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Sazetak

Uvodenjem fiksnih kombinacija lijekova potencijalni rizik od neadherencije nastoji se svesti na najmanju mogucu mijeru, $to
je posebice vazno kod pacijenata koji boluju od kroni¢nih bolesti. Razvoj takvog ljekovitog oblika slozen je postupak u kojem
vaznu ulogu ima ispitivanje fizikalno-kemijske kompatibilnosti sastavnica predvidenih za izradu Zeljenog proizvoda. U svrhu
provedbe takvih studija cesto se primjenjuju razlicite analiticke tehnike, poput termoanalitickih (DSC, DTA), spektroskopskih
(FTIR, XRPD) te kromatografskih (HPLC) u kombinaciji s odredenim studijama razgradnji, poput prisilne razgradnje i izotermal-
ne razgradnje. U ovom radu, na primjeru razvoja fiksne kombinacije 5-aminosalicilata i folne kiseline, bit ¢e opisani postupci
prikladni za ispitivanje kompatibilnosti sastavnica lijeka kao i analiticke tehnike te razni nacini interpretacije rezultata.
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1. Uvod

Terapijski ucinak “prvog” 5-aminosalicilata, sulfasalazina,

Skupina protuupalnih lijekova pod nazivom 5-aminosali-
cilati upotrebljava se u ranoj fazi lijeenja upalnih bolesti
crijeva s ciliem postizanja remisije i sprjecavanja relapsa
bolesti.” U skupinu 5-aminosalicilata spadaju protuupalni
lijek mesalazin, odnosno 5-aminosalicilna kiselina te njezi-
na tri prolijeka; sulfasalazin, balsalazid i olsalazin (slika 1).

otkriven je pocetkom 19. stoljeca, a tek se naknadnim stu-
dijama utvrdilo da mesalazin, sastavnica njegove strukture
djeluje protuupalno.?? Sulfasalazin se uspjesno upotreblja-
va u lijecenju upalnih bolesti crijeva jo$ i danas, medutim
poznato je da sulfapiridin, antibiotik vezan za mesalazin
azo vezom, uzrokuje nuspojave kod gotovo tredine paci-
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Slika 1 — Strukture 5-aminosalicilata te produkti enzimske razgradnje azoreduktazom
Fig. 7 —Structures of 5-aminosalycilates and products of enzymatic breakage with azoreductase
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jenata koji ga upotrebljavaju.* Imajuci na umu cinjenicu
da je mesalazin taj koji djeluje protuupalno, fokus znan-
stvenika usmjerio se na razvoj lijekova na bazi mesalazi-
na, iako ni danas nije utvrden to¢an mehanizam njegova
protuupalnog djelovanja.>® Glavni nedostatak mesalazina
je njegova izrazena apsorpcija u gornjem dijelu gastrointe-
stinalnog trakta, stoga su s ciljem zaustavljanja njegove pre-
rane apsorpcije razvijeni prolijekovi balsalazid i olsalazin.”
Iz navedenog razloga, mehanizam djelovanja prolijekova
temelji se na oslobadanju mesalazina u debelom crijevu
pod utjecajem enzima azoreduktaze (slika 1).® Prikazani
prolijekovi pokazali su slabu apsorpciju u gornjem dije-
lu gastrointestinalnog sustava, ¢ime je sprijecena prerana
apsorpcija mesalazina, a time i pojacan terapijski uc¢inak
samih lijekova.’

Neravnoteza unosa proteina i drugih nutrijenata glavna je
posljedica upalnih bolesti crijeva i ponajprije je odgovorna
za kronican gubitak tjelesne tezine. Folna kiselina, poznata
i kao vitamin B9, sintetski je proizveden vitamin topljiv u
vodi, koji se nalazi u hrani i dodatcima prehrani. Ljudi nisu
u stanju sintetizirati folate, stoga se prirodno dobivaju iz
hrane, a vazni su za sintezu i popravak DNA, interkonver-
ziju aminokiselina, metilaciju te normalan rast stanica.’®"?
Nedostatak folata povecava rizik od razvoja kardiovasku-
larnih bolesti, ateroskleroze, megaloblasticne anemije,
karcinoma i neurodegenerativnih bolesti, dok nedostatak
kod trudnica moze uzrokovati malformacije na plodu.'"
U dostupnoj literaturi postoje dokazi o uskoj povezanosti
nedostatka folne kiseline i upalnih bolesti crijeva. Folna ki-
selina apsorbira se u tankom crijevu, koje moze biti zahva-
¢eno Crohnovom boles¢u, a zbog ostecenja stijenki crije-
va onemogucena je njezina normalna apsorpcija. S druge
strane, sulfasalazin je antagonist folne kiseline, odnosno
inhibitor transportera folata, sto dodatno doprinosi sma-
njenju koncentracije folne kiseline u organizmu pacijen-
ta." Studije su pokazale da su koncentracije folne kiseline
znatno nize kod pacijenata koji boluju od upalnih bolesti
crijeva u odnosu na zdravu populaciju.’ Nedostatak folne
kiseline kod pacijenata povezuje se s pojavom megaloblas-
ticne anemije, karcinoma debelog crijeva te malformacija
na plodu kod trudnica, zbog ¢ega se pacijentima koji bo-
luju od upalnih bolesti crijeva propisuje folna kiselina uz
redovitu terapiju.'”~2

Prema definiciji Svjetske zdravstvene organizacije (engl.
World Health Organization, WHO) adherencija predstavlja
mjeru u kojoj ponasanje osobe (uzimanje lijekova, dijeta,
i/ili provodenje promjena nacina zivota), odgovara prepo-
rukama zdravstvenog djelatnika.?" Neadherencija je vazan
problem u lijeCenju upalnih bolesti crijeva te dovodi do
nezeljenih klinickih ishoda, ukljucujuci pojacanje simpto-
ma bolesti, relaps, gubitak odgovora na anti-TNF agense,
povecane zdravstvene troskove te veci morbiditet i smrt-
nost.?? Adherencija u pacijenata s kroni¢nim bolestima u
razvijenim zemljama u prosjeku iznosi 50 %, dok u ze-
mljama u razvoju postotak moze biti i nizi.*' Postoje mnogi
nacini kako potaknuti adherenciju pacijenata. Pojedno-
stavljivanje rezima doziranja te prilagodavanje doze, fiksne
kombinacije lijekova, uvodenje pomagala za adherenciju,
poput kutija s lijekovima, zatim razgovor s lije¢nikom, lje-
karnikom ili medicinskom sestrom te pristup informacijama
o zdravstvenom odgoju na internetu i slanje podsjetnika
putem poste, e-poste ili telefona, samo su neki od nacina
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na koji se moze poboljsati adherencija.?* Fiksne kombina-
cije lijekova dobar su nacin povecanja adherencije te su se
pokazale kao logican pristup kod lijeCenja bolesti koje za-
htijevaju svakodnevno uzimanje vise tableta istodobno te u
konacnici smanjuju sveukupan broj farmaceutika o kojima
pacijent svakodnevno mora voditi brigu.?+-%

U ovom radu naglasak ¢e biti na ispitivanju fizikalno-ke-
mijske kompatibilnosti sastavnica kao jednog od najvazni-
jih koraka u ranoj fazi razvoja fiksne kombinacije lijekova.

2. Fiksne kombinacije lijekova

Fiksna kombinacija lijekova predstavlja jedan dozirni oblik
(npr. tabletu ili kapsulu) koji sadrzi dvije ili vise aktivnih
farmaceutskih tvari.”” Prema Europskoj agenciji za lijeko-
ve (engl. European Medicines Agency, EMA), definirane su
potencijalne terapijske prednosti fiksnih kombinacija, po-
put poboljsanog odgovora kod pacijenata s neadekvatnim
odgovorom na monoterapiju te poboljSavanje sigurnost, pri
¢emu jedna djelatna tvar djeluje suprotno lijeku koji uzroku-
je Stetne reakcije.?® Danas postoje mnoge kombinacije koje
se uspjesno primjenjuju u lijecenju razli¢itih bolesti, a neke
od njih su kaptopril/hidroklorotiazid za hipertenziju, amok-
sicilin/klavulanat kao antibiotik, ritonavir/lopinavir za lijece-
nje HIV-a, rifampicin/izoniazid za lijeCenje tuberkuloze.?

Razvoj fiksne kombinacije lijekova moze se podijeliti u ne-
koliko glavnih skupina: razvoj dozirnog oblika, ispitivanje
farmakokinetike i farmakodinamike te utvrdivanje klinicke
ucinkovitosti. Provedba farmakokinetickih i farmakodina-
mickih studija, odnosno studija klinicke ucinkovitosti ovi-
si o svrsi primjene fiksne kombinacije u pacijenata. Tako
razlikujemo primjenu fiksnih kombinacija u pacijenata
koji imaju nedovoljan odgovor na monoterapiju, zamje-
nu lijekova u terapiji fiksnom kombinacijom ili inicijalno
lijecenje fiksnom kombinacijom. Osim ako se prisutnost
ili odsutnost farmakokineticke interakcije moze utvrditi
drugim dokazima, potrebno je provesti studije interakci-
je izmedu aktivnih sastavnica u fiksnoj kombinaciji kao i
nasumicna kontrolirana klinicka ispitivanja za dokazivanje
superiornosti fiksne kombinacije nad zasebno primjenjiva-
nim lijekovima.?®

lako se u dostupnoj literaturi mogu pronacdi radovi na temu
razvoja fiksnih kombinacija, nedostatni su oni koji defini-
raju zahtjeve i uvjete za razvoj fiksnih kombinacija lijekova
glede kvalitete samog proizvoda.**=? Svjetska zdravstvena
organizacija jedina je organizacija koja je izdala smjerni-
ce za razvoj takvog proizvoda. Sam razvoj ne razlikuje se
znatno od razvoja lijeka koji sadrzi jednu aktivnu sastavni-
cu, medutim potrebno je napraviti niz dodatnih ispitivanja
da bi se utvrdila sigurnost i ucinkovitost novog proizvoda,
a sama ispitivanja uglavnom se temelje na odredivanju sa-
drzaja, stabilnosti, fizikalno-kemijskih svojstava sastavnica
te studija bioekvivalencije. Ispitivanja specificna za razvoj
fiksnih kombinacija su sljedeca:

— fizikalno-kemijska svojstva Cistih sastavnica i smjesa,

— kemijska i fizikalno-kemijska stabilnost aktivnih
sastavnica te aktivnih sastavnica u interakciji s pomo¢nim
tvarima u formulaciji,
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— definiranje razgradnih profila aktivnih sastavnica kad su
istodobno izlozene prisilnoj razgradniji,

— odredivanje ujednacenosti sadrzaja formulacije prije
samog oblikovanja,

— provodenje studija oslobadanja lijekova iz dozirnih
oblika,

— razvoj i validacija prikladnih analitickih metoda za
studije razgradnji i studije oslobadanja lijekova iz
dozirnih oblika,

— definiranje proizvodnog procesa te kriticnih parametara i
— stabilitetne studije na pilot-formulacijama.

Obuhvacanjem tih ispitivanja u postupku razvoja fiksne
kombinacije osigurava se proizvod koji je u skladu sa spe-
cifikacijama, ujednacene kvalitete neovisno o proizvodnoj
sarzi, zadovoljavajuce fizikalno-kemijske stabilnosti te pri-
kladnosti za stabilitetne studije i studije bioekvivalencije.?*

2.1. Ispitivanje fizikalno-kemijske
kompatibilnosti sastavnica

Ispitivanje fizikalno-kemijske kompatibilnosti sastavnica
igra vaznu ulogu u razvoju lijekova, bilo u pitanju ispiti-
vanja kompatibilnosti lijek-pomocna tvar u razvoju formu-
lacije koja sadrzi jednu aktivnu tvar ili ispitivanje kompa-
tibilnosti lijek-lijek za potrebe razvoja fiksne kombinacije.
Ispitivanje fizikalno-kemijske kompatibilnosti u razvoju
lijeka provodi se s ciljem razvoja stabilnog, sigurnog i ucin-
kovitog lijeka. Stabilnost lijeka dolazi u obliku kemijske i
fizikalne stabilnosti. Ispitivanjem kemijske stabilnosti dobi-
vaju se podatci o potencijalnim kemijskim promjenama u
lijeku koje mogu rezultirati smanjenjem ucinkovitosti lije-
ka, ali i nastajanjem toksi¢nih produkata. Nadalje, ispitiva-
njem fizikalne stabilnosti uocavaju se promjene fizikalnih
karakteristika, poput boje, okusa i mirisa, ali i promjene u
strukturi samog lijeka, poput promjene polimorfnog oblika,
hidracije/dehidracije, solvatacije i sli¢nih, koji u konacnici
mogu utjecati na bioraspolozivost samog lijeka.***> U svrhu
ispitivanja fizikalno-kemijske stabilnosti aktivnih sastavni-
ca u procesu razvoja fiksne kombinacije uspjesno se pri-

Sastavnica 1 Fizikalno-kemijska
karakterizacija
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mjenjuju razne kromatografske, termalne i spektroskopske
tehnike. 3¢

Princip ispitivanja fizikalno-kemijske kompatibilnosti sa-
stavnica naizgled je jednostavan iako interpretacija rezulta-
ta ne dovodi uvijek do jednoznacnih rezultata. Utvrdivanje
kompatibilnosti temelji se na usporedbi rezultata dobive-
nih provodenjem studija te primjenom raznih tehnika s
ciljem fizikalno-kemijske karakterizacije Cistih sastavnica i
njihovih smjesa (slika 2).

2.2. Termalne tehnike

Jedne od prvih tehnika koje se primjenjuju u ispitivanju
kompatibilnosti su termalne tehnike poput diferencijalne
pretrazne kalorimetrije (engl. Differential Scanning Calo-
rimetry, DSC) i diferencijalne termalne analize (engl. Dif-
ferential Thermal Analysis, DTA) zbog jednostavnog i brzog
uvida u moguce promjene u pripremljenim smjesama is-
pitivanih spojeva.**** Binarne smjese su najispitivanije te
se mogu pripremati u omjerima u korist jedne i druge sa-
stavnice. Medutim, da bi se pojacao intenzitet mogucih
reakcija te ostvarila bolja vizualizacija promjena, zbog ni-
ske osjetljivosti navedenih instrumenata, pozeljno je pri-
premati smjese u omjeru 1: 1.4%4> Potencijalne interakcije
u takvim sustavima mogu se pratiti kao pomaci specifi¢nih
pikova, poput endotermnih pikova talista, kao i promjene
u entalpijama u dobivenim termogramima smjesa u odno-
su na termograme Cistih sastavnica.?®4-* Jako nedostaju
sluzbeni kriteriji koji definiraju nekompatibilnost sastavni-
ca, najcesce se prati pomak karakteristicnog pika talista,
pri cemu se pomak vedi od 5,0 °C smatra znacajnom pro-
mjenom koja ukazuje na potencijalnu interakciju sastav-
nica. Takoder, nuzno je pratiti i oblike krivulja kao i poja-
vu novih, a u nekim slucajevima usporeduje se i povrsina
ispod krivulja.** Termalne tehnike jednostavne su i brze.
Medutim, zbog zagrijavanja uzoraka na visoke temperatu-
re, Cesto dolazi do interakcija koje se u stvarnim uvjetima
ne bi dogodile, stoga zakljucke donesene na temelju ter-
moanalitickih mjerenja treba potvrditi primjenom drugih
komplementarnih tehnika poput onih spektroskopskih ili
uvodenjem drugih studija. 49>

Fizikalno-kemijska . .
Usporedba karakterizacija Smjesa sastavnica

Sastavnica 2 Fizikalno-kemijska
karakterizacija

Slika 2 — Shema provedbe ispitivanja fizikalno-kemijske kompatibilnosti sastavnica
Fig. 2= — Scheme describing principle of physicochemical compatibility determination
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Slika 3 — DSC termogrami Cistih sastavnica i smjesa a) mesalazina i folne kiseline, b) balsalazid dihi-

drata i folne kiseline

Fig. 3 — DSC thermogram of pure compounds and 1: 1 blends of a) mesalazine and folic acid, and

b) balsalazide dihydrate folic acid

2.2.1. Diferencijalna pretrazna kalorimetrija

Diferencijalna pretrazna kalorimetrija je tehnika koja se
temelji na pracenju promjene toka energije kao funkcije
temperature kad se i uzorak i referentni materijal zagrija-
vaju po definiranom temperaturnom programu.’' Rezultat
analize je termogram na kojem se, ovisno o promjeni u
uzorku, vide egzotermne odnosno endotermne promje-
ne. U ispitivanju kompatibilnosti sastavnica lijeka najce-
S¢e se prate endotermni pikovi taljenja spojeva, odnosno
njihov egzotermni raspad. Jedan takav primjer je primjer
ispitivanja kompatibilnosti 5-aminosalicilata i folne kise-
line (slika 3). Pik mesalazina pokazao je endotermni pik
taljenja pri 287,6 °C (slika 3a), dok je u smjesama 5: 1 i
1:1 s folnom kiselinom pokazao pomak od 13,8 °C te
21,0 °C prema nizim temperaturama. Osim toga, pik talje-
nja folne kiseline (199,7 °C) takoder se pomaknuo prema
nizim temperaturama (za 22,6 °C i 5,2 °C) u pripremljenim
smjesama. Takoder, uocCeno je da je pomak pika pojedine
sastavnice znacajniji $to je udio druge sastavnice u smijesi
vedi. Medutim, krivulje nisu promijenile svoj oblik, niti su
se pojavile druge. Na slici 3a prikazan je primjer promjena
na termogramima koji moze uputiti na moguc¢u nekompa-
tibilnost sastavnica.

U slucaju izostanka pika talista, kod spojeva koji ne poka-
zuju taliste ili se tale na izrazito visokim temperaturama u
odnosu na drugu tvar u smjesi, nekompatibilnost sastavni-
ca moze se ispitati praenjem drugih karakteristicnih pi-
kova uz pretpostavku da njihov pomak indicira interakcije
izmedu sastavnica smjesa.”* U slucaju ispitivanja kompa-
tibilnosti folne kiseline i balsalazid dihidrata koji ne poka-
zuje karakteristican pik talista za ispitivanje kompatibilno-
sti pracen je pik dehidracije spoja (190,0 °C), pri cemu je
izmjereno da su pomaci pikova na termogramima manji
od 5,0 °C (slika 3b), sto upucuje na to da su te sastavnice
kompatibilne.>*4

2.2.2. Diferencijalna termalna analiza

Diferencijalna termalna analiza temelji se na pracenju
promjene temperature izmedu uzorka i referentnog mate-
rijala prilikom njihova zagrijavanja po definiranom tempe-
raturnom programu. Rezultat analize je, kao i kod diferen-
cijalne pretrazne kalorimetrije, termogram koji pokazuje
egzotermne i endotermne pikove $to te metode ¢ini vrlo
slicnima, medutim DSC jos uvijek slovi kao preciznija i
osjetljivija metoda, iako je DTA robusnija, ¢ime je moguce
postizanje vecih temperatura, ali i analizirati uzorke koji
pokazuju iznimno endotermne odnosno egzotermne re-
akcije.>® To je bio i primjer kod ispitivanja kompatibilnosti
sulfasalazina i folne kiseline. Zbog izrazito endotermnog
taljenja sulfasalazina, pracenog egzotermnim raspadom
(slika 4a), bilo je potrebno smanijiti kolicinu uzorka koji se
mjerio da bi se izbjeglo potencijalno ostecenje DSC instru-
menta, ¢ime se i utjecalo na intenzitet pika folne kiseline
koji je bio slabo vidljiv.°¢” S ciljem mjerenja vece kolici-
ne uzorka, smjesa sulfasalazina i folne kiseline u omjeru
1:1 mjerena je na robusnijem DTA uredaju. Pik talista
sulfasalazina (259,0 °C) pokazao je pomak od 9,6 °C, dok
pik folne kiseline (199,0 °C) nije pokazao znacajan pomak
(1,6 °C) (slika 4).58

Ovo je primjer koji je tesko interpretirati. Ukratko, pik
folne kiseline nije se znacajno pomaknuo niti je krivulja
promijenila oblik, dok je sulfasalazin pokazao znac¢ajan po-
mak. Takav sluc¢aj moguce je interpretirati kao potencijalno
otapanje sulfasalazina u talini folne kiseline, sto ovom teh-
nikom nije moguce vidjeti. Medutim, primjenom tehnike
poput termalne mikroskopije uvelike bi se olaksao postu-
pak interpretacije takvih rezultata.>*-’
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Slika 4 — Termogrami diferencijalne termalne analize: a) sulfasalazina, b) folne kiseline, c) smjese sulfasalazina i folne kiseline 1: 1
Fig. 4 —Thermograms obtained with differential thermal analysis of a) sulfasalazine, b) folic acid, c) blend of sulfasalazine and

folic acid din 1: 1 ratio

2.3. Spektroskopske tehnike

Infracrvena spektroskopija i rendgenska difrakcija na pra-
hu su nedestruktivne spektroskopske tehnike koje se pri-
i u ispitivanjima kompatibilnosti sastavnica lijeka s ciljem
utvrdivanja kemijskih ili fizikalnih promjena u ispitivanim
smjesama. Kao i kod drugih tehnika, temelje se na prace-
nju promjena izmedu Cistih sastavnica i smjesa. Te tehnike
mogu se, a i ne moraju, kombinirati s drugim studijama,
poput studija izotermalne razgradnje da bi se ubrzala po-
tencijalna interakcija izmedu sastavnica.

2.3.1. Infracrvena spektroskopija

Infracrvena spektroskopija, uglavnhom s Fourierovom tran-
sformacijom (engl. Fourier-Transform Infrared Spectrosco-
py, FTIR), tehnika je koja se redovito primjenjuje za karak-
terizaciju aktivnih tvari, medutim sve viSe se primjenjuje
u studijama kompatibilnosti s ciliem uocavanja promjena
u smjesama. Kod infracrvene spektroskopije prate se pro-
mjene na spektru, odnosno dolazi li do nastajanja novih
apsorpcijskih vrpci u spektrima smjesa ili nestanka onih
vidljivih na spektrima cistih sastavnica. Kad dolazi do pro-
mjene u spektrima, to je izravan pokazatelj kemijske reak-
cije izmedu sastavnica, odnosno nastajanja novih kemij-
skih veza. Medutim, prisutnost preklopljenih vrpci moze
oteZati interpretaciju dobivenih spektara, pogotovo kad su

u pitanju molekule poput sulfasalazina, koje u svojoj struk-
turi imaju brojne veze vidljive na spektrima.?®¢23 Rezultat
analize Cistih sastavnica i smjesa u ispitivanju kompatibil-
nosti sulfasalazina i folne kiseline prikazan je na slici 5.

Klasican pristup interpretaciji takvih rezultata bilo bi vizual-
no pracenje prisutnosti svake vrpce karakteristicne za Cistu
sastavnicu u spektrima smjesa. Takav pristup je dugotra-
jan, iscrpljuju¢, a ponekad i nemogu¢, pogotovo kad je u
pitanju velik broj apsorpcijskih vrpci koje se preklapaju.
Jedan od nacina interpretacije FTIR spektara je primjena
statistickih metoda poput analize glavnih komponenata
(engl. Principal Component Analysis, PCA) i klaster-ana-
lize (engl. Cluster Analysis), koje su se pokazale posebno
ucinkovite kod spektara koji sadrze mnogo vrpci koje se
preklapaju.t4-t¢

U slucaju analiziranih uzoraka, Ciste sastavnice zauzimaju
krajnje vrijednosti, odnosno najpozitivniju (folna kiselina) i
najnegativniju (sulfasalazin) vrijednost te predstavljaju FTIR
spektre Cistih sastavnica. Dobivene vrijednosti FTIR spekta-
ra analiziranih smjesa smjestene su izmedu vrijednosti ¢i-
stih sastavnica, s time da vrijednost najblizu vrijednosti Ciste
sastavnice imaju smjese 10:1 i 1:10, odnosno one koje
imaju najveci udio te iste Ciste sastavnice, dok se smjesa
1:1 nalazi u sredini, a ostale smjese su poredane prema
udjelu sastavnica (5-aminosalicilat, 10: 1, 5:1,2:1, 1:1,
1:2,1:5,1:10 te folna kiselina). Takav raspored smjesa
potvrduje sli¢nost izmedu FTIR spektara susjednih smjesa,
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Slika 5 — Primjer FTIR spektara sulfasalazina, folne kiseline i njihovih smjesa u razli¢itim omjerima
Fig. 5 — FTIR spectra of sulfasalazine, folic acid and their blends in different ration

sto je dobiveno i kod statisticke analize FTIR spektara u ispi-
tivanju kompatibilnosti balsalazida i olsalazina s folnom ki-
selinom (tablica 1), dok bi nasumican razmjestaj ukazao na
promjene u spektrima, odnosno na prisutnost novih kemij-
skih veza kao posljedica kemijske interakcije sastavnica.>**8

Analizu glavnih komponenata prati klaster-analiza koja pri-
kazuje jacinu sli¢nosti, odnosno razli¢itosti, izmedu dobi-
venih spektara. Klaster-analiza u slucaju sulfasalazina poka-
zala je formiranje dva glavna klastera, jedan koji obuhvaca
5-aminosalicilat i smjese s njegovim vec¢im udjelom te dru-
gi koji sadrzi folnu kiselinu i smjese s njezinim vec¢im udje-
lom, dok su potklasteri formirani povezivanjem najsli¢nijih
uzoraka (Cista sastavnicate 10:1,5:11i2:1, itd.).>3%8

2.3.2. Rendgenska difrakcija na prahu

Rendgenska difrakcija na prahu (engl. X-Ray Powder Dif-
fraction, XRPD) Cesto je primjenjivana tehnika karakteriza-
cije kristalini¢nih sastavnica lijekova, pri cemu se mjeri in-
tenzitet izlaznih zraka u ovisnosti o difrakcijskom kutu.67-69

Tablica T — PCA vrijednosti izmjerenih FTIR spektara

Sastavnice lijeka koje su u kristalnom obliku imaju svoj ka-
rakteristican difraktogram, a promjene u kristalnoj struktu-
ri (prijelaz u drugi polimorfni oblik ili u amorfno stanje) ja-
sno se ocituju kao nastajanje ili nestajanje karakteristi¢nih
pikova te pomak i promjena njihova intenziteta.*® Upravo
se na tom principu temelji ispitivanje kompatibilnosti sa-
stavnica lijeka tom tehnikom, odnosno prate se promjene
u strukturi spojeva kad su prisutni u istoj smjesi.?” 67,7072
Primjenom rendgenske difrakcije na prahu, moguce je
pratiti promjene u kristalnoj strukturi lijekova jer bilo koja
promjena polimorfnog oblika lijeka moze utjecati na nje-
govu topljivost, $to u konacnici i mijenja njegovu bioras-
polozivot, a time i terapijski ucinak.*+¢3647374 U slucaju is-
pitivanja kompatibilnosti balsalazida i olsalazina s folnom
kiselinom Ciste sastavnice pokazale su intenzivne ostre
pikove karakteristicne za kristalne tvari (slika 6). Na difrak-
togramima smjesa pripremljenih u omjeru 1 : 1 vidljivi su
svi karakteristicni pikovi bez pomaka u vrijednosti difrak-
cijskog kuta (20) te nisu primijeceni novonastali pikovi niti
pojava takozvanog “halo” efekta, koji upuéuje na pojavu
amorfne faze.>*7%7

Table 7 — PCA values of obtained FTIR spectra
PCA vrijednosti
PCA values
Uzorak 5-amino salicilat 10:1 5.1 2.1 1751 12 1:5 1:10 Folna kiselina
Sample 5-amino salicylate Folic acid
sulfasalazin/ folna kiselina ~27,5 -21,5 | —21,1 =159  —11,4 —05 9,7 244 26,0
sulfasalazine/folic acid
balsalazid folna kiselina —30,1 27,7 =253 -99 -7,8 150 222 30,4 33,5
balsalazide/ folic acid
olsalaziny folna kiselina -30,3 -26,1 | -236 —-17,0 03 10,8 254 285 31,0
olsalazine/ folic acid
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Slika 6 — Difraktogrami: a) balsalazida (crvena), 1:1 smjese balsalazida i folne kiseline (narancasta) i folne
kiseline (zuta), b) olsalazina (plava), 1: 1 smjese olsalazina i folne kiseline (zelena) i folne kiseline
(zuta)

Fig. 6 - Diffractograms of: a) balsalazide (red), balsalazide and folic acid 1: 1 blend (orange) and folic
acid (yellow), b) olsalazine (blue), olsalazine and folic acid 1: 1 blend (green) and folic acid

(yellow)

Da bi se potvrdila sli¢nost difraktograma cistih sastavnica
i smjesa, moguce je primijeniti i statisticku analizu. U tom
slucaju izracunat je Pearsonov koeficijent korelacije izme-
du eksperimentalno dobivenog difraktograma smjese i te-
orijskog difraktograma smjese, koji se izracuna kao prosjek
vrijednosti intenziteta dvaju spektara Cistih sastavnica. Do-
biveni koeficijenti korelacije (r) u oba slucaja iznose vise od
0,98, sto upucuje na njihovu slicnost, odnosno odsutnost
interakcija izmedu sastavnica smjesa te izostanak promje-
ne njihovih polimorfnih oblika, iako je u literaturi navede-
no da posjeduju polimorfizam.”6-78

2.4. Studije stabilnosti pracene
kromatografskim tehnikama

Jedan od pristupa ispitivanju stabilnosti i kompatibilnosti
sastavnica buduce kombinacije je provodenje studije raz-
gradnje. Temelji se na izlaganju sastavnica uvjetima poput
povisene temperature, hidrolize, oksidacije ili izlaganjem
svjetlu s ciliem pracenja njihove stabilnosti odnosno ne-
stabilnosti, kad su prisutne u istoj otopini ili u smjesi. Da
bi bilo moguce pratiti promjene poput pada sadrzaja ili
nastajanja razgradnih produkata, potrebno je razviti i vali-
dirati odgovarajuce analiticke metode.” lako tehnike po-
put UV/VIS spektrofotometrije mogu sluziti u tu svrhu, radi
tocnijeg i preciznijeg odredivanja primjenjuju se kromato-
grafske tehnike, odnosno tekucinska kromatografija visoke
djelotvornosti u kombinaciji s detektorom s nizom dioda ili
masenom spektrometrijom.

2.4.1. Studija prisilne razgradnje

Razgradni produkti nastali uslijed interakcije lijek-lijek u
razvoju fiksnih kombinacija mogu se jasno utvrditi provo-
denjem prisilne razgradnje pojedinih sastavnica i njihovih
smjesa te usporedbom profila razgradniji.® Prisilna razgrad-
nja temelji se na razgradnji uzoraka u raznim uvjetima; ki-
selim, luznatim, oksidativnim, termalnim i svjetlosnim, a
informacija o stabilnosti u odredenim uvjetima sluzi kao
vodilja u fazi razvoja stabilitetno-indikativnih analitickih
metoda i formulacije lijeka. Preporuceno je njezino provo-
denje prema smjernicama Medunarodnog vije¢a za uskla-
divanje (engl. International Council for Harmonisation,
ICH) tehnickih zahtjeva za lijekove za ljudsku uporabu.®'#2
Ne postoji jasno definiran protokol po kojem se moraju
provoditi studije prisilne razgradnje. lako nije sluzbeno
definirano, postoje literaturni zapisi u kojima se definira-
ju uvjeti razgradnje, medutim klju¢na je cinjenica da se
razgradnja mora provoditi u rasponu od 5 do 20 % da bi
se izbjeglo nastajanje nereprezentativnih razgradnih profi-
la koji bi mogli istrazivanje usmjeriti u pogreSnom smjeru
(slika 7).33:83.84

Uvjeti razgradnje ovise o stabilnosti ispitivanog spoja, po-
zeljno je spoj razgraditi polako, a ako se uoci znacajan pad
sadrzaja u kratkom vremenu, potrebno je prilagoditi uvjete
razgradnje. U tablici 2 prikazani su okvirni uvjeti koji pred-
stavljaju dobar pocetak za provedbu prisilne razgradnje.%>-%7

Koncentracija stresora i vrijeme izlaganja ovise o stabilnosti
ispitivanog spoja. Ako je spoj jako nestabilan u odrede-
nim uvjetima, potrebno je smanijiti koncentraciju stresora
i obrnuto. Ako spoj ne pokazuje razgradnju nakon 7 dana
u 1T M NaOH, on se moze smatrati stabilnim u navedenim
uvjetima. Ultimativni ishod provedbe prisilne razgradnje je
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Slika 7 — Shema provedbe forsirane razgradnje u ispitivanju kompatibilnosti sastavnica
Fig. 7 — Scheme of forced degradation procedure in compatibility evaluation

Tablica 2 — Uvjeti provedbe prisilne razgradnje

razgradnje

Nekompatibilni

Kompatibilni

Table 2 - Forced degradation study conditions
Vrsta razgradnje Uzorak Koncentracija uzorka Koncentracija stresora Temperatura Vrijeme izlaganja
Condition Sample Sample concentration Stressor concentration Temperature Degradation time
kisela 0,1—1MHCI 25°C
acid
'“bza”s?cta gﬁﬁ:gi 0,1 -1 mgml 0,1 1M NaOH 25°C
5 — 20 % razgradnje
oksidativna o ili
oxidative 3-30%H,0; 25°C do 7 dana
N 5-20 % degradation
termalna 0,1 — 1 mgml~'/tanki film 69 -80°C or up to 7 days
otopina/ ; / (25 °C kontrola)
thermal p thin layer 0
krutina (25 °C control)
svjetlosna solution/solid 1 _ 1 mgml~'/tanki film / prema ICH
light thin layer as per ICH

upoznavanje sa stabilnosti ispitivanog spoja te utvrdivanje
njegovih razgradnih produkata kao i razvoj stabilitetno-in-
dikativne analiticke metode s kojom je moguce uociti sve
razgradne produkte koji mogu nastati njegovom razgrad-
njom.?#58 Razvoj takve metode predstavlja velik izazov,
pogotovo u razvoju fiksne kombinacije lijekova, a tu ¢inje-
nicu potvrduje ogranicen broj publikacija na temu razvoja
takvih analitickih metoda.”**

Ispitivanje fizikalno-kemijske kompatibilnosti 5-aminosali-
cilata i folne kiseline primjenom prisilne razgradnje pro-
vedeno je u studijama sa sulfasalazinom i mesalazinom.
Sulfasalazin je pokazao stabilnost u svim uvjetima kroz
sedam dana, dok se folna kiselina pokazala stabilnom u
luznatim i termalnim uvjetima te fotostabilnom u krutom
obliku.*® 1znimno visoka stabilnost sulfasalazina posljedica
je para-polozaja diazo skupine u odnosu na sulfonilnu sku-
pinu. Takvo para usmjerenje dviju skupina omogucuje de-
lokalizaciju elektrona i 8titi sumpor iz sulfonilne skupine od
nukleofilnog napada.?*?> Uocena je razgradnja folne kise-
line u kiselim i oksidativnim uvjetima te prilikom izlaganja
svjetlu, sto je u skladu s literaturnim zapisima.®% Prisilne
razgradnje smjesa standarda i gotovih dozirnih oblika nisu
pokazale znatno drugacije obime razgradnje osim prilikom
termalnog izlaganja, gdje je doslo do 100 % razgradnje fol-
ne kiseline nakon jednog dana, u usporedbi s 1,1 % raz-

gradnje folne kiseline u sedmodnevnom razdoblju kad je
termalno stresirana samostalno.® Taj je fenomen objasnjen
Cinjenicom da je izmjerena pH-vrijednost pripremljene
otopine sulfasalazina i folne kiseline iznosila 2,85 (u uspo-
redbi s Cistim otapalom, pH = 6,35), pri cemu je sulfasala-
zin odgovoran za stvaranje kiselih uvjeta u kojima se folna
kiselina raspada, a samo zagrijavanje uzorka znatno pove-
¢ava kinetiku reakcije, sto je dovelo do potpune razgradnje
folne kiseline u kratkom razdoblju. Utjecaj pH-vrijednosti
na nestabilnost folne kiseline kao i utjecaj pH-vrijednosti u
kombinaciji s povisenim temperaturama dobro je opisan u
literaturi.’®-1% Medutim, cinjenicu da sulfasalazin snizava
pH-vrijednost otopine treba uzeti u obzir tijekom postupka
razvoja i pripreme formulacije kao i dozirnog oblika.

Mesalazin se pokazao nestabilnijim u odnosu na sulfasala-
zin, dok se folna kiselina razgradivala u istim uvjetima kao
i u studiji ispitivanja kompatibilnosti sa sulfasalazinom. U
slucaju s mesalazinom uocen je fenomen pri svjetlosnoj
razgradnji otopine koja sadrzi mesalazin i folnu kiselinu.
Uocen je znatno manji pad sadrzaja kad se folna kiselina
nalazi u istoj otopini s mesalazinom. Ako se uzme u obzir
da je studija provedena u omjeru mesalazina i folne kise-
line 500 : 1, posljedica vece apsorpcije zracenja od strane
mesalazina zbog njegova suviska u otopini rezultirala je
manjom razgradnjom folne kiseline.>
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Oba primjera pokazuju da je rezultate prisilne razgradnje
potrebno pazljivo interpretirati da se ne bi donijeli krivi
zakljucci. lako je na prvu izgledalo da sulfasalazin i folna
kiselina nisu kompatibilni, paZljivim ispitivanjem drugih
utjecaja utvrdeno je da je razgradnja folne kiseline poslje-
dica promjene u sustavu, a ne reakcije folne kiseline sa
sulfasalazinom.

2.4.2. Studije izotermalne razgradnje

Izotermalna studija razgradnje (engl. Isothermal Stress
Testing, IST) cesto je primjenjivana prilikom ispitivanja
kompatibilnosti sastavnica lijeka. Temelji se na skladiste-
nju uzoraka u uvjetima definirane povisene temperature
(40 - 50 °C) nakon cega slijedi analiza prikladnom analitic-
kom tehnikom.” NajceS¢e primjenjivane tehnike analize
uzoraka nakon IST-a su kromatografske tehnike poput te-
kucinske kromatografije visoke djelotvornosti i/ili spektro-
skopske tehnike poput FTIR-a.737489104-107

Izotermalne studije razgradnje provedene su na Ccistim
sastavnicama sulfasalazina, mesalazina i folne kiseline te
na smjesama standarda i gotovih dozirnih oblika pripre-
mljenim u omjeru u kojem se ocekuje da ce sastavnice
biti u gotovom proizvodu (500 : 1). Svi uzorci su vizualno
pregledani prije i nakon skladistenja u izotermalnim uvjeti-
ma da bi se uocile potencijalne promjene u samom izgle-
du uzoraka. Analiticki povrati dobiveni kromatografskom
analizom uzoraka nakon razgradnje iznosili su od 98,4 do
103,6 % sa standardnom devijacijom ne vecom od 2,7 %.
Takvi rezultati pokazuju da nema kemijske reakcije izmedu
mesalazina i folne kiseline kao i sulfasalazina i folne kise-
line te, uzimajudi u obzir omjer u kojem su smjese pripre-
mljene (500 : 1), svaka interakcija dovela bi do znacajnog
pada sadrzaja folne kiseline.>*

U slucaju izotermalne razgradnje balsalazida i olsalazina
primijenjen je drugaciji pristup. Pripremljene su smjese u
omjeru 1:1 te omjerima 10:1,5:1, 2: 1 u korist i 5-ami-
nosaliclata i folne kiseline da bi se ustanovio utjecaj kolici-
ne pojedine sastavnice na nekompatibilnost. Kromatograf-
skom analizom smjesa balsalazida i folne kiseline nakon
izotermalne razgradnje dobiveni su analiticki povrati u ras-
ponu od 98,2 do 102,5 % s maksimalnom relativnom stan-
dardnom devijacijom od 2,7 %, dok su u slucaju olsalazina
i folne kiseline povrati bili u rasponu od 97,9 do 103,7 %
uz relativnu standardnu devijaciju ne vecu od 3,6 %.% Ta-
kvi rezultati takoder upucuju na izostanak kemijske inte-
rakcije izmedu 5-aminosalicilata i folne kiseline, uzimajuci
u obzir duljinu trajanja primijenjenog izotermalnog stre-
sa te primijenjenu temperaturu kao i omjere u kojima su
smjese pripremljene (4 tjedna na 50,0 °C).

2.4.3. Studije stabilnosti u bioloski relevantnom mediju

Studija oslobadanja lijekova iz dozirnih oblika je test in vitro
koji se izvodi da bi se ispitalo koliko se ucinkovito lijek oslo-
bada iz dozirnog oblika. Medutim, ta se tehnika primjenju-
je i u svrhu ispitivanja interakcija sastavnica lijeka i njihove
stabilnosti kad se istodobno nalaze u istom bioloski relevan-
tnim mediju.'®""" Studije stabilnosti u bioloski relevantnom
mediju provode se u tzv. “dissolution” aparaturi (slika 8).
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Slika 8 — Aparatura za provodenje studija stabilnosti u bioloski
relevantnom mediju; USP aparatura tipa 2
Fig. 8 — USP apparatus type 2 for dissolution studies

dozirni oblik

U americkoj farmakopeji (engl. United States Pharmaco-
poeia, USP) definirane su dimenzije posude i lopatica, a
mogu se pronadi i metode za otapanje pojedinih dozirnih
oblika, sto ukljucuje sastav i volumen medija, temperaturu
medija, brzinu okretanja lopatica, vrijeme uzorkovanja oto-
pine i nacin analize sadrzaja."'? Za pracenje sadrzaja najce-
$¢e se primjenjuju kromatografske tehnike poput HPLC-a.
U svrhu ispitivanja kompatibilnosti sastavnica prati se ko-
licina oslobodene aktivne komponente iz dozirnog oblika
u ovisnosti o vremenu kad se samostalno nalazi u otopini
i koli¢ina oslobodene aktivne komponente kad se otapa u
prisutnosti druge komponente. U idealnom slucaju dobi-
vene krivulje oslobadanja samih dozirnih oblika ne bi se
trebale razlikovati od onih dobivenih njihovim istodobnim
otapanjem. U slucaju da u odredenom trenutku dolazi do
pada sadrzaja ili nedovoljnog otapanja pojedine aktivne
komponente dok je i druga prisutna u otopini, moze se
pretpostaviti potencijalna nekompatibilnost sastavnica, bilo
da dolazi do kemijske reakcije izmedu njih ili jedna tvar mi-
jenja uvjete u otopini ¢ime onemogucuje otapanje druge.

Studije otapanja mesalazina, sulfasalazina te studije njiho-
va simultanog otapanja s folnom kiselinom provedene su
prema metodama opisanim u americkoj farmakopeji.'
Profili oslobadanja pojedinacnih dozirnih oblika usporede-
ni su s profilima dobivenim istodobnim otapanjem dvaju
dozirnih oblika, a temelji se na racunanju faktora razlici-
tosti (f;) te faktora sli¢nosti (f,). U nastavku teksta nalaze se
jednadzbe za izracun faktora razlicitosti (f;) i slicnosti (f,):

f — 2?:1 Rt _Tf|

1= T 100% (1)

=11
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n

-0.5
f, =50-log [1+12(Rt—ﬂ)2} -100 2)

t=1

U jedn. (1) i (2) n je ukupni broj uzorkovanja, odnosno
vremenskih tocaka, a R, i T, predstavljaju vrijednosti sadr-
Zaja referentnog i testnog mjerenja, odnosno onog prove-
denog simultanim otapanjem i onog kad je lijek otapan
sam."™ Faktor slicnosti od 100 % predstavlja dvije iden-
ticne krivulje, a vrijednost faktora slicnosti ne smije biti
manja od 50 %, dok se faktor razli¢itosti mora nalaziti
unutar prihvatljivog kriterija do 15 %."® Faktor razlicitosti
izmedu krivulja mesalazina i krivulja folne kiseline iznosio
je 4,51 % odnosno 3,16 %, dok je u slucaju sulfasalazina
i folne kiseline faktor razli¢itosti iznosio 1,60 % odnosno
3,01 %. Faktori slicnosti od 82,09 % i 77,01 % dobiveni
su usporedbom krivulja u studijama mesalazina i folne ki-
seline, dok su faktori sli¢nosti od 92,40 % te 77,91 % do-
biveni u studijama sulfasalazina i folne kiseline.>**® Visoka
slicnost, odnosno mala razlicitost, izmedu krivulja osloba-
danja dobivenih samostalnim otapanjem dozirnih oblika i
njihovih kombinacija, kao i odsutnost novih pikova ukazu-
je na izostanak interakcija izmedu sastavnica.

U slucaju olsalazina i balsalazida studije stabilnosti u bio-
loski relevantnim medijima provedene su na pripremlje-
nim dozirnim oblicima predlozenih fiksnih kombinacija.
Analiticki povrati nakon provedbe studija otapanja pripre-
mljenih dvanaest fiksnih kombinacija balsalazida i folne
kiseline, u bioloski relevantnom mediju, u rasponu su od
91,9 do 102,0 % za balsalazid te od 94,9 do 101,6 % za
folnu kiselinu, odnosno u rasponima od 89,6 do 102,8 % i
od 93,4 do 103,4 % u slu¢aju olsalazina i folne kiseline. Vi-
soki analiticki povrati svih sastavnica navode na njihovo za-
dovoljavajuce oslobadanje iz dozirnog oblika odnosno na
izostanak kemijske interakcije izmedu ispitivanih spojeva,
uzevsi u obzir da su kombinacija pripremljene u omjerima
750 : 1 u korist balsalazida i 250 : 1 u korist olsalazina.>?

3. Zakljucak

U ovom preglednom radu opisane su neke od tehnika koje
se primjenjuju u ispitivanju fizikalno-kemijske kompatibil-
nosti sastavnica lijekova. Taj postupak vrlo je vazan u ranoj
fazi razvoja fiksnih kombinacija, ali i razvoja lijekova opce-
nito, da bi se razvio stabilan, siguran i ucinkovit proizvod.
lako provedba samih mjerenja nije zahtjevna, interpreta-
cija rezultata je ono gdje je potrebno objektivno sagledati
sve Cinjenice. Ponekad se na prvu, na temelju rezultata po-
jedine tehnike, ¢ini da sastavnice nisu kompatibilne, dok
druge tehnike mogu pokazati izostanak interakcija. Stoga
je potrebno uzeti u obzir koja tehnika ima vecu tezinu i tek
na temelju rezultata dobivenih primjenom veceg broja teh-
nika donositi zakljucke. Takoder, potrebno je naglasiti da
uvjeti provedbe studija kao i mogucnost njihove provedbe
moze ovisiti o vrsti tvari Cija se kompatibilnost ispituje. Iz
tog razloga ne postoje jasno definirane upute za provedbu
ispitivanja fizikalno-kemijske kompatibilnosti sastavnica.
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Rad je izraden u sklopu projekta Hrvatske zaklade za zna-
nost: Razvoj naprednih analitickih metoda za lijekove i bi-
oloski aktivne tvari u lije¢enju upalnih bolesti crijeva, HR-
Z7-UIP-2017-05-3949).
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List of abbreviations

DSC — diferencijalna ili razlikovna pretrazna kalorimetrija
— differential scanning calorimetry

DTA — diferencijalna termalna analiza
— differential thermal analysis

FTIR — infracrvena spektroskopija s Fourierovom

transformacijom

— Fourier-transform infrared spectroscopy

XRPD — rendgenska difrakcija na prahu

— X-ray powder diffraction

HPLC-DAD - tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti s
detektorom s nizom dioda
— high performance liquid chromatography with
diode array detector

EMA — Europska agencija za lijekove
— European Medical Agency
TNF — faktor nekroze tumora
— tumour necrosis factor
PCA — analiza glavnih sastavnica
— principal component analysis
ICH — Medunarodno vijece za uskladivanje
— International Council for Harmonisation
IST — izotermalna razgradnja
— isothermal stress testing
usP — Americka farmakopeja
— United States Pharmacopoeia
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SUMMARY

Determination of Physicochemical Compatibility of Drugs Using
Analytical Techniques: A Review of 5-aminosalicylate and Folic Acid
Fixed-dose Combination Development

Mario-Livio Jelici¢

With the use of fixed-dose drug combinations, the potential risk of non-adherence needs to be
minimised, which is particularly important in patients with chronic diseases. The development of
such dosage form is a complex process in which an important role is played by testing the physic-
ochemical compatibility of the components intended for the manufacture of the desired product.
Various analytical techniques, such as thermoanalytical (DSC, DTA), spectroscopic (FTIR, XRPD)
and chromatographic (HPLC), in combination with certain degradation studies, such as forced
degradation and isothermal degradation, are often used. In this review, on the example of the
development of a fixed-dose combination of 5-aminosalicylate and folic acid, procedures suitable
for testing the compatibility of drug components, as well as analytical techniques and various ways

of interpretation of results are described.
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