
Pregledno su prikazani literaturno dostupni parametri razvoja in vitro metoda oslobadanja
djelatne tvari te uspjesni IVIVC modeli kojima je razjaSnjen mehanizam oslobadanja lijeka

Sto predstavlja polaziste za daljnja istraZivanja.



Rezultati

Trenutno vazeca europska i americka farmakopeja ne sadrze standardne in vitro
metode za oslobadanje iz parenteralnih pripravaka s modificiranim oslobadanjem. In vitro
metode oslobadanja za takve ljekovite pripravke opcenito se mogu podijeliti na metode
uzorkovanja i odjeljivanja, metode kontinuiranog protoka i metode dijalize. Razvoj in vitro
metoda oslobadanja ukljuuje odabir aparature, sastava medija, protoka, temperature,
vremena uzorkovanja i trajanja testa, koli¢ine oslobodene supstancije... Stru¢na i znanstvena
literatura ukazuje na potrebu razvoja odgovaraju¢eg modela kojim ¢e se korelirati in vitro
oslobadanje lijeka s in vivo oslobadanjem i apsorpcijom. Sa stajali$ta formulacijskog razvoja i
kontrole kvalitete, uspjesan in vitro model pra¢enja oslobadanja ljekovite supstancije treba
razlikovati formulacije koje pokazuju slican mehanizam oslobadanja lijeka, kao i razlike u
procesu i/ili mjestu proizvodnje. Razvoj modela in vitro in vivo korelacije (IVIVC) je slozen,
ne samo zbog kompleksnosti parenteralnih sustava za dostavu lijeka (primjerice oslobadanja
lijeka u vise faza), ve¢ i zbog nedostatka odgovaraju¢ih in vitro metoda. U proteklih
dvadesetak godina najviSe su se razvijali korelacijski modeli za polimerne
mikrosferne/implantne sustave, dok se vecina dostupne literature svodi na razvojne tzv. proof

of concept studije koje samo nagovjestaju moguénost korelacije.

Zakljucak

Razvoj parenteralnih terapijskih sustava za produljeno/kontrolirano oslobadanje
ljekovitih supstancija treba predstavljati medusobnu ovisnost in vivo i in vitro karakteristika
gotovog proizvoda. Paralelno s razvojem novih i slozenijih sustava za dostavu lijeka, treba
razmiSljati o vaznosti pouzdane in vitro metode koja pomaze u ostvarenju krajnjeg cilja, a to

je osiguravanje klinickog djelovanja, sigurnost i u¢inkovitost parenteralnog pripravka.



Objectives

The objective of this research is to provide a systematic overview of literature
concerning the development of in vitro in vivo correlations for long-acting parenteral drug
delivery systems. Different types of long-acting parenteral formulations, in vitro release
testing methods, and parameters of a successful in vitro in vivo correlation development

process, used as a substitute for bioequivalence studies, are briefly described.

Materials and methods

Recent scientific literature was examined, with an emphasis on available data
regarding various in vitro release testing methods as well as successfully developed IVIVC
models that show an understanding of the release characteristics of long-acting parenteral

drug delivery systems over time.

Results

Currently, no standard in vitro release methods for long-acting parenteral drug
delivery systems are described in European or U.S. Pharmacopoeia. In vitro release methods
can be categorized into three groups: sample and separate, flow-through and dialysis
methods. As these drug delivery systems have different characteristics, along with varying
sites and modes of administration, it is essential that apparatus selection, composition of the
release medium, agitation (flow rate), temperature, sampling time and test duration, and the
amount of drug released are appropriately considered during in vitro release method
development. In the published literature authors agree that robust models to correlate in

vitro and in vivo drug performance need to be developed. A successful in vitro release model



can be used as a quality control and formulation development tool to support changes in
formulation, process, and manufacturing site. However, the development of in vitro release
methods that reliably predict in vivo performance is challenging, not only because of the
complexity of the products (e.g. the drug is released in multiple phases), but also due to a lack
of appropriate in vitro methods. During the last twenty years IVIVC correlation models have
mostly been developed for polymeric microsphere/implant systems, and most of the literature

available relates to proof of concept studies.

Conclusion

The development of long-acting parenteral drug delivery systems should be based on
the relationship between in vivo and in vitro characteristics of the drug delivery system. The
development of new and more complex drug delivery systems requires reliable in
vitro methods, which are an important factor in achieving the ultimate goal: excellent clinical

activity, safety, and efficacy of the parenteral drug delivery system.
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1. Uvod i pregled podrudja istrazivanja

Konstantna koncentracija lijeka na mjestu djelovanja kroz dulje vrijeme pospjesuje
terapijsku u¢inkovitost i smanjuje nuspojave. Terapijski sustavi za modificirano, promijenjeno
oslobadanje kod kojih je brzina i mjesto oslobadanja razlicito od oblika trenutnog oslobadanja
dijele se na sustave za produljeno, odgodeno ili pak visefazno oslobadanje aktivnih
farmaceutskih  supstancija  (API), intramuskularne/subkutane depo formulacije te
transdermalne terapijske sustave za dostavu lijeka (1). Sustavi za modificirano oslobadanje
intenzivnije se razvijaju posljednjih godina, te se godiSnje otprilike osamdesetak novih
proizvoda odobri od strane regulatornih agencija (2). Kada se govori o terapijskim sustavima
s produljenim/kontroliranim oslobadanjem, rije¢ je prvenstveno o slozenim parenteralnim (gr.
para =“mimo" and enteron = “crijeva‘“) pripravcima Koji se primjenjuju sistemski. Lijek se
parenteralno, zaobilaze¢i probavni trakt, naj¢e$¢e unosi u organizam injektiranjem u venu
(intravenski), u misi¢ (intramuskularno), pod kozu (intradermalno i subkutano). Ukratko,
logika koja prati parenteralnu primjenu vezana je za povecanje ucinkovitosti nisko
permeabilnih ljekovitih supstancija te supstancija nestabilnih u gastrointestinalnom traktu.
Parenteralna primjena koristi se za lijekove s niskom oralnom bioraspolozivos¢u. Prednosti

pred oralnim nacinom primjene lijeka ukljucuju:

- zaobilaZenje metabolizma lijeka pri apsorpciji i prvom prolasku kroz jetra,
- sprjecavanje mikrobioloske i/ili kemijske razgradnje lijeka,

- izbjegavanje ucinka hrane i primjenjivih fizioloskih uvjeta.

Brojne su metode primjene lijeka koje zaobilaze probavni trakt. Ukljucuju unos lijeka lokalno
injektiranjem, infuzijom ili implantiranjem u terapijskim koncentracijama, te tako smanjuju
nezeljene nuspojave. Svrha kontroliranog i produljenog/odgodenog oslobadanja lijeka je

povecéanje aktivnosti lijeka, sigurna primjena, te kontrola razine lijeka u plazmi uz smanjenje



ucCestalosti doziranja $to je olakSanje za bolesnika. Nacéin primjene igra vaznu ulogu u
ucinkovitosti lijeka, te je iznimno vazno ne prije¢i optimalan raspon terapijskih koncentracija
kako bi se izbjegle toksi¢ne ili pak terapijski neu¢inkovite koncentracije (3). Prvi parenteralni
terapijski sustav nacinio je sredinom devetnaestog stoljeCa Alexander Wood. Od tog su
vremena brojna tehnoloSka dostignuc¢a dovela do razvoja sloZenih sustava koji se koriste za

kontrolirano produljeno/odgodeno oslobadanje parenteralnih ljekovitih pripravaka.

Kada je rije¢ 0 in vitro metodama koje opisuju mehanizam oslobadanja i djelovanja
ljekovitih supstancija iz parenteralnih terapijskih sustava s modificiranim oslobadanjem,
govorimo o razvoju odgovaraju¢ih modela kojima ¢e se korelirati in vitro s in vivo
mehanizmima oslobadanja. In vitro eksperimentalne metode pracenja oslobadanja lijeka
trebaju se razvijati imaju¢i na umu in vivo profil i mehanizme oslobadanja. Za razliku od
oralnih 1 transdermalnih ljekovitih prepravaka, trenutno vazeCa regulativa, europska i
americka farmakopeja (EP 1 USP) ne sadrZi standardne metode za parenteralne pripravke s
modificiranim slobadanjem (4). Metode koje se koriste za pracenje oslobadanja lijeka iz
parenteralnih pripravaka s modificiranim oslobadanjem mogu se podijeliti u slijedece
kategorije: klasi¢éne farmakopejske metode (USP aparatura 1, 2), metode uzorkovanja i
odjeljivanja eng. sample and separate (S-S), metode kontinuiranog protoka eng. continuous
flow za koje se koristi USP aparatura 4, te metode dijalize. Opcenito je razvoj korelacije in
vitro-in vivo (eng. in vitro in vivo correlation, IVIVC) za parenteralne pripravke slozeniji u
odnosu na IVIVC za oralne dozirne oblike. Samo je nekoliko uspjesno razvijenih i validiranih
modela za parenteralne pripravke. U proteklih dvadesetak godina najvise su se razvijali
korelacijski modeli za polimerne mikrosferne/implantne sustave, dok za uljne depo
formulacije nema literaturno dostupne korelacije na humanom modelu (5). Razvoj IVIVC
modela je slozen proces, ne samo zbog kompleksnosti formulacija (primjerice oslobadanje

lijeka u vise faza), ve¢ i1 zbog nedostatka odgovarajuéih in vitro metoda. Vecina dostupne



literature svodi se na razvojne tzv. proof of concept studije koje samo nagovjestaju mogucnost
korelacije. U razvoju in vitro metoda potrebno se, $to je moguce vise, pribliziti in vivo
oslobadanju i apsorpciji lijeka. Primjerice, prilikom razvoja metoda za oslobadanje iz
polimernih sustava mikrosfere/implanti treba voditi racuna 0 primjeni pod kozu, u misi¢ ili
direktno u zglob. Nakon injektiranja/implantiranja ljekovita se supstancija polagano oslobada
slozenim procesima difuzije, erozije, nakon C¢ega prelazi u sistemsku cirkulaciju (6).
Validirani korelacijski model, korelacija A razine (eng. level A), se koristi za postavljanje
specifikacijskih granica za pracenje brzine oslobadanja lijeka (eng. dissolution), i kao surogat
za in vivo bioekvivalencijske studije. Vazan je pravilan odabir in vitro metode pracenja
oslobadanja lijeka, kao 1 razumijevanje kako variranje parametara metode utjee na
mehanizam oslobadanja. Cilj je da razvijena metoda bude biorelevantna i korelira s
rezultatima dobivenim u in vivo studijama kako bi se mogla koristiti kao zamjena za studije

bioekvivalencije.
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2. Cilj istrazivanja

Cilj specijalistickog rada je sustavnim pregledom dostupne literature sistematizirati i povezati
parenteralne terapijske sustave s modificiranim oslobadanjem i in vitro metodologiju pra¢enja
oslobadanja ljekovite supstancije iz takvih sustava, te se osvrnuti na uspjeSnost razvoja
korelacijskih modela i regulatorne zahtjeve. PredloZenim specijalistickim radom se istraZilo
Sto je sve nuzno razmatrati prilikom razvoja in vitro metoda oslobadanja lijeka iz parenteralng
terapijskog sustava s modificiranim oslobadanjem, te hipoteza kako uspjesno razvijeni in vitro

modeli koreliraju s in vivo oslobadanjem i apsorpcijom lijeka.

Relevantni ¢lanci proucavni se analiticki i kriticki te su izdvojeni najvazniji rezultati, rasprave
i zakljucci koji su prikazani u radu. Na temelju literaturnih podataka izvedena su vlastita

razmatranja proucavane problematike.
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3. Materijali i metode

3.1. Parenteralni pripravci s modificiranim oslobadanjem

Kada je rije¢ o terapijskim sustavima s modificiranim, promijenjenim oslobadanjem, rije¢ je
prvenstveno o slozenim parenteralnim (gr. para =“mimo" and enteron = “crijeva‘)
pripravcima koji se promjenjuju sistemski. Svrha produljenog/kontroliranog oslobadanja

lijeka je:

* povecanje aktivnosti lijekova,
 sigurnost primjene,
* postizanje kontroliranih razina lijeka u plazmi

* rjede doziranje sto je lakSe i ugodnije za pacijente.

Glavna prednost parenteralnih pripravaka s produljenim/kontroliranim oslobadanjem je
postizanje terapijske aktivnosti kroz dulji vremenski period pri jednokratnoj primjeni.
Visestruka oralna ili parenteralna primjena lijeka rezultira klasicnim “peak and valley”
obrascem (Slika 1.). Vrsna koncentracija lijeka (Cmax) moze prijeé¢i toksi¢ne razine lijeka i

dovesti do nezeljenih posljedica ili pak pasti ispod razine terapijske u¢inkovitosti (Cmin).

12



Toksicna razina lijeka

| \ Tearapijski prozor

Koncentracija lijeka

1 Subterapijska razina lijeka

Vrijeme
Slika 1. Shematski prikaz krivulje koncentracije lijeka u plazmi nakon viSestruke primjene iz
konvencionalnog dozirnog oblika (tanka linija tzv. eng. ,peak and valey“) i pripravka s

produljenim oslobadanjem (puna linija) (prilagodeno prema (3)).

Prednost uzimanja lijekova u obliku parenteralnih pripravaka s modificiranim oslobadanjem
rezultira jednolikom koncentracijom (unutar granica terapijske ucinkovitosti i toksi¢nih
koncentracija) te, za neke lijekove, poboljsanom farmakodinamikom bez nezeljenih nuspojava

(npr. kod protutumorskih lijekova koji se koriste u kemoterapijama) (7).

Razvoj parenteralnih sustava ide usporedno s razvojem farmaceutske kemije, biotehnologije,
polimerne tehnologije, te je vazno poznavanje fizikalno kemijskih svojstava ljekovite i

pomo¢nih supstancija, farmakokinetike i farmakodinamike.

U slijede¢im recenicama ukratko su pobrojani terapijski sustavi koji se koriste za parenteralnu

primjenu uz produljeno oslobadanje.

Jedni od prvih razvijenih pripravaka s produljenim oslobadanjem su presane tablete steroida
kod kojih je postepeno oslobadanje protuupalog lijeka iz tablete osigurano formulacijom.
Znacajan napredak dogodio se razvojem tehnologije biokompatibilnih razgradivih polimera
(8). Biorazgradivi kopolimeri mlije¢ne i glikolne kiseline (eng. polylactic polyglycolyc acid
PLGA) koriste se za izradu sustava za produljeno djelovanje uz ljekovite supstancije kao $to

13



su male molekule, peptidi, proteini, vakcine i druge biomolekule. Brzina razgradnje ovih

kopolimera modificira se variranjem omjera mlijecne i glikolne kiseline. Razvoj mikrosfera,

sfericnih tvorevina suspendiranih u vodenom nosacu, baziranih na PLGA jedan je od najve¢ih

uspjeha na podrucju pripravaka s produljenim djelovanjem (3). U Tablici 1. prikazani su neki

od komercijalno dostupnih parenteralnih pripravaka s produljenim/odgodenim oslobadanjem.

Tablica 1. Komercijalno dostupni parenteralni pripravci s modificiranim oslobadanjem.

Lijek Naziv proizvoda | Primjena dlnt_e rva_l Indikacija Proizvoda¢
oziranja
Uljne injekcije
Haloperidol decanoate | Haldol IM jednom shizofrenija Ortho-
Decanoate” jeseéno McNeill
Pharm
Fluperthixol Fluanoxol IM 2-4 tjedna | shizofrenija Lundbeck
decanoate Depot”
Fluphenazine Fluphenazine IM 2-4 tjedna | shizofrenija App Pharm
decanoate Decanoate”
Fluphenazine Modecate® IM 2-5 tjedna | shizofrenija Sanofi-
decanoate Aventis
Pipothalazine Piportil Depot® | IM Svaka 4 | shizofrenija Sanofi-
palmitate tjedna Aventis
Testosterone Delatestryl®” IM 2-4 tjedna | hormonska Endo Pharma
enanthate terapija
Estradiol valerate Delatestrogen” | IM Svaka 4 | hormonska Monarch
tjedna terapija Pharm
Testosterone Depo- IM 2-4 tjedna | hormonska Pfizer
cypionate Testosterone® terapija
Estradiol cypionate Depo-Estradiol® | IM 3-4 tjedna | hormonska Pfizer
terapija
Parenteralne suspenzije
Olanzapine Zyprexa IM 2-4 tjedna shizofrenija Eli Lilly
Relprew”
Medroxyprogesterone | Depo-Provera® | IM svaka 3 | hormonska Pfizer
acetate mjeseca terapija
Medroxyprogesterone | Depo-Subq SC svaka 3 | hormonska Pfizer
acetate Provera 104" mjeseca terapija
Avripiprazole Abilify IM jednom shizofrenija Otsuka
Maintena® mjesecno
Paliperidone Palmitate | Invega IM jednom shizofrenija Janssen
Sustenna® mjesecno
Paliperidone Palmitate | Invega Trinza IM svaka 3 | shizofrenija Janssen
mjeseca
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Prezasicene otopine

Lanreotide acetate Somatuline SC jednom akromegalija | Tercica
depot® mjese¢no
Mikrosfere
Risperidone Risperdal consta® | IM Svaka 2 | shizofrenija Janssen
tjedna
Naltrexone Vivitrol® IM Jednom alkoholna Alkermes
mjesecno ovisnost
Somatropin  (rDNA | Nutropin Depot® | SC 2-4 tjedna hormonska Genetech
origin) terapija
Leuprolide acetate Luporn Depot® IM 1-3 mjeseca | uznapredovali | Abbott
rak prostate
Octreotide acetate Sandostatin LAR | IM svaka 4 | akromegalija | Novartis
Depot” tjedna
Lanreotide acetate Somatuline LA® | IM svaka dva | akromegalija | Ipsen
tjedna

In situ formiraju¢i implanti

Leuprolide acetate Eligard® SC svakih 1-6 | uznapredovali | Sanofi-
mjeseci rak prostate Aventis

Razvijaju se i in situ formirajué¢i gelovi koji formiraju viskozne strukture na mjestu
injektiranja tzv. depo, te liposomi, sustavi u kojima se lijek nalazi u unutrasnjosti liposoma ili
u lamelarnom sloju (7). Ostali parenteralni terapijski sustavi s produljenim oslobadanjem
ukljucuju otopine, suspenzije, emulzije, nanosuspenzije i nanonosa¢e modificirane na
povrsini. Tehnoloski razvoj doveo je i do komercijalnog razvoja PEG-iliranih sustava za

parenteralnu primjenu bioloskih molekula; peptida i proteina (3).

Pomoéne supstancije ili ekscipijensi su sastojci koji se dodaju djelatnoj tvari da bi se
omogucila formulacija Zeljenog terapijskog sustava. UvrijeZeno je miSljenje da su to
neaktivne kemijske supstancije koje ne pokazuju nikakvu farmakodinamsku aktivnost.
Medutim, na temelju steCenog iskustva pokazalo se da pomoc¢ne tvari mogu izazvati odredene
toksicne ucinke, biti uzrokom brojnih alergijskih reakcija, kao 1 izazvati razlicite interakcije,

kako medusobno, tako i s aktivnom tvari lijeka. Stoga se odabiru pomo¢nih tvari posvecuje
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posebna pozornost. Nove tehnologije za parenteralne sustave s modificiranim oslobadanjem
koriste pomo¢ne supstancije koje poboljsavaju dostavu lijeka (primjerice bolja apsorpcija ili
kontrola brzine oslobadanja ljekovite supstancije). Takvo oslobadanje obi¢no zahtjeva
formiranje matriksnog sustava uz primjenu raznih polimera i odgadanje cjelokupnog
trenutnog oslobadanja. Karakteristike pomoénih tvari navedene u farmakopeji, Su cesto
nedostatne za opis funkcionalnih karakteristika pomocne tvari u gotovom lijeku. Prema
Zakonu o lijekovima razlikujemo poznate pomoc¢ne tvari koje se upotrebljavaju u odobrenim
lijekovima, i nove pomocne tvari za koje ne postoje standardi kvalitete, te je potrebno
okarakterizirati i utvrditi sigurnost primjene. Pomo¢éne supstancije koje se koriste za genericke

lijekove trebaju odgovarati pomo¢nim supstancijama u referentnom proizvodu.

Opcenito za parenteralnu primjenu vrijedi da terapijski sustavi moraju zadovoljavati osnovne

postulate medu kojima su:

e Sterilnost

Sterilizacija se moZe posti¢i procesima terminalne sterilizacije kao 1 aseptickim procesom

proizvodnje.

e Ujednacena koncentracija

Jedna od najvaznijih prednosti parenetralnih pripravaka s modificiranim oslobadanjem je
relativno ujednacena koncentracija lijeka na mjestu djelovanja. Za opisivanje fizioloskog

mehanizma oslobadanja lijeka koriste se in vitro metode koje koreliraju s in vivo sustavom.

e Ucinkovita i sigurna primjena

Ucinkovitost, djelotvornost i sigurnost primjene parenteralnih terapijskih sustava s
modificiranim oslobadanjem dokazuje se u kontroliranim bioekvivalencijskim i klinickim
studijama. Kako bi se osigurala konzistentna ucinkovitost i djelovanje unutar roka
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valjanosti proizvodnih serija, moraju se osigurati specifikacijske granice. Specifikacija

predstavlja popis svih zahtjeva kakvocée/ispitivanja s pozivom na koriStene analiticke

postupke te odgovarajuce granice prihvatljivosti, kojima djelatna tvar mora odgovarati

kako bi mogla biti kori$tena za namijenjenu svrhu odnosno proizvodnju lijeka. Ispitivanja

ukljuena u specifikaciju ukljucuju opéa kao Sto su izgled, identifikacija, sadrzaj i

oneciséenja, primjenjiva na sve djelatne tvari, te specificna ispitivanja poput veli¢ine

Cestica, fizikalno-kemijskih svojstava, polimorfizma i sl., koja se odabiru ovisno o

svojstvima djelatne tvari i njenoj namjeni.

3.2. Podjela parenteralnih pripravaka s modificiranim oslobadanjem

Mogu se podijeliti na

e Disperzije kruto/tekuce
e Disperzije tekuce/tekuce
o Cvrste oblike — implanti
Prema promjeru unutarnje faze disperzije dijelimo na
e Makrocestice > 100 pm
e Mikrocestice 1-100 um

e Nanocestice < 1 um

Vazno je naglasiti da je promjer unutarnje faze disperzije ograni¢en moguc¢noscu prolaza kroz

hipodermicku iglu naj¢es¢e za intramuskularnu i subkutanu primjenu. Za izradu terapijskih

sustava s modificiranim oslobadanjem Koriste se

e viskozne makromolekule topljive u vodi (zelatina, PVP),

e ulja kao otapala uz dodatak Al-monostearata, -distearata, -tristearata,

o formiranje tiksotropnih suspenzija

17



e formiranje netopljivih derivata lijeka (soli, kompleksi, esteri)

e kapsuliranje ¢estica (mikrokapsula, liposomi)

Dodatak makromolekula u sustav znaci dodatak hidrofilnih koloida u vodeni sustav te vezanje
u kompleks makromolekule i lijeka §to utjeCe na povecanje viskoznosti, a time i na produljeno
oslobadanje. Koristenjem ulja (kikirikijevo, sezamovo, ricinusovo) kao otapala mijenja se
koeficijent raspodjele ulje/voda. Tiksotropni sustavi (grcki thixo = dotaci te tropos = obrat)
znace promjenu reoloskih osobina mehanickim podrazajem, te vra¢anje u prvotno stanje kada
poticaj prestaje. Sustavi se, u uvjetima skladiStenja, stabiliziraju strukturom i viskoznoscu.
Mehanickim podrazajem (kod primjene) mijenja se viskoznost, tekuca faza prolazi kroz
injekcijsku iglu te se na mjestu primjene (najceSée misi¢), stvara kompaktni depo.
Formiranjem kompleksa ili soli nize topljivosti, ili formiranjem makro kristala moze se
utjecati na brzinu oslobadanja te produljenje apsorpcije i bioraspolozivosti. Kod apsorpcijskog
tipa, molekule lijeka vezane su za nosac, te je samo nevezana tj. slobodna frakcija dostupna za
apsorpciju. Uklapanje lijeka u obliku krutine odvija se unutar permeabilne barijere ili se
Cestice lijeka dispergiraju u difuzijskom matriksu. Esterifikacijski tip depo formulacija nastaje
esterifikacijom i pretvorbom u prolijek koji se enzimatskim procesima na mjestu djelovanja
prevodi u aktivan lijeka. Takoder se u svrhu produljenog oslobadanja moze koristiti razvoj
sintetickih i prirodnih polimera koji se in vivo razgraduju enzimatski ili neenzimatski i time
stvaraju biokompatibilne netoksi¢ne produkte koji se metaboliziraju ili izlucuju fizioloskim
putem. Obzirom da je rije¢ o biorazgradivim polimerima nije potrebno kirursko uklanjanje
istih, dok je oslobadanje kontrolirano mehanizmima difuzije. Prirodni polimeri koji se koriste
jesu albumin, dekstran, zelatina, hemoglobin, kitozan dok su sintetski polimeri polimlije¢na,
poliglikolna kiselina. Cesto se primjenjuju kopolimeri mlije¢ne i glikolne kiseline, zatim
polikaprolakton, polianhidridi, poliortoesteri. Biorazgradivi polimerni sustavi koji sadrze

polimere PLA, PLGA, Zelatinu i albumin koriste se kao nosac¢i mikosfernih formulacija malih

18



molekula i bioloski aktivnih molekula peptida i proteina. Polimeri PLA i PLGA odobreni su
od strane americke regulative kao nosaci implanta i sustavi za donoSenje lijeka na mjesto
djelovanja u organizmu. Mehanizmima razgradnje polimera, koji ukljuéuju eroziju (bubrenje
polimernih lanaca) te hidrolizu kovalentnih veza lanaca sve do razgradnje u topljive polimere,
utjeCe se i na produljeno vrijeme oslobadanja lijeka. Mikrosfere su matriks sustavi u kojima je
lijek otopljen ili dispergiran u polimeru. Zavisno o veli¢ini Cestica razlikuju se mikro i nano
sfere. Mikrosfere mogu imati kontinuirani polimerni matriks unutar kojeg su molekule lijeka

homogeno dispergirane ili smjeStene unutar ovojnice.

U parenteralne sustave s modificiranim oslobadanjem ubrajaju se i mikroCestice i nanoCestice
koje se dobivaju mikronizacijom, promjenom faza (precipitacija lijeka — gelatina topljiva u
vodi netopljiva u etanolu), emulgiranjem (veli¢ina Cestica unutarnje faze do 500 nm, izbor
emulgatora ograniCen je kompatibilno$¢u), te suSenje rasprSivanjem otopina polimera.
Liposomi su sferiéne tvorevine orijentiranih fosfolipidnih molekula (fosfatidilkolin, lecitin)
veli¢ine 25nm do 1000 nm. Molekule liposoma orijentiraju se u dvoslojne strukture i stvaraju
ovojnicu §to predstavlja sli¢nost s bioloskim membranama. Liposomi su nosaéi lijekova
prikladni za parenteralnu primjenu jer se hidrofilni i lipofilni lijekovi smjestaju u vodenoj fazi
ili nepolarnom dijelu ovojnice bez kemijskog vezanja. Depo sustavi su formulacije
kontrolirane produljenim oslobadanjem djelatne tvari u vremenu, te formulacije kontrolirane
apsorpcijom, enkapsulacijom, esterifikacijom. Samo nevezana, slobodna frakcija lijeka moze
se apsorbirati npr. vakcine u kojima su antigeni. Oslobadanje lijeka iz parenteralnih depo
formulacija desava se procesima difuzije, erozije, cijepanjem kovalentnih veza. Najcesce se
parenteralni depo sustavi primjenjuju: subkutano, intramuskularno, intraartikularno i
intravenski. Subkutana primjena koristi se vefinom za dobro topljive lijekove koji se
apsorbiraju uz ogranicen volumen injektiranja (0.5 do 1.5 mL). Primjena u misi¢ pogodna je

za polimerne sustave ili loSe topljive lijekove uz volumen injektiranja do 2 mL. Intravenski
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put koristi se za liposome, nanoCestice, mikrosfere. Intraperitonealna primjena ucinkovita je
za ulazak antineoplastika u limfu. U vecini slucajeva lijek djeluje lokalno na mjestu
injektiranja npr. parenteralna depo formulacija suspenzije kortikosteroida u zglob. Isto tako
injektirani lijek moze se sistemskom cirkulacijom prenijeti do mjesta djelovanja (npr.
antipsihotici ili terapeutici za hormonsku zamjenu). Za vodene i uljne otopine vrijedi da se na
oslobadanje moze utjecati povecanjem viskoznosti nosaca. Uljne otopine koriste se za
lipofilne lijekove. Suspenzije s veli¢inama Cestica iznad 0,1 mm koriste se za subkutanu,
intramuskularnu, ili intraartikularnu primjenu. Mikro i nanoemulzije Kkoriste se za
solubiliziranje lipofilnih i hidrofobnih molekula, kao i onih koje su podlozne hidrolizi.
Emulzije su tekuée disperzije koje mogu biti ulje u vodi, voda u ulju ili viSestruke emulzije.
Nanoemulzije su homogene, transparentne i termodinamski stabilne formulacije veliCine
kapljica u rasponu od 10 — 100 nm. Termodinamicku stabilnost emulzija povecavaju
emulgiraju¢i i1 viskozni agensi. Tehnoloski postupak dobivanja emulzija moze utjecati na
veli¢inu kapljica te na stabilnost sustava. Nanosuspenzije SU Cestice promjera manjeg od 1 nm
koje se koriste za poboljsanje bioraspolozivosti molekula koje imaju nisku topljivost u vodi.
Za izradu nanocestica u laboratorijskom, uvecanom i proizvodnom mjerilu, Koriste se
tehnologije koje su pogodne za vecinu ljekovitih supstancija. Obzirom da su nanocestice ¢esto
podloZzne brzom izlasku iz organizma, nestabilne u fizioloskim uvjetima, te podloZzne
apsorpciji od strane mononuklearnog fagocitnog sustava, koriste se modifikacije povrSine
nanosustava koje pospjeSuju produljeno zadrzavanje u organizmu. Za Stabilizaciju
submikronskih koloidnih disperzija Cestica lijeka koriste se povrSinski aktivne tvari. Opcéenito
se ljekoviti pripravci mogu se podijeliti u pripravke prve, druge i tre¢e generacije. Dok se u
proSlosti kod razvoja pripravaka prve generacije odvojeno promatrala sama aktivna
supstancija od sustava za dostavu lijeka, u sadasnjosti i budu¢nosti (druga i treca generacija)

stavlja se naglasak na integrirani razvoj aktivnih supstancija u sklopu terapijskog sustava. U
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razdoblju od pedesetih do sedamdesetih godina proslog stoljeca, kada je pripremljena prva
formulacija s kontroliranim oslobadanjem lijeka, stekla su se osnovna znanja o kontroliranoj
dostavi lijeka te Sto su razli¢iti mehanizmi oslobadanja (brzina otapanja, difuzija, osmoza,
izmjena iona). Pocetak istrazivanja druge generacije vezan je uz mehanizme oslobadanja i
kinetiku nultog reda koja osigurava konstantnu koncentraciju lijeka u krvi. Drugu generaciju
obiljezava i razvoj tehnologija za dostavu lijeka na mjesto djelovanja:tzv. pametni polimeri,
hidrogelovi, biorazgradivi mikrocesti¢ni sustavi i oslobadanje koje je vezano za fizioloske
faktore (pH, temperatura, razina glukoze...). Posljednja dekada druge generacije obiljezena je
nanotehnologijom. U drugu generaciju parenteralnih sustava za dostavu lijeka koji nastaju
modificiranjem sustava prve generacije ubrajamo nanocestice koje se koriste za ciljano
donosenje lijeka na mjesto primjenc. U Tablici 2. dan je prikaz evolucije sustava za

kontrolirano oslobadanje lijeka.

Tablica 2. Prva, druga i treca generacija sustava za dostavu lijeka (prilagodeno prema (9)).

Godina
1950 1980 2010 2040
1. generacija 2. generacija 3. generacija
Kontrolirano oslobadanje Pametni sustavi dostave Modularni sustavi dostave
Oralna primjena Oslobadanje kinetikom nultog ili Oslobadanje inzulina (on-off
prvog reda sustav)

(jednom ili dvaput

Oslobadanje na osnovu
dnevno)

osjetljivosti na glukozu

Transdermalna primjena Polimeri i hidrogelovi Ciljana dostava

(jednom dnevno, jednom | Oslobadanje u ovisnosti o (protutumorski lijekovi, sSIRNA)

tjedno) fiziologiji okolisa

Samo-regulirano oslobadanje

Mehanizmi oslobadanja Dostava peptida i proteina Produljeno oslobadanje

lijeka Biorazgradivi depoi (6-12 mjeseci)
(otapanje, difuzija, Minimalno naglo poéetno
0Smoza, izmjena iona) oslobadanje

Nanocestice IVIVC

Dostava lijeka na mjesto djelovanja | Predvidanje PK profila na osnovu
(tumori, genska terapija) in vitro studija oslobadanja
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Ljekovita supstancija se ne moze promatrati odvojeno bez odgovarajuéeg sustava za dostavu
lijeka tj. formulacije. Dostava lijeka odredenom Kinetikom oslobadanja zahtjeva
razumijevanje i poznavanje fizikalno kemijskih svojstava koja odreduju sustav za dostavu t;.
formulaciju i mehanizam oslobadanja. Nakon in vitro ispitivanja slijede in vivo
farmakokineticke animalne i humane studije kako bi se utvrdila prikladnost formulacije za
klini¢ku primjenu. Kako je shematski prikazano potrebno je razmisljati o slozenosti razvoja
lijeka te je vazno uzeti u obzir sve parametre i njihovu medusobnu povezanost. Na Slici 2. je
dan shematski prikaz razvoja sustava dostave lijeka koji obuhvacéa bazi¢na istrazivanja sve do

klini¢ke primjene.

[ Peptidi | Proteini ]

[Ma!e hidrofobne molekule l l SIRNA, DNA I

Trajanje

Kr
[0 ]

resm—— - — [

| Nanc \ { Pulmonarna
TR |

| rasiurmnine J

{ Kinetika oslobadanja I ——

v

\ | Parenteralng

CKa primjena

Slika 2. Shematski prikaz sustava za dostavu lijeka (prilagodeno prema (9)).

Danas se postavljaju pitanja vezana za izostanak uvjerljivog terapijskog ucéinka parenteralnih
pripavaka s modificiranim oslobadanjem zbog nedostatka dobrih kandidata za razvoj i/ili losu

farmakokinetiku. (9)
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Kada je rije¢ o farmakokinetickim procesima i.m. i s.c. injekcija vazan je medusoban odnos
puta primjene i trajanja ucinka. Ukratko, lijek se u suspenziji oslobada i prelazi u otopinu u
tekucini tkiva te se apsorbira u sustavnu cirkulaciju iz koje prelazi u odjeljak ciljanog tkiva ili
organa ili se pak eliminira. Put lijeka kroz organizam najées€e se prati mjerenjem
koncentracije u plazmi tijekom odredenog vremena nakon primjene. Prema temeljnim
postavkama farmakokinetike, koncentracija u plazmi u ravnotezi je s koncentracijom na
mjestu djelovanja lijeka. Stoga, izmedu koncentracije u plazmi i uinka lijeka postoji bolja
korelacija nego izmedu doze i ucinka. Koncentracija lijeka u plazmi, osim o dozi, ovisi i 0
brzini i opsegu procesa: apsorpcije, distribucije, metabolizma i eliminacije, te o bolesnikovu

fizioloSkom statusu. Procesi koji odreduju sudbinu lijeka u organizmu su:

oslobadanje lijeka iz dozirnog oblika nakon primjene,

* apsorpcija s mjesta primjene u sistemsku cirkulaciju za sistemske lijekove
 distribucija iz sistemske cirkulacije u razli¢ite organe (reverzibilan i ravnoteZan)

* metabolizam (biotransformacija) lijeka mijenjanjem njegove kemijske strukture

» te eliminacija nepromijenjenog lijeka i/ili njegovih metabolita. Pojam eliminacija
opisuje zajednicki ucinak metabolizma 1 izlu€ivanja pri uklanjanju lijeka iz

organizma.

Prednosti dostave lijeka na specificno mjesto djelovanja jesu visoka koncentracija na mjestu
djelovanja kroz dulji vremenski period te zna¢ajno smanjenje doze i sistemske toksi¢nosti.
Vazno je naglasiti kako je razumijevanje ogranicavajuceg faktora apsorpcije nuzno za

optimiranje razvoja formulacije i mehanizma dostave lijeka na mjesto djelovanja.

Najsporiji, ograni¢avajuci proces koji kontrolira brzinu apsorpcije je oslobadanje lijeka. U

parametre koji utjecu na brzinu oslobadanja lijeka ubrajamo:

e velidinu Cestica
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e polimorfne forme — promjena topljivosti lijeka vezana uz polimorfiju u smislu da je
najstabilnija forma u pravilu slabije topljiva

e pKa lijeka i pH medija — stupanj ionizacije, promjena pH medija takoder rezultiraju
promjenom topljivosti

e promjena viskoznosti

e Uutjecaj otapala — hidrofilna i lipofilna

e koeficijent razdiobe ulje/voda odnosno udio lijeka u vodi raspoloziv za apsorpciju

3.3. In vitro metode oslobadanja ljekovite supstancije iz parenteralnih terapijskih
sustava s modificiranim oslobadanjem

Brojne su in vitro metode pracenja oslobadanja lijeka koje se pravilu odabiru na osnovu

raspolozivosti, i svojstava lijeka te se mogu podijeliti na:

e metode uzrokovanja i odjeljivanja
e metode kontinuiranog protoka

e metode dijalize

lako trenutno ne postoje regulativom propisane standardizirane metode, koristi se standardna
farmakopejska aparatura za razvoj in vitro metoda. Najucinkovitiji sustav za kontinuirano
oslobadanje lijeka temelji se na principu osmotske pumpe. Kod velikog broja parenteralnih
pripravaka s modificiranim oslobadanjem, pocetna visoka koncentracija javlja se kao
posljedica naglog pocetnog oslobadanja. Zato oslobadanje lijeka iz parenteralnih pripravaka
samo djelomicno slijedi kontinuirano jednoliko oslobadanje na principu osmotske pumpe. Na
Slici 3. je prikazana koncentracija oslobodenog lokalnog anestetika ropivakaina iz mikrosfera

kitozana u plazmi nakon subkutne primjene (10).
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Slika 3. Plazma profil ropivakaina slobodnog (0, tirkizna krivulja) i vezanog u kitozanskim

mikrosferama (A, ljubicasta krivulja) nakon administracije u Stakora (prilagodeno prema
(10)).

Profil oslobadanja lijeka utjeCe na farmakodinamski odgovor; parametri kao §to su naglo
poCetno oslobadanje, brzina i srednje vrijeme oslobadanja, odreduju maksimalnu
koncentraciju u organizmu kao i vremenski period djelovanja. Veliki broj formulacija koje se
izrade u fazi ranog razvoja nije moguce testirati in vivo, stoga je bitno razviti odgovarajucu in
vitro metodu oslobadanja koja moze predvidjeti mehanizam oslobadanja lijeka iz razlicitih

razvojnih formulacija (7).

Za potrebe korelacije IVIVC, in vitro metoda treba biti jednostavna za opetovano izvodenje,
robusna, validirana, bioindikativna te u idealnom slucaju, i bioprediktivna. Ako se moze
utvrditi korelacija, in vitro profili oslobadanja razli¢itih proizvodnih komercijalnih serija
ljekovitog pripravka mogu se Koristiti kako bi se osiguralo, i potpuno opisalo ponasanje
pripravka in vivo, za potrebe kontrole kvalitete te bioekvivalencije (11). Takoder regulatorne
agencije na osnovu IVIVC korelacije mogu odobriti biowaiver; sto zna¢i odobrenje za
pustanje lijeka u promet na osnovu in Vvitro testova bez skupih i dugotrajnih
bioekvivalencijskih ili klinickih studija. Biovaiwer se moze dobiti za promjene mjesta
proizvodnje, dobavljaca polaznih sirovina ili promjene u proizvodnoj opremi.
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Vazno je naglasiti da se IVIVC ne mora i ne moze dobiti za sve parenteralne pripravke s
modificiranim oslobadanjem. Ipak, i u takvim slucajevima pozeljno je razviti pouzdanu
metodu, in vitro test oslobadanja kojim se prati i potvrduje kvaliteta ljekovitog pripravka kako
bi se mogli ispuniti zahtjevi za pustanje odredene serije lijeka u promet. Takav test mora biti
diskriminatoran za uzorke unutar i izvan specifikacijskih granica. Specifikacijski test treba

moci pokazati potpuno oslobadanje lijeka iz formulacije (oslobadanje iznad 80%) (3).

3.4. Parametri razvoja in vitro metode za praéenje oslobadanija lijeka iz parenteralnog

pripravka s modificiranim oslobadanjem

Smjernice u razvoju in vitro metode:

e Uvjeti osigurane topljivosti, iako mozda in vivo nisu prisutni, vazni su u in vitro
uvjetima kako bi se osiguralo neometano otapanje aktivne supstancije. Ako je rije¢ o
malom volumenu, moze se prilikom uzorkovanja zamijeniti ¢itav medij.

e Naglo pocetno oslobadanje — in vitro metoda treba biti osjetljiva da, u slu¢aju naglog
pocetnog oslobadanja, moze to odrediti. Dodatno, metoda treba pokazati razmjer i
duljinu trajanja naglog pocetnog oslobadanja.

e Robusnost: Metoda treba moci pokazati utjecaj formulacije i procesa na proizvod sa
stanovista kontrole kvalitete.

Neke od predloZenih smjernica ukljucuju:
e (Odabir receptorskog medija koji rezultira ponovljivim vrijednostima brzine
oslobadanja lijeka in vitro
e Izradu promijenjenih formulacija koje rezultiraju ciljano razli¢itim profilom
oslobadanja
e Invitro i in vivo testiranje razli¢itih formulacija
e Promijene i/ili odabir in vitro metode pracenja oslobadanja koja razlikuje promjene

u formulaciji koje imaju drugaciji in vivo uc¢inak. U idealnim uvjetima in vitro test
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bi trebao oponasati uvjete i mehanizam oslobadanja koji su prisutni u organizmu
na mjestu djelovanja lijeka
Postoji nekolicina vaznih faktora nuznih za razvoj i validaciju in vitro metode za pracenje

brzine oslobadanja aktivne supstancije za potrebe korelacije.

3.4.1. Receptorski medij

Prilikom odabira medija naglasak se stavlja na biorelevantnost. Primjerice pH vrijednost
medija odabire se u ovisnosti o fizioloskoj vaznosti pH, vrijednosti pH lokalno na mjestu
oslobadanja, stabilnosti supstancije pri odredenom pH, ionskoj jakosti, osmolalnosti,
volumenu koji je podlozan promjeni ovisno o oslobodenoj supstanciji, topljivosti supstancije
pri odredenom pH receptorskog medija $to je povezano s osiguravanjem uvjeta topljivosti.
Uobicajeno je da se metode i testovi za pracenje brzine oslobadanja aktivne supstancije
razvijaju pri fizioloskim uvjetima na 37°C. U svrhu razvoja ubrzanih metoda provode se

analize pri poviSenim temperaturama (npr. na 45 °C). (4)

3.4.2. Uvjeti osigurane topljivosti u receptorskom mediju

Uvjeti osigurane topljivosti (eng. sink) za parenteralne pripravke definiraju se kao uvjeti pri
kojima 100%-tna koncentracija lijeka u receptorskom mediju ne prelazi tre¢inu zasi¢ene
koncentracije (12). Ustaljena je praksa da koncentracija lijeka ne prelazi 10% koncentracije
zasic¢ene otopine. Fizikalno kemijski znacaj odrzavanja topljivosti je osiguranje da promjena u
koncentracijskom gradijentu ne utje¢e na brzinu i razmjer oslobadanja ljekovite supstancije.
Treba naglasiti da je koncentracijski gradijent, odnosno razlika u koncentraciji odgovorna za

difuziju lijeka iz nosaca u fizioloski okolis.
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Slika 4. Shematski prikaz difuzijskog sloja i koncentracijski gradijent koji se formira oko

implanta.

Uvjeti osigurane topljivosti postizu se odabirom medija, volumena i dodatkom povrsinski
aktivnih tvari, suotapala. Iako u fizioloskim uvjetima tj. u organizmu na mjestu administracije
ponekad nema uvjeta osigurane topljivosti, pogotovo za pripravke koji se primjenjuju
intramuskularno ili subkutano, u in vitro uvjetima je to nuzno kako bi se osigurala adekvatna
topljivost lijeka i sprijecilo akumuliranje degradacijskih produkata polimera. (4)

Prilikom odabira receptorskog medija potrebno je odrediti topljivost zasi¢ene otopine
odredene ljekovite supstancije. Ukupni volumen medija kao i koli¢ina koja se uzrokuje u
vremenu mora se preracunati kako ne bi doslo do naruSavanja uvjeta osigurane topljivosti. U
pojedinim slu¢ajevima kada je ljekovita supstancija lose topljiva potrebno je prilikom svakog
uzorkovanja potpuno zamijeniti receptorski medij. Metode u kojima se koristi kontinuirani
protok (eng. flow through dissolution metode) osiguravaju topljivost zbog konstantnog
protoka medija. Tako se izbjegavaju problemi odjeljivanja dispergiranog ljekovitog sustava

od medija, jer je sustav izoliran ¢eliji, a uzorkovanje medija vrsi se iz rezervoara.
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3.4.3. Robhusnost in vitro metode oslobadanja lijeka iz parenteralnih sustava s modificiranim

oslobadanjem

Vrlo je vazno da metoda bude robusna kako bi se mogao ispitati utjecaj promjena u sastavu ili
proizvodnom procesu na oslobadanje, te predvidjeti utjecaj promjena u fizioloSkim uvjetima.
Vazno je, ali i zahtjevno reproducirati fizioloske uvjete u laboratorijskim uvjetima za praéenje
oslobadanja. Tako se na mjestu injektiranja javlja tkivni odgovor kao $to je upala ili stvaranje

fibroznog tkiva §to je gotovo nemoguce simulirati in vitro.

3.4.4. Naglo podetno oslobadanje (eng. burst release)

Ne postoji sluzbena definicija naglog pocetnog oslobadanja tzv. ,, burst release “. To je obi¢no
koli¢ina lijeka koja se oslobodi unutar prvih 24 sata nakon primjene. Neki znanstvenici za
definiranje naglog pocetnog oslobadanja ne uzimaju odredeni vremenski period nakon
primjene, ve¢ period nakon kojeg dolazi do promjene brzine oslobadanja. Pocetno se brzina
opisuje kinetikom prvog reda, nakon ¢ega slijedi kinetika nultog reda ili vrijeme zastoja (eng.
lag faza) u kojoj uopée nema oslobadanja. Ponekad se naglo pocéetno oslobadanje moze
definirati iz koli¢ine lijeka koja se teoretski mozZe osloboditi samo kao posljedica difuzije s
povrsine. Problem naglog pocetnog oslobadanja je osobito izrazen kod lijekova koji imaju
relativno kratko vrijeme oslobadanja lijeka. Kod takvih se pripravaka u kratkom vremenu
dogada 1 difuzija lijeka s povrSine kao posljedica naglog pocetnog oslobadanja, te
oslobadanje lijeka iz polimernog matriksa uslijed razgradnje. Znanstvenici se slazu da je
potrebno definirati i uniformirati naglo pocetno oslobadanje kako bi se mogli usporedivati
rezultati razlicitih laboratorija. Naglo pocetno oslobadanje karakteristicno je za mikrosferne
sustave, koji se sastoje od monolitnih jednoliko distribuiranih cestica ili molekularne
disperzije, te mikrokapsule ¢ija unutrasnjost ima tekuéi sadrzaj i ovojnicu koja moze biti
polupropusna ili nepropusna. Unutrasnjost mikrosfera moze biti ispunjena krutom fazom te

ovojnicom koja kontrolira oslobadanje. Naglo pocetno oslobadanje prikazano je na primjeru
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parenteralne mikrosferne injekcije testosterona. Do naglog pocetnog oslobadanja dolazi zbog
velikog broja molekula ljekovite supstancije na povrsini, dok je razgradnja mikrosfera

preduvjet za oslobadanje lijeka.

Mehanizam oslobadanja lijeka iz mikrosfera

npr. 30-ti dan

Slika 5. Shematski prikaz oslobadanja lijeka iz mikrosfera.

3.4.5. Stabilnost lijeka

Cest problem sustava koji polagano otpusitaju lijekove je nestabilnost samih sustava u
receptorskom mediju. Polagano otpustajudi lijekovi podlozni su razgradnji koja se moze desiti
prije samog zavrSetka in Vitro testa $to unosi nesigurnost u interpretaciju rezultata. Male
molekule su ¢esto podlozne kemijskoj razgradnji (Cesto hidrolizi), dok su velike molekule,
npr. proteini, podlozni degradaciji Sto dovodi do stvaranja agregata. Stoga je vazno odabrati
medij u kojem c¢e ljekovita supstancija biti stabilna za vrijeme trajanja in vitro testa.
pozeljno minimalno utjecati na njegov sastav kako bi se sprijecila razgradnja lijeka. Promjene
bi se vise trebale odnositi na vremena uzorkovanja, npr. povecati ucestalost uzorkovanja, ili
potpuno zamijeniti medij prilikom svakog uzorkovanja. Ljekovitim supstancijama podloznim
hidrolizi pH se moze korigirati neposredno nakon uzorkovanja kako bi se sprijecila razgradnja
I gubitak uzorka. Za kvantifikaciju i odredivanje sadrzaja oslobodene ljekovite supstancije,

uzimajuéi u obzir razgradnju u receptorskom mediju, neki autori koriste izosbesti¢nu tocku
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(valnu duljinu pri kojoj apsorbiraju i aktivna supstancija i degradacijski produkt). Tako se
usporeduje kumulativna koli¢ina oslobadanja pri izosbesti¢noj valnoj duljini i valnoj duljini

pri kojoj aktivna supstancija maksimalno apsorbira.

Vazno je naglasiti da je ispitivanje stabilnosti ljekovite supstancije u odredenom mediju i pri

odredenim uvjetima potrebno provesti prije nego se definiraju parametri in vitro metode.

3.4.6. Opseq in vitro oslobadanja

Za vrijeme trajanja pokusa trebalo bi se osloboditi najmanje 80% deklarirane kolicine lijeka iz
parenteralnog pripravka produljenog ué¢inka. Vazno je znati da li je eventualno nekompletno
oslobadanje posljedica degradacije lijeka u mediju. Na kraju in vitro testa potrebno je
izracunati koli¢inu lijeka preostalu u formulaciji, te bi ukupan zbroj oslobodenog i ne

oslobodenog lijeka trebao odgovarati teoretskoj deklariranoj koli¢ini.

3.4.7. Vaznost in vitro metode u fiziolo$kim in vivo uvjetima

Za vrijeme razvoja potrebno je odabrati ogovaraju¢e parametre metode kako bi se postiglo
dobro predvidanje in vivo. Parametri kao §to su: temperatura (fizioloska ili povi$ena), brzina
vrtnje, uzorkovanje, pH, puferski kapacitet medija, trebaju biti podeseni kako bi §to bolje
opisali mehanizme oslobadanja u fizioloskim in vivo uvjetima. Upravo su te fizioloSke
varijable odgovorne za razlike u apsorpciji lijeka iz parenteralnog subkutanog pripravka.
Ekstracelularni matriks je kompleksna mjesavina iona, fluida, lipida, proteina i ugljikohidrata
koji ukljucuje kolagen (protein koji ¢ini vise od 2/3 matriksa vecine tkiva), fibrin (fibrilarni
matriks oko rana i tumora), elastin, proteoglikani (prisutni u vezivhom tkivu) te
glikozaminoglikane (heparin, hijaluron) kovalentno vezane za proteine imobilizirane u
intersticiju odgovorne za hidratizaciju. U svim tkivima intersticijski kolagen i

glikozaminoglikani negativnog naboja djeluju kao sito. Na prolaz lijeka kroz intersticij utjece
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veli¢ina molekula, naboj, stupanj hidrofilnosti kao i medudjelovanja s endogenim
komponentama intersticijske tekuéine. Formulacijske promjene, primjerice, u koncentraciji
ljekovite supstancije, volumenu injektiranja, ionskoj jakosti, viskoznosti, veli¢ini Cestica i pH,
mogu utjecati na brzinu i1 opseg difuzije s mjesta primjene. Vodenim sustavima se
smanjenjem veliCine Cestica povecava koncentracijski gradijent i brzina apsorpcije. Za uljne,
lipofilne sustave pocetna koncentracija lijeka ne utjeCe na konstantu brzine apsorpcije. Brzina
I opseg apsorpcije vezana je za afinitet lijeka prema otapalu tj. nosac¢u u formulaciji u odnosu

na intersticijsku tekuéinu.

3.4.8. Metode ubrzanog oslobadanja

Za parenteralne sustave s oslobadanjem lijeka produljenim na nekoliko tjedana ili mjeseci
pozeljno je razviti in vitro metodu koja ¢e u kraéem vremenskom periodu opisati in Vvivo
mehanizam oslobadanja kako bi se takav ubrzani test mogao Koristiti za potrebe razvoja
formulacije (13). Ubrzano oslobadanje postize se poviSenjem temperature, promjenom pH
medija, hidrodinamikom (npr. brzina vrtnje ili promjena brizne protoka), promjenom sastava
medija, koriStenjem Suotapala, povrSinskih otapala, enzima i sl. Utjecaj pojedinih parametara
na profil brzine oslobadanja aktivne supstancije iz parenteralnog sustava procjenjuje se model

zavisnim metodama npr Weibull jednadzbom: y(t)=Finf (1-exp[-(tMDT)"])

Gdje su procijenjeni parametri: Finf-koli¢ina lijeka oslobodena u vremenu inf, MDT-srednje
vrijeme oslobadanja, b-nagib pravca. Weibull jednadzba koristi se za modeliranje i usporedbu
in vitro profila za parenteralne sustave s modificiranim oslobadanjem koji nemaju ili pokazuju
minimalno naglo pocetno oslobadanje, zanemarivo oslobadanje dirigirano difuzijom ili
erozijom. Naglasak je na korelaciji baziranoj na mjerenjima u realnom vremenu, tzv. model
zavisan pristup gdje se vrijednosti dobivene u realnom vremenu matematickim modeliranjem

usporeduju s vrijednostima dobivenim pri ubrzanim uvjetima. Metode ubrzanog oslobadanja
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za parenteralne sustave s modificiranim oslobadanjem mogu se Koristiti za potrebe kontrole
kvalitete i karakterizaciju razlika izmedu pojedinih serija, primjerice klinicke i komercijalne
serije, predvidanje dugotrajnog in vitro ponasanja, i nacine oslobadanja u organizmu. Ubrzana
metoda treba na jednaki nacin opisivati mehanizme oslobadanja kao i in vitro metoda koja se
provodi u stvarnom vremenu i koja opisuje in vivo oslobadanje. Pozeljno je da ubrzane
metode kojima se prati oslobadanje lijeka u vremenu krecem u odnosu na oslobadanje u
realnom vremenu budu biorelevantne, kao i da promjene kojima se postize ubrzano
oslobadanje ne mijenjaju mehanizme oslobadanja. Profili dviju ispitivanih formulacija trebaju
korelirati najmanje u tri toCke oslobadanja, na pocetku, sredini i kraju (iznad 80%
oslobodenog lijeka). Ubrzane metode se mogu Koristiti u razvoju formulacija, te se, nakon §to
se optimiraju uvjeti mogu Koristiti za potrebe kontrole kvalitete proizvoda. Nakon odabira
parametara, robusnost ubrzane metode pokazuje se ispitivanjem ponovljivosti (za istu i
razli¢ite formulacije/serije), za formulacije/serije koje ne zadovoljavaju proizvodne
specifikacije, koristenjem linearne ili nelinearne regresije za kvantifikaciju razlika u

oslobadanju (14).

3.5. Podjela tehnika in vitro oslobadanja

3.5.1. Uzorkovanije i odjeljivanje (eng. sample and separate)

Tehnika uzorkovanja i odjeljivanja se cesto koristi zbog jednostavnosti i prakti¢nosti

izvodenja. Na Slici 6. shematski je prikazana metoda uzorkovanja i odjeljivanja.
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Slika 6. Shematski prikaz uzorkovanja i odjeljivanja (eng. sample and separate).

Temelji se na suspendiranju pripravaka najces¢e mikro ili nanocestica u definiranom
volumenu medija uz konstantno mijesanje, uzorkovanje u odredenim vremenskim
intervalima, filtriranje ili centrifugiranje uz nadoknadu medija. Mikrosferni sustavi koji imaju
inkorporiran lijek koji se produljeno oslobada nanose se u posudu koja sadrzi medij, te se
oslobadanje lijeka iz sustava odvija postepeno, kroz vrijeme. Odabir medija temelji se na
topljivosti lijeka i stabilnosti za vrijeme trajanja pokusa. Tehnika uzorkovanja i odjeljivanja
koristi se i za implante. Za vrijeme razvoja takve metode optimira se brzina mijeSanja,
volumen medija, tehnike odjeljivanja i volumen uzorkovanja. Modifikacije ukljucuju
mijesanje, veli¢inu | volumen posude koji moze varirati od npr. tuba ili vijala (<10 ml) ili pak
veliki volumeni od 100-400 ml. Brzina mijeSanja je vazna jer sprjeCava Stvaranje agregata.
Pozeljno je koristiti brzinu mijesanja koja odgovara fizioloskim vrijednostima protoka, $to je
oko 100 okretaja u minuti. Kod ubrzanih metoda povecava se brzina mijeSanja. Za homogeno
mijeSanje koriste se magnetske mijesalice, rotirajuc¢i inkubator, rotacijske boce, a ima i
razvijenih metoda u kojima se sustav uopée ne mijesa. Volumen medija u prvom redu ovisi 0
topljivosti ljekovite supstancije, ali i o aparaturi koja se koristi. Brojni su primjeri razvijenih
modela s razli¢itim volumenima receptorskog medija od nekoliko mikrolitara do nekoliko
litara. Potrebno je osigurati topljivost aktivne supstancije, te se za slabo topljive lijekove

medij potpuno zamjeni u svakoj tocki uzorkovanja. Ponekad je potpuna zamjena medija
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potrebna kako bi se sprijecilo akumuliranje degradacijskih produkata u otopini. Za sustave
osigurane topljivosti i stabilnosti lijeka u receptorskom mediju, volumen uzorkovanja ovisan
je o osjetljivosti analiti¢ke tehnike kojom se analit kvantificira. Za odjeljivanje uzorka koristi
se centrifugiranje ili filtracija pomocu filtara razli¢ite veli¢ine pora, te je potrebno osigurati da
ne dolazi do gubitka uzorka apsorpcijom na filtre. Nakon centrifugiranja analizira se
supernatant, ili se za nestabilne supstancije u mediju analizira suspendirani lijek preostao u
mikroCesticama. Prilikom koriStenja standardne aparature (lopatice) relativno veliki volumen
medija moze predstavljati problem za parenteralne sustave malog volumena. Takoder, ¢esto

se koriste povrsinski aktivne tvari kako bi se sprijecila agregacija Cestica.

Prednosti i nedostaci tehnike uzorkovanja i odjeljivanja

Metode uzorkovanja i odjeljivanja koriste standardnu farmakopejsku aparaturu 2 (lopatice).
Sadrzaj oslobodene ljekovite supstancije odreduje se kromatografskim analitickim tehnikama.
U nedostatke tehnike ubrajaju se poteskoce prilikom odjeljivanja mikrosustava od
receptorskog medija. Prilikom ultracentrifugiranja, koriste se visoke sile koje narusavaju
sustave i mogu poremetiti koncentraciju u filtratu jer utjeu na obrazac oslobadanja.
Razgradnja analita povecava vrijeme potrebno za sedimentiranje. Takoder, ponovno
dispergiranje degradiranih Cestica je vrlo tesko. Prilikom uzorkovanja filtriranjem male
Cestice koje nastaju zbog degradacije polimera (<10 mm) mogu dovesti do zacepljenja filtra.
Gubitak volumena zbog filtracije ili zamjene receptorskog medija posebno kod malih ukupnih
volumena receptorskog medija moze dovesti do krive interpretacije rezultata. Zbog

kontinuiranog mijesanja mikrosfera moze do¢i do smanjene brzine oslobadanja.

3.5.2. Tehnika kontinuiranog protoka (eng. continuous flow)

Priopéenja s radionica na kojima sudjeluju stru¢njaci iz regulatornih agencija, akademije 1

industrije, isticu USP Aparaturu 4 kao najprikladniju za razvoj in vitro modela za pracenje
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oslobadanja iz parenteralnih pripravaka s produljenim oslobadanjem, posebice mikrosfera.
Razvijaju se priru¢ni sustavi s kontinuiranim protokom medija kroz uzorak imobiliziran
kuglicama, ali postoji i komercijalno dostupna automatizirana aparatura. Na Slici 7. je

prikazana USP aparatura 4 koja se koristi u Plivi (Sotax AG, Basel, Switzerland (15)).

Slika 7. USP aparatura 4 (Flow through system) Sotax AG (prilagodeno prema (15)).

Cine je jedinica za oslobadanje djelatne tvari, pumpa, kolektor te rezervoar s medijem na
magnetskoj mijeSalici (za zatvoreni sustav), te vodena kupelj za termostatiranje sustava.
Koristi se zatvoreni ili otvoreni sustav s razlikom u jednokratnom prolasku medija kroz
otvoreni sustav ili kontinuiranom recikliranju medija u zatvorenom sustavu. Uzorak se nanosi
u celije termostatirane na odredenoj temperaturi, pumpa osigurava odgovarajuci protok
medija kroz ¢elije tijekom analize. Postoje vise tipova ¢elija i adaptera za razliCite terapijske
sustave. Modifikacije Aparature 4 se cCesto koriste za pracenje oslobadanja lijeka iz
mikrosfernih i mikrocesti¢nih parenteralnih pripravaka s produljenim oslobadanjem. Na

Slikama 8.A. i B. dan je shematski prikaz USP Aparature 4 otvorenog i zatvorenog sustava.
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Slika 8. Flow through otvoreni (A) i zatvoreni sustav (B) (prilagodeno prema (16)).

Otvoren sustav predstavlja fizioloski klirens lijeka s mjesta oslobadanja (subkutana ili
intramuskularna primjena) S$to utjeCe na kinetiku oslobadanja lijeka iz sustava dirigiranih
difuzijom. Prilikom koristenja kontinuiranog protoka koriste se staklene kuglice koje pomazu
u imobiliziranju npr. mikrosfera ili depo-a, te osiguravaju laminaran protok. Pumpa regulira
brzinu protoka u rasponu od 0.4 ml/min do 200 mL/min. Brzina protoka utjece na sustave koji

su dirigirani brzinom oslobadanja; na hidrataciju materijala i posljedi¢no difuziju. Odabir
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vremena trajanja testa ovisan je o formulaciji i topljivost aktivne supstancije u receptorskom
mediju. U svakoj vremenskoj tocki uzorkovani volumen medija zamjenjuje se istim
volumenom svjezeg. Metoda odredivanja sadrzaja aktivne supstancije u in vitro testu treba
biti prilagodena kvantificiranju niskih koncentracija oslobodene djelatne tvari. Za

kvantifikaciju se naj¢esce koristi tekucinska kromatografija visoke u¢inkovitosti (HPLC).

Prednosti i nedostaci tehnike kontinuiranog protoka

Prednost koriStenja kontinuiranog protoka je simulacija in vivo fizioloSkog okolisa
osiguravanjem konstantnog cirkuliranja malenog volumena medija kroz imobilizirane
staklene kuglice. Prilikom hidratizacije Cestica dolazi do razgradnje matriksa te difuzije i
oslobadanja lijeka. To je najcesCe automatizirani sustav kojim se vrSi uzorkovanje i
cirkuliranje medija. Kori$tenjem metoda kontinuiranog protoka izbjegavaju se problemi
odjeljivanja dispergiranog sustava od medija, jer je mikrosustav izoliran u ¢celiji, a
uzorkovanje medija vr$i se iz rezervoara. Mogu se Koristiti i opticka vlakna kojima se
omogucéava in situ mjerenje u stvarnom vremenu trajanja pokusa. Opticka vlakna se
postavljaju u rezervoar medija kako bi se izbjegla interferencija neotopljenih dispergiranih
mikrosfera. In situ mjerenje omogucava istovremeno kvantificiranje visestrukih vremena
uzorkovanja i potpuno opisivanje profila oslobadanja. Zatvoreni sustav koristi recirkulaciju
medija Sto je, ako su zadovoljeni uvjeti topljivosti, pogodnije prilikom uzorkovanja i
potrosnje medija. Najces¢i problemi su tehnicke prirode; zacepljenje filtra i adsorpcija lijeka
na staklene kuglice i cijevi unutar sustava. U vecini sluc¢ajeva nizi protok rezultira nepotpunim
produlje, vjerojatno zbog smanjene hidratacije i razgradnje polimernog matriksa, te, kao
posljedice toga, nizeg oslobadanja. Nakon $to se polimer hidratizira lijek se oslobada
kombinacijom procesa difuzije i erozije. Zbog degradacije polimera dolazi do zacepljenja

filtra i varijacije u protoku $to dovodi do visokog tlaka u sustavu.
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3.5.3 Tehnika dijalize

Uzorak se nalazi u dijalizacijskoj vreici te je fizicki odijeljen od receptorskog medija.
Dijaliza se koristila za pra¢enje oslobadanja iz uljnih depo formulacija supozitorija, injekcija
hidrofobnih lijekova i liposoma (17). U novije vrijeme in vitro metode zasnovane na dijalizi
koriste se i za mikro i nanocCestice, implante, micele, mikrosferne sustave. Zbog razlike u
koncentraciji stvara se difuzijski gradijent te uzorak difundira u receptorski medij. Odabir
medija temelji se na topljivosti lijeka i stabilnosti za vrijeme trajanja in vitro testa. Difuzija
lijeka iz dijalizacijske vreéice u vanjski medij moze biti povecana mijeSanjem i smanjenjem
nemjesljivog vodenog sloja. Veli¢ina pora dijalizacijske membrane (nacinjena od celuloze
razli¢itih MWCO eng. molecular weight cut off) moze varirati. Uobi¢ajeno se koristi veli¢ina
pora deset puta veca od molekulske mase aktivne supstancije kako bi lijek, zbog
koncentracijskog gradijenta, mogao neometano difudirati. Prilikom odabira veli¢ine pora
vazno je da membrana ne predstavlja prepreku za difuziju aktivne supstancije. Veli¢ine pora
dijalizacijske vrecice krecu se u vrlo Sirokom rasponu; npr. MWCO 3500 Da za govedi serum
albumin do MWCO 30 kDa za peptide. Dijalizacijske metode pogodne su za pracenje
oslobadanja malih molekula, peptida, proteina. Kako bi se osiguralo neometano difundiranje
potrebno je osigurati dovoljnu razliku u volumenu unutar dijalizacijske vre¢ice u odnosu na
vanjski medij. Pozeljno je da volumen bude 10 do 100 puta manji ovisno o topljivosti u
mediju. Pritom se uvjeti osigurane topljivosti ne smiju kompromitirati. MijeSanje osigurava
jednoliku raspodjelu lijeka u receptorskom mediju i pomaze prilikom osiguravanja
koncentracijskog gradijenta. U dvije osnovne kategorije dijalize ubrajaju se metode u kojima
se pripravak nalazi unutar dijalizacijske vrec¢ice a uzrokuje se u receptorskom mediju. Druga,
obrnuta dijaliza, pretpostavlja da se uzrokuje receptorski medij koji se nalazi unutar

dijalizacijske vrec¢ice. Uzorak se u sustavima obrnute dijalize moZe mijeSati, ne dolazi do
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stvaranja agregata, a takoder je osigurana i maksimalna topljivost (18). Na Slici 9. su

shematski prikazane dijaliza i obrnuta dijaliza.

Receptorski medij Uzorak/receptorski medij

|
—

Dijalizacijska vrecica/
receptorski medij

SV
Dijalizacijska vrecica 0 "lt}cw

Drza¢ uzorka 'B.?:‘:”::""- o

Slika 9. Shematski prikaz dijalize (lijevo) i obrnute dijalize (desno).

Prednosti i nedostaci dijalize

Dijaliza je jednostavna za izvodenje i ne zahtijeva sloZzenu aparaturu i sustave. Uzorkovanje i
zamjena medija pojednostavljena je koristenjem dijalizacijske membrane koja fizicki odjeljuje
uzorak od receptorskog medija. In vitro metode oslobadanja koriStenjem tehnika dijalize
dobro koreliraju s injekcijama za subkutanu i intramuskularnu primjenu gdje je uzorak
prakticki imobiliziran i okruZen statickim slojem medija koji uzrokuje polaganu difuziju lijeka
jer nema uvjeta osigurane topljivosti. Postizanje ravnoteze s vanjskim receptorskim medijem
0visno je o povrSini membrane te Se ravnoteza postize polagano ako je povrSina mala.
Nedostatak korelacije s in vivo profilima vezan je s nemogu¢noséu homogenog mijesanja
unutar dijalizacijske vrecice, te stvaranje agregata. Nedostatak mijeSanja rezultira stati¢énim
uvjetima te nedovoljnom hidratacijom polimera i smanjenom brzinom oslobadanja. Agregati
predstavljaju problem kod mikroCesticnih parenteralnih sustava jer moze doc¢i do
nekompletnog oslobadanja i velike varijabilnosti. Problem dijalizacijskih metoda kod
emulzija ili liposoma je Cesto prebrzo oslobadanje aktivne supstancije iz formulacije, te
narusavanje uvjeta topljivosti unutar dijalizacijske vrecice. Do naruSavanja moze doc¢i ako je

oslobadanje lijeka iz parenteralnog sustava brze nego difuzija lijeka kroz membranu.
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3.5.4. Standardne farmakopejske metode

U farmaceutskoj industriji testovi brzine oslobadanja aktivne supstancije iz farmaceutskog
oblika (eng. dissolution test) su vazno ,,orude” u razvoju i kontroli kvalitete. lako razvijeni za
¢vrste dozirne oblike i oralnu primjenu s trenutnim i modificiranim oslobadanjem, posljednjih
godina in vitro testovi oslobadanja koriste Se i za ispitivanje ,,novijih” farmaceutskih oblika,
kao Sto su: tablete za Zzvakanje, transdermalni flasteri, polucvrsti preparati za lokalnu
primjenu, supozitoriji, implantati, preparati s mikroCesticama za parenteralnu primjenu,
suspenzije i liposomski preparati. Za ¢vrste dozirne oblike za oralnu primjenu s trenutnim
oslobadanjem,* dissolution test” se opisuje kao test otapanja, buduci da je cilj da se ljekovita
supstanca brzo otopi u mediju. Za parenteralne farmaceutske pripravke s produljenim
oslobadanjem, transdermalne sustave, supozitorije, ispitivanje se prije svega opisuje kao ,,test
oslobadanja ljekovite supstance” ili kao ,,test in vitro oslobadanja”. Zbog razlika u formulaciji
lijekova, koje se ogledaju u veoma razli¢itim fizikalno kemijskim svojstvima aktivnih i
pomoc¢nih supstanci koje ¢ine farmaceutski pripravak razli¢itih mehanizama oslobadanja, nije
moguce predloziti jedinstven test koji ¢e biti primjenjiv na sve farmaceutske oblike i na svaki
pojedinac¢no. Tocnije, aparature, postupci i tehnike razlikuju se izmedu ispitivanja, tako da
metoda mora biti prilagodena odredenoj grupi farmaceutskih pripravaka ili ¢ak pojedinaénom
pripravku koji se ispituje. Ipak, op¢i principi moraju se postovati i kod testova za in vitro
oslobadanje iz ,,novijih” farmaceutskih oblika. Ispitivanje brzine oslobadanja predstavlja test
vazan za biofarmaceutsku karakterizaciju farmaceutskih oblika za parenteralnu primjenu, a
isto je koristan za potvrdu kvalitete proizvoda (razli¢ite serije istog farmaceutskog oblika
lijeka) unutar definiranog seta kriterija prihvatljivosti. Ispitivanje brzine oslobadanja aktivne
supstance iz farmaceutskog oblika lijeka omoguéava njegovu procjenu u fazi razvoja,

kontrole kvalitete, prilikom ispitivanja stabilnosti.
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U Tablici 3. je dan pregled razli¢itih uredaja (aparatura) za pracenje oslobadanja ljekovite

supstance iz ¢vrstih, tekucih, polucvrstih i ,,novijih” farmaceutskih oblika (19).

Tablica 3. Dozirni pripravci i aparature za pracenje brzine oslobadanja.

Dozirni pripravak

Aparatura

Cvrsti oralni pripravci

Kosarice, Lopatice, Rotirajuci cilindri ili Proto¢ne ¢elije

Oralne suspenzije

Lopatice

Tablete za zvakanje

Kosarice, Lopatice, Rotirajuci cilindri ili Proto¢ne ¢elije

Transdermalni flasteri

Aparatura s lopaticom iznad diska

Polucvsti pripravci za lokalnu primjenu

Franz difuzijska celija

Supozitoriji

Lopatice, modificirane koSarice, zatvorena dvostruka
protocna Celija dvostruka protocna éelija

Praskovi i granule

Modificirana proto¢na ¢elija s uzorkom za prasak/granule

Parenteralni pripravci (mikrosfere,
mikrocestice)

Modificirana protocna celija

Parenteralne depo formulacije

Rotirajuca dijalizacijska ¢elija

Implantati

Modificirana proto¢na Celija, shake flask metoda

USP Aparatura 1 (Kosarice)

Koristi se na na¢in da se dijalizacijska vreéica smjeSta unutar koSarice. Aparatura nije
prikladna za ispitivanje brzine oslobadanja iz mikro ili nano sustava, kao ni suspenzija, jer se
takva vrsta uzoraka ne moze fizi¢ki zadrzati unutar koSarice, a koriste se i velike koli¢ine

medija.

USP Aparatura 2 (Lopatice)

Razvijena za ¢vrste dozirne oblike, ali se koristi i za parenteralne formulacije s produljenim
oslobadanjem. Kod mikro sustava uzorak se dispergira u relativno velikoj koli¢ini
receptorskog medija (500 mL ili 900 mL) uz konstantno mijesanje. Uzorkovanje se provodi u
definiranim vremenskim intervalima, nakon ¢ega slijedi filtriranje otopljene frakcije lijeka

kroz membranske filtre. Nedostatak je, kao i kod Aparature 1, moguénost koriStenja isklju¢ivo
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relativno velikog volumena medija $to je neprakticno ako je koli¢ina uzorka ogranicena, te

kao kod svih metoda uzorkovanja i odjeljivanja dolazi do gubitka uzorka.

USP Aparatura 4 (Flow-Through Cell)

USP Aparatura 4, prvotno razvijena za ¢vrste dozirne oblike s kontroliranim oslobadanjem,
Cesto se koristi kao aparatura izbora za razvoj in vitro metoda za parenteralne sustave s
kontroliranim i produljenim/odgodenim oslobadanjem. Modificira se koriStenjem adaptera s
dijalizacijskom vre¢icom koji se postavlja unutar celije. Koristi za razvoj metoda za
oslobadanje iz liposomskih sustava, nanoemulzija i suspenzija (20). Koristenje kuglica unutar
adaptera sprjeCava agregaciju uzorka, S§to osigurava laminaran protok, kontinuirano

oslobadanje, te smanjenu varijabilnosti uzoraka.

USP Aparatura 3 se sastoji od cilindra te se ne koristi za razvoj in vitro metoda za
parenteralne sustave. USP Aparatura 5 (lopatice iznad diska) i Aparatura 6 (cilindar)
modificirane su verzije Aparature 1 i 2. Uglavnom se koriste za transdermalne pripravke, dok
se Aparatura 7 (reciprociraju¢i cilindar) koristi za transdermalne pripravke 1 stentove. U
Tablici 4. pobrojane su in vitro metode oslobadanja propisane od strane americke regulatorne

agencije (FDA) za parenteralne formulacije na trzistu (21).

Tablica 4. FDA metode za parenteralne lijekove dostupne na trzistu.

Vrsta
Lijek ljekovitog USP aparatura Opis in vitro metode
pripravka
Azacitidine parenteralna Potrebno razviti metodu.
suspenzija
Bethamethasone parenteralna USP 4 0.05% NaLS, pH 3.0, USP 4 i ako je
acetat/bethamethasone suspenzija (protok 8 primjenjivo USP 2 za potrebe
Na phosphate ml/min) komparativne evaluacije Agencije
Doksorubicin HCI parenteralna Razviti - metodu oslobadanja pri pH
(liposomi) 6.0+0.05 1 47°C. Replicirati za 12 vijala
Leuprolide acetate parenteralna Razviti USP 4 i ako je primjenjivo USP
(produljeno 2 za qu[rebe komparativne evaluacije
djelovanje) Agencije
Medroxyprogesterone parenteralna Test 1: USP 4; | Test1: 0.5% NaLS u vodi, otvoreni
acetate suspenzija 22.6 mm, 13 g | sustav
kuglica, 17 Test 2: 0.35% NaLS u vodi,
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mL/min 50 rpm
Test 2: USP 2,
50 rpm
Methylprednisolone parenteralna USP 4 0.55% NaLS
acetate suspenzija
Naletrexone parenteralna USP 4 PBS s 0.02% Tween i 0.2% Na Azid,
suspenzija USsP 2 pH 7.4, osmolalnost 270 mOsm) ili
drugi odgovarajué¢i medij. Razviti USP
4 metodu i ako je primjenjivo USP 2 za
potrebe komparativne evaluacije
Agencije
Octreotide injection parenteralna USP 4 Razviti USP 4 metodu i ako je
(produljeno USP 2 primjenjivo USP 2 za potrebe
djelovanje) komparativne evaluacije Agencije
Paliperidone Palmitate parenteralna USP 2, 50 rpm. | 0.001M HCI s 0.489% Polysorbat 20
suspenzija na 25.0+0.5°C, 900 mL
Risperidone parenteralna USP 4 Razviti USP 4 metodu i ako je
USP 2 primjenjivo USP 2 za potrebe
komparativne evaluacije Agencije
Triamcinolone parenteralna USP 4 Razviti USP 4 metodu i ako je
acetonide suspenzija USP 2 primjenjivo USP 2 za potrebe
komparativne evaluacije Agencije
Triptorelin pamoate parenteralna USP 2, 200 rpm. | Voda:MeOH (95:5), rekonstitucija
suspenzija vijala u 2 mL vode za injekcije, 500
mL medija na 37°C
Verteporfin parenteralna Razviti metodu za karakterizaciju in
Vitro oslobadanja
Avripiprazole intramuskularna | USP 2, 50 rpm | 0.25% NaLS, 900 mL
suspenzija

Za vecinu parenetralnih proizvoda FDA preporuca koriStenje farmakopejskih Aparatura 2 i 4.

3.6. Usporedba in vitro profila oslobadanja

Metode in vitro oslobadanja koriste se za potrebe razvoja, proporcionalnog poveéanja serije s
laboratorijskog na industrijsko mijerilo proizvodnje (eng. scale up), te kao test kontrole
kvalitete za provjeru kvalitete gotovog pripravka nakon izmjena u procesu proizvodnje. In
Vvitro test brzine oslobadanja, nije zamjena za in Vivo procjenu bioloSke raspolozivosti i
bioekvivalentnosti. Metoda kojom se opisuje profil oslobadanja treba biti diskriminatorna za
uzroke unutar i izvan specifikacijskih granica. In vitro metode koriste se za usporedbu brzine i
mehanizma oslobadanja za vrijeme farmaceutskog razvoja, promjene mjesta proizvodnje,

scale-up-a, promjene proizvodne opreme. lako nema specifi¢nih regulatornih smjernica za
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parenteralne pripravke, opcenito se slijede principi za ¢vrste oralne dozirne oblike s
produljenim oslobadanjem. Kada je rije¢ o manjim formulacijskim promjenama, dovoljno je
usporediti nekoliko toc¢aka profila oslobadanja iz ljekovitog pripravka formuliranog prije, te
nakon promjene. Za znacajne promjene medu formulacijama potrebno je usporediti
kompletne profile oslobadanja. Za usporedbu profila koriste se model nezavisne i model
zavisne metode. Model nezavisna metoda koristi dva statisticka faktora; faktor razlike (f 1) i
faktor sli¢nosti (f 2). Kako bi se dva profila smatrala sli¢nima, f 1 treba biti manji ili jednak 15
a f 2 vedi ili jednak 50. U zavisnim metodama, odgovaraju¢i model se Koristi za pracenje
profila oslobadanja. Dostupni profili i podaci oslobadanja nastali prije i nakon formulacijske
promjene kojom se mijenja mehanizam oslobadanja koreliraju se s odgovaraju¢im modelom,

te se odreduje sli¢nost i granice unutar kojih se dobiva odgovarajuci profil oslobadanja. (22)

3.7. Korelacije in vivo in vitro (IVIVC)

Americka regulativa (FDA), definira IVIVC kao prediktivni matemati¢ki model koji opisuje
vezu izmedu in Vvitro svojstava (obi¢no brzina ili koli¢ina ,dissolution“-a ili oslobadanja
lijeka) i in vivo odgovora (npr. koncentracija lijeka u plazmi ili koli¢ina lijeka koji se
apsorbira). IVIVC je namijenjen za precizno predvidanje ocekivane karakteristike
bioraspolozivosti farmaceutskog pripravka na osnovu odnosno profila oslobadanja (2). U
razvoju lijeka pomaze u prepoznavanju ciljane formulacije, u odabiru biorelevantne in vitro
metode koja najbolje predvida brzinu otapanja lijeka u in vivo uvjetima, u obrazlozenju
odabira odgovaraju¢e metode regulatornim tijelima za potrebe registracije proizvoda.
Korelacija se moze Kkoristiti kao zamjena za in vivo bioekvivalencijske studije i ispitivanje
bioraspolozivosti ukoliko se promjeni postojeci proizvodni postupak ili se uvodi nova doza na
trziSte (eng. biowaiver). IVIVC je osnova za biowaiver u kojem se in vitro profili oslobadanja

ljekovite supstancije koriste kao surogat za bioekvivalencijske studije. Vazno je naglasiti da
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regulatorne agencije neée odobriti biowaiver ako je rije¢ o znafajnim promjenama u
formulaciji koje mogu utjecati na mehanizam oslobadanja lijeka. Tako se izostanak in vivo
studije ne moze ocekivati prilikom promjena jakosti doze prije nego se uspostavi IVIVC za
viSestruke doze. Ako je apsorpcija lijeka in vivo uvjetovana brzinom otapanja, S§to je
karakteristika vecine parenteralnin lijekova s produljenim oslobadanjem, tada postoji
mogucnost uspjesne in vitro-in vivo korelacije. Preduvjet je odabir pogodne in vitro metode i
receptorskog medija koji najbolje pokazuje razlike medu formulacijama. Za uspjesan IVIVC
potrebno je da; lijek ima linearnu farmakokinetiku, nema usku terapijsku Sirinu i veliku
varijabilnost, te da je supstancija u ljekovitom obliku jednaka mjerenoj aktivnoj supstanciji u

sistemskoj cirkulaciji.

In vitro i in vivo testovi rade se iz iste serije lijekova. In vivo podaci za razvoj IVIVC moraju

sadrzavati sljedece:
e ukrizeni pokus na zdravim dobrovoljcima
e dovoljan broj subjekata za pouzdane srednje vrijednosti koncentracijskih profila
e standardiziran pokus bez prisutnosti hrane

e ukljucivanje ljekovitog oblika za sistemsku analizu (I\VV formulacije ili oralne otopine

kako bi se dobila tezinska funkcija potrebna za dekonvoluciju podataka)

In vitro krivulje brzine oslobadanja nije moguce direktno korelirati s in vivo koncentracijskim

krivuljama vec u sljedeca dva koraka:

e Retrospektivno izraCunavanje in vivo brzine oslobadanja iz vrijednosti koncentracija u

plazmi razli¢itih formulacija

e Kuvantitativna korelacija in vitro i in vivo brzine krivulja otapanja
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Za izracun in vivo brzine oslobadanja/apsorpcije iz koncentracija u plazmi najcesce se koristi
jedna od navedenih metoda: model ovisna (Wagner-Nelson, Loo-Riegelman) ili model
neovisna (konvolucija, dekonvolucija). Postoji vise kategorija povezanosti in vitro i in vivo
podataka. Prilikom izrade modela korelacije, kada se, primjerice koristi kategorija A
povezanosti in vitro i in vivo podataka, kvantitativna korelacija se uspostavlja Koristenjem
linearne ili nelinearne regresije in vitro i in vivo podataka iste formulacije. Vazno je
procijeniti pogresku metode u predvidanju in vivo bioraspolozivosti. Greska procjene za vr$nu

koncentraciju ili povrsinu ispod krivulje ra¢una se na slijede¢i naéin:

% greske procjene = (izmjereni farmakokinetski parametar-predvideni farmakokinetski
parametar)*100
predvideni farmakokinetski parametar

Ako je greska procjene manja od 10%, znaci da je razvijena korelacija in vitro in vivo koja

dobro predvida in vivo bioraspolozivost za potencijalne formulacije izbora.

3.8. Oslobadanije lijeka in vivo nakon primjene

Za postizanje korelacije nuzno je imati profil oslobadanja u krvi tj. in vivo profil. Kod lijekova
koji se primjenjuju sistemski to jednostavno zna¢i mjerenje koncentracije lijeka u Krvi.
Dobiveni podaci usporeduju se s in vitro profilima oslobodenog lijeka i evaluiraju za moguéu
in vitro in vivo Kkorelaciju. Za implante koji djeluju lokalno, razine lijeka u krvi nikad ne
postizu koncentracije koje se mogu odrediti. Mjerenje razine lijeka lokalno, na izoliranom
podrucju djelovanja, predstavlja problem jer je rijeC o vrlo invazivnim procedurama. Najcesce
se koriste tehnike mikrodijalize. Stoga je relativno teSko posti¢i IVIVC za lokalno djelujuce
parenteralne sustave. Vazno je naglasiti da se sve viSe koriste zivotinjski modeli jer su korisni
u slucajevima kada su tehnike mjerenja previSe invazivne. Prilikom usporedbe Zivotinjskih i
humanih sustava treba biti oprezan te uzeti u obzir fizioloske sli¢nosti i razlike. Ponekad je

odabrani zivotinjski model upravo zbog fizioloskih razlika neprikladan, te nije moguce
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utvrditi korelaciju zasnovanu na zivotinjskim podacima. Sukladno Europskoj agenciji za
evaluaciju medicinskih proizvoda, ovisno o0 putu primjene, moze se odobriti biowaiver
zasnovan na korelaciji iz zivotinjskih studija. 1z dostupne literature moze se zakljuditi da se
radi na povezivanju podataka dobivenih iz Zzivotinjskih studija, koriStenjem zivotinjskih
modela s humanim podacima, te je dostupno sve viSe literature koja opisuje uspjesne

zivotinjske studije s razvijenim modelima korelacije (23), (24).

3.9. Tipovi korelacije

Postoji vise kategorija povezanosti odnosno korelacije. Kategorija A je najinformativnija i
najpotpunija korelacija koje se preporuca od strane americke regulatorne agencije FDA. Rije¢
je o korelaciji pojedinih vrijednosti dobivenih in vivo i onih in vitro. To je funkcionalna
povezanost svih toc¢aka in vitro krivulje otapanja lijeka tijekom vremena i in vivo krivulje
oslobadanja lijeka u sistemsku cirkulaciju tijekom vremena. Usporedba profila moZe pokazati

linearnu ili nelinearnu povezanost. Primjer linearne korelacije kategorije A dan je na Slici 10.
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Slika 10. Shematski prikaz kategorije A in vitro in vivo korelacije (prilagodeno prema (2)).

Osnovni preduvjet za korelaciju kategorije A je identican mehanizam odgovoran za
oslobadanje lijeka iz formulacija in vitro kao i in vivo. Obi¢no razvoj korelacije A kategorije

ukljucuje optimalno 3 ili viSe formulacija koje se razlikuju u brzini oslobadanja (sporu,
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srednju i brzu). Za IVIVC je potrebno imati in vivo plazma koncentracijske profile odabranih
formulacija nakon ¢ega se dekonvolucijom procjenjuje in vivo apsorpcija ili oslobadanje istih.
Potom se utvrduje korelacija/relacija izmedu procijenjene  frakcije in  vivo
oslobodene/apsorbirane i frakcije in vitro oslobodene koristenjem linearnog ili nelinearnog
modela. Obzirom na moguce intrinzi¢ne razlike in vitro i in vivo brzine oslobadanja ponekad
je potrebno napraviti vremenski pomak ili pomak skale. Na kraju se procjenjuje predikcija
razvijenog IVIVC-a interno i/ili eksterno. Prema FDA regulativi kriteriji prihvatljivosti su
slijede¢i: za internu predikciju prosjecan postotak greske predikcije od 10%, (niti jedna
vrijednost ne smije biti preko 15%). Ako Kriterij nije zadovoljen primjenjuju se zahtjevi za
vanjsku predikciju gdje je 10% ili manje prihvatljivo, 10-20% nije konkluzivno, vrijednosti
veée od 20% se ne prihvacaju. Navedeno znai da je razvijeni korelacijski model
zadovoljavajuci za odredeni farmakokinetski parametar (Cmax iliAUC) (2). Kategorija B je
povezanost zasnovana na statistickoj analizi momenta (npr. in vitro vrijeme otapanja i srednje
vrijeme zadrzavanja lijeka). Kategorija B je manje prediktivna i daje manje informacija u
odnosu na kategoriju A. Temelji se na statistickom modelu analize u kojem se srednje vrijeme
,dissolutiona™ in vitro, usporeduje s njegovim srednjim vremenom in vivo. Nedostatak
prediktivnosti korelacije B kategorije o¢ituje se u tome da razli€iti in vivo profili oslobadanja
mogu rezultirati istim in vitro srednjim vremenom oslobadanja lijeka. Kategorija B moze
pomoc¢i u predvidanju ukupnog vremena oslobadanja in vivo S$to je vrlo vazno kod
parenteralnih pripravaka s produljenim oslobadanjem. Kategorija C je povezanost u tocki
izmedu jednog parametra in vitro otapanja (npr. % otopljene ljekovite supstancije u 4 sata ili
vrijeme u kojem je otopljeno 50% supstancije) i jednog farmakokinetskog parametra (npr.
povrsina ispod krivulje (AUC), vr$na koncentracija (Cmax)). Za visekratnu kategoriju C
vrijedi da se viSe farmakokinetskih parametara usporeduje s nekoliko toc¢aka in vitro krivulje

otapanja. Uobicajeno se za kategoriju C Kkoriste in vitro parametri kao $to su vrijeme
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raspadljivosti, vrijeme postizanja odredenog postotka oslobadanja lijeka, brzina oslobadanja
lijeka. Farmakokinetski parametri koji se koriste su vrsna koncentracija, vrijeme kada se
postize vrsna koncentracija, vrijeme potrebno za oslobadanje odredenog postotka lijeka,
povrsina ispod Krivulje i slicno. Obzirom da se kategorija C temelji na analizi jednog
parametra nije toliko informativna koliko kategorija A. Kategorija D usporeduje in vitro i in
vivo brzine oslobadanja. Rije¢ je o korelaciji rangiranja kvalitativnog tipa i kao takva se ne

moze koristit za regulatorne zahtjeve.

3.10. Koristenje korelacije in vitro in vivo za potrebe razvoja polimernih mikrosustava

s produljenim oslobadanjem

Kinetika oslobadanja lijeka iz PLGA i drugih biorazgradivih polimera kontrolirana je
difuzijom i erozijom. Oslobadanje je ovisno o svojstvima polimera kao §to su molekulska
masa, omjer kopolimera, kristalini¢nost, te 0 karakteristikama ljekovite supstancije: veli¢ini
Cestica, morfologiji, poroznosti, dozi. Naj¢esce, oslobadanje lijeka iz mikrosfera ima trofazni
profil: naglo pocetno oslobadanje, zastojno vrijeme (kontinuirano oslobadanje) gdje dolazi do
difuzije i erozije polimera, te sekundarnu fazu oslobadanja koju karakterizira kinetika nultog
reda. Na Slici 11. prikazan je tipi¢an trofazni profil oslobadanja ljekovite supstancije iz

primjerice PLGA mikrosfera (16).

kinetika nultog reda

% oslobodenog lijeka
@

zastojna (lag) faza
naglo pofetno osicbadanje
0 10 20 30 40

vrijeme (dani)

Slika 11. Shematski prikaz tipicnog trofaznog profila oslobadanja iz mikrosfernih sustava.
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Naglo pocetno oslobadanje kontrolirano je difuzijom, dok su zastojno vrijeme i kinetika
nultog reda kontrolirane difuzijom i erozijom. Oslobadanje lijeka iz mikrosfernih polimernih
sustava je dugotrajan proces koji traje nekoliko dana ili ¢ak mjeseci. Uspjesan IVIVC model
moze znacajno smanjiti troSkove, vrijeme razvoja formulacije i optimiranje tehnoloskog
procesa. IVIVC se moze koristiti za postavljanje ,,dissolution* specifikacija te kao surogat za
in vivo bioekvivalencijske studije u slu¢aju kada se uvode promjene formulacije, procesa ili
mjesta proizvodnje. Stoga treba razvijati in vitro metode pracenja oslobadanja ljekovite
supstancije koje se mogu koristiti kao indirektna mjera in vivo oslobadanja lijeka i bioloskog
djelovanja. Primjerice, poboljsana u¢inkovitost kemoterapeutika vezana je s konstantnom i
relativno niskom koncentracijom koja se postize enkapsulacijom kemoterapeutika u polimerni
sustav, u odnosu na visoku koncentraciju koja se postize primjenom intravenskog bolusa.
Osim kemoterapeutika razvijaju se parenteralni sustavi s produljenim oslobadanjem i za druge
vrste indikacija kod kojih su izraZene razli¢ite nuspojave: lijekovi za mentalne bolesti, gdje je
suradljivost pacijenta kljucna za uspjesSnost terapije, proteini i druge makromolekule zbog
njihove nestabilnosti u Gl traktu, lijekovi s kratkim vremenom poluraspada, lijekovi s niskom
topljivos¢u, te lijekovi podlozni intenzivnom metabolizmu prolaza kroz jetra. Faktori
povezani s karakteristikama same formulacije koji mogu utjecati na in vivo djelovanje su
disperzibilnost, stabilnost, volumen injekcije, viskoznost, biokompatibilnost (25). FDA jos je
2012. godine odobrila nekoliko stipendija za razvoj biorelevantnih IVIVC modela za
parenteralne formulacije s produljenim oslobadanjem; biorazgradive mikrosferne injekcije i in
situ fomirajuc¢e gel implante. Jedna od odobrenih stipendija vezana je za suradnju vise
razvojnih projekata za razvoj korelacije mikrosfera risperidona. Analiza kriticnih fizikalno
kemijskih svojstava pokazuje da su mikrosferne formulacije risperidona, iako sli¢éne po
sastavu, osjetljive na razlike u proizvodnom procesu. In vitro test razvijen koristenjem USP

Aparature 4 pokazuje dobru diskriminatornost i moze predvidjeti in vivo djelovanje
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mikrosfernog sustava. (26) Na Slici 12. je prikazana modificirana USP Aparatura 4 za

pracenje in vitro brzine oslobadanja aktivne supstancije iz mikrosfera.

Sustav filtera —

Mikrosfere —
: Medij

Staklene kuglice

Magnetski mjesad

Slika 12. Shematski prikaz modificirane USP Aparature 4 za pracenje in vitro oslobadanja iz

mikrosfernih ljekovitih sustava (prilagodeno prema (20)).

3.11. Metodologija in vitro oslobadanja

Obzirom da se lijek iz sustava s modificiranim oslobadanjem oslobada kroz dulji vremenski
period, evaluacija oslobadanja iz primjerice parenteralnih mikrosfernih sustava zahtjeva
dugotrajne animalne studije ili in vitro metode u fiziologkim puferskim sustavima na 37°C.
Takve in vitro metode opisuju oslobadanje lijeka daju¢i uvid u moguce interakcije izmedu

lijeka i polimera, kao i utjecaj na brzinu i mehanizam oslobadanja (4).

3.12. Evaluacija in vivo podataka iz studija

Literaturno dostupni in vivo podaci se u velikoj mjeri zasnivaju na zivotinjskim modelima a
najvise se koriste Stakori i psi. Oslobadanje u fizioloskim uvjetima ovisno je o
mikrookruzenju na mjestu primjene. In vivo faktori koji mogu utjecati na brzinu oslobadanja
dijele se u formulacijski zavisne i nezavisne faktore. Nezavisni faktori ukljucuju barijere za
difuziju lijeka, razdiobu lijeka na mjestu primjene, volumen fluida na mjestu oslobadanja,
volumen intersticijske tekucine, protok krvi, osmotski tlak, prisutnost proteina plazme,
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vezanje na proteine plazme. Formulacijski zavisni faktori vezani su za odredeni terapijski
sustav 1 ukljucuju mehanizme razgradnje polimera, fagocitozu, upalnu reakciju, edem,
fibrozno tkivo, prisutnost povecanog broja neutrofila i makrofaga. Put primjene i razlike u

dubini injektiranja za intarmuskularne injekcije mogu rezultirati velikom varijabilnoséu u

3.13. Matematic¢ki modeli za IVIVC

Korelacija kategorije A se, prema americ¢koj regulativi, procjenjuje u nekoliko koraka, koji
ukljuéuju dekonvoluciju in vivo krivulje, uspostavljanje matematickog modela koji opisuje
oslobadanje in vitro, te usporedivanje udjela apsorbiranog lijeka sa frakcijom lijeka
otopljenog in vitro.

Za procjenu in vivo oslobadanja(ili in vivo apsorpcije) u vremenu za svaku formulaciju, koristi
se odgovarajuca tehnika za dekonvoluciju, kao §to je, za jedno-prostorne farmakokinetske
modele, Wagner-Nelson metoda:

C(t) + ke x AUC(0-t)

0, =
wabs = = AUCO = inb)

Pri cemu je

C(t) — koncentracija u plazmi u vremenskoj tocki t

Ke — koeficijent brzine eliminacije lijeka iz organizma

AUC(0-t) — povrsina ispod krivulje koncentracije od nultog vremena do vremena t

AUC(0-inf) — procijenjena povrsina ispod krivulje koncentracije do beskonac¢nosti
Jedna od metoda izbora za viSe-prostorne farmakokinetske modele je Loo-Riegelman, dok
metoda numeri¢ke dekonvolucije ne pretpostavlja farmakokinetski model za in vivo podatke.
S obzirom na razliita vremena uzimanja uzoraka u pokusima in vitro oslobadanja i in vivo
pokusima te kako bi §to bolje povezali in vitro i in vivo profile, potrebno je opisati in vitro

profile oslobadanja matematickim modelom. Na taj nain se aproksimiraju vrijednosti
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oslobodenog lijeka kontinuirano na vremenskoj skali. Kako bi, u slijede¢em koraku, povezali
procijenjene udjele apsorbiranog lijeka sa frakcijom lijeka otopljenog in vitro, najcesce je
potrebno prilagoditi vremenske skale. Odnos izmedu vremena potrebnog da se odredena,
predefinirana frakcija oslobodi in vitro i in vivo se moze prikazati tzv Levy-grafom, te
uspostaviti (pozeljno) linearnu korelaciju i njome definirati pomak u vremenu. Prilagodba
vremenske skale kod razvoja korelacije se moze koristiti ako je jednaka za sve formulacije.
Razli¢ite vremenske skale za svaku formulaciju ukazuju na nedostatak korelacije.
Slijedec¢i korak je uspostavljanje korelacije izmedu in vitro otapanja i in vivo otopljenog /
apsorbiranog lijeka iz dozirnog oblika. Linearna korelacija, uz prilagodbu vremenske skale, je
najjednostavnija za tumacenje, kao npr:
Fabs = AbsScale * Diss(Tscale * Tvivo)

Fabs = AbsScale * Diss(Tscale * Tvivo — Tshift)
Pri ¢emu AbsScale i Tscale oznacavaju faktore korekcije za apsorpciju i vrijeme in vivo.
Nekad je nuzno definirati nelinearnu korelaciju, kako bi se prikladnije opisao sigmoidalni
oblik povezanosti.
Moguc¢i su i alternativni pristupi u razvoju korelacije kategorije A. Jedna opcija se temelji na
postupku konvolucije, kojim se odnos izmedu in vitro otapanja i koncentracija u plazmi
modelira u jednom koraku. Metoda se zasniva na direktnom povezivanju efekata oslobadanja
lijeka in vitro i poznate eliminacije lijeka in vivo. Cilj je dobiti predikciju profila koncentracija
in vivo, koja se onda direktno usporeduje s eksperimentalno dobivenim profilom
koncentracija.
Bez obzira koja metoda se koristi za uspostavljanje korelacije kategorije A, model treba
predvidjeti cijeli in vivo vremenski tijek koncentracija na osnovu podataka in vitro, $to nije

moguce postici za ostale kategorije korelacije.
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3.14. Primjeri IVIVC za parenteralne mikrosferne sustave

Za potrebe korelacije ispitane su karakteristike oslobadanja deksametazona iz dvije PLGA
mikrosferne formulacije s razli¢itim molekulskim masama polimera. Na primjeru,
deksametazona pokazana je linearna korelacija time i dobra prediktivnost in vitro podataka za
in vivo djelovanje mikrosfera. In vitro oslobadanje evaluirano je koriStenjem zatvorenog
sustava USP Aparature 4 (Sotax) u fosfatnom puferu pH 7.4 i pri protoku od 20 mL/min.
KoriStenje sustava s proto¢nim celijama sprijecilo je stvaranje agregata. Razlika opsega
naglog pocetnog oslobadanja povezana je s razlikom u duljini polimernog lanca; veca
molekulska masa odgovara duljem vremenu i nizem oslobadanju vezanom s degradacijom
polimera vece molekulske mase. Oslobadanje in vitro je pokazalo profil oslobadanja u tri
faze: naglo pocetno oslobadanje, zastojnu fazu, i nakon toga kinetiku nultog reda. In vivo
podaci dobiveni su koristenjem Stakorskog modela koji je pokazao dvofazni profil
oslobadanja; naglo pocetno oslobadanje i oslobadanje kinetikom nultog reda. Smatra se da je
nedostatak faze zastoja in vivo rezultat enzimatske razgradnje koja dovodi do erozije ,,izvana
prema unutra®“ a koja je razlicita od tipi¢ne erozije ,.iznutra prema vani“ koja se desava in
vitro. Obzirom na razliku u vremenu postizanja sekundarne faze zastoja (kinetika nultog reda)
u in vitro pokusu, korelacija je postignuta nakon normalizacije podataka. Za postizanje
korelacije kategorije A za dvije formulacije koje se razlikuju u molekulskim masama
polimera Koristen je vremenski period koji slijedi kinetiku nultog reda. Obzirom da se vrijeme
potrebno za postizanje plato-a razlikovalo za in vitro i in vivo podatke koristila se
normalizacija podatka za obje formulacije. Normalizacija je graficki postignuta stavljanjem in
vitro vremena na X 0s i in vivo vremena na y os. Linearna korelacija podataka dobivena je za
period nakon naglog pocetnog oslobadanja, i normiranja vremena potrebnog za postizanje
platoa (16). Za potrebe validacije in vitro metode i in vitro in vivo korelacije PLGA

mikorsfera risperidona prvo je razvijena in vitro metoda u stvarnom vremenu oslobadanja
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koriStenjem USP Aparature 4, fosfatnog pufera pH 7.4 i protoka od 8 ml/min te je 10 mg
mikrosfera naneseno izmedu staklenih kuglica protocne ¢elije. Na Slici 13. prikazan je in vitro
profil oslobadanja risperidona u realnom vremenu dobiven koristenjem protocnih ¢elija. Profil
pokazuje pocetni ,,burst™ (<1%) kojeg slijedi lag faza od tri tjedna koja je u skladu s in vivo
podacima. Oslobadanje kinetikom nultog reda zapocinje nakon tri tjedna dok se nakon Sestog

tjedna dostize plato.
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Slika 13. In vitro profil oslobodenog risperidona pri 37°C (prema (27)).
Na Slici 14. prikazan je profil oslobadanja pri ubrzanim uvjetima koji su postignuti

povisenjem temperature medija sa 37°C na 45°C i na 54,5°C.
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Slika 14. In vitro profil oslobadanja risperidona pri 45°C i 54,5°C (prema (27)).
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Vidljivo je da povisenje temperature medija znacajno ubrzava degradaciju PLGA polimera a
time i oslobadanje risperidona. Kompletno oslobadanje pri 54.5°C postignuto je za otprilike
34 sata. Za potrebe validacije in vitro metode varirani su parametri kao §to je brzina protoka,
nano$enje uzorka na kuglice, veli¢ina proto¢ne Celije i kuglica, koli¢ina nanesenih mikrosfera,
pH medija, razli¢iti analiti¢ari, | razlicite USP 4 aparature. Potvrdena je robusnost i
ponovljivost in vitro metode. Pokazan je utjecaj temperature i pH medija koji poviSenjem
ubrzavaju risperidonom Kataliziranu degradaciju PLGA mikrosfera (27). Parenteralna
formulacija Risperdal Consta® je koristena za potrebe IVIVC, te je dekonvolucijom dobiveni
in vivo profil pokazao brze pocetno a sporije oslobadanje u kasnijim vremenima u odnosnu na
in vitro profil dobiven metodom u stvarnom vremenu. Smatra se da je to posljedica razlika in
vivo kao §to su mali intersticijski volumen, nizak pH i imunoloski odgovor. Linearna in vitro
in vivo relacija postignuta je koristenjem ubrzanih in vitro metoda, s koeficijentom korelacije
od 0,97 i 0,99 pri 50°C i 54,5°C (28). Cilj novijeg istrazivanja prof. D. Burgess bio je
mogucnost postizanja IVIVC-a za formulacijski ekvivalentne mikrosfere risperidona
dobivene razli¢itim proizvodnim procesima za koje je utvrdeno da utjeCu na fizikalno
kemijska svojstva kao §to je poroznost, veli¢ina i distribucija Cestica Sto rezultira promijenim
in vitro i in vivo mehanizmima oslobadanja. In vivo podaci dobiveni su koriStenjem
animalnog modela (zec), dok se za dekonvoluciju koristila Loo Righelman metoda. Razvijene
su in vitro metode uzorkovanja i odjeljivanja i proto¢ne ¢elija. Validiran je 1IVIVC model
kategorije A koji je pokazao dobru prediktivnost in vivo za formulacije risperidona dobivene
razli¢itim proizvodnim procesima (29). Korelacija je dobivena i na primjeru sedmodnevne
formulacije metadona u biorazgradivim PLA i PLGA mikrosferama nakon subkutane
primjene. Podaci dobiveni u animalnim studijama pokazali su nisku bioraspolozivost (31.3%)
PLA mikrosfera u miSa. Znacajno veca bioraspolozivost (99.7%) dobivena je iz PLGA

mikrosfera. U in vitro testovima u fosfatnom puferu pH 7.4 nakon tjedan dana dobiveno je
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otprilike 63% 1 85% metadona iz PLA i PLGA mikrosfera §to je bilo u skladu s in vivo
farmakokinetskim vrijednostima. Razlog viseg postotka oslobodenog metadona iz PLGA
mikrosfera je najvjerojatnije posljedica hidrofilnijeg matriksa sto dovodi do brze hidroliticke
razgradnje u vodenom mediju koje moze biti dodatno katalizirano utjecajem metadona kao
bazi¢ne molekule. Autori su korelirali (A kategorija) postotak oslobodenog metadona iz
formulacije na osnovu dekonvolucije in vivo podataka. Korelacija za PLGA se pokazala skoro
idealno linearna, dok je za PLA linearna veza utvrdena do priblizno 40 sati nakon doziranja,
nakon ¢ega vrijednosti odstupaju od linearnosti. (30). Utjecaj veli¢ine Cestica mikrosfera te
mjesta primjene (subkutana i intramuskularna) ispitan je na primjeru PLGA mikrosfera
prirodnog lijeka huperzina koji se koristi za neuroloska oboljenja. In vitro metoda
uzorkovanja i odjeljivanja razvijena je u fosfatnom puferu. In vivo podaci dobiveni su iz
animalne studije na psima kojima je lijek primijenjen intramuskularno ili subkutano. Razvijen
je IVIVC model kategorije A za tri formulacije koje su se razlikovale u sastavu polimera
(omjeri PLGA i veli¢ini Cestica (51.6 um; 72.3 um i 113.2 pum). Frakcija lijeka apsorbiranog
in vivo izracunata je Wagner-Nelson i Loo-Riegelman metodama. Za potrebe 1VIVC-a
koriStena je linearna regresija. Korelacija je pokazana za formulacije primijenjene
intramuskularno. Pretpostavlja se da je degradacija polimera brza u potkoZznom podrué¢ju nego
u misi¢ima §to je utjecalo na brze subkutano oslobadanje in vivo u odnosu na in vitro brzinu
oslobadanja. Takoder, bolja korelacija dobivena je za intramuskularnu formulaciju sa sitnijim
u donosu na formulaciju s krupnijim ¢esticama. Krupnije Cestice se polaganije otapaju te je
difuzija huperzina sporija, $§to pojacava utjecaj degradacije polimera. Zbog brze in vivo
razgradnje PLGA matriksa, krupnije Cestice dodatno pojacavaju razliku in vitro i in vivo (24).
Korelacija B kategorije je dobivena za PLGA mikrosfere peptida vapreotida. Formulacije se
medusobno razlikuju u krajnjim hidrofobnim i hidrofilnim polimerima za 2 do 4 tjedna

djelovanja. Korelacija je dobivena usporedbom srednjeg vremena in vitro brzine oslobadanja
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(eng. mean dissolution time) s in vivo srednjim vremenom zadrzavanja U Organizmu za
mikrosfere s hidrofilnim krajem (r = 0.958). Niska korelacija za hidrofobne PLGA mikrosfere
vjerojatno je posljedica manje hidrofilnosti krajnjih skupina koja onemoguéava pocetnu
hidrataciju matriksa, $to rezultira nizim naglim pocetnim oslobadanjem i Smanjenom brzinom
degradacije polimera, a za posljedicu ima nize oslobadanje in vivo. Nize oslobadanje korelira
s in vitro produlje. Korelacija C kategorije, dobivena je za povrsinu ispod krivulje (eng. area
under curve) za period od 6h do 14 dana s koli¢inom vapreotida oslobodenom in vitro u istom
vremenskom periodu (4). Za jedno i ¢etiri mjeseéne PLGA mikrosfere peptida ornitida bolja
korelacija (%AUC) dobivena je s in vitro vrijednostima u acetatnom puferu pH 4.0 metodom
dijalize u odnosu na 0,1 M fosfatni pufer pH 7,4. Vjerojatni razlog je bolja topljivost peptida u
kiselijem puferu. In vitro oslobadanje u 0,1 M fosfatnom puferu pH 7,4 bilo je nize nego in
vivo (31). Razlike u profilima brzine oslobadanja u razli¢itim puferima ukazuju na vaznost in
vitro testiranja i odabir pufera odnosno medija za pracenje oslobadanja u ovisnosti 0
stabilnosti proteina, te opsegu apsorpcije. Usporedba in vivo oslobadanja (koriSten je
animalni, Stakorski model) proteina lizozima s in vitro podacima dala je bolju korelaciju u
glicinskom puferu pH 2,5 u odnosu na fosfatni pH 7,4 i acetatni pH 4,0 pufer. Korelacija se
moze povezati s fizioloski kiselo kataliziranom degradacijom PLGA polimera $to bolje
simulira kiseli glicinski pufer. Ovaj primjer pokazuje vaznost pravilnog odabira receptorskog
medija te ¢injenicu da fizioloski pH ne daje uvijek dobar uvid u uvjete koji su prisutni u
organizmu (32). Autori D’Souza i DelLuca u svojim su publikacijama opisali Oslobadanje
aktivne supstancije iz vise PLGA mikrosfernih formulacija olanzepina koje su se razlikovale
U polimerima razli¢itih molekulskih masa i omjerima kopolimera. In vitro oslobadanje pratilo
se modificiranom dijalizacijskom metodom, pomoc¢u 7 mL dijalizacijskih ¢elija (Tube-O-
Dialyzer, MWCO 300,000 Da). Oslobadanje olanzepina iz polimernog PLGA matriksa

desava se prvo difuzijom kroz matriks a potom i degradacijom polimera. Koristen je Stakorski
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model te je mikrosferni sustav osigurao produljeno oslobadanje olanzepina od 7 do 15 dana.
Dekonvolucija je provedena Wagner Nelson i metodom za pojedine frakcije AUC-a. In vitro i
in vivo profili oslobadanja pokazali su isti redoslijed oslobadanja te je postignuta korelacija A
razine za sve ispitane formulacije olanzepina ¢ime se potvrdila uspjesnost razvijene metode
dijalize, sto je pokazano na Slici 15 (33).
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Slika 15. Grafi¢ki prikaz vrijednosti IVIVC-a za PLGA mikrosferene formulacije olanzepina
dobivene koristenjem Nelson-Wagner metode (kategorija A) prema (33).

Vrlo je tesko pronaci jednu in vitro metodu koja bi se mogla Koristiti za sve vrste
parenteralnih pripravaka. In vitro oslobadanje indometacina iz biorazgardivih PLGA
mikrocestica praceno je koriste¢i USP Aparaturu 2, inkubator s tre$njom, rotiraju¢e boce i
USP Aparaturu 4. Oslobadanje lijeka bilo je najbrze kada se koristila proto¢na ¢elija, dok su
sli¢ni profili dobiveni koriStenjem ostalih aparatura (34). Obzirom na nedostatak opcenitih, i
za sve proizvode primjenjivih metoda za pracenje oslobadanja iz terapeutskih sustava S
produljenim oslobadanjem, in vitro metode bi se trebale razvijati nakon $to se dobiju in vivo
podaci. Tako bi se moglo optimirati parametre in vitro metode u svrhu oponasanja in vivo
profila i slaganja s njima. Kada je oslobadanje iz odredene formulacije opisano razli¢itim

fazama; svaka se pojedina faza odvojeno korelira (25).
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3.15.1VIVC i parenteralne uljne (lipofilne) otopine

Uljne, lipofilne otopine ve¢ su desetlje¢ima dostupne kao proizvodi za intramuskularnu i
subkutanu primjenu te indikacije shizofrenije, hormonske terapije i kontrole plodnosti.
Prednosti uljnih depo formulacija ukljucuju biokompatibilnost nosaca formulacije,
jednostavnu sterilnu proizvodnju, zadovoljavajuc¢u fizikalnu i kemijsku stabilnost.

Tablica 4. Primjeri lipofilnih depo sustava za intramuskularnu primjenu dostupnih na trzistu.

Aktivna supstancija Proizvoda¢ Uljni nosa¢

Delestrogen®

Estradiol valeraie (Monarch Pharmaceuticals)

Ricinusovo ulje

Prolixin Decanoate®

Fluphenazine decanoate (Bristol-Myers Squibb)

Sezamovo ulje

Haldol Decanoate®

Haloperidol decanoate (Ortho-McNeil Pharmaceutical)

Sezamovo ulje

Depo-Testosterone®

Testosterone cypionate (Pharmacia and Upjohn)

Ulje sjemena pamuka

Zuclopenthixol acetate Cisordinol-Acutard® Frakcmnlran_o kokosovo
(Lundbeck) ulje
Faslodex® . .
Fulvestrant (AstraZeneca) Ricinusovo ulje
Hydroxyprogesterone Makena® - .
caproate (AMAG Pharmaceuticals) Ricinusovo ulje

Upravo je odabir nosaca, u veéini slucajeva rije¢ je biljnim uljima, odgovoran za brzinu
oslobadanja. Kao i kod drugih prirodnih produkata moze se javiti varijabilnost izmedu serija.
Ponovljive karakteristike odabranog biljnog ulja moraju biti osigurane kroz odgovarajuce
specifikacije. Treba istaknuti vaznost nacina i mjesta primjene parenteralne formulacije. Na
oslobadanje lijeka iz parentarelnog pripravka dominantno utjecu ili svojstva nosaca (ili
formiranog depoa) ili pak apsorpcija u krv ili limfu na mjestu primjene. Bioloske
karakteristike mjesta injektiranja mogu utjecati na apsorpciju lijeka. Brzina oslobadanja lijeka
iz lipofilnih otopina je djelomi¢no vezana uz razdiobu lijeka izmedu uljnog nosaca i tkivnih

teku¢ina. Ostali faktori koji utjecu na brzinu oslobadanja su oblik depoa na mjestu
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injektiranja, te razgradnja samog nosaca. (35). U Tablici 5. su navedeni faktori koji mogu
imati utjecaj na mehanizam i brzinu oslobadanja iz parenteralnih uljnih depo formulacija.

Tablica 5. Faktori koji mogu imati utjecaj na mehanizam i brzinu oslobadanja.

Faktori Mehanizam oslobadanja
Koeficijent razdiobe izmedu uljnog Glavni faktor koji kontrolira oslobadanje (barem za
nosaca i tkivnih tekuéina umijereno lipofilne pripravke)
Sirenje i dispergiranje lipofilne otopine Moze utjecati na brzinu oslobadanja promjenom
na mjestu injektiranja kontaktne povrsine ulje/voda. Na razlike u dispergiranju

moze utjecati razli¢iti volumen injektiranja, viskoznost
ulja, mjesto i nacin primjene

Mjesto injektiranja Fiziolo$ke varijacije primjerice brzina protoka, dubina
injektiranja mogu utjecati na brzinu i obim apsorpcije

Volumen injektiranja Utjece na brzinu apsorpcije promjenom omjera povrsina-
volumen uljnog nosaca na mjestu primjene

Viskoznost uljnog nosaca Za sada nije pokazana povezanost s brzinom oslobadanja
Difuzija lijeka u uljni nosa¢ Potrebno razjasniti
Transport lijeka u tkivo procesima Diktira stupanj uvjeta zadovoljene topljivosti

difuzije/konvekcije

Razgradnja uljnog nosaca na mjestu Potrebno razmatrati prvenstveno za visoko lipofilne
injektiranja lijekove

Hidroliza esterskog prolijeka na dodirnoj | Moguce je da lipaze utje¢u na mehanizam oslobadanja
povrsini izmedu uljnog nosaca i tkiva

Na Slici 16. shematski je prikazana primjena parenteralne uljne formulacije pod razli¢itim

kutem i na razli¢ita mjesta (u misi¢ i pod kozu).
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Slika 16. Shematski prikaz parenteralne primjene pod kutem u misi¢ i pod kozu (prilagodeno
prema (7)).

Injektiranje pod kozu i u misi¢ medusobno se razlikuje obzirom na prokrvljenost, moguénost
Sirenja nosaca te volumena ulja koji se moze injektirati. Oslobadanje lijeka iz uljnih lipofilnih
suspenzija ukljucuje razdiobu lijeka izmedu uljnog nosaca, tkivnog fluida te prelaska u
krvotok tj. vodenu fazu. Primjeri koriStene aparature za razvoj in vitro metoda oslobadanja
ukljucuju tehnike dijalize, koristenje komercijalno dostupnih difuzijskih sustava tzv. Float-a
Lyzer-a kao i kontinuiranog protoka. Larsen i suradnici pokazali su razvoj IVIVR modela
formulacije lokalnog anestetika bupivakaina u viskooleo/ ricinusovom ulju 2:1 (v/v) koristeci
rotirajucu dijalizacijsku Celiju te 0,05 M fosfatni pufer pH 6,0. Obzirom da in vitro i in vivo
oslobadanje bupivakaina slijedi kinetiku prvog reda ispitana je korelacija. Fizioloski podaci
koriSteni za IVIVR bili su koncentracije bupivakaina u plazmi nakon s.c. primjene kod

Stakora. (36)

3.16. IVIVC i parenteralne suspenzije

Suspenzije su disperzni sustavi u kojima su Cestice fino dispergirane u teku¢em mediju,

obi¢no vodenoj ili uljnoj fazi. Suspenzije su sustavi koji omogucuju koristenje visokog udjela
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ljekovite supstancije uz minimalno koriStenje pomoénih supstancija. Veliina Cestica za
suspenzije ne prelazi 50 mikrona.

Za vodene suspenzije princip odgodenog oslobadanja moze se opisati Noyes-Whitney
jednadzbom koja opisuje brzinu otapanja ¢estica: dC/dt = % (Cs=0)

Uvjeti osigurane topljivosti postizu se ako je razlika koncentracija (Cs - C) faktora iznad 0.7
gdje je Cs topljivost zasi¢ene otopine ljekovite supstancije, dok je C koncentracija lijeka u
receptorskom mediju. Malo se zna o mehanizmu oslobadanja lijeka iz uljnih suspenzija. Dva
su moguca mehanizma oslobadanja; prvi koji pretpostavlja otpustanje supstancije u uljni
nosa¢ prije razdiobe u vodenu fazu. Drugim mehanizmom se neotopljene Cestice aktivne
supstancije sedimentacijom razdjeljuju izmedu faza ili direktno prelaze u vodeni medij gdje
zapocinje otapanje. Vazno je istaknuti da zadovoljavanje uvjeta topljivosti receptorskog
medija utjeCe na in vitro profil brzine oslobadanja i korelaciju. Opcéenito, dobro formulirane
suspenzije karakterizira lagano resuspendiranje Cestica lijeka, dispergirane Cestice se nakon
muckanja ne slijezu brzo, produkti resuspendiranja su homogene mjeSavine Cestica lijeka. Za
vrijeme roka valjanosti ne dolazi do stvaranja ¢vrstog kolaca kojeg je tesko resuspendirati.
Suspenzije karakterizira stabilnost, sterilnost za vrijeme roka valjanosti. Literatura navodi da
se in vitro oslobadanje iz suspenzija koje se primjenjuju u zglob prati koriStenjem metoda
dijalize (rotirajuca celija), dok se za suspenzije za subkutanu primjenu Koristi tzv. agarozna
gel metoda uzorkovanja i odjeljivanja (S-S metoda). Tako postoje pokusaji karakteriziranja,

nema primjera uspostavljene korelacije.

3.17. IVIVC i parenteralni depo sustavi (in situ formirajuéi depo sustavi)

Komercijalno je dostupan in situ formiraju¢i parenteralni depo sustav subkutane injekcije
leuprolid acetata, Eligard®, Sanofi Aventis koji se koristi za lijeenje uznapredovalog raka

prostate, i dozira svakih jedan do Sest mjeseci. Formiranje gel sustava koriStenjem
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termoosjetljivih polimera ili promjene faze kruto/teku¢e na mjestu primjene, te oslobadanje i
transport lijeka iz gel struktura primjerice hidrogelova se intenzivno proucava (37), (38).
Kinetika prijelaza organskih otapala iz formulacija u tkivni odjeljak i brzina fazne inverzije
uvelike utjeCe na karakteristike oslobadanja. Moze rezultirati naglim pocetnim oslobadanjem
ili njegovim izostankom i oslobadanjem kinetikom nultog reda. Brzina oslobadanja lijeka iz in
situ formiraju¢ih depo sustava je ograni¢avajuci faktor koji dirigira brzinu apsorpcije.
Mehanizam oslobadanja in vivo i in vitro je isti, te je veéina relacija izmedu pojedinih to¢aka
in vitro i in vivo oslobadanja linearna. Idealno bi bilo razviti jedan model korelacije ukupnog
plazma profila. Za pracenje brzine oslobadanja aktivne supstancije iz fazno osjetljive
formulacije leuprolid acetata koristile su se 15 ml-ske posude termostatirane na 37°C u
vodenoj kupelji uz potresanje. Oslobadanje je bilo brze iz formulacije koja je imala vise
hidrofilne frakcije (benzilnog alkohola) (39).

3.18. FEuropski regulatorni zahtjevi za farmakokinetsku 1 klini¢ku evaluaciju
terapijskih sustava s modificiranim oslobadanjem

Novi europski vodi¢ definira klinicke studije iz kojih se dobivaju podaci o ucinkovitosti,
sigurnosti, biofarmaceutskim i farmakokinetskim svojstvima dozirnih ljekovitih oblika s
produljenim oslobadanjem s oralnim, intramuskularnim, subkutanim i transdermalnim putem
primjene. Takoder, definira osnovne principe dizajna, provodenja, i evaluacije svake od
provedenih studija, te daje smjernice za evaluaciju farmakokinetskih i klinickih podataka
terapijskih sustava za kontrolirano oslobadanje. Opcenite preporuke za lijekove s trenutnim
oslobadanjem (eng. Immediate release IR) (CPMP/EWP/QWP1401/98) vrijede i za pripravke
s produljenim oslobadanjem (1):

* Ako se dva proizvoda istog dozirnog oblika razlikuju u mehanizmu oslobadanja ili

pomoc¢nim supstancijama koje kontroliraju mehanizme oslobadanja mogu se smatrati
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generi¢kim proizvodima ako su bioekvivalentni in vivo nakon doziranja jedne ili vise
doza u uvjetima gladi i hrane.

* Opcenito se preporuca da se studije provode na zdravim dobrovoljcima. Ako, zbog
sigurnosnih razloga nije moguce provoditi studije na dobrovoljcima, studije se mogu
provoditi na pacijentima, preferirano nakon jedne i viSestruke primjene doze. Ako nije
moguce sprovesti jedno doziranje na pacijentima provodi se viSestruko doziranje.

* Regulatorni zahtjevi spomenuti u vodi¢u primjenjivi su za bioekvivalencijske studije
proizvoda koji kombiniraju karakteristike IR i MR proizvoda (npr. bifazno-pulsno
oslobadanje).

Europski vodi¢ razdvaja terapijske sustave s modificiranim, promijenjenim oslobadanjem na
sustave s produljenim, odgodenim i visefaznim oslobadanjem aktivnih farmaceutskih
supstancija, intramuskularne/subkutane depo formulacije te transdermalne terapijske sustave
za dostavu lijeka. Farmakokinetske studije provode se kako bi se okarakterizirali sustavi za
prilagodeno oslobadanje in vivo kroz studije brzine i koli¢ine apsorbirane ljekovite
farmakokinetskih parametara za odredenu formulaciju izmedu subjekata, proporcionalnost
doza, faktori koji utjeu na djelovanje formulacija s prilagodenim produlje, rizik neo¢ekivanih
karakteristika oslobadanja. Za intramuskularne i supkutane depo formulacije, za studije s
jednokratnim doziranjem, ista se odabire na osnovu linearnosti farmakokinetskih parametara i
sigurnosti (moguce je breketiranje). Za visekratno doziranje, ako se razliite doze postizu
odabirom ukupnog volumena, prihvatljivo je ispitati bilo koju dozu u slucaju da je pokazana
proporcionalnost za referentni proizvod. Osnovni farmakokinetski parametri koji moraju biti
zadovoljeni kod farmaceutskih pripravaka s prilagodenim oslobadanjem Su Cpax, Cmin, AUC;,
AUC (o) te rani djelomicni AUCy _ curorf 1 kasni terminalni djelomicni AUCqyoff- tlast (U

slu¢ajevima kada se ne provode studije dinamicke ravnoteze (Steady state). Cut-off vrijeme
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obi¢no predstavlja pola doziranog interval, ili neko drugo vrijeme za koje postoji znanstveno
obrazlozenje. Opéenito potrebno je provoditi i terapeutske studije kojima se usporeduje
klinicka efikasnost i sigurnost nove formulacije s modificiranim oslobadanjem.

Europski vodi¢ preporuca da se, opéenito za dozirne oblike s modificiranim oslobadanjem,
koristi individualni pristup za svaku studiju pojedina¢no. Tako se uzimaju u obzir intrinzi¢na
svojstva aktivne supstancije, populacija i indikacija odnosno namjena, put primjene, tip
sustava za dostavu lijeka na mjesto djelovanja. Za pravilnu interpretaciju postojec¢ih vodica i
budu¢ih opcih i specificnih vodi¢a za odredeni proizvod preporuc¢a se savjetovanje s
generalnim regulatornim tijelom Scientific Advice (1).

3.19. Americki regulatorni zahtjevi za farmakokinetsku 1 klinicku evaluaciju
terapijskih sustava s modificiranim oslobadanjem

Relacija in vitro in vivo (IVIVR) nije robusna kao korelacija IVIVC, ali moze biti vazna za
razvoj prema principima kvalitete ugradene u dizajn (QbD), predvidanju djelovanja
komercijalnih serija, promjenama nakon odobrenja. Za korelacijski model koji je vazan za
odobravanje novog inovativnog lijeka, preporuc¢a se da farmaceutske kompanije pokazu
korelaciju in vitro i in vivo oslobadanja za vrijeme razvoja novog lijeka. IVIVC treba biti
unaprijed planiran sto osigurava koriStenje robusne/odgovarajuce analize podataka i povecava
izgled za uspjeSnu korelaciju. Nakon odobrenja, IVIVC se koristi prilikom proizvodnih
promjena prije i nakon odobrenja. IVIVC je iznad f, testa. Profili oslobadanja lijeka prije i
nakon promjene koriste se za predvidanje Cmax | AUC kako bi se utvrdila prihvatljivost.
Osigurana je klinicka vaznost za uzorke ¢iji se profili oslobadanja lijeka, prije i nakon
promjene nalaze unutar grani¢nih vrijednosti bioekvivalentnih serija (40). Opée in vivo
smjernice naglaSavaju da je za regulatorne potrebe nuzno imati podatke na ljudima. Broj
subjekata treba biti dovoljan da opise biolosko djelovanje lijeka. Nema ograni¢enja po pitanju

dizajna studije, obi¢no su u pitanju bioekvivalencijske studije u uvjetima gladi. Preferira se
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crossover, paralelni dizajn te usporedbe izmedu vise studija. Koriste se i podaci za referentni
tretman koji ukljucuju oralnu otopinu, intravensku otopinu, proizvod s trenutnim produlje. Za
dekonvoluciju plazma profila, u svrhu dobivanja frakcije apsorbiranog lijeka za odgovarajucu
formulaciju, koriste se Wagner Nelson, Loo-Riegelman, te numericke dekonvolucijske
metode. Opce in vitro smjernice ukazuju da je moguce Koristiti bilo koju in vitro metodu
oslobadanja. Jednom definiranu in vitro metodu treba Koristiti za sve formulacije koje se
ispituju. Koeficijent varijacije (%CV) za srednju vrijednost ,,dissolution-a“ jedne serije mora
biti manji od 10%. Ameri¢ka regulativa za potrebe IVIVC-a preporu¢a kombinaciju od
najmanje tri ili vise formulacija koje se medusobno adekvatno razlikuju u brzini oslobadanja.
In vitro metoda treba biti diskriminatorna i razlikovati takve formulacije. Biowaiver se moze
traziti za promjene mjesta proizvodnje, proizvodne opreme, metoda i procesa, zatim promjene
dobavljaca sirovina i formulacijske promjene. IVIVC se ne moze koristiti za odobrenje nove
formulacije ve¢ odobrenog lijeka koja pokazuje razlike u mehanizmu oslobadanja, nove doze
koja je izvan raspona dozi ispitanih u klinickim studijama, kao ni za odobrenje novog
proizvoda koji ima isti mehanizam kontrole oslobadanja kao ve¢ odobreni lijek. IVIVC se
koristi prilikom postavljanja ,.dissolution® specifikacija za §to nije potrebna eksterna
validacija. Specifikacijske granice se mogu Siriti na osnovu Kkorelacijskih predvidanja.
Specifikacija za koje se koristi korelacija C kategorije dozvoljava maksimalnu razliku od 20%

u srednjim predvidenim vrijednostima Cpmax ili AUC-a (40).
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4. Rasprava

Razvoj parenteralnih terapijskih sustava za modificirano prvenstveno produljeno/ kontrolirano
oslobadanje ljekovitih supstancija treba predstavljati medusobnu ovisnost in vivo i in vitro
karakteristika gotovog proizvoda. Razvoj in vitro metoda oslobadanja ljekovite supstancije
povezan je se s formulacijskim razvojem i promjenama u sastavu formulacije koje mogu imati
utjecaja na brzinu oslobadanja lijeka, korelacijom in vitro oslobadanja i in vivo apsorpcije,
shodno tome i smanjenjem broja bioekvivalencijskih studija, kontrolom Kkvalitete i
konzistencijom proizvodnih serija (eng. batch release). In vitro studije oslobadanja iz
terapijskih sustava s modificiranim oslobadanjem provode se kako bi se zadovoljili neki od

navedenih ciljeva: (4)

 Kao indirektna mjera raspolozivosti lijeka, posebice u preliminarnoj fazi
formulacijskog razvoja.

» Test kontrole kvalitete koji sluzi za potvrdu o prikladnosti odredene serije za pustanje
na trziSte te za provjeru podudarnosti sa specifikacijskim granicama serija za koje je
pokazan klini¢ki 1 bioloski uc¢inak.

« Za razumijevanje formulacijskih faktora i proizvodnih procesa koji mogu utjecati na
bioraspoloZivost.

» Kao regulatorni zahtjev.

Trenutno vaZzeca regulativa ne sadrzi standardne metode za pracenje brzine oslobadanja
ljekovite supstancije iz parenteralnih pripravaka modificiranim oslobadanjem. In vitro metode
oslobadanja opcenito se mogu podijeliti na metode uzorkovanja i odjeljivanja, metode
kontinuiranog protoka i metode dijalize od kojih svaka ima prednosti i nedostatke. Paralelno,
s razvojem novih i slozenijih sustava za dostavu lijeka, razmislja se o vaznosti pouzdane in

vitro metode koja pomaze u ostvarenju krajnjeg cilja a to je osiguravanje klinickog
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djelovanja, sigurnost i u¢inkovitost. PoboljSanja u razvoju in vitro metoda oslobadanja idu u
smjeru jacanja interdisciplinarne suradnje, testiranja u ubrzanim uvjetima i usporedbe S
rezultatima dobivenim u stvarnom vremenu, $to rezultira boljom predikcijom. Za to je nuzno
razumijevanje slozenosti fizioloskih procesa oslobadanja i transporta in vivo i fiziologije
okolisa razli¢itih mjesta injektiranja parenteralnih pripravaka. Obzirom na slozenost
fizioloskih uvjeta kojima su izlozeni parenteralni sustavi s produljenim oslobadanjem, vrlo ih
je zahtjevno u potpunosti simulirati in vitro. Opcenito je razvoj modela korelacije in vitro-in
Vivo za parenteralne pripravke slozeniji u odnosu na IVIVC za oralne dozirne oblike. U
proteklih dvadesetak godina najvise su Se razvijali Kkorelacijski modeli za polimerne
mikrosferne/implantne sustave i uljne depo formulacije. Prema pretraZzenoj literaturi moze se
zakljuciti da je samo nekoliko uspjesno razvijenih i validiranih modela kojima je pokazana
korelacija in vitro i in vivo oslobadanja za parenteralne mikrosferne sustave. Za uspjesnu
predikciju i razvoj IVIVC-a u smislu oslobadanja i procesa transporta in vivo potrebno je
poznavanje mehanizma oslobadanja lijeka iz parenteralnog pripravka. Transport masa u
mekanom tkivu intersticijske tekuéine obi¢no se opisuje omjerom transporta izmedu
konvekcije i difuzije. Tu je i potreba za boljim poznavanjem domacinskog odgovora
primjerice kod primjene i stvaranja depoa. Vecina sluzbenih metoda za pracenje brzine
oslobadanja koristi uvjete zadovoljene topljivosti, ali se postavlja pitanje postoje li takvi uvjeti
u organizmu. Treba voditi racuna i da li je razvijen model za odgovarajucu indikaciju, da li je
farmakokinetika ista za stanje bolesti i zdravlja. S fizioloskog stanovista to znaci osiguravanje
uvjeta kakvi postoje in vivo na mjestu djelovanja, tjelesnu temperaturu i metabolizam, faktori
koji utjeCu na protok krvi, pH, kapacitet pufera, prokrvljenost, volumen i osmolalnost
proizvoda kao i tkivni odgovor. Izmedu ostalih, rije¢ je o fizioloski prisutnim hidroliti¢kim
enzimima, ucinku proteina na razgradnju polimera, pH gradijentu, imunoloSkom odgovoru

organizma. Osnovni fizioloski principi odgovorni za in vivo djelovanje lijeka su isti bez
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obzira da li je rije¢ o Covjeku ili zivotinjskom modelu. Ono $to se razlikuje je veza izmedu
fizioloskih atributa i interakcije s formulacijom. Tako je primjerice intersticij slozena
mjeSavina iona, lipida, proteina, ugljikohidrata, te je difuzija lijeka ovisna o veli¢ini, naboju,
hidrofilnosti, interakciji s endogenim komponentama intersticijske tekucine. Jednostavne
formulacijske promjene u koncentraciji lijeka, volumenu injektiranja, ionskoj jakosti,
viskoznosti ili pH mogu utjecati na promjenu brzine difuzije s mjesta primjene. In vitro
metode za pracenje brzine oslobadanja ljekovite supstancije koriste se kako za potrebe
formulacijskog razvoja tako i za potrebe kontrole kvalitete proizvoda. Zadovoljavanje
specifikacijskih granica za odredeni proizvod in vivo se moze razlikovati kada se evaluira iz
perspektive zdravih pojedinaca i pacijenata. Pritom se treba uzeti u obzir da se odredeni
fizioloski procesi primjerice opsonizacija liposoma ili eliminacija mikrocestica fagocitozom
mogu razlikovati kod zdravih dobrovoljaca i pacijenata ili razlicitih Zivotinjskih vrsta.

Bez obzira na kompleksnost i slozenost fiziologije ljudi, biraju se jednostavni in vitro modeli
koji se mogu svakodnevno Koristiti u farmaceutskom razvoju, kao i za potrebe kontrole
kvalitete proizvoda. Prema dosada dostupnoj literaturi vjerojatnost za uspostavljanje
korelacije veca je kada in vitro metoda oslobadanja osigurava topljivost, §to nuzno ne mora
biti pri fizioloskom pH. Nedostatak informacija i nedovoljno relevantnih fizioloskih podataka
rezultira povecanim oprezom kod uspostavljanja regulatornih granica. Vazan je i odabir
najprimjerenijeg animalnog modela za predklinicke studije. Animalne studije 1 razvoj
korelacije koristenjem animalnih in vivo podataka zauzimaju vazno mjesto u odabiru
optimalne parenteralne formulacije.

Na Slici 17. shematski je prikazana sva sloZenost mogucih putova apsorpcije lijeka iz

parenteralnih formulacija koji se primjenjuje intramuskularno ili subkutano.
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Slika 17. Shematski prikaz putova apsorpcije lijeka iz pareneralnog proizvoda (prilagodeno
prema (9)).

Individualne razlike o kojima treba promisljati ukljucuju protok krvi, efekt Sirenja, veli¢inu
doze, kozmetic¢ke razlicitosti. In vitro profil oslobadanja daje informacije o strukturi (npr.
poroznosti) i ponasanju ljekovite supstancije u formulaciji odnosno sustavu za dostavu na
molekularnoj razini, moguce interakcije lijeka i polimera, i njihov utjecaj na brzinu i
mehanizam oslobadanja lijeka. Literaturno dostupna znanja olakSavaju znanstveni pristup
dizajnu i razvoju parenteralnih sustava s modoficiranim oslobadanjem. Ipak, ¢injenica je da se
mali broj znanstvenika bavi paralelno i razvojem in vitro metoda za pracenje brzine
oslobadanja. U zadnjih desetak godina intenzivira se razvoj in vitro modela za pracenje
oslobadanja iz biorazgradivih polimernih mikrosfera (20), (18).

Razvoj korelacije za parenteralne sustave s modificiranim oslobadanjem, trebao bi poceti
nakon prikupljanja dovoljno relevantnih in vivo podataka. Takvi podaci koriste se za razvoj in
vitro metode koja moze predvidjeti in vivo oslobadanje. Dobar IVIVC model moze voditi
formulacijski i procesni razvoj, promjene u razliitim fazama, te pomoc¢i u postavljanju

klini¢ki relevantnih specifikacijskih granica. Postavljanje specifikacija za in vitro testove
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oslobadanja relevantno je samo u slucaju da se to¢no odrede faktori koji odreduju in vivo
oslobadanje lijeka a izazovi mogu biti:

e Za mikrosfere gubitak konformacije za vrijeme proizvodnog procesa sto moze dovesti
do razli¢itih reakcija na mjestu injektiranja.

e Za nanocestice problemi vezani za preCizna mjerenja veli¢ine Cestica, agregacija i
aglomeracija.

e Zaliposome problemi sa stabilno$¢u sustava i postizanje zeljene koncentracije lijeka.

e Za biorazgradive polimerne implante gubitak konformacije i postizanje Zeljene
koncentracije lijeka.

e Zain situ formirajuce gelove dobra kontrola dostave ljekovitih supstancija (primjerice
peptida i proteina). Formiranje gela i oslobadanje lijeka mogu biti podlozni utjecaju
fizioloskih parametara. Izazove predstavlja kontrola naglog pocetnog oslobadanja.

Najvaznije je svakako da, ako se uspostavi i potvrdi korelacija A kategorije, moze koristiti
kao zamjena za bioekvivalencijske studije. Unato¢ visegodi$njim naporima vrlo je mali broj
prijavljene registracijske dokumentacije koje imaju IVIVC za oralne lijekove s modificiranim
oslobadanjem, a pogotovo za parenteralne ljekovite pripravke. Razloge treba traziti, kako u
slozenosti samih modificiranim formulacija i sustava za oslobadanje, tako i u nepostojanju
standardizirane aparature i metodologije in vitro. Posljednjih se godina intenzivira suradnja
akademske zajednice, industrije i regulative u svrhu objedinjavanja znanja i razvoja
prikladnih in vitro metoda. U svrhu potvrdivanja mehanizma oslobadanja lijeka koriste se
razli¢iti matematicki modeli (Higuchi, Weibull) koji pretpostavljaju da nema oslobadanja u
pocetnom vremenu te da je u odredenom vremenu oslobadanje potpuno. Uvodenjem
parametra koji predstavlja odredeni stupanj oslobodenog lijeka modeli se mogu Koristiti za
nekompletne profile oslobadanja. Izazov u uspostavljanju IVIVC-a predstavlja i

dekonvolucija in vivo podataka i korelaciju s vrijednostima in vitro oslobadanja obzirom na
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slozenost i oslobadanje koje slijedi kinetiku u vise faza. Obzirom na dugotrajno oslobadanje
iz kompleksnih parenteralnih formulacija s modificiranim oslobadanjem, naglasava se vaznost
ubrzanih metoda za koje bi bilo idealno da u konac¢nici odgovara mehanizmu oslobadanja u
realnom vremenu. Navedeno je ponekad teSko posti¢i jer se pod utjecajem ubrzanih
parametara (povisene temperature, promjene pH) mehanizam oslobadanja mijenja. Ubrzane in
vitro metode oslobadanja mogu se Koristiti u regulatorne svrhe ako promjene parametara
jednako utjeCu na razli¢ite ispitivane formulacije te se zadrzi diskriminatornost metode.
Pregledom literature vidljivo je da bi daljnji napori za, primjerice mikrosferne sustave, trebali
biti usmjereni na razvoj metoda koje bi se mogle primjenjivati na ve¢em broju molekula s
razlikom u fizikalno kemijskim karakteristikama i polimernim matriksima. Profesor Larssen
imaju¢i na umu proizvode 3 generacije (tzv. modularni sustavi gdje se integrirano promatra
lijek i sustav za dostavu na mjesto djelovanja) naglasava da bi se razvoju odgovarajuéeg in
vitro modela trebalo pristupiti u tri koraka: prvi, kojim se definira metoda osjetljiva da razluci
,dobre® od ,lo8ih* formulacija, drugi, kojim se utvrduje korelacija na jednostavnom
animalnom modelu i tre¢i, koji uspostavlja korelaciju na modelu osjetljivom na promjene
farmakokinetike lijeka koje nastaju kao posljedica bolesti. U novije vrijeme sve su izrazenija
nastojanja i zahtjevi farmaceutske industrije i regulatornih tijela za sistematizirani razvoj
prema principima kvalitete ugradene u dizajn (eng. Quality by Design, QbD). Kvaliteta se
definira kao prikladnost ljekovite supstancije ili proizvoda za ciljanu namjenu. Kvaliteta
ugradena u dizajn podrazumijeva sistematican pristup razvoju koji pocinje definiranim
ciljevima i stavlja naglasak na razumijevanje proizvoda te razumijevanje i kontrolu procesa, a
temeljen je na znanstvenim dokazima i procjeni rizika kvalitete (41). Prednosti QbD-a

prepoznala je i americka regulativa koja izrazito poti¢e njegovo koristenje (42).
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5. Zakljucak

In vitro metode za pracenje oslobadanja ljekovitih supstancija iz parenteralnih terapijskih
sustava s modificiranim oslobadanjem, razvijaju se u svrhu prac¢enja kvalitete proizvoda kroz
faze razvoja formulacije i proizvodnje, te razumijevanja i povezivanja in vitro i in vivo
mehanizama oslobadanja. Klju¢ni faktori formulacijskog razvoja parenteralnih pripravaka s
modificiranim oslobadanjem djelatne tvari su pracenje in Vvitro brzine oslobadanja, in vitro in
vivo korelacija, stabilnost za vrijeme proizvodnje i roka valjanosti, in vivo stabilnost,
sterilnost, veli¢ina Cestica, bioraspolozivost, potvrda bioekvivalentnosti, kvalifikacija
polimera, koli¢ina ostatnih otapala i rekonstitucija. Razvoj in vitro metoda oslobadanja
ukljucuje odabir aparature, medija, uzorkovanja, vremena testiranja, koli¢inu oslobodene
supstancije. Evropska i americka farmakopeja ne sadrze standardne in vitro metode za
oslobadanje iz parenteralnih pripravaka s modificiranim oslobadanjem (4). Razvoj modela in
vitro in vivo korelacije je slozen, ne samo zbog kompleksnosti formulacija (primjerice
oslobadanje lijeka u vise faza), ve¢ i zbog nedostatka odgovarajucih in vitro metoda. U
proteklih dvadesetak godina najviSe su se razvijali korelacijski modeli za polimerne
mikrosferne/implantne sustave. Samo je nekoliko uspjesno razvijenih i validiranih modela za
parenteralne pripravke s modificiranim oslobadanjem, prvenstveno mikrosferne sustave za
dostavu lijeka, dok se veéina dostupne literature svodi na razvojne tzv. proof of concept
studije koje samo nagovjeStaju moguénost korelacije. Za uspjeSan razvoj in vitro metoda
potrebno je objediniti znanja o aktivnoj supstanciji, gotovom proizvodu i sustavu koji dirigira

oslobadanje, fiziologiji mjesta primjene u organizmu, te se, $to je moguce vise, pribliziti in
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