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Sazetak

Dasatinib (DAS) je djelatna tvar koja se upotrebljava u lijeCenju kroni¢ne mijeloi¢ne i akutne limfoblasticne leukemije. Tu
djelatnu tvar karakteriziraju dobra intestinalna permeabilnost te losa topljivost u vodenom mediju, Sto moze dovesti do
smanjene oralne apsorpcije djelatne tvari i niske bioraspolozivosti lijeka. U svrhu modifikacije oslobadanja DAS-a,
mehanokemijski su pripravljene ¢vrste disperzije DAS-a i poli(vinil-pirolidona) (PVP) (uz maseni udio DAS-a od 25 %) u
planetarnom kugli¢nom mlinu pri Cetiri razli¢ita seta procesnih uvjeta. Cvrste disperzije pripravljene su bez otapala, postujuci
nacela zelene kemije. Pripravljene disperzije karakterizirane su diferencijalnom pretraznom kalorimetrijom, rendgenskom
difrakcijskom analizom praha i infracrvenom spektroskopijom s Fourierovim transformacijama da bi se detektirala toplinska
svojstva i fazni sastav cvrstih disperzija te potencijalne interakcije izmedu DAS-a i PVP-a. Izradene su Cetiri vrste tableta koje
sadrze: ishodni DAS, mehanokemijski tretiran DAS, fizikalnu mjeSavinu DAS-a i PVP-a te ¢vrstu disperziju DAS-a i PVP-a
pripravljenu pri naknadno utvrdenim optimalnim procesnim uvjetima. U pripravi svih vrsta tableta upotrijebljen je granulat
pomocnih tvari: manitola, natrijeve kroskarmeloze i poli(etilen-glikola). Tablete su testirane na ujednacenost mase i sadrzaja
djelatne tvari, ¢vrstocu i raspadljivost. Profili oslobadanja DAS-a odredeni su testovima otapanja in vitro. Mehanokemijskom
pripravom amorfnih ¢vrstih disperzija modificiran je profil oslobadanja DAS-a.

Kljune rijeci
Dasatinib, poboljsanje svojstva lijeka, mehanokemijska aktivacija, amorfna cvrsta disperzija, oslobadanje djelatne tvari

prolaska, odnosi se na proces gdje oralno primijenjeni
lijekovi prolaze kroz tanko crijevo i jetru prije nego sto
dospiju u sistemsku cirkulaciju. Tijekom tog procesa,
znatan dio lijeka moze se metabolizirati i deaktivirati, Sto
smanjuje kolic¢inu djelatne tvari koja dospijeva u krvotok.?*-

1. Uvod

Danas, farmaceutska industrija suocava se s mnostvom
problema, kao Sto su primjena toksicnih otapala u

proizvodniji lijekova' te sinteza sve veceg broja u vodi
netopljivih djelatnih tvari.** Djelatne tvari slabe topljivosti
u vodenom mediju i dobre intestinalne propusnosti
pripadaju Il. skupini prema Biofarmaceutskom sustavu
klasifikacije (engl. Biopharmaceutical Classification System,
BCS).5"" Nastoje se pripremiti djelotvorniji dozirni oblici u
svrhu boljeg iskustva uzimanja lijeka i povecdanja njegove
djelotvornosti.'*'® Kao model djelatne tvari Il. skupine BCS
klasifikacije odabran je dasatinib (DAS),"*'* djelatna tvar
(engl.  Active  Pharmaceutical  Ingredient,  API)
upotrijebljena u lijecenju kroni¢ne mijeloi¢ne leukemije
(engl. chronic myeloid leukemia, CML) i akutne
limfoblasticne leukemije s pozitivnim Philadelphia
kromosomom (engl. Philadelphia chromosome positive
acute lymphoblastic leukemia, Ph+ALL).""2° Niska
bioraspolozivost DAS-a javlja se kao posljedica nepotpune
oralne apsorpcije i metabolizma prvog prolaska.”’
Predsistemni metabolizam, poznat i kao eliminacija prvoga
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Mehanokemijski potaknuta amorfizacija djelatnih tvari
moze znatno poboljsati farmakoloska svojstva lijekova.?>2¢
Amorfne strukture djelatnih tvari termodinamicki su
nestabilnije i pokazuju bolju topljivost u vodenom mediju
u odnosu na kristalne oblike. Medutim, kristalne strukture
djelatnih tvari preferiraju se uslijed vece stabilnosti i Cistoce
formulacije.”” Zbog nestabilnosti amorfnih struktura nuzna
je stabilizacija da bi se sprijecila prekristalizacija tijekom
transporta, skladistenja i  primjene  tableta.'>?%
Prekristalizacija moze biti uzrokovana termodinamickim,
kinetickim i molekularnim c¢imbenicima, kao i uvjetima
priprave te vanjskim utjecajima.*® U svrhu stabilizacije
dodaju se hidrofilni polimerni nosaci, koji stabiliziraju
amorfe i poboljsavaju njihovu topljivost u vodenom
mediju.?>?33%3! Povecanje topljivosti i bioraspoloZivosti
lijekova rezultat je smanjenja velicina Cestica, visoko
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topljivih polimernih nosaca te poboljsane disperzibilnosti i
sposobnosti  vlaZzenja djelatne tvari. Polimerni nosaci
stabiliziraju ¢vrste disperzije smanjenjem termodinamicke
pokretacke sile za prekristalizaciju.?*** U idealnoj krutoj
disperziji, gdje je djelatna tvar molekularno pomijesana s
polimerom, kemijski potencijal otopine ¢vrste disperzije je
nizi nego kod amorfnog API-ja. Tijekom mehanokemijske
priprave cCvrstih  disperzija potencijalno se stvaraju
medumolekulske interakcije izmedu djelatne tvari i
polimera, koje dodatno stabiliziraju amorfni APl i
sprjeavaju prekristalizaciju tijekom skladistenja.2830"
Dakle, povecanju bioraspolozivosti kristalini¢nih djelatnih
tvari moze se pristupiti modifikacijom kristalne
strukture.>2® Mehanokemijska priprava polimernih ¢vrstih
disperzija napredna je tehnika koja daje obecavajuce
rezultate u povecanju vodotopljivosti tesko topljivih
djelatnih tvari kao sto je DAS.'>2"33:34

Mehanokemijskom pripravom ¢vrste disperzije DAS-a i
polimernog nosaca, poli(vinil-pirolidona) (PVP), nastoji se
poboljsati topljivost i oslobadanje DAS-a u vodenom
mediju $to moze pozitivno utjecati i na bioraspolozivost
lijeka.?=*® Za mehanokemijsku pripravu cvrstih disperzija
upotrebljava se planetarni kuglicni mlin cija je prednost
mogucnost provedbe procesa bez otapala.?3*° Kako
uvjeti usitnjavanja uvelike utje¢u na kakvocu pripravljene
disperzije,*'* nastoje se detektirati optimalni uvjeti
priprave na temelju unaprijed definiranih kriterija.

Binarne c¢vrste disperzije, pripravljene pri razlicitim
procesnim uvjetima, karakterizirane su rendgenskom
difrakcijskom analizom praha (engl. powder X-ray
diffraction, ~ XRPD),  diferencijalnom  pretraznom
kalorimetrijom (engl. differential scanning calorimetry,
DSC) te infracrvenom spektroskopijom s Fourierovim
transformacijama  (engl.  Fourier-transform infrared
spectroscopy, FTIR). U prvoj fazi istrazivanja, nastoje se
utvrditi optimalni uvjeti priprave disperzija iz rezultata
navedenih analiza, a disperzije pripravljene pri optimalnim
uvjetima potom su tabletirane zajedno s granulatom
pomoc¢nih tvari. Dobivene tablete karakterizirat ce se
prethodno navedenim analizama, dok ¢e se in vitro
ispitivanjima testirati topljivost djelatne tvari te utvrditi
vremenski profili njezina oslobadanja iz tableta.

2. Eksperimentalni dio

2.1. Materijali

Za  mehanokemijsku  pripravu  ¢vrstih  disperzija
upotrijebljena je djelatna tvar dasatinib monohidrat (TAPI
d. 0. 0., Zagreb, Hrvatska) i polimerni nosa¢ poli(vinil-
pirolidon) (PVP) prosjec¢ne molekulske mase 50 kDa (Acros
Organics, Newark, NJ, SAD). Granulat pomo¢nih tvari
sastoji se od manitola i natrijeve kroskarmeloze (Pliva
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Hrvatska d. o. 0., Zagreb, Hrvatska) i poli(etilen-glikola)
(PEC) 4 kDa (Acros Organics, Newark, NJ, SAD). Manitol
je upotrijeblijen kao punilo tablete, a natrijeva
kroskarmeloza kao sredstvo za raspadanje, dok je PEG
imao ulogu veziva u procesu granuliranja. Prilikom
tabletiranja, kao lubrikant odnosno sredstvo za klizenje
upotrijebljen je magnezijev stearat (Pliva Hrvatska d. o. o.,
Zagreb, Hrvatska). Metanol, (p.a.; Lach-Ner, Neratovice,
Ceska), upotrijebljen je kao otapalo za odredivanje
sadrzaja DAS-a u tabletama. Triton X-100 (Biochem
Chemopharma,  Cosne-Cours-sur-Loire,  Francuska),
upotrijebljen je kao surfaktant u ispitivanju oslobadanja
DAS-a iz tableta, dok su bezvodni natrijev acetat (Lach-
Ner, Neratovice, Ce$ka) i glacijalna octena kiselina
(Alkaloid AD Skopje, Skopje, Sjeverna Makedonija)
upotrijebljeni u svrhu priprave medija za testove otapanja.

2.2. Priprava uzoraka
2.2.1. Mehanokemijska priprava ¢vrstih disperzija

Maseni udio djelatne tvari iznosio je 25 %, jer je navedeni
omjer u prethodnim istrazivanjima®® pokazao najmanji
stupanj kristalnosti. U mehanokemijskoj pripravi cvrstih
disperzija upotrijebljen je planetarni kuglicni mlin
Pulverisette 6 (FRITSCH GmbH, Idar-Oberstein, SR
Njemacka) te posude i tijela za usitnjavanje (kuglice) od
ZrO, i ahata. U prvom slucaju upotrijebljeno je 10 kuglica
ZrO, ukupne mase 20 g, omjer mase uzorka i kuglica bio
je 1 : 20, a volumen posude 75 ml. U drugom slucaju
upotrijebljene su dvije kuglice (zbog manjeg raspolozivog
volumena u posudi) ahata ukupne mase 5 g, omjer mase
uzorka i kuglica bio je 1 : 5, a volumen posude 15 ml.
Mljevenje je provedeno u trajanju od 1 h pri brzini vrtnje
mlina od 500 i 600 okretaja u minuti.

2.2.2. In-situ granuliranje taljenjem u fluidiziranom sloju

U ovom istrazivanju provedeno je in-situ granuliranje
taljenjem u fluidiziranom sloju. Uzorci pomocnih tvari:
manitol (200,0 g) kao punilo i natrijeva kroskarmeloza
(12,5 g kao sredstvo za raspadanje granulirani su na
laboratorijskom uredaju s fluidiziranim slojem Uni-GClatt
(Glatt GmbH, Binzen, SR Njemacka) s poli(etilen-glikolom)
to¢no odredenog raspona velicina, 90 — 125 pm (12,5 g)
kao vezivom. Granuliranje je provedeno pri uvjetima
(T, = 90 °C, 20 °C) koji u procesnom prostoru osiguravaju
potpuno taljenje vezivne tvari pritom stvarajudi kapljevita,
meducestiCna premostenja nuzna za uspjesan rast granula
i pri uvjetima naknadnog hladenja sustava s namjerom da
vezivna tvar ocvrsne, formirajuci na taj nacin postojane
okrupnjene cestice, granule. U pripravi tableta ovih
promjera 8 mm upotrijebljene su granule to¢no odredene
veli¢ine 200 — 500 pm.
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2.2.3. Priprava tableta

Pripravljene su Cetiri vrste tableta: tablete fizikalne
mjesavine DAS-a i polimera (PM), tablete Ciste djelatne
tvari (DAS), mehanokemijski tretirane djelatne tvari (DAS
MILL) te c¢vrste disperzie DAS-a i polimera (SD),
pripravljene u posudi od ZrO,, pri 500 okretaja u minuti u
trajanju od jednog sata. Cvrsta disperzija dobivena uz
navedene procesne uvjete pokazala je najmanji stupan;j
kristalnosti te je stoga odabrana za pripravu tableta.
Mjesavine za tabletiranje u kojima ciljani sadrzaj DAS-a
iznosi 10 mas. % pripravljene su mijeSanjem navedenih
vrsta s prethodno granuliranim pomoc¢nim tvarima
navedenim u poglavlju 2.1. Materijali. Kao vezivo
upotrijebljen je PEG prosjecne mase 4 kDa te cestica
veli¢ine 90 — 125 pm. In-situ granuliranje taljenjem u
fluidiziranom sloju provedeno je u granulatoru Uni-Glatt
(Clatt GmbH, Binzen, SR Njemacka) pri sljede¢im
procesnim uvjetima: temperatura ulaznog zraka od 90 °C,
volumni protok zraka za fluidizaciju od 3 x 1072 m* s7".
Tablete su pripravljene tabletiranjem navedenih mjesavina
uz dodatak magnezijeva stearata na tabletirci TDP-5T
(Zhejiang Wisely Machinery Co., NR Kina) uz okruglu
matricu promjera 8 mm.

2.3. Karakterizacija cvrstih disperzija
2.3.1. Diferencijalna pretrazna kalorimetrija [DSC)

DSC analiza provedena je na uzorcima mase oko 5 mg.
Mjerenja su provedena u struji duSika protoka
60 cm® min~" pri brzini zagrijavanja od 10 °C min~" u dva
ciklusa (zagrijavanje od 0 do 105 °C, hladenje od 105 do
0 °C, zagrijavanje od 0 do 360 °C) kod ¢vrstih disperzija
pripremljenih u posudi od cirkonijeva oksida. Kod ¢vrstih
disperzija pripravljenih u ahatnoj posudi primijenjen je
jedan ciklus zagrijavanja od 0 do 360 °C. U toplinskoj
analizi uzoraka upotrijebljen je diferencijalni pretrazni
kalorimetar Mettler Toledo 823e (Mettler Toledo GmbH,
Greifensee, Svicarska).

2.3.2. Infracrvena spektroskopija s Fourierovim
transformacijama (FTIR)

Dodatno, uzorci su analizirani FTIR spektrometrom Vertex
70 s platinastim detektorom (Bruker, Billerica, SAD) u
podru¢ju 4500 — 500 cm™" uz spektralnu rezoluciju od
2 cm~'. Uzorci su postavljani na podlogu za mjerenje bez
dodatne pripreme.

2.3.3. Rendgenska difrakcijska analiza praha (XRPD]

Za uvid u kristalnu strukturu i fazni sastav provedena je
XRPD analiza na uredaju Shimadzu XRD 6000 s Cu-K,

3583

zratenjem valne duljine A = 1,54059 A pri naponu od
40 kV i jakosti struje od 30 mA.

2.4. Karakterizacija tableta

2.4.1. Ispitivanje ujednacenosti masa, Cvrstoce i
raspadljivosti tableta

Ujednacenost masa ispitana je na uzorku od 10 nasumic¢no
odabranih tableta svake vrste na analitickoj vagi KERN AL]
220-4NM  (KERN, Balingen, SR Njemacka). Test
raspadljivosti proveden je prema metodi definiranoj
Europskom farmakopejom (Ph. Eur. 2.9.1., metoda A) na
uredaju za ispitivanje raspadljivosti tableta ZT 322 (Erweka
GmbH, Langen, SR Njemacka). Analiza je provedena
istodobno na 6 tableta u demineraliziranoj vodi zagrijanoj
na 37 = 2 °C, uz potresanje kiveta od 29 do 32 ciklusa po
minuti. Testovi ¢vrstoCe provedeni su na uredaju YD-1
Tablet Hardness Tester (NANBEI, Kina). lzracunata je
prosjecna vrijednost sile potrebne za lom 10 nasumicno
odabranih tableta.

2.4.2. Odredivanje sadrZaja djelatne tvari

Sadrzaj djelatne tvari ispitan je UV/Vis spektrofotometrijom
na uredaju UV-1280 (Shimadzu, Kyoto, Japan) na uzorku
od 10 nasumi¢no odabranih tableta. Sadrzaj tablete
usitnjen je u tarioniku te prenesen u odmjerne tikvice
volumena 50 ml koje su sadrzavale metanol. Koncentracija
otopine DAS-a iznosila je 40 ppm. Nakon homogenizacije
u ultrazvu¢noj kupelji u trajanju od jednog sata, sadrzaj
tikvica filtriran je PTFE membranskim filterom promjera
pora 0,45 pm. Apsorbancija je odredena pri valnoj duljini
A =322 nm.

2.4,3. Oslobadanje djelatne tvari

U ovom istrazivanju, testovi otapanja provedeni su u
laboratorijskom okruzenju (in vitro), prema metodi USP
Apparatus Il Paddle, u mediju (1000 ml, pH = 4,0) koji
Cine acetatni pufer (NaAC+HAC) i surfaktant (1 % Triton X-
100) pri temperaturi od 37,0 = 0,5 °C uz brzinu vrtnje
mijesala s lopaticama od 60 min~'. Propisani uvjeti
simuliraju  gastrointestinalno  okruzenje za oralnu
apsorpciju lijeka.** Ispitivanje je provedeno na uredaju RC-
6D (Zhengzhou Nanbei Instrument, Henan, NR Kina).
Svakih 1, 5, 10, 15, 20, 30, 45, 60, 75, 90, 105 i 120 min
je uzorkovan alikvot od 5 ml. Alikvot je filtriran pomocu
membranskih filtara promjera pora od 0,45 pm u malene
kivete. Uzorcima prikupljenim u navedenim zadanim
vremenskim intervalima, odredena je apsorbancija i
koncentracija otopljene djelatne tvari pomocu UVVis
spektrofotometrije. Programskim dodatkom DDSolver
analizirani su profili oslobadanja djelatne tvari DAS iz
tableta.
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3. Rezultati i rasprava
3.1. Rezultati karakterizacije ¢vrstih disperzija

3.1.1. Rezultati dobiveni diferencijalnom pretraznom
kalorimetrijom

DSC analizom cistih komponenti i cvrstih disperzija
dobiven je uvid u karakteristicne fazne prijelaze svojstvene
kristalnim, odnosno amorfnim tvarima. Termogram DAS-a
naslici 1 prikazuje karakteristican uzak endotermni prijelaz
s izrazenim minimumom pri 288 °C koji odgovara faznom
prijelazu taljenja djelatne tvari. Sirina prijelaza ukazuje na
visoku kristalnu uredenost. Drugi, manji endotermni
prijelaz u Sirem temperaturnom podrucju posljedica je
termicke degradacije, S$to je dodatno potvrdeno
termogravimetrijskom analizom. Vidljiv je i prijelaz pri
temperaturi od oko 120 °C koji odgovara oslobadanju
vode iz kristalne resetke, s obzirom na to da djelatna tvar
dolazi u obliku monohidrata. Mehanokemijskim
tretmanom DAS je u odredenoj mijeri amorfiziran Sto
potvrduje smanjenje povrsine endotermnog prijelaza
taljenja, dok je temperaturni minimum ocitan pri 281 °C.
PVP pokazuje staklasti prijelaz pri temperaturi od 184 °C,
koji je karakteristican za amorfne polimere. U prvom
ciklusu zagrijavanja ¢vrstih disperzija pripravljenih u posudi
od cirkonijeva oksida oslobada se sva voda iz kristalne
resetke, Sto je ocito, jer pri ponovnom zagrijavanju nisu
uoceni prijelazi koji bi odgovarali oslobodenoj vodi. Kod
¢vrstih disperzija pripravljenih u ahatnoj posudi vidljivi su
prijelazi koji odgovaraju oslobadanju vode pri temperaturi
od 120 °C. Izostanak endotermnog prijelaza taljenja kod
¢vrstih  disperzija ukazuje na potpunu amorfizaciju
uzoraka.
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Slika 7 — DSC termogrami PVP-a, DAS-a, DAS MiILL-a i ¢vrstih
disperzija
Fig. 1 — DSC thermograms of PVP, DAS, DAS MILL, and solid
dispersions
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3.1.2. Rezultati dobiveni FTIR-om

FTIR spektroskopijom nastoje se detektirati potencijalne
interakcije izmedu djelatne tvari i polimera. U slucaju
postojanja interakcija, najces¢e vezivanja vodikovom
vezom, pomak apsorpcijskih vrpci specificnih  za
funkcionalne skupine koje sudjeluju u interakciji trebao bi
biti vidljiv.** Na slici 2 vidljive su karakteristicne
apsorpcijske vrpce funkcionalnih skupina cistog DAS-a pri
3456 cm™' za rastezanje —NH i 3203 cm™ za —OH
rastezanje. Uoceno je C—O rastezanje pri 997 cm™', C—Cl
rastezanje pri 767 cm™' i N—O rastezanje pri 1501 cm™.
Apsorpcijske vrpce cistog PVP ukazuju na C=0 rastezanje
pri 1610 cm~', HC=CH rastezanje pri 1518 cm~' i —OH
savijanje pri 1412 cm™". Rezultati FTIR analize pokazuju
da nije doslo do pomaka apsorpcijskih  vrpci
karakteristicnih za funkcionalne skupine u strukturi
polimera i djelatne tvari koje potencijalno mogu stupiti u
vodikovu vezu.
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Slika 2 - FTIR spektri DAS-a, PVP-a i ¢vrstih disperzija
Fig. 2 —FTIR spectra of DAS, PVP and solid dispersions

3.1.3. Rezultati dobiveni rendgenskom difrakcijskom
analizom praha

Difraktogram mehanokemijski tretiranog DAS-a na slici 3
pokazuje karakteristicne maksimume vidljive i kod
netretiranog oblika karakteristicne za kristalno uredene
strukture, ali su pojedini maksimumi znatno umanjenog
intenziteta. Difrakcijski maksimumi disperzija ukazuju na
amorfizaciju uzoraka neovisno o uvjetima, medutim
ponesto uspjesnija amorfizacija postignuta je upotrebom
posude od ZrO,. Rezultati XRPD analize u skladu su s DSC
termogramima u kojima izostaju endotermni prijelazi
talienja DAS-a u uzorcima disperzija karakteristi¢ni za
kristalini¢ne strukture. Pretpostavka je da amorfni oblik
disperzije, koji je najbolje postignut u uzorcima iz posuda
od ZrO,, moze povecati topljivost DAS-a. Prethodna
istrazivanja nalazu da se amorfni oblici tvari lakSe otapaju
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od njihovih kristalnih oblika, uslijed vece Gibbsove
energije i eliminiranja potrebnog utroska energije na
razaranje kristalne resetke.*® Zbog veceg volumena posude
od cirkonijeva dioksida i upotrebe veceg broja tijela za
usitnjavanje, dobiven je manji stupanj kristalnosti Cvrste
disperzije pripravljene u tim uvjetima. Stoga je na taj nacin
pripravljena ¢vrsta disperzija upotrijebljena za pripravu
tableta.
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Slika 3 — Difraktogrami DAS-a, DAS MILL-a, PVP-a i Cvrstih
disperzija
Fig. 3 - Diffractograms of DAS, DAS MILL, PVP and solid
dispersions

3.2. Rezultati karakterizacije tableta

3.2.1. Rezultati ispitivanja ujednacenosti masa, cvrstoce i
raspadljivosti tableta

Ujednacenost masa vazan je parametar kvalitete u pripravi
tableta. Stupcasti dijagram na slici 4 prikazuje kako je
prilikom priprave tableta DAS MILL-a, SD-a i PM-a doglo
do odstupanja od ciljane mase (200 mg). Najujednacenija
masa postignuta je kod uzoraka SD-a uz srednju masu i
standardnu devijaciju koje iznose redom 203,9 * 7,74 mg,
dok tablete DAS MILL-a imaju najvecu srednju vrijednost
masa (m,, = 232,7 mg) te najvece prosjecno odstupanje od
srednje vrijednosti, s (s = 9,76 mg). Srednja masa PM
uzoraka iznosi 209,5 mg, uz standardnu devijaciju od 8,30
mg. Granulirani uzorci, zbog bolje tecivosti i uske
raspodjele velicina Cestica u ¢itavom volumenu mjesavine
za tabletiranje, dokazano ravnomjernije pune matricu
uredaja za tabletiranje. Cvrstoca tablete ovisi o prosjecnoj
veli¢ini i raspodjeli veli¢ina cestica u mjeSavini za
tabletiranje, njezinoj gustoci, poroznosti, veli¢ini i obliku
tablete te primijenjenom tlaku kompresije. Cvrstoca
tablete mora biti takva da je njome lako rukovati te mora
podnijeti naprezanja do kojih dolazi pri pakiranju,
transportu, skladistenju i isporuci. Medutim, povec¢anjem
¢vrstoce tableta smanjuje se njihova raspadljivost koja je
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jednako vazan parametar pri uzimanju lijeka. Potrebno je
nadi ravnotezu izmedu izdrZljivosti naprezanja, ali i
sposobnosti  raspadanja. Polagano raspadanje tableta
klju¢no je za optimalnu ucinkovitost terapija, stoga su ovi
rezultati zadovoljavajuéi.®’

DAS MILL
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PM

250

200 200 mg

>

>

=)
1

masa tablete, mg

100

T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

razmatrana tableta

Slika 4 — Graficki prikaz masa tableta za uzorke DAS MILL-a, SD-a
i PM-a

— Graphic representation of tablet mass for DAS MILL, SD
and PM samples

Fig. 4

Cvrsta disperzija pokazuje vecu ¢vrsto¢u u usporedbi s
¢vrsto¢om komercijalno dostupnih tableta, koja iznosi 98,0
+ 7,3 N. Vrijednosti ¢vrstoce u skladu su s rezultatima
ispitivanja  raspadljivosti tableta, odnosno najmanja
¢vrstoca odgovara najvecoj raspadljivosti.

Tablica 1 - Srednje ¢vrstoce i raspadljivosti ispitivanih tableta
Table T - Mean hardness and disintegration times of the tested

tablets
DAS MILL SD
Cvrstoca Fe/N 46,4 107,3
Hardness s/N 4,7 15,5
Raspadljivost | te/s 396,17 804,83
Disintegration| s/s 19,91 17,68

3.2.2. Odredivanje sadrZaja djelatne tvari

Sadrzaj djelatne tvari u tabletama prikazan je slikom 5
samo za tablete SD. Ciljani udio djelatne tvari u svakoj
tableti iznosi 10 %, odnosno 20 mg. Prema smjernicama
Europske farmakopeje, dopusteno odstupanje stvarne
mase djelatne tvari moze biti do = 15 % od ocekivane
vrijednosti kako bi se tableta smatrala zadovoljavajuce
ujednacenosti sadrzaja.*® Na slici 5 prikazani su rezultati
ispitivanja sadrzaja djelatne tvari u tabletama pripravljenim
od ¢vrste disperzije DAS-a i PVP-a. Rezultati tog ispitivanja
nisu prikazani za ostale uzorke (DAS MILL i komercijalno
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dostupne tablete) bududi da je naglasak ovog istrazivanja
na pripravi amorfnih ¢vrstih disperzija i formulacija tableta
s disperzijama (SD uzorci).

11,5 %

10 o 10,0 %

8.5%

sadrzaj DAS, %
T

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

razmatrana tableta

Slika 5 — Stupcasti dijagram masenog udjela DAS-a u tabletama
SD-a

— Bar diagram of mass fraction of DAS in tablets prepared
from SD

Fig. 5

Samo tri tablete, od ispitanih 10, imaju zadovoljavajudi
sadrzaj djelatne tvari, dok ostale imaju manji sadrzaj od
propisanog. Moguc¢i razlozi ukljucuju promjene kemijske
strukture tijekom mehanokemijske aktivacije, nastanak
nusprodukata te gubitak uzorka zbog lijepljenja za stjenke
posude tijekom priprave.

3.2.3. Analiza oslobadanja djelatne tvari

Na slici 6 prikazani su vremenski profili oslobadanja
djelatne tvari za pripravljene tablete.
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Slika 6 — Profili oslobadanja DAS-a iz tableta PM-a, DAS MILL-a,
DAS-ai SD-a

— DAS release profile from PM, DAS MILL, DAS and SD
tablets

Fig. 6
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Vidljivo je da tablete SD-a oslobadaju veci postotak
djelatne tvari (74,46 %) od tableta PM-a i DAS-a (redom
66,97 % i 66,22 %), s netretiranom djelatnom tvari. Najvise
oslobodenog DAS-a (83,11 %) postizu tablete DAS MILL-
a. Vremenski profili oslobadanja djelatne tvari poprimaju
slican oblik za sve uzorke, medutim, uzorci DAS-a i DAS
MILL-a postizu maksimalnu koncentraciju nakon 20 min,
dok uzorci s polimerom (PM i SD) isto postizu za 45 min,
osiguravajuci kontrolirano oslobadanje i kontinuirani
terapijski ucinak. Udio oslobodene djelatne tvari u slucaju
PM-a i DAS-a ocekivano je nizi s obzirom na to da nije
doslo do mehanokemijske aktivacije, odnosno ni na koji
nacin nije potaknuto uspostavljanje interakcije izmedu
polimera i djelatne tvari. Kod uzoraka podvrgnutih
mehanokemijskoj aktivaciji doslo je do pomaka te je
oslobodeno vise djelatne tvari u odnosu na fizikalnu
mjeSavinu i Cistu djelatnu tvar. Manja veli¢ina Cestica u
¢vrstim disperzijama povecava specificnu povrsinu DAS-a
koji je u kontaktu s medijem. Nadalje, zbog poboljsane
raspodjele tvari unutar polimera uoci mehanokemijske
priprave omoguceno je bolje vlazenje.** lako je koli¢ina
oslobodene tvari manja, kontroliranim oslobadanjem
djelatne tvari postize se kontinuirani farmakoterapijski
ucinak kojim je moguce eliminirati potrebu za uzimanjem
doze nekoliko puta u danu. Mehanokemijska aktivacija

rezultirala je povecéanjem konacne koncentracije
oslobodene tvari.
4. Zakljucak
Ovo istrazivanje opravdava primjenu  koristene

metodologije u formulaciji lijeka poboljsanih svojstava.
Zelenim  pristupom - mehanokemijskom pripravom
amorfnih ¢vrstih disperzija moguce je poboljsati profil
oslobadanja dasatiniba i pozitivno utjecati na oralnu
apsorpciju tog antineoplastika.

Opisane promjene u fizikalno-kemijskim svojstvima mogu
znatno poboljsati terapijsku ucinkovitost dasatiniba, a
samim time otvaraju se nove mogucnosti za razvoj
ucinkovitijih i sigurnijih farmaceutskih formulacija.

Promjenom procesnih uvjeta priprave moguce je dobiti
disperzije veceg stupnja amorfizacije, sto moze povoljno
utjecati na oslobadanije lijeka.

Buduca istrazivanja podrazumijevat ¢e primjenu drugih
polimera poput hidroksipropil-metil-celuloze (HPMC) koji
moze u odredenim uvjetima stvoriti viskozni gel u kontaktu
s vodenim medijem i na taj nacin dodatno kontrolirati
brzinu oslobadanija lijeka.
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Zahvaljujemo pojedincima i organizacijskim jedinicama
koje su pridonijele uspjesnom zavrsetku ovog istrazivanja.
Osobito smo zahvalni Fakultetu kemijskog inZenjerstva i
tehnologije Sveucilista u Zagrebu na osiguravanju
potrebnih resursa te profesoru Zizeku i asistentici Soka¢ na
podrsci, mentorstvu i strpljenju.

Popis kratica i simbola
List of abbreviations and symbols

Simboli upotrijebljeni u radu:

F —sila, N
— force, N
Fy — srednja vrijednost sile, N
— mean force value, N
m — masa testirane tablete, g
— mass of tested tablet, g
my — srednja vrijednost mase tablete, g
— mean value for tablet mass, g
s —standardna devijacija
— standard deviation
T —temperatura, °C
— temperature, °C
t —vrijeme, s, min, h
—time, s, min, h
T, - stakliste, °C
— glass transition temperature, °C
T — taliste, °C
— melting temperature, °C
A —valna duljina, nm, A
— wavelength, nm, A
@ - difrakcijski kut, °
— diffraction angle, °

Akronimi upotrijebljeni u radu:

API — Active Pharmaceutical Ingredient
— Djelatna tvar
BCS — Biopharmaceutics Classification System
— Biofarmaceutski sustav klasifikacije djelatnih tvari
CCS — Croscarmellose Sodium
— Natrijeva kroskarmeloza
CML — Chronic Myeloid Leukemia
— Kroni¢na mijeloi¢na leukemija
DAS — Dasatinib
— Dasatinib
DAS MILL - Milled Dasatinib

— Mljeven dasatinib
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DSC — Differential Scanning Calorimetry
— Diferencijalna pretrazna kalorimetrija
FTIR — Fourier Transform Infrared Spectroscopy
— Infracrvena spektroskopija s Fourierovim
transformacijama
HPMC — Hydroxypropyl methylcellulose
— Hidroksipropil metilceluloza
MAN — Mannitol
— Manitol
NKK — Natrijeva kroskarmeloza
PEG — Polyethylene glycole
— Poli(etilen-glikol)
Ph-+ALL — Philadelphia Chromosome Positive Acute
Lymphoblastic Leukemia
— akutna limfoblasti¢na leukemija s pozitivnim
Philadelphia kromosomom
Ph. Eur. — European Pharmacopeia
— Europska farmakopeja
PM — Physical Mixture
— Fizikalna mjesavina
PTFE — Polytetrafluoroethylene
— Politetrafluoroetilen
PVP — Polyvinylpyrrolidone
— Poli(vinil-pirolidon)
SAD - Sjedinjene Americke Drzave

SD — Solid Dispersion
— Cvrsta disperzija

XRPD — X-ray Powder Diffraction

— Rendgenska difrakcijska analiza praha
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SUMMARY

Enhancing the Release Profile of Drug through Mechanochemical Preparation
of Amorphous Solid Dispersions
Paola Grobenski, Melani Adami¢-Goli¢, Paola Klonkay, Katarina Sokac,” and Krunoslav Zizek

Dasatinib (DAS) is a drug used in the treatment of chronic myeloid and acute lymphoblastic leukemia. While
DAS exhibits good intestinal permeability, its poor solubility in aqueous medium limits its bioavailability. To
enhance DAS'’s release profile, solid dispersions of DAS and polyvinylpyrrolidone (PVP), with a DAS mass
fraction of 25 %, were prepared mechanochemically in a planetary ball mill under four different process
conditions. These solid dispersions were produced without a solvent, following the principles of green
chemistry. The solid dispersions were characterized using differential scanning calorimetry, X-ray powder
diffraction, and Fourier transform infrared spectroscopy to determine the thermal properties and phase
composition of the solid dispersions, as well as possible interactions between DAS and PVP. Four types of
tablets were prepared, containing: original DAS, mechanochemically treated DAS, a physical mixture of DAS
and PVP, and a solid dispersion of DAS and PVP prepared under optimised process conditions. Cranules of
excipients used in the tablet formulations included mannitol, croscarmellose sodium, and polyethylene glycol.
The tablets were tested for uniformity of mass and drug content, hardness, and disintegration properties. DAS
release profiles were determined through in vitro dissolution testing. The mechanochemical preparation of
amorphous solid dispersions was found to modify the release profile of DAS.
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